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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Tissue Engineering

Tissue Engineering (TE) bezeichnet ein interdisziplinares Gebiet, das die Prinzipien
des Ingenieurwesens und der Biowissenschaften zugunsten der Entwicklung von
biologischen  Ersatzstoffen vereint, die Gewebefunktion wiederherstellen,
aufrechterhalten oder verbessern (Skalak und Fox 1988, zit. nach Langer und Vacanti
1993). Von trivialen Suggestionen Uber dessen Bedeutung absehend, beschreibt
,Engineering® hier weniger einen an Maschinen und dafur Verantwortlichen
gekoppelten Arbeitsprozess, sondern die Blindelung wissenschaftlicher Erkenntnisse
auf Basis der Zellbiologie zur Erschaffung eines zweckerfullenden Materials (Williams
2006). TE beschreibt das Ziel, verletztes, fehlendes oder beschadigtes Gewebe
vorerst mit einem, diesem ahnlichen, Grundgerust (Scaffold) zu stabilisieren, das
durch Biomaterial (BM) reprasentiert werden kann (Williams 2009). Nach
Transplantation in vivo soll diese formgebende Struktur im optimalen Fall auf
naturlichem, also physiologischem Weg resorbiert und vollstandig durch
korpereigenes Material ersetzt werden. Das Scaffold kann ad hoc mit
gewebsspezifischen Zellen (Unger et al. 2007) oder Wachstumsfaktoren (Kesireddy
und Kasper 2016) benetzt werden, um die Integration im Implantationsgebiet zu
optimieren. Es sollte die Adhasion sowie die Einsprossung von Blutgefallen
ermaoglichen, welche in der gewlnschten Geweberegeneration eine so zentrale Rolle
spielen (Kirkpatrick et al. 2007). Die ausgebildeten Gefalistrukturen erleichtern
patienteneigenen Zellen die Migration und nachfolgende Resorption des Gerusts, um
dieses allmahlich durch neues, korpereigenes Gewebe ersetzen zu kénnen (Chappard
et al. 1993).

1.2 Bone Tissue Engineering

Knochen gilt weltweit auf dem Gebiet der Humanmedizin als zweithaufigstes
Transplantationsgewebe, dem Spitzenreiter Blut folgend (van Heest und Swiontkowski
1999). Der Begriff des Bone Tissue Engineering (BTE) beschreibt das obig erwahnte
TE speziell fur Knochengewebe. Es ist nach heutigen Erkenntnissen und Fortschritten
im Zusammenhang mit Knochenersatzmaterial (KEM), das als solches eine

Spezifikation von BM darstellt, in humanmedizinischer Anwendung nicht mehr



1 Einleitung

wegzudenken. Aufgrund einer gestiegenen Lebenserwartung und einer stetig alter
werdenden Weltbevolkerung ist auch ein Anstieg auf dem Gebiet muskuloskelettaler
Beschwerden, wie beispielsweise Frakturen, Tumoren, Osteoporose und Knochen-
metastasen zu verzeichnen (Agarwal und Garcia 2015), welche das Interesse an
rekonstruierendem Material, speziell fur Knochen, begrinden. KEM soll nach
Transplantation in Knochen vorerst durch Osteoblasteninteraktion mit diesem
verwachsen, um allmahlich abgebaut und bestenfalls simultan durch kérpereigenes
Gewebe ersetzt werden zu kdnnen (Ohgushi et al. 1989). Hierzu bendtigt das Scaffold
daran anknupfende, aussprossende Gefaldstrukturen, gewahrleistet durch
Endothelzellen, die das Implantationsgebiet mit knochenbildenden Zellen und

Nahrstoffen versorgen (Unger et al. 2007).

Die zunehmende Relevanz des BTE und seine gewichtige Bedeutung basiert in erster
Linie auf der begrenzten Anzahl von autologem Spendermaterial bei kontinuierlich
wachsendem Bedarf. Autologes Material, wie beispielsweise in der oralchirurgischen
Anwendung haufig zum Einsatz kommender Knochen des Beckenkamms, gilt als
durch Entnahmemorbiditat begrenzt (Gitelis und Saiz 2002). Wahrend allogenes
Material, entsprechend eines anderen menschlichen Spenders, mit dem Problem von
AbstoBungsreaktionen behaftet sein kann, zeigt es daruber hinaus nach
Gefriertrocknungsbehandlung nur schwache Osteoinduktivitat (Keating und McQueen
2001), demnach kaum Fahigkeit, mesenchymale Stammzellen (MSZ) zur
Differenzierung zu knochenbildenden Zellen zu stimulieren (Chappard et al. 1993).
Xenogene Materialien, die von einer anderen Spezies als der des Menschen
entstammen, kdnnen als weniger begrenzte Ressource angesehen werden. Die
Gefahr einer immunologischen Reaktion oder Infektion (Wu et al. 2019) wird heute
durch geeignete Reinigungsverfahren moglichst gering gehalten (Chappard et al.
1993; Fages et al. 1994; Schnirer et al. 2003). Auch synthetisierte, resorbierbare
KEM, dann als alloplastisch zu bezeichnen, die einerseits osteoinduktiv, als auch
osteokonduktiv, also dem nachwachsenden Knochen ein Gerust zum Nachwachsen
bieten (Chappard et al. 1993), gelten als vielversprechende Alternative zur

Behandlung ossarer Defekte.
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Diese Studie untersucht ein neuartiges Kollagen-Vaterit-Praparat fur die naturliche
Knochenregeneration. Primares Ziel stellt die Evaluation der Biokompatibilitat des in
Kollagennetzen eingebetteten Vaterits dar. Bei gleichzeitig erhaltener
Reaktionsfahigkeit zur Umwandlung in Hydroxylcarbonatapatit (HCA) soll jener Vaterit
als Garant eines fur die natiurliche Knochenregeneration so wichtigen lonen-
Puffersystems dienen. Augenmerk dieses Kombinationspraparats liegt auf der
Verbindung osteokonduktiver Eigenschaften von Vaterit mit stabilisierenden
Fahigkeiten des Kollagennetzes. Vaterit konnte somit die Adhasion von Osteoblasten
induzieren, wahrend das umgebende Kollagen einwandernden Endothelzellen als
leitende Struktur diente. Diese Endothelzellen koénnten anschlieRend in die von
Osteoblasten gebildete Extrazellularmatrix (EZM) migrieren und kapillarahnliche
Strukturen ausbilden. Das neuartige Kollagen-Vaterit-Praparat soll die fur
Knochenregeneration fundamentalen Zellen wie Osteoblasten und Endothelzellen
unterstitzen und deren physiologischen Funktionen aufrechterhalten, um allmahlich
von einwachsendem Knochen ersetzt werden zu kénnen. Kollagen selbst steht mit
keinerlei inflammatorischen Reaktionen in Verbindung (Ferreira et al. 2012). Es findet
darlber hinaus klinische Anwendung als knochenersetzendes Material im Sinne eines
natlrlichen Platzhalters. Biokompatibilitat bildet die Grundvoraussetzung einer jeden
Verwendung von BM in der Humanmedizin. Erméglichen BM durch optimale
Interaktion mit fur physiologische Knochenregeneration essenziellen Zellen wie
Osteoblasten und Endothelzellen einen erfolgreichen Knochenersatz, so werden sie
als KEM bezeichnet. Biokompatibel, und damit absolut gewebevertraglich, werden
grundsatzlich nicht toxische Produkte betitelt, die ohne inflammatorische Reaktionen
mit den Wirtszellen interagieren (Schnurer et al. 2003). Hinsichtlich der Evaluation von
Biokompatibilitat in vitro muss ein KEM steril, frei von zytotoxischen Inhaltsstoffen und
frei von Endotoxinen sein. Daruber hinaus sollte es Zellen die Adhasion und
Proliferation erméglichen, wie dies auch bei Knochenregeneration in vivo beobachtet
wird. Abschliefend darf die Interaktion von KEM und Zellen die physiologische
Genexpression nicht beeintrachtigen. Zugunsten einer solch graduellen Evaluierung
der Tauglichkeit von Kollagen-Vaterit im Einsatz als KEM, nutzte diese Arbeit diverse
Zellen, darunter primare Osteoblasten, primare Endothelzellen, osteoblastische

Zelllinien, eine Endothelzelllinie sowie eine fibroblastische Mauszelllinie.
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Zum Vergleich galten ahnliche Materialien, die bereits Verwendung auf dem Gebiet
des BTE finden, als Referenz. Hierbei handelte es sich um vorwiegend
kollagenbasierte Materialien, wie Collacone, Mucoderm, Porcines Perikard, Porcine
Dermis und Rogg neben Collacone max, einem BM unter Zusatz von Hydroxylapatit
und Tricalciumphosphat (HA/TCP). Um Ruckschlisse auf die Vaterit-Komponente des
Kollagen-Vaterit-Praparats zuzulassen, diente ein Muster des separaten

Kollagenzusatzes zum indirekten Vergleich.

Zugunsten der Prufung vorig genannter Kriterien zur Erfullung von Biokompatibilitat
testete diese Arbeit zunachst die Sterilitat der Materialien. Anschlie3end folgte eine
grundlegende Untersuchung der Proben auf Zytotoxizitat, bevor nahere Tests
hinsichtlich mdglicherweise prasenter Endotoxine angestellt werden konnten.
Daraufhin wurde das Zellwachstum mithilfe fluoreszenzbasierter Methoden auf den
diversen KEM analysiert, um Ruckschlisse auf mdogliche Interaktionen in vivo zu
ziehen. AulRerdem erfolgte eine Untersuchung der Genexpression einzelner Zellarten
in Kontakt mit den Materialien unter Zuhilfenahme einer Polymerasekettenreaktion

(PCR) mit anschlieRender Gelelektrophorese.
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3.1 Grundverstandnis des Knochenmetabolismus

Knochensubstanz Iasst sich in eine organische und eine anorganische Phase gliedern,
neben denen sie aulRerdem Lipide, Zellen und Wasser enthalt. Der organische Teil
besteht zu 95 % aus Typ-1-Kollagen, die restlichen 5 % machen Proteoglykane und

nichtkollagene Proteine aus, darunter Osteokalzin, Osteopontin sowie Osteonektin.

Die anorganische Phase setzt sich hauptsachlich aus kristallinem Hydroxylapatit (HA)
zusammen (Ginebra et al. 2018). Das in der Natur am haufigsten vorkommende Apatit
ist Calciumphosphatapatit der generellen Formel Cas(PO4)3(OH). In Knochen findet
sich eine nicht-stochiometrische, relativ calciumarme Form des HA, das bis zu 8 %
Carbonat enthalt (Okada und Furuzono 2012; Ginebra et al. 2018). Daruber hinaus
lassen sich Spurenelemente wie Magnesium, Natrium, Kalium, Chlorid, Strontium,

Fluor und Wasser nachweisen (Ginebra et al. 2018).

Als die drei wichtigsten Zellarten zum Erhalt der Knochenintegritat sind Osteoblasten,
Osteoklasten sowie Osteozyten zu nennen. Eingebettet in eine kombiniert
anorganisch/organische Matrix, kommt jeder dieser Zellarten eine gesonderte

Funktion zu.

Als Matrixbestandteil wird schon wahrend der Proliferationsphase der Osteoblasten
Kollagen Typ 1 produziert, das einen Hauptteil der unmineralisierten
Extrazellularmatrix (EZM) ausmacht und in diesem Kontext auch als Osteoid
bezeichnet wird (Boyce et al. 2009). Fibroblasten stabilisieren jene neu gebildete,
kollagene EZM. Wahrend der Matrixreifung erfolgt die Expression weiterer, nicht-
kollagener Proteine wie der alkalischen Phosphatase (ALP) (George et al. 2006). In
der spateren Phase der Mineralisation dann die Expression von Osteokalzin,
Osteonektin und Osteopontin. ALP wird von Osteoblasten exprimiert, um Phosphat
aus anorganischem Pyrophosphat zu spalten. In Kombination mit Calcium kdnnen
Osteoblasten HA-Kristalle fur den Knochenaufbau generieren, die in die EZM
zwischen Kollagenfibrillen eingebaut werden (Vimalraj 2020) und damit das Osteoid
mineralisieren. Wahrend Osteokalzin neben regulativer Beeinflussung ebenso fur die
Reifung der Knochenmatrix eine herausragende Stellung einnimmt (Boskey et al.
1998), fallt Osteonektin fir die Mineralisation neu synthetisierter Kollagenstrange und
somit deren gefestigten Bindungen zu Knochen ins Gewicht (Termine et al. 1981).
Singh et al. (2018) konkretisierten, dass Osteopontin Kristallwachstum von HA

5
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reguliert und osteoklastenvermittelte Knochenresorption zu férdern vermag, wodurch
das fur Knochenintegritit so essenzielle Remodeling des Knochens, auch
Knochenumbau genannt, ermdglicht wird. Insgesamt koénnen die drei zuletzt

genannten Proteine als Marker regelrecht ablaufender Knochenmineralisation gelten.

Osteoblasten produzieren folglich den organischen Anteil der Matrix, gleichermalen
vermdgen sie anorganische Bestandteile zu generieren. Osteoklasten besitzen die
Fahigkeit zur Knochenresorption. Nach indirekter Stimulation durch Parathormon
exprimieren Osteoblasten den Receptor Activator of NF-kB Ligand (RANKL), der sie
zur indirekten Bindung an Osteoklasten befahigt. Osteoklasten bilden daraufhin
osteoidabbauende Enzyme, sogenannte Matrixmetalloproteinasen (MMP), und
senken den lokalen pH-Wert durch Sekretion von H*, CI~ und Kathepsin K signifikant
herab, um Knochen resorbieren zu konnen (Doi et al. 1998; Ono und Nakashima
2018). Osteoklasten ihrerseits konnen die knochenbildende Aktivitat von Osteoblasten
induzieren (Boyce et al. 2009). Parathormon férdert die Aktivitat der Osteoklasten,
wahrend Osteoprotegerin, Calcitonin und Ostrogene diese mindern. Osteozyten
hingegen sind reife, ruhende Knochenzellen. Es handelt sich hierbei um ehemalige
Osteoblasten, die ganzlich von Knochengewebe umsaumt wurden. Sie regulieren den
Knochenumbau (Remodeling) (Boyce et al. 2009), der fur die Stabilitat und funktionelle

Integritat des Knochens unerlasslich ist.

Verantwortlich fir das Remodeling sind grofRtenteils Osteoblasten und Osteoklasten
(Hadjidakis und Androulakis 2006). Faktoren wie Alterungsprozesse, Verletzungen,
Infektionen und Tumoren kdnnen diesen konstanten Umbau beeintrachtigen. Bei
ausgepragten Traumata, Frakturen oder Knochenentnahmen, die Infektionen oder

entarteten Zellen geschuldet sind, wird der Einsatz von KEM unabdingbar.

3.2 Knochenregeneration

Die reiche Vaskularisierung von Knochen impliziert grundsatzlich eine gute Wund- und
Frakturheilung. Letztere stellt eine aullergewohnliche Variante der Regeneration dar,
die sogenannte restitutio ad integrum, bei der neu gebildetes Gewebe spater nicht
mehr vom urspringlich unversehrten Knochen abgrenzbar scheint. Anders als bei
weichem Gewebe, verbleibt keinerlei fibrose Narbe am Verletzungsort (Majidinia et al.
2018). Derzeit werden zwei verschiedene Arten der Knochenregeneration

unterschieden. Zum einen die direkte, primare Variante mit minimaler Kallusbildung,
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zum anderen die indirekte, sekundare Variante inklusive kombiniert desmaler
(intramembrandser) und chondraler Ossifikation. Bei der direkten Frakturheilung
besteht unmittelbarer Kontakt der Fragmente, sodass Unger et al. (2009) zufolge
Osteoklasten und Gefalde aus eroffneten Havers-Kanalen, kleinen Zentralkanalen in
der aulleren, sehr dichten Knochenschicht (Substantia compacta), in gegenuber-
liegende Bruchflachen wachsen und Knochen resorbieren. AnschlieRend besiedelnde
Osteoblasten kleiden entstandene Nischen mit Osteoid aus, das allmahlich verkalkt.
Die Fraktur muss hierfur rigide stabilisiert sein. Bei der sekundaren Frakturheilung
besteht zwischen den Frakturenden ein breiterer Spalt, der zunachst von einem
Hamatom und einem sich daraus entwickelnden, bindegewebigen Kallus ausgefullt
wird. Die nekrotisierenden Frakturenden werden sodann von Osteoklasten resorbiert
(Unger et al. 2009).

In Hinsicht auf Knochen- und Frakturheilung ist besonders die indirekte Variante von
Bedeutung, bei der sowohl desmale als auch chondrale Ossifikation kombiniert
ablaufen (St-Arnaud und Naja 2011; Fazzalari 2011) und die dem physiologischen
Heilungsprozess in vivo entspricht (Niethard et al. 2017). Wahrend die desmale
Knochenbildung direkte Knochenapposition unter dem Periost beschreibt, durchlauft
die chondrale Ossifikation an angrenzenden Frakturbereichen mehrere
Ubergangszustande unter Bildung einer knorpelartigen Matrix, die allméhlich
kalzifiziert und durch Knochen ersetzt wird (Einhorn 1998; Einhorn 2005). Vorlaufig
entstandenes Knochengewebe, sogenannter Geflechtknochen, besteht aus
ungeordnet verlaufenden Kollagenfasern. Geflechtknochen gilt als zellreich und weist
nur einen geringen Mineralisationsgehalt auf. Auf die Bildung dieser stabilisierenden
Ubergangsform folgt sukzessive der Umbau zu belastungsstabilem Lamellenknochen.
Dieser beschreibt umfangreicher organisiertes Gewebe, das sich durch trajektoriell,
also in Belastungsrichtung ausgerichtete Kollagenfasern auszeichnet. Die EZM
organisiert sich hierbei in eine zentral liegende, durch trabekulare Knochenbalkchen
gebildete Substantia spongiosa und eine peripher gebildete, an Havers-Kanalen
reiche Substantia compacta (Welsch 2003; Schunke et al. 2014).

Der Prozess der indirekten Frakturheilung lasst sich in mehrere, ineinander
ubergehende Phasen gliedern, die als Inflammation, Regenerations- sowie

Umbauphase deklariert werden (Haffner-Luntzer und Ignatius 2019):
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Inflammatorische Phase

Die Frakturheilung beginnt mit einer inflammatorischen Phase. Hierbei schief3t die
Expression proinflammatorischer Mediatoren in die Hohe, darunter neben
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) auch die zwei in Bezug auf Knochenheilung
wahrscheinlich einflussreichsten Interleukine (IL) IL-1 und IL-6 (Marsell und Einhorn
2011). Diese Signale rekrutieren inflammatorische Zellen wie Makrophagen und
begunstigen die Angiogenese (Dimitriou et al. 2005), letztere unter anderem durch
Produktion von Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) stimuliert (Marsell und
Einhorn 2011; Hu und Olsen 2016). Der von Osteoblasten exprimierte VEGF spielt

eine SchlUsselrolle bei der Aktivierung aussprossender Angiogenese.

Durch Verletzung einer GefalRwand aktivierte Thrombozyten sezernieren
Transforming Growth Factor-B1 (TGF-B1) und Platelet Derived Growth Factor (PDGF).
Osteoprogenitorzellen exprimieren Bone Morphogenetic Proteins (BMP) und es
kommt zur Freisetzung von Fibroblast Growth Factor-2 (FGF-2) (Schindeler et al.
2008). Dieses Zusammenspiel fiihrt zur Rekrutierung von MSZ und zum Ubergang in
die Phase der Kallusbildung, der sogenannten chondrogenen Phase (Cho et al. 2002;
Dimitriou et al. 2005).

Regenerationsphase (Chondrogene Phase)

Im Bereich angrenzender Frakturenden werden zugunsten der chondrozyten-
vermittelten Kallusbildung zunachst MSZ rekrutiert. Diese MSZ differenzieren im Sinne
der chondralen Ossifikation zu Chondrozyten, die unter Ausbildung eines weichen
Kallus weiter proliferieren. In Bereichen fehlender oder ungenigend ausgepragter
knorpelartiger Matrix erfolgt die Ablagerung fibrosen Gewebes durch Fibroblasten
(Schindeler et al. 2008). Die chondrogene Phase scheint durch Hochstwerte an von
Chondrozyten produziertem Kollagen Typ 2 und Kollagen Typ 10 charakterisiert (Cho
et al. 2002). Nach Gewahrleistung hinreichender Stabilitdt durch Ausbildung einer
Kallusbrucke werden die Chondrozyten hypertroph. Sie nehmen eine hyperplastische
Gestalt an und zeigen Apoptose. Wahrend die EZM mineralisiert, wird der Knorpel
unter Einsprossung von GefalRen vaskularisiert, angeregt durch VEGF und
Angiopoetin-1 (Ang-1) (Schindeler et al. 2008). Dies bedingt die Migration von
Osteoprogenitorzellen und hamatopoetischen Stammzellen, die sodann in
Osteoblasten und Osteoklasten differenzieren. Osteoklasten beseitigen atrophierte

Zellen und mineralisiertes Knorpelgewebe, wahrend Osteoblasten diese
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Vorgangersubstanz durch ossare Matrix, vorwiegend Kollagen Typ 1 enthaltend,
ersetzen. Allseits der Kollagenfibrillen erfolgt schlieRlich die Ablagerung von HA-
Kristallen durch Osteoblasten (Schwenzer und Bacher 2011). Eine betrachtliche Rolle
spielt Uberdies die resultierende Hochregulation von ALP, welche anorganisches
Pyrophosphat spaltet. Das entstehende Phosphat kann anschlie3end in Kombination

mit Calcium durch Osteoblasten zu kristallinem HA generiert werden (Vimalraj 2020).

Im Bereich des Periosts nahe der Fraktur sowie unmittelbar an kortikalem Knochen
erfolgt die desmale Ossifikation. Hierbei differenzieren MSZ direkt zu Osteoblasten
(Schwenzer und Bacher 2011). Unter fortwahrender Proliferation bilden jene
Osteoblasten wenige Tage spater vorlaufigen Knochen aus, den sogenannten

Geflechtknochen.

Gemal Cho et al. (2002) kommen diversen BMP und weiteren Mitgliedern der TGF-
B-Familie sowohl bei der desmalen als auch bei der chondralen Ossifikation wichtige
regulative Funktionen zu. Uber den gesamten Zeitraum der Frakturheilung
detektierbare Level von exprimiertem Osteokalzin sowie Kollagen Typ 1 vermdgen

indessen ablaufende Osteogenese zu bestatigen (Cho et al. 2002).

Remodeling/Umbauphase

Die aus den Osteoprogenitorzellen differenzierten Osteoblasten exprimieren neben
Interleukinen zudem weitere Schlusselfaktoren der Osteozytogenese, wie
Macrophage Colony-Stimulating Factor (M-CSF) und RANKL (Schindeler et al. 2008),
die die Differenzierung der Osteoklasten fordern. In einer Literaturibersicht verwies
Weitzmann (2017) auf die Vermutung, dass inflammatorische Zytokine, wie IL-1, IL-6,
IL-7, IL-17a, TNF-a und VEGF die Osteoklastogenese indirekt Uber Stimulation der
Produktion von RANKL regulieren. Unter Prasenz von M-CSF bindet RANKL an auf
Osteoklastenvorlauferzellen befindlichen Receptor Activator of NF-kB (RANK) und
induziert somit die Differenzierung zu aktivierten und funktionsfahigen Osteoklasten.
Von Osteoblasten gebildetes Osteoprotegerin hingegen verhindert die Bindung von
RANKL an RANK und reguliert damit auch den durch Osteoklasten vermittelten
Knochenabbau (Liu und Zhang 2015). Das Zusammenspiel der knochenabbauenden
und knochenbildenden Eigenschaften der Osteoklasten und Osteoblasten verwandelt
Geflechtknochen allmahlich in funktionsstabilen Lamellenknochen (Mountziaris und
Mikos 2008). Die Phase des Remodelings kann ein bis zwei Jahre in Anspruch
nehmen (Niethard et al. 2017).
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Bestimmte Bedingungen wie Frakturspalten einer GroRe Uber 3 cm, TrUimmerzonen
unter statisch externer Fixation oder entstehende Pseudarthrosen, konnen die
physiologisch regelrechte Wundheilung eines konservativ therapierten Defektes
behindern (Unger et al. 2009). In solchen kritisch zu prognostizierenden Fallen kann
BTE eine vielversprechende Alternative bieten, suffiziente Knochengeneration zu

ermdglichen.

3.2.1 Regeneration von Extraktionsalveolen

Im zahnmedizinischen Bereich spielt das Knochenangebot insbesondere in Hinblick
auf Zahnersatz eine betrachtliche Rolle. Nicht nur bei implantologischer Planung,
sondern auch bei prothetischem Brickenersatz zeigt sich das gingivale Niveau fir die
schlussendliche Asthetik als fundamental. Mit Zahnextraktionen gehen resorptive
Umbauprozesse des Knochens unausweichlich einher, die Resorption der
vestibularen Knochenlamelle gravierender ausgepragt als die der lingualen sowie
palatinalen Wand (Araujo und Lindhe 2005). In einem Review resimierten Tan et al.
(2012), dass der horizontale Knochenverlust sechs Monate nach einer Zahnextraktion
durchschnittlich bei 29 — 63 % und der vertikale Dimensionsverlust bei 11 — 22 %
liegen kann, wobei die starksten Resorptionsprozesse nach Extraktion innerhalb der
ersten drei bis sechs Monaten zu verzeichnen sind. Wesentlich ist die resultierende
Feststellung, dass der horizontale, den Alveolendurchmesser betreffende
Knochenrtickgang dreimal Uber dem vertikalen Knochenrtickgang liegt (Gotz und
Schnutenhaus 2016). Dennoch hangt Knochenatrophie in der Sagittalen mafigeblich
von der transversalen Knochendicke ab. Acht Wochen nach Extraktion von
Frontzahnen kann der vertikale Knochenverlust bei dunnen Knochenlamellen in einer
transversalen Starke von 1 mm auch bis hin zu 7,5 mm betragen. Dies reprasentiert
eine 3,5-fach hohere sagittale Resorption als in Studien dickwandigeren Knochens
(Chappuis et al. 2013). Grundsatzlich atrophiert der Alveolarfortsatz im Unterkiefer
starker als der des Oberkiefers. Die erwahnten Mal3e sollen annaherungsweise eine
gewisse Vorstellung der Dimension von extraktionsbedingter Knochenresorption
vermitteln. Aufgrund verschiedener Bedingungen, wie der Anzahl und der Position zu
extrahierender Zahne, parodontalen Komorbiditaten sowie der individuellen
Belastbarkeit getesteter Patienten, kann keine allgemeingulltige Aussage
diesbezuglich getroffen werden. Der Heilungsprozess von Extraktionsalveolen ist,
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ahnlich dem der Frakturheilung, in verschiedene, ineinanderflieRende Phasen

gegliedert:

Inflammatorische Phase

Nach der Extraktion eines Zahnes fullt sich die zurtckbleibende Alveole mit Blut, das
binnen kurzer Zeit in ein Blutkoagulum umgewandelt wird. Nach zwei bis drei Tagen
beginnt die Einwanderung inflammatorischer Zellen, die die Alveole vor Bildung neuen
Gewebes von unerwinschten Mikroorganismen befreien (Araujo et al. 2015). Die
Kombination aus inflammatorischen Zellen, Endothelzellen und Fibroblasten fuhrt zur
Ausbildung kollagenreichen Granulationsgewebes (Kriger 1977), welches das
Koagulum ersetzt und die proliferative Phase einleitet (Araujo et al. 2015; G6tz und
Schnutenhaus 2016).

Proliferative Phase

Das provisorisch gebildete Granulationsgewebe bietet ein Gerust flir einwandernde
Endothelzellen und Osteoblasten. Uber dem Blutkoagulum bildet sich epitheliales
Gewebe, das die Extraktionswunde bereits nach sieben Tagen abzudecken vermag
(Kriger 1977). Dieser Prozess wird auch als Reepithelialisierung bezeichnet.
Innerhalb des Koagulums folgt die Ablagerung von Osteoid durch Osteoblasten, die
zuvor aus Osteoprogenitorzellen differenzierten. Osteoid stellt erneut die unreife
Grundsubstanz dar, die innerhalb von zwei bis vier Wochen mineralisiert (Go6tz und
Schnutenhaus 2016). AnschlieBend kommt es gemal’ Araujo et al. (2015) zu finger-
formigen Ablagerungen von Geflechtknochen entlang der neu gebildeten Gefalie.
Nach vollstandigem Einschluss von Gefalten durch Geflechtknochen benennen sich
diese funktionellen Einheiten als Osteone. Geflechtknochen ist nach etwa zwei
Wochen im Knochendefekt detektierbar und verbleibt dort fur einige Wochen. Es
handelt sich hierbei um den obig beschriebenen unreifen Knochen, der allmahlich zu

belastungsstabilem Lamellenknochen umgebaut wird (Araujo et al. 2015).

Remodeling/Umbauphase

Die Umwandlung von Geflecht- zu Lamellenknochen wird als Bone Remodeling

bezeichnet. Resorptive Vorgange, wie den Alveolarkamm betreffende, werden als
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Knochenumbauprozesse deklariert. Ab der vierten Woche wandelt sich das in der
Alveole befindliche Gewebe langsam zu stabilem Lamellenknochen um, das Epithel
fusioniert und wird mehrschichtig (Gotz und Schnutenhaus 2016). Wahrend die
vollstandige Reepithelialisierung in der Regel nach sechs Wochen als abgeschlossen
gilt (Gotz und Schnutenhaus 2016), bedarf es fur den vollstandigen Umbau des
Knochens hin zu Lamellenknochen einige Monate (Lindhe et al. 2012; Araujo et al.
2015; Araujo et al. 2015).

Als anatomische Besonderheit Iasst sich sogenannter Buindelknochen hervorheben,
der die innere Alveolenwand auskleidet. Er betitelt eine dinne Knochenlamelle von
0,2 bis 0,4 mm ohne Osteone und dient parodontalen Fasern, wie Sharpey‘schen
Fasern, als Verankerung (Araujo et al. 2015). Der Name begrindet sich in der
Beschaffenheit bundelformig, parallel einstrahlender Fasern des parodontalen
Ligaments (Go6tz und Schnutenhaus 2016). Studien von Araujo und Lindhe (2005)
zufolge gilt Bindelknochen als ausschlie3lich vom jeweiligen Zahn erhalten und wird
bei Extraktion vollstandig resorbiert, wahrend restlicher Alveolarknochen per
diffusionem versorgt wird. Bei sehr dunnwandigem, fast ausschlielllich aus
BlUndelknochen bestehendem Knochen, kann dies in vollstandiger Resorption der
bukkalen Knochenlamelle resultieren (Frohlich 2009; Rathe 2011). Der bukkale
vertikale Knochenverlust steht also in direktem Zusammenhang mit der Dicke der noch
bestehenden bukkalen Alveolenwand (Jung et al. 2018). Der Alveolendurchmesser
stellt einen weiteren beeinflussenden Faktor bei der Regeneration von
Extraktionsalveolen dar. Je gro3er die interalveolare Distanz, desto geringer flllt sich
die zurlickbleibende Alveole mit Knochen (Rathe 2011). Dass eine Sofortimplantation
Knochenresorption verhindere, widerlegten bereits Clementini et al. (2015) anhand
einer Beurteilung diverser Studien. Stumbras et al. (2019) vereinten in einer
Literaturibersicht verschiedener Methoden die Aussagen der Autoren zu dem
Schluss, dass ,Socket Preservation’ (SP) diese Knochenresorption zwar nicht ganzlich
verhindern konne, deren vertikale und horizontalen Ausmalle allerdings
herabzusetzen vermdge. Einige Autoren behalten den Begriff SP ausschliel3lich
vierwandigen Knochendefekten vor, sie bezeichnen den Erhalt von zwei- oder
dreiwandigen Defekten nicht intakter Alveolen dann als ,Ridge Preservation' (Endref3
2009; Happe 2010). Im Folgenden werden sowohl ,Socket’ als auch ,Ridge

Preservation‘ unter SP gemeinsam erlautert.
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SP beschreibt das Prinzip des Auffullens einer Extraktionsalveole, um die
beschriebenen, resorptiven Umbauvorgange nach Zahnextraktionen zu minimieren
und zielt auf den Erhalt der Alveole ab (Rathe 2011). In erster Linie soll SP die mit
einer Zahnextraktion einhergehende Kieferkammatrophie verringern (Hollay et al.
2014; Al-Nawas et al. 2020). Der Ausschuss Gebuhrenrecht der
Bundeszahnarztekammer (BZAK) beschreibt in einer tabellarischen Aufstellung
knochenchirurgischer Leistungen (07/2013) autologen Knochen oder KEM als
primares Fullmaterial einer SP. Dem Einbringen von KEM soll sodann eine
uberdeckende Membran und/oder die Bildung eines weichgewebigen Lappens mit
primarem Wundverschluss folgen. Trennende Membranen zwischen Parodont
beziehungsweise Alveolarknochen und gingivalem Weichgewebe kénnen im Sinne
der Guided Bone Regeneration (GBR) zum Erhalt des Kieferkammknochens die
Alveole von schneller proliferierendem Epithelgewebe freihalten, um spater
migrierenden Osteoblasten und Endothelzellen die Madglichkeit der Knochen-
neubildung zu gewahren (Mardas et al. 2010). Solche stabilisierenden
Barrieremembranen gelten insbesondere bei groleren Knochendefekten als vorteilig
(Al-Nawas et al. 2020). Sie konnen entweder alleinig (Lekovic et al. 1998) oder als
KEM Uberdeckende Komponente (Barone et al. 2008) implantiert werden. Fir kleinere
Alveolarkammdefekte bis 3 mm konnte sich die separate Anwendung kollagen-
basierter, resorbierbarerer Membranen im Sinne der GBR bewahren (Al-Nawas et al.
2020). Fur groRere Defekte oder zugunsten eines ossaren Alveolenerhalts mit nicht
intakten Knochenwanden stellt die Verwendung von KEM in Kombination mit
uberdeckenden, resorbierbaren Membranen die Therapie der Wahl nach aktuellen
Standards dar (Al-Nawas et al. 2020). Im Bereich der dentalen Implantologie bewahrte
sich insbesondere die Kombination von porcinen oder bovinen Kollagenmatrices in
Anwendung mit KEM (Mardas et al. 2010). Bezuglich des Fullmaterials einer SP bieten
sich zahlreiche Moglichkeiten, von denen Buch et al. (2005) eine ausflhrliche
Ubersicht anfertigten. Darunter findet sich ebenfalls HA, welches laut Buch et al.
(2005) gute Langzeitergebnisse liefert und der hier untersuchten Vaterit-Komponente
ahnlich ist (siehe auch Abschnitt 3.4.2).

3.3 Knochenregeneration und Angiogenese

Das Zusammenspiel von Knochenregeneration und Angiogenese, letztere oftmals

auch als Vaskularisierung bezeichnet, ist von entscheidender Bedeutung. Neben der

13



3 Literaturdiskussion

Versorgung mit Sauerstoff und Wachstumsfaktoren sichert Angiogenese gleichzeitig

den immunologischen Prozess in der initialen Phase der Implantation von KEM.

Derzeit werden drei Arten der Angiogenese unterschieden: Vaskulogenese,

aussprossende und nicht aussprossende Angiogenese.

Vaskulogenese gilt als vorwiegend auf die embryonale Entwicklung beschrankt und
bezeichnet die de novo Generierung von Gefallen aus endothelialen Vorlauferzellen
des Knochenmarks (Risau 1997). Sie kann allerdings gleichermalen eine Rolle bei

aussprossender Angiogenese im Falle von Wundheilung spielen (Carmeliet 2000).

Aussprossende Angiogenese bezeichnet die Ausbildung neuer Gefalle unter
Migration und Proliferation von Endothelzellen, demgemal} durch Neuaussprossung
bestehender Gefalle. Als Endothelzellen werden die innere Schicht der Gefallwand
auskleidenden Zellen bezeichnet, die unter anderem die Regulation des Gefaldtonus,
der Hamostase und inflammatorischer Prozesse beeinflussen. Gegenuber weiteren
Zellen der GefalRwand wie Perizyten oder glatten Muskelzellen kommt Endothelzellen
die gewichtigste Bedeutung im Rahmen der Angiogenese zu. Bei der nicht
aussprossenden Angiogenese teilen sich vorhandene Gefalle durch Endothelzell-
auslaufer (Carmeliet 2000). Hierbei findet vornehmlich ein Langenwachstum statt.

Im menschlichen Organismus und insbesondere bei der Integration von KEM sind alle
drei eben genannten Formen der GefaRbildung relevant. Da die aussprossende
Angiogenese fur die initiale Integration des KEM, auch im Rahmen der ausgelosten
inflammatorischen Reaktion, die wohl gewichtigste Funktion einnimmt, wird diese im

Folgenden naher erlautert (Carlier et al. 2012; Reinke und Sorg 2012).

Zu Beginn der aussprossenden Angiogenese erhdhen hypoxische Bedingungen, die
sowohl in Tumor-, als auch in nekrotischem Gewebe vorzufinden sind, die Freisetzung
von VEGF und Stickstoffmonoxid (NO), letzteres durch Makrophagen produziert.
Diese Mediatoren fuhren zur Erhéhung der Gefalipermeabilitat (Conway et al. 2001).
Ein niedriger Sauerstoffpartialdruck im Gewebe induziert zudem die Freisetzung von
Hypoxie-induzierten Faktoren (HIF). Der Anstieg an HIF bedingt gleichzeitig einen
Anstieg von freigesetztem VEGF, sowie eine Stabilisation von VEGF messenger RNA
(mRNA), welches unweigerlich zur Stimulation von Endothelzellen in angrenzenden
Blutgefalien flhrt (Papetti und Herman 2002). VEGF, unter anderem von Osteoblasten
exprimiert, induzieren sowohl Migration als auch Proliferation der Endothelzellen
(Burke et al. 1995). Die Aktivierung von Endothelzellen fuhrt zum ersten Schritt der

Angiogenese, der Erhéhung der Gefaldpermeabilitat durch Umverteilung endothelialer
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Adhasionsmolekule wie Platelet/Endothelial Cell Adhesion Molecule-1 (PECAM-1) und
Vascular Endothelial Cadherin (VE-Cadherin) (Esser et al. 1998; Conway et al. 2001).
Es folgt die durch VEGF induzierte Extravasation von Plasmaproteinen, die eine
vorubergehend unterstutzende Struktur bilden, um Endothelzellen die Migration zu
erleichtern (Conway et al. 2001).

Angiopoetin-2 (Ang-2) lockert interzellulare Kontakte von Endothelzellen, sodass die
Zellen nun in die umgebende Matrix aussprossen konnen (Maisonpierre et al. 1997;
Gale und Yancopoulos 1999), wahrend Ang-1 die neu gebildeten Gefalle
anschlieBend stabilisiert (Gavard et al. 2008). Die aussprossenden ,Tip-Zellen®
endothelialer Art bilden fingerformige Zellfortsatze aus, sogenannte Filopodien, die
nun den Weg der neu aussprossenden Gefalde entlang des VEGF-Gradienten leiten
(Gerhardt et al. 2003). Die sich unmittelbar vor den ,Tip-Zellen’ erstreckende Matrix
wird durch Proteinasen wie MMP aufgelost (Rundhaug 2005). Dies gewahrt
aussprossenden Endothelzellen nicht nur ausreichend Platz flr deren Angiogenese,
sondern fuhrt auch zur Freisetzung pro-angiogenetischer Faktoren, wie basic
Fibroblast Growth Factor (bFGF, synonym zu FGF-2), VEGF und Insulin-like Growth
Factor-1 (IGF-1), die zuvor in der EZM eingebettet lagen (Conway et al. 2001).
Aulerdem werden Adhasionsstellen nun proteolytisch freigelegt, um die Migration der
Endothelzellen zu ermdglichen (Conway et al. 2001). Zur Bildung funktioneller
Gefalstrukturen ist die Formation von Hohlraumen essenziell. Kamei et al. (2006)
vermuteten, dass die Formation und Fusionierung intra- und interzellularer

Endothelzellvakuoli in der Bildung von vaskularen Lumina resultiert.

Nach Schaffung friher und fragiler Gefaldstrukturen missen diese stabilisiert werden,
den Begriff der Reifung pragend. Ang-1 stabilisiert hierfur die neu gebildeten Gefalle
durch Phosphorylierung und damit Aktivierung von PECAM-1 und VE-Cadherin,
welche sodann die interzellularen Kontakte der Endothelzellen festigen (Gamble et al.
2000).

Unter Einfluss von PDGF werden MSZ rekrutiert, die zu wandstandigen Perizyten in
mikrovaskularen Gefallen sowie glatten Muskelzellen in groReren Gefalden
differenzieren. Durch die angeregte Proliferation zuletzt genannter kdnnen die unreifen
Gefallstrange erganzend gefestigt werden (Papetti und Herman 2002). Dartber
hinaus sorgt Ang-1 anhand des beschriebenen Mechanismus fur Starkung
interzellularer Zell-Zell-Kontakte und bewirkt weitere Stabilisation der Gefallwand.
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Perizyten bilden gemeinsam mit Endothelzellen anschlieRend EZM (Benjamin et al.

1998) und bewahren neu gebildete Gefalte vor Abbau.

VEGF wird im Zusammenhang mit Angiogenese die wohl kritischste Rolle zuteil.
Dieser Wachstumsfaktor ist bei allen Entwicklungsstadien der Gefal3neubildung
prasent und kann damit als bestimmende Komponente zur Detektion stattfindender
Angiogenese dienen (Jin und Patterson 2008). Durch Osteoblasten gebildet reprasen-

tiert VEGF auch im Rahmen der Knochenregeneration eine herausragende Stellung.

Eine gesicherte Angiogenese gilt als essenziell hinsichtlich der Einheilung neu
transplantierter Materialien, weshalb die schnelle Vaskularisierung neuer, als TE
verwendeter BM Ziel aktueller Studien darstellt (Unger et al. 2007). Die soeben
bekraftigte Relevanz von Angiogenese im Rahmen der Knochenregeneration betont
die entscheidende Rolle der Endothelzellen. Wahrend Osteoblasten fur die Bildung
neuer EZM zustandig sind, die im weiteren Verlauf verkalkt und allmahlich zu Knochen
umgebaut wird, ermdglicht diese Matrix und osteoblastar gebildete VEGF
einwandernden Endothelzellen die Migration. Eine ausreichende Nahrstoffversorgung
kann derart lediglich durch anschlieBende Angiogenese gesichert werden. Folglich
konkretisiert sich die Relation von Osteoblasten und Endothelzellen bei der

regelrechten, naturlichen Knochenregeneration.

3.4 Knochenersatzmaterial

Die Grundvoraussetzung der Verwendung jeglichen BM in der Medizin stellt dessen
Biokompatibilitat dar. Daruber hinaus gelten Zellproliferation, Matrixreifung und
Mineralisation als drei aufeinanderfolgende Stadien, die auf optimalem KEM
erkennbar sein sollten. Als Matrixbestandteil wird schon wahrend der
Proliferationsphase der Osteoblasten Kollagen Typ 1 produziert. Wahrend der
Matrixreifung kommt es sodann zur Expression von ALP (Golub et al. 1992), spater
zur Bildung von Osteokalzin, Osteopontin und Osteonektin. Optimale KEM sollten
Osteoblasten moglichst zur Expression dieser Stoffe anregen, um ein regelrechtes
Durchlaufen der vorig genannten Stadien zu ermdoglichen (Unger et al. 2009). Sie
sollten bestenfalls sowohl osteokonduktiv als auch osteoinduktiv sein.
Osteokonduktivitat bezeichnet die Fahigkeit eines Materials, nachwachsendem
Regenerationsgewebe als formgebende Leitstruktur zu dienen, wahrend

Osteoinduktivitat die Anregung zur Bildung neuen Knochens beschreibt. Die
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Resorption des Materials sollte mit neu gebildetem Knochen einhergehen, um
durchweg ausreichende Stabilitdt zu gewahrleisten. Eine erganzend sichergestellte
konstante, lokale Mineralstoffversorgung und ein damit einhergehendes lonen-Puffer-

system ermoglichen suffiziente Regeneration von Knochen (Schroder et al. 2015).

Die Nutzung von autologem Knochen gilt noch heute als Goldstandard (Wu et al.
2019), da das immunologische Risiko als gering eingestuft wird. Jedoch birgt sie
dennoch die Gefahr einer Infektion der Entnahmestelle oder der grundsatzlichen
Schwachung des Patienten durch einen zusatzlichen chirurgischen Eingriff. Autologer
Knochen wird durch individuelle Verfugbarkeit an Knochensubstanz limitiert (Campana
et al. 2014). Wahrend allogene oder xenogene Materialien, sinngemal} einer anderen
Spezies entstammend, bezuglich ihrer Form sowie GréfRe als weniger eingeschrankt
gelten, uberwog hier lange das Risiko einer immunologischen Abwehrreaktion sowie
Infektion. Heute werden xenogene Materialien, beispielhaft tierischen Ursprungs,
daher nur noch in behandelter Form eingesetzt (Schnurer et al. 2003) und mit
entsprechenden chemischen Reinigungs- und Extraktionsprozessen aufbereitet
(Chappard et al. 1993; Fages et al. 1994). Infolge der Denaturierung von
gegenwartigen Proteinen auf Xenografts traten immunologische Abwehrreaktionen
heute nicht mehr auf (Schnarer et al. 2003). Auch alloplastische, also synthetisierte
KEM, die osteokonduktive und osteoinduktive Eigenschaften zeigen, sollen in diesem
Zusammenhang eine Losung darstellen (Al-Nawas et al. 2020). In einigen Versuchen
der letzten Jahre wurden Materialien entwickelt, die Anforderungen wie Porositat,
mechanischer Stabilitdt und Resorbierbarkeit gerecht werden koénnen. Zur
Optimierung der Osteoinduktivitat kann im Rahmen der Biofunktionalisierung dartber
hinaus die Addition von Wachstumsfaktoren oder anderen regenerativ supportiven
Substanzen erfolgen (Kédmmerer und Pabst 2020). Diese eigenstandig
osteoinduktiven Substanzen sollen alloplastische Scaffolds in deren Bioaktivitat

verbessern (Kesireddy und Kasper 2016).

3.4.1 HA, TCP, HCA, Kollagen

Aufgrund ihrer chemischen Ahnlichkeit zur Knochenhartsubstanz konnten sich (iber
die letzten Jahre besonders Calciumphosphate (CaP), wie Hydroxylapatit (HA) (Laasri
et al. 2010) und Tricalciumphosphat (TCP) im Einsatz als Knochengeruste (Scaffolds)
bewahren (Dorozhkin 2013). Wahrend die meisten CaP gute Eigenschaften der

Osteokonduktivitat besitzen, unterscheiden sie sich bezuglich ihrer Osteoinduktivitat.
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Weiterhin gilt die Osteoinduktivitat synthetisierter, azellularer KEM als umstritten
(Ohgushi et al. 1989). Nichtsdestotrotz belegten einige Studien, dass sowohl TCP als
auch HA, Knochenbildung durch deren Mikroporositat zu induzieren vermogen (Yuan
et al. 1999; Yuan et al. 2001; Chan et al. 2012). CaP konnen in vivo demnach gemaf
Campion et al. (2011), Chan et al. (2012) und einigen weiteren Autoren (Yamasaki und
Sakai 1992; Habibovic et al. 2005; Ripamonti 1996) aufgrund ihrer spezifischen

Oberflachengeometrie sowie Porositat als osteoinduktiv gelten.

TCP lasst sich in Untergruppen wie B-TCP (Kotobuki et al. 2006) sowie a-TCP
(Kamitakahara et al. 2008) splitten. Im Unterschied zu B-TCP ist a-TCP besser |0slich
(Chow 1991), doch laut Yuan et al. (2001) selbst bei identischer Morphologie nicht
osteoinduktiv. Trotz der besseren Ldslichkeit von a-TCP wird B-TCP aufgrund eines
kombiniert hydrolytisch-zellularen Abbaus schneller resorbiert (Merten et al. 2000). Die
langsame Degradationsrate von a-TCP begrindet sich darin, dass es nahezu
vollstandig zu HA hydrolysiert (Smeets et al. 2018). HA stellt die amorphe Form von
TCP dar (Campana et al. 2014). Als ein haufig als KEM verwendetes Produkt ist HA
bei einem pH-Wert von 7,4 thermodynamisch stabiler als beide Formen des TCP
(Dorozhkin 2013). HA wird langsamer resorbiert, was infolgedessen gleichermal3en in
simultanem Einwachsen neuen Knochens resultiert (Okanoue et al. 2012). Die oft
Jahre nach Implantation noch detektierbare Prasenz implantierter HA-Keramiken
begrundet sich moglicherweise in von Carmo et al. (2018) und Hesaraki et al. (2014)
vermuteten hohen Temperaturen bei der Keramikherstellung und anschliel3ender
verdichtender Sinterung, die die Kristallinitat erhéht und damit biologischen Abbau
behindert. Insbesondere bei einem prolongierten Einfluss von Fremdmaterial auf den
Korper wie bei KEM fallt dessen Biokompatibilitat ins Gewicht. Auch HA vermag durch
gesteigerte Mikroporositat osteoinduktiv wirken (Pei et al. 2017).

Zahlreiche Studien konnten belegen, dass B-TCP (Arahira und Todo 2014) und HA (Li
et al. 2019) die Adhasion, Differenzierung und Proliferation von knochenbildenden
Zellen wie Osteoblasten oder mesenchymalen Stammzellen begunstigt und eine
direkte Verbindung zu Knochen ermoglicht. Wahrend unter Transmissionselektronen-
mikroskopie in Studien von Fujita et al. (2003) an der Grenze zwischen Knochen und
B-TCP sparliche Kollagenfasern, Kalzifizierungen und Osteozytenfortsatze aus-
gemacht werden konnten und damit eine direkte Verbindung nahe legten, zeigte HA
uber Ausbildung fibrillarer Strukturen eine zunachst indirekte Bindung zu Knochen.

Dies offenbarte unterschiedliche Mechanismen der Integration jener KEM.
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Dass der Zusatz von Carbonat (CO3?") zu Apatit sowohl die Adhasion als auch die
Proliferation osteoblastischer Zellen zu beglnstigen vermag, betonten bereits Pieters
et al. (2010). Speziell Hydroxylcarbonatapatit (HCA), ein mit Carbonat versetztes
Hydroxylapatit, gewann die letzten Jahre zunehmend an Bedeutung. Der Zusatz von
Carbonat bewirkt eine Optimierung von HA, ohne Einbullen in dessen
Biokompatibilitat zu verursachen (Kolanthai et al. 2017). HCA ist natlrlicher
Knochensubstanz sehr ahnlich (San Miguel et al. 2010), es Uberwindet Limitationen
des nur schlecht abbaubaren HA und zeigt in vivo hohe Osteokonduktivitat sowie,
unter physiologischen Bedingungen, einen begunstigten Abbau (Carmo et al. 2018).
Knochen sollte sich nicht auflésen, bis Osteoklasten den lokalen pH-Wert durch
Protonentransfer auf einen Wert von 5,00 absenken. Besonders diesbezlglich zeigt
HCA ein interessantes Gleichgewicht zwischen chemischer Dissoziation, Resorption
durch Osteoklasten und osteoblastenvermittelter Bildung neuen Knochens (Germaini
etal. 2017). HCA begunstigt gegenuber HA die Vitalitat osteoblastischer Zellen, zudem
eine verbesserte Proliferation von Praosteoblasten (Germaini et al. 2017) und férdert
die Bildung neuen Knochens (San Miguel et al. 2010). In Kombination mit den obig
genannten Studien bezuglich CaP (Yuan et al. 1999; Yuan et al. 2001; Campion et al.
2011; Chan et al. 2012) liegt nahe, dass auch HCA durch dessen Mikroporositat

osteoinduktiv wirken kann.

Wie in Abschnitt 3.1 naher ausgefuhrt, gilt Kollagen als naturlicher Bestandteil der
extrazellularen Matrix und als essenzielle Komponente der Neubildung von Knochen
in vivo (Schmidt et al. 2011). Es kann alternativ zu den eben beschriebenen CaP-
Praparaten als natlrliches Polymer, sinngemald aus naturgegebenen Quellen,
gewonnen und im Sinne des BTE genutzt werden (Ferreira et al. 2012; Ueda et al.
2002). Neben der Optimierung von Stabilitat und Dreidimensionalitat kann KEM
darUber hinaus mit Kollagen erganzt werden, um die Adhasion und Proliferation
gefalbildender Endothelzellen zu férdern. Voraussetzend hierfur ist die Migration
endothelialer Zellen. Ahnlich des Prinzips der SP oder GBR in der Mund-Kiefer-
Gesichtschirurgie (Windisch und Mdlnar 2017; Al-Nawas et al. 2020) findet Kollagen
auch im Bereich der Orthopadie Anwendung. Im Sinne eines indirekten KEM soll hier
eine Uberbrickende Kollagenmatrix als eine Art Platzhalter dienen. Skelettale Defekte
werden demnach vor schneller proliferierendem, umliegenden Weichgewebe
freigehalten, um Dbesiedelnden Osteoblasten und Endothelzellen optimale

Voraussetzungen zu allmahlicher Knochenregeneration bieten zu kénnen.
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3.4.2 Vaterit

Jungst gelang die nahere Erforschung und Synthese von Vateritnanopartikeln Ca[CO3]
(Schiler und Tremel 2011; Mugnaioli et al. 2012). In Vaterit, benannt nach dem
deutschen Mineralogen und Chemiker Heinrich Vater, wechseln sich hexagonal
geordnete COs-Gruppen mit achtfach koordinierten Calcium-lonen ab, sodass jedes
zentral liegende Calcium-lon von acht Sauerstoff-lonen der CO3-Gruppe umgeben ist
(Mugnaioli et al. 2012). In diversen Gesteinsschichten oder von Fischen, Krustentieren
oder VOgeln produziert kommt Vaterit in der Natur nur selten vor (Konopacka-tyskawa
2019). Als letzte stabile, aber auch am besten l6sliche Kristallstruktur von
Calciumcarbonat (Tolba et al. 2016) bildet Vaterit in Ldsung positiv geladene
Nanopartikel, die bei Bedarf mit Carboxylat- oder Phosphatgruppen funktionalisiert
werden konnen (Schuler und Tremel 2011). In wasserfreier Form bleibt Vaterit Gber
einen langen Zeitraum stabil und kann in dieser Form trocken gelagert werden.
Insgesamt existieren drei polymorphe Kristallstrukturen des Ca[COs], darunter
orthorhombischer Aragonit, rhomboedrischer Calcit und hexagonal angeordneter
Vaterit (Boyjoo et al. 2014). Basierend auf deren maRige L&slichkeit dissoziieren
Vaterit-Partikel sukzessive in Dblutplasmadhnlicher Ldésung wie simulierter
Korperflissigkeit (SBF) und bilden HCA (Schroder et al. 2015). Diesen
Umwandlungsprozess erklaren Schroder et al. (2015) mit der durch Dissoziation von
Vaterit freigesetzten Ca?*- und COs?-lonen. Schlussfolgernd fiihre die lokale
Erhéhung der Ca?*-Konzentration mit einhergehender Anreicherung an aus SBF
stammendem Phosphat zu einer Ubersattigung der Lésung. Dies resultiere folglich in
Keimbildung, ein Begriff der Kristallografie, von HCA oberflachlich des sich |I6senden
Vaterits (Schroder et al. 2015).

In pordses, dreidimensionales Polyethylenglykol-Acetal-Dimethacrylat-Hydrogel
(PEG-Acetal-DMA-Hydrogel) eingebettet, kann Vaterit als mineralisches Reservoir
dienen und als biomimetisches Material fungieren (Schroder et al. 2015). So gehalten
zeigt Vaterit Potenzial zur Gewahrleistung eines lonen-Puffersystems fur in vivo-
Knochenregeneration bei dennoch bestehender Reaktionsfahigkeit zur Umwandlung
zu HCA. Vaterit bildet plattchenférmige Agglomerate von HCA (Schroder et al. 2015),
die dem im Knochen vorkommenden Apatit ahnlich sind (San Miguel et al. 2010) und

tragt damit die genannten positiven Eigenschaften von HCA.

Demnach kann Vaterit als natirlicher Vorbote von HCA und damit der in vivo

Knochenbildung gelten. Im Sinne eines KEM begunstigt Vaterit die Zelladhasion,
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Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten (Schroder et al. 2018). Diese
Osteoblasten konnen folgend einerseits Osteoklasten zum Abbau des Vaterits
induzieren, neuen Knochen bilden und zudem kollagenbasierte EZM produzieren,
welche einwandernden Endothelzellen als Leitstruktur dient und damit verbundene
Vaskularisierung ermaoglicht.

Einige Methoden zur Synthetisierung von Vaterit nutzen zeitaufwandige
Carbonisierungsverfahren von flissigem Calciumhydroxid (Ca(OH)z) mit gasformigem
Kohlenstoffdioxid (CO2) (Maeda et al. 2005; Konopacka-tyskawa 2019). Auch eine
wassrige Synthese konnte bereits beschrieben werden, bei der Dopamin, Glycin oder
L-Alanin zur Stabilisierung der Vateritphase bendtigt werden (Schroder et al. 2018).
Zuletzt jedoch etablierte sich eine schnellere, vereinfachte Methodik der
Vateritsynthese, die auf ultraschallgestutztem Zerfall von Natriumhydrogencarbonat
(NaHCOs) in Ethylenglykol unter Gegenwart von Calciumchloridtetrahydrat
(CaCl2:4H20) beruht (Schiler und Tremel 2011).

3.5 Biokompatibilitat von Knochenersatzmaterial

Biokompatibilitat bildet die Basis jeglicher Verwendung von BM in der Humanmedizin,
so auch fur die erfolgreiche Integration von Knochenersatz. Die Begrifflichkeit umfasst,
in Zusammenhang mit in Knochenkontakt implantiertem BM, drei Untergruppen, die
als Biotoleranz, Bioinertheit und Bioaktivitat bezeichnet werden. Wahrend biotolerante
Materialien als korperfremd erkannt und aufgrund einer Abkapselung durch
korpereigenes Weichgewebe toleriert werden kdnnen, vermdgen sie Uber mehrere
Jahre im Organismus zu persistieren. Bioinerte Materialien hingegen werden nicht als
korperfremd identifiziert. Letztere interagieren nur in geringem Ausmal} anhand
biochemischer Wechselwirkungen mit dem Organismus, gehen jedoch keine feste
Verbindung mit ihm ein. Bioaktive Materialien demgegenuber besitzen die Fahigkeit
mit korpereigenem Gewebe zu verwachsen und eine zugfeste Verbindung
auszubilden (Dinkelacker 2014). Zur Begrifflichkeit der Bioaktivitat zahlen im weiteren
Sinne zugleich Osteokonduktivitat und Osteoinduktivitat. Diese Definitionen gelten im
Rahmen von biokompatiblen KEM als erstrebenswertes Ziel synthetisierter Materialien
und reprasentieren die Auslegung des dieser Arbeit zugrunde liegenden

Verstandnisses von Biokompatibilitat.
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Nicht biokompatible BM oder KEM fuhren zu einer Aktivierung von Angio- sowie
Osteogenese, die lediglich darauf abzielt, das Fremdmaterial von kdrpereigenem
Gewebe zu isolieren (lvanov et al. 2019). Biokompatibilitat gilt demnach als
voraussetzend fur die Verwendung gewebeersetzenden Materials. Sie lasst sich
gemal’ Unger et al. (2014) durch Tests bestatigen, bei denen in vitro- als auch in vivo-
Studien die biologischen Interaktionen zwischen Zellen und Material evaluieren, um
eine sichere Beurteilung eines spezifischen BM zuzulassen. Diese Interaktionen
konnen Zytotoxizitat, inflammatorisches Potenzial, akute, subakute oder chronische
Toxizitat, Kanzerogenitat, Zellwachstum und Abbau des BM inkludieren (Unger et al.
2014).

Zur Evaluation von Biokompatibilitat werden Zellen unter sterilen Bedingungen in
Laboratorien angezichtet. Anschlielend folgt die Kombination des zu testenden
Materials mit den angezuchteten Zellen. Finales Ziel solcher Studien stellt die
Ermittlung der Zellreaktion mit den BM dar, die im weiteren Verlauf Adhasion,
Wachstum, Morphologie, Vitalitat und Genexpression der Zellen implizieren. Dartber
hinaus mochten praklinische in vitro-Studien zellarttypische Phanotypen vorfinden, wie
sie als solche bei in vivo-Studien zu erwarten sind. Soll das Material anhand von
Nanopartikeln mit Zellen interagieren, so werden dieselben eben genannten Kriterien
der Zellphysiologie in Prasenz der BM untersucht. Die so gewonnenen Resultate
liefern erste Hinweise darauf, welches der neuartigen Materialien winschenswerte
Voraussetzungen erfullt oder zellphysiologische in vivo-Ablaufe bestmdglich
widerspiegelt. Mithilfe der Protokolle der DIN EN ISO 10993 (2009) lassen sich solche
erwunschten Voraussetzungen testen, um sie anschliel3end, im Rahmen von in vivo-

Studien, auf ihre Wirksamkeit hin zu Uberprufen.

Die Bewertung von Effektivitat eines BM und damit auch von KEM beginnt im
Allgemeinen mit der Prifung der so essenziellen, diesen Abschnitt betitelnden,
Biokompatibilitdt anhand von quantitativen Toxizitatstests (Unger 2014). Anschliel3end
konnen Versuche hinsichtlich des Zellwachstums auf dem BM selbst neben Analysen
der Genregulation mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) folgen.

Jedes neu entwickelte KEM erfordert eine Untersuchung im Hinblick auf erflllte
Biokompatibilitat. Diesbezlglich wurde eine Reihe internationaler Standards durch die
DIN EN ISO 10993 (2009) festgelegt, die der biologischen Beurteilung von
Medizinprodukten dient. Praklinisch muss die Durchfuhrung der fur die spezifischen

BM relevanten Untersuchungen erfolgen. Fir Hersteller selbst stellt sich die
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eigenverantwortliche Prifung zum Nachkommen dieser Forderung bei samtlichen neu
entwickelten Materialien oftmals als zu zeitaufwandig und kostenintensiv dar. Solche

Untersuchungen werden daher haufig externen Pruflaboratorien Uberlassen.

Zur Realisierung zellbiologischer Studien mussen KEM vom Hersteller bestimmte,
initiale Kriterien erfullen. Das Material muss nach Unger (2014) steril und frei von
toxischen Inhaltsstoffen und Endotoxinen sein. Es soll physiologische Zellreaktionen
ermdglichen und unterstitzen. Offenkundig induziert die Prasenz von pathogenen
Bakterien eine bakterielle Infektion in vivo, was demnach auch in vitro zu ersichtlichen,

unerwunschten Reaktionen in der Zellkultur fuhrt (Unger 2014).

Ein schwerwiegendes Problem bei der Verwendung von BM birgt die Gegenwart von
Endotoxinen, auch bekannt als bakterielle Lipopolysaccharide (LPS). Sie sind
Bestandteil der auReren Membran gramnegativer Bakterien. Die Bezeichnung als
Endotoxine rUhrt von der Beobachtung, dass diese LPS bei Bakterienzerfall frei
werden und toxisch wirken. Wahrend der Herstellung neuer BM kommt es durch
antibiotische Behandlung, Erhitzung des Materials oder zugesetzte Ingredienzen zum
Abtoten von Bakterien und damit unvermeidbar zur Freisetzung von LPS (Hurley
1995).

Endotoxine gelten als sehr robust. Enthalten BM und dementsprechend auch KEM
bereits vor deren Sterilisierung LPS, so sind diese auch danach noch prasent.
Endotoxine konnen fest an Materialien anhaften und lassen sich schlecht von diesen
|I6sen (Magalhdes et al. 2007). Schon geringe Mengen konnen Uber Stimulation
inflammatorischer Prozesse leichte Symptome wie Fieber und Schuttelfrost, aber auch
folgenschwere, systemische Entzindungsreaktionen hervorrufen (Magalhdes et al.
2007). Nur endotoxinfreie, sterile KEM garantieren eine erfolgreiche Regeneration von
Knochen (Unger 2014). Auch sterile, neuartige KEM konnen noch wesentliche
Mengen an Endotoxin enthalten, wenn sich diese vor dem Sterilisationsprozess im
Material befanden. Eine solche Kontamination nimmt enorme Auswirkungen auf zell-
biologische Experimente, insbesondere auf Endothelzellen implizierende. Endotoxine
in chemischen Losungsmitteln, polymerisierenden Verbindungen und weiteren
Ingredienzen, die zur Synthese des neuartigen Materials verwendet wurden, fuhren
bereits in geringen Mengen zum Ablésen und Absterben der Zellen (Unger 2014). Bis
dato gilt vornehmlich das Limulus Amebocyte Lysate Assay (LAL) als allgemein
gebrauchlich, um BM fur klinische Anwendung am Menschen von Endotoxin frei

sprechen zu kdénnen (Franco et al. 2018).
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Anstelle umfangreicher in vitro-Biokompatibilitats- und Wirksamkeitsstudien in
zellbiologischen Laboratorien, kdnnen Hersteller gemafl Unger (2014) einige simple
und zeitsparende Untersuchungen anstellen, um Materialien hinsichtlich deren
Sterilitat, Abwesenheit zelltoxischer Inhaltsstoffe und Endotoxinfreiheit zu GUberprifen.
Diese Methoden ermdglichen simultan die Detektion moglicher Kontaminationsquellen
wahrend des Herstellungsprozesses. Die in dieser Arbeit gewahlten Studien zur
Untersuchung von Sterilitat, Freiheit von toxischen Inhaltsstoffen und Abwesenheit von
Endotoxin in KEM koénnen problemlos, ohne Notwendigkeit exklusiver oder teurer
Gerate, auch in kleineren, zellbiologischen Laboratorien durchgefuhrt werden (Unger
2014).

Die Kontrolle der Sterilitat eines Materials kann anhand eines simplen Sterilitatstests
erfolgen. Der Ausschluss von Toxizitat gilt als Basis von Biokompatibilitat. Zur
Uberprifung genereller Toxizitat eines BM kann ein Zell-Vitalitatstest mittels Resazurin
dienen. Die dort ermittelte Menge an fluoreszenten Werten ist direkt proportional zur
Anzahl lebender Zellen in der zu untersuchenden Probe, sodass mogliche Zytotoxizitat

eines Materials zugleich ermittelt werden kann.

Daruber hinaus zahlen Endotoxine als eine nahezu ubiquitar vorkommende, sehr
robuste Kontaminationsquelle in finalen BM. Die Prifung auf Endotoxine in Medizin-
produkten wurde in Deutschland weit weniger streng reglementiert als entsprechende
Untersuchungen von Arzneimitteln oder Rohstoffen. Daher liegt es vornehmlich im
Interesse des Herstellers, die Endotoxinfreiheit eines neu synthetisierten Produkts zu
gewahrleisten, um den allgemein gultigen europaischen Standards von Arzneimitteln,
gemal europaischem Arzneibuch nach Kapitel 2.6.14, zu entsprechen (Council of
Europe, 2005/2006). Gegenwartig werden mitunter standardmafig LAL praktiziert, um
Materialien auf Endotoxin zu prufen (Schneier et al. 2020).

Bei der grundsatzlichen Testung auf Toxizitat werden ebendiese Endotoxine haufig
unterschatzt, weshalb diese Arbeit die Ermittlung von Endotoxin mittels
immuncytochemischer Anfarbung von konsekutiv exprimiertem Endothel-Selektin
(E-Selektin) gleich an den Toxizitatstest anschloss. Die aus der Zellwand
gramnegativer Bakterien freigesetzten Endotoxine induzieren Zellen zur Expression
inflammatorischer Proteine und Botenstoffe und gelten daher als proinflammatorisch.
Sie ermoglichen hierdurch zusatzlich Einblicke in die Aufrechterhaltung
physiologischer Zellfunktionen, weshalb LPS in dieser Arbeit zugunsten der

Endotoxin-Positivkontrolle verabreicht wurden.
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Die Untersuchung von Osseointegration, Osteokonduktivitat sowie Osteoinduktivitat
kann bei in vitro-Studien mit menschlichen Zelllinien, Primarzellen oder Stammzellen
erfolgen. Grundsatzlich zeigen diese Zellen in Zellkultur hierbei Charakteristika, die
den Zellen in vivo ahneln. Wahrend in vitro das Wachstum der Zellen auf zwei- oder
dreidimensionalem KEM gegenuber dem Wachstum auf Plastik verglichen wird,
konnen Ruckschlisse auf Zellwachstum und Zelleigenschaften getroffen werden.
Solche Studien gelten hinsichtlich der Kontrolle von Biokompatibilitat als
ausschlaggebend und entscheidend. Zeigen die Zellen eine ahnliche Reaktion, wie
in vivo erwartet, so kdnnen erste Ruckschlisse bezuglich einer denkbaren Tierstudie
gezogen werden (Unger 2014). Laut Czekanska et al. (2012) stellen primare, humane
Osteoblasten die Zellart der Wahl bei in vitro-Versuchen zur Untersuchung von
Knochenregeneration dar. In diesen soll Adhasion, Wachstum und Verhalten der
Zellen naher evaluiert werden, um ihnen zellarttypische Charakteristika der
physiologischen in vivo-Reaktion zusprechen zu kdnnen (Czekanska et al. 2012). Fir
erfolgreiche, zellphysiologische Integration des implantierten KEM sollten
Osteoblasten befahigt sein, auf dem Material zu adharieren und zu wachsen. Als
weitere, fur Knochenregeneration essenzielle Zellen, gelten Endothelzellen, die fur die
Versorgung der Osteoblasten mit Sauerstoff und wichtigen Nahrstoffen neben dem
Abtransport von Abfallprodukten unverzichtbar sind (Unger et al. 2007). Die Implikation
von Endothelzellen in Studien der Untersuchung von KEM vermag Aufschluss uber
das in vitro-Wachstum der Zellen zu geben. Dartber hinaus lassen sich Einblicke in
deren essenzielle Genexpression im Zuge inflammatorischer Prozesse sowie in deren
angiogenetisches Potenzial gewinnen (Santos et al. 2008). Endothelzellen selbst
mussen fur die zellphysiologische Integration des KEM am Implantationsort nicht
zwingend initial auf dem Material adharieren, vielmehr sollten sie erfolgreiche
Zellproliferation in dessen Nahe bestatigen. Unter Berlcksichtigung dieser Aspekte,
untersuchte die vorliegende Arbeit das Zellwachstum von primaren Endothelzellen,
primaren Osteoblasten und Zelllinien osteoblastischer sowie endothelialer
Eigenschaften in Prasenz und auf den zu testenden BM. Die Einbeziehung der
Fibroblastenzelllinie L929 beruft sich im Rahmen dieser Arbeit vornehmlich auf die
durch ISO 10993-5 (2009) beflrwortete Verwendung in Zytotoxizitatsversuchen.

Nichtsdestotrotz sind Gewebe und Organe nicht ausschlieRlich von einer Art Zellen
abhangig, vielmehr von einem Zusammenspiel verschiedener. Um BM hinsichtlich
dessen Biokompatibilitat zukunftsweisend zu untersuchen, favorisierten Unger et al.

(2011) die Variante, Osteoblasten sowie Endothelzellen in Kokultur auf dem

25



3 Literaturdiskussion

interessierenden Material zu kultivieren. Wahrend den Osteoblasten die
osteoinduktive Rolle der Knochenneubildung zugutekommt, sind Endothelzellen fur
die Versorgung jener mit Sauerstoff sowie anderer wichtiger Nahrstoffe unabdingbar
(Unger et al. 2007). Diese Kokulturen lassen moglichst organismusgetreue
Vergleichsstudien unterschiedlicher BM zu. Uberzeugt hierbei ein Produkt, so erlaubt
dies die Integration in Tierstudien. Im Verlauf der vorliegenden Arbeit wird das Prinzip
einer systematischen Kokultivierung von primaren Endothelzellen neben Osteoblasten
veranschaulicht, den zwei so essenziellen Zellarten im Rahmen von

Knochenregeneration.

Auch die Genexpression bedarf bei der Evaluierung von Biokompatibilitat einer
besonderen Inspektion. Uberdies kann sie Aufschluss tiber mégliches osteoinduktives
Potenzial von KEM geben. Daher schliet die Untersuchung auf exprimierte
Genprodukte in Anbetracht einer Beurteilung des Zellmetabolismus mithilfe einer
Reversen-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) die Versuchsreihe
dieser Arbeit ab (siehe Abschnitt 5.5).

3.6 Zellen

Die fur den Knochenmetabolismus relevanten Zellen kdnnen unspezifisch auf
Osteoblasten, Osteozyten, Osteoklasten, Fibroblasten und Endothelzellen
eingegrenzt werden. Zur optimalen Erforschung der Interaktion von KEM werden
Osteoblasten (Czekanska et al. 2012) und Endothelzellen favorisiert (Unger et al.
2007). Es bieten sich Primarzellen, tumordse sowie immortalisierte Zelllinien oder

adulte beziehungsweise embryonale Stammzellen an.

Obwohl primare, humane Osteoblasten laut Siggelkow et al. (1998) die optimalen
Zellen fur die Erforschung des Knochenmetabolismus und damit auch flir die
Evaluation von Biokompatibilitat von KEM darstellen, scheitert dieses Wunschmodell
an der begrenzten Verfugbarkeit verwendbarer Knochenexplantate (Czekanska et al.
2012) und spenderabhangigen, entnahmebedingten phanotypischen Differenzen
(Martinez et al. 1999). Durch stattdessen verwendete Zelllinien humaner Osteo-
sarkomzellen oder immortalisierte Primarzellen kann diese Problematik entscharft
werden (Spelsberg et al. 1995). Verschiedene Studien zeigten, dass die meisten
humanen Zelllinien, die Expressionsmuster osteoblastarer Phanotypen imitieren,

anstelle von Primarzellen als Annaherungsmodell fur die Erforschung

26



3 Literaturdiskussion

knochenbildender Zellen genutzt werden konnen (Bilbe et al. 1996). Dement-
sprechend etablierte sich eine Reihe von Osteosarkomzelllinien fir in vitro-
Untersuchungen, unter anderem die Zelllinien MG-63 (Bilbe et al. 1996) und SaOs-2
(Rodan et al. 1987; Pontén und Saksela 1967).

3.6.1 Primarzellen

Primarzellen bezeichnen direkt aus Gewebe isolierte Zellen, denen in
Zellkulturversuchen vornehmlich alle phano- als auch genotypischen Eigenschaften
der zu untersuchenden Zellart zugeschrieben werden (Czekanska et al. 2012). Durch
ihre Ahnlichkeit zur Ursprungszellart reprasentieren sie physiologische Ereignisse und
Vorgange bestmdglich. Nichtsdestominder birgt die Verwendung ebensolcher den
Nachteil spenderbegrenzter Verfugbarkeit und Variabilitat, kosten- und zeitintensiver
Isolation, limitierter Verwendbarkeit und den moglichen Verlust diverser Eigenschaften
durch zwangslaufige Passagen (May et al. 2012). Diese Aspekte bedenkend, eignen
sich Primarzellen dennoch optimal zur Untersuchung gewebetypischer Vorgange und
stellen daher den Zelltyp der Wahl bei Untersuchungen zu Knochenmetabolismus in
Zellkulturversuchen dar.

3.6.2 Zelllinien

Zelllinien werden hauptsachlich aus Krebsgewebe isoliert, da Krebszellen eine enorme
Proliferationskapazitat zu Grunde liegen. Sie gelten als unbegrenzt verfugbar,
klonierbar, genetisch manipulierbar und leicht handzuhaben (May et al. 2012).
Czekanska et al. (2012) bezeichneten sie darUber hinaus als verlasslich und ohne

ethische Bedenken zeitsparend isolierbar.

Eine andere Losung der vorig dargestellten Problematik besteht in der sogenannten
Immortalisierung, bei der Zellarten durch gentechnische in vitro-Transformation,
Transfektion beispielsweise, zu robusten, langlebigen und in ihrer Expression
spezifischer Eigenschaften relativ bestandigen Zelllinien Uberfuhrt werden konnen
(May et al. 2012). Voraussetzend fur die Eignung und den Einsatz immortalisierter
Zelllinien ist das Nachahmen wichtiger phano- und genotypischer Charakteristika. Da
Immortalitdt zugleich mit Kanzerogenitat einhergeht, gilt die Verwendung

immortalisierter Zelllinien auf in vitro-Versuche beschrankt.
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3.6.3 Pluripotente und multipotente Stammzellen

Entgegen multipotenter Stammzellen sind embryonale, pluripotente Stammzellen in
der Lage, sich in alle Zellen der drei embryonalen Keimblatter sowie der Keimbahn zu
differenzieren. |lhre Entnahme aus dem Embryonalstadium, der Blastozyste, gilt
allerdings als ethisch umstritten. Zu neuen Ansatzen gezwungen, gelang Takahashi et
al. (2007) die Generierung von induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS) aus
humanen Fibroblasten. Dies eroffnete neue Maoglichkeiten, eine Vielzahl gewlnschter
Zelltypen und damit neue Gewebe erzeugen zu konnen (Mungenast et al. 2016).
Nichtsdestotrotz sind embryonale, pluripotente Stammzellen (ES) und iPS nicht
identisch und es stellt sich die Frage, inwieweit genetische Veranderungen auch
unerwinschte Entartungen der Zellen hervorrufen kénnen. Zur Klarung der Frage,
inwieweit iPS die ES im Bereich der Grundlagenforschung moglicherweise ablosen
konnen, sind weitere Studien anzustellen (Takahashi et al. 2007).

Multipotente, adulte Stammzellen entstammen ausgewachsenem Gewebe und dienen
in vivo der Entwicklung und Regeneration des Ursprungsgewebes. Sie kdnnen sich
weiter differenzieren, sind dabei jedoch auf die Gewebeart ihres Ursprungs
spezialisiert. Zu adulten Stammzellen gehoren beispielsweise hamatopoetische
Stammzellen oder mesenchymale Stammzellen (MSZ). Hamatopoetische
Stammzellen kdnnen aus Knochenmark isoliert werden, sie sind in deren
Differenzierungsverhalten auf die Hamatopoese beschrankt (Pittenger et al. 1999).
Hamatopoetische Stammzellen finden bereits bei Stammzelltransplantationen im
Rahmen der Therapie leukamieerkrankter Patienten Anwendung (Potdar und Sutar
2010). MSZ entstammen dem Knochenmark, Fettgewebe oder der Nabelschnur. Sie
konnen sich zu einer beschrankten Auswahl an weiteren Zellen differenzieren,

darunter Osteoblasten, Chondrozyten und Adipozyten (Pittenger et al. 1999).

Dennoch besteht das Problem einer spenderbegrenzten Isolation MSZ aus dem
Knochenmark. Weniger invasive Methoden, wie Entnahmen aus Nabelschnur- oder
Fettgewebe, gehen mit moglichen Einbufien phanotypischer Charakteristika sowie
begrenzten Eigenschaften der Differenzierung einher (Shang et al. 2021). Fuir
Zellkulturversuche bezuglich der Untersuchung von Knochenmetabolismus wird ihr
Einsatz daher kontrovers diskutiert. Sie finden in der vorliegenden Arbeit keine

Verwendung.
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4 Material
4.1 Instrumentarium

Tabelle 1: Verwendetes Instrumentarium

Instrument, Modellbezeichnung

Hersteller

Analysenwaage, A120S

Autoklav

Brutschrank, CO2-Auto-Zero

Eppendorf Zentrifuge, 5427R
Fluoreszenzmikroskop, Biorevo HS9000E
Flussigstickstofftank, MVE Cryosystem 6000
Fotoapparat

Gelelektrophorese, Wide Mini-Sub Cell GT Systems

Inkubator, HERAcell 140i

Kihlschrank 4 °C/-20 °C

Lichtmikroskop, Leica DM IRB

Mikrowelle
Multikanalpipette, Transferpette multichannel pipette

Netzteil Elektrophorese, Phero Stab 500

Neubauer Zahlkammer improved
Pipetman (Pipettensatz)

Pipettierhilfe, Pipetboy acu
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Sartorius, Gottingen

Heraeus Instruments,

Hanau

Heraeus Instruments,

Hanau

Eppendorf AG, Hamburg
Keyence, Neu-Isenburg
German-Cryo, Juchen
Olympus, Shinjuku
Bio-Rad, Munchen

Thermo Fisher Scientific,
Waltham

Bosch, Minchen

Leica Mikrosysteme,

Wetzlar
Bosch, Gerlingen
Brandtech, Essex

Biotec-Fischer,

Reiskirchen
Roth, Karlsruhe
Gilson, Limburg-Offheim

Integra Biosciences,

Zizers
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Real Time PCR Cylcer, Gene Amp PCR System 9700
(SN: A96S0112479)

Sicherheitswerkbank, Hera Safe

Spektralphotometer, Plattenreader multi, Spark 10M,
112664

Sterilbank, LaminAir HB 2448

ThermoMixer, C 5382000015
Trockenblockthermostat, Dri-Block DB-2D
UV-Lampe Sterileinheit

Vakuum Pumpe, Vacusafe Comfort

Vollspektrum-Spektralphotometer NanoDrop, ND-1000

Vortexer

Waage, LC42
Wasserbad Julabo, SW-20C

Zentrifuge, Megafuge 1.0

Applied Biosystems,
Foster City

Kendro, Langenselbold

TECAN Group,

Mannerdorf

Heraeus Instruments,

Hanau

Eppendorf AG, Hamburg
Techne, Wiesbaden
Bachofer, Reutlingen

Integra Biosciences,

Fernwald

NanoDrop, Wilmington

Fisher Scientific,
Waltham

Sartorius, Géttingen
Julabo, Seelbach

Kendro, Langenselbold

4.2 Chemikalien

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien

Material

Hersteller

1000 bp/1 kb DNA-Leiter (N3232L)

Amphotericin B 250 pg/ml (15290018)

Aqua dest. Ampuwa Plastipur (13MMP201)
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New England BiolLabs,

Ipswich
Gibco, Carlsbad

Fresenius Kabi,

Bad Homburg
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DMEM/F-12 (11320033)

BSA (B9001)

Calcein AM 1 mg/ml solution in dry DMSO (C1430)
Chloroform (C2432)

Ciprofloxacin, 298 % (17850)

DAPI (D1306)

DMEM (1X) (D5671)

DMSO (W38752)

E. Coli (EC1)

ECGS (354006)

Ethanol, absolut (32205)
Ethanol 80 % (543543)
FCS hitzeinaktiviert (12103C)

Fibronektin 1 pg/ml (11051407001)

Gelatine (G1393)
GlutaMaxTM-1 (100X) (35050-038)
HBSS (10X) (14060-040)

HEPES (15630056)

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(4368813)

Isopropanol = 99 % (19516)
LPS (L2630)
Medium 199 (M199) steril filtered (M7528)

Na-Heparin (H3149)
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Gibco, Carlsbad

New England BiolLabs,

Ipswich

Invitrogen, Carlsbad
Sigma-Aldrich, St. Louis
Sigma-Aldrich, St. Louis
Sigma-Aldrich, St. Louis
Sigma-Aldrich, St. Louis
Sigma-Aldrich, St. Louis
Sigma-Aldrich, St. Louis

Becton-Dickinson,

Franklin Lakes
Honeywell, Charlotte
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis

Roche Diagnostics,

Rotkreuz
Sigma-Aldrich, St. Louis
Gibco, Carlsbad

Gibco, Carlsbad

Gibco, Carlsbad

Applied biosystems,
Foster City

Sigma-Aldrich, St. Louis
Sigma-Aldrich, St. Louis
Sigma-Aldrich, St. Louis

Sigma-Aldrich, St. Louis
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Paraformaldehyd (PFA) (15713)
PBS (D8537)
Penicillin-Streptomycin (10 000 U/mL) (15140122)

peqGREEN 20 000X DNA/RNA binding dye (37-5010)

ProLong Gold Antifade Mountant (P10144)

REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix (R2648)
Resazurin sodium salt (R7017-1G)

RiboLock RNase Inhibitor (40 U/ul) EO0382

RPMI 1640 (1X) (21875-034)

TAE Puffer 50x (10399519)

TBE Puffer

Terralin Liquid (102001)

Triton X-100 (T8787)

Trypan Blue Solution 0,4 % (T8154)
Trypsin-EDTA 1x (25200-056)
UltraPure Agarose (16500-500)

B-Mercaptoethanol 99 % (4227.3)

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, St. Louis
Gibco, Carlsbad

PEQLAB Biotechnologie,

Erlangen

Molecular Probes,
Eugene

Sigma-Aldrich, St. Louis
Sigma-Aldrich, St. Louis

Thermo Scientific,
Waltham

Gibco, Carlsbad

Thermo Scientific,
Waltham

Gibco, Carlsbad
Schulke, Norderstedt
Sigma-Aldrich, St. Louis
Sigma-Aldrich, St. Louis
Gibco, Carlsbad
Invitrogen, Carlsbad

Roth, Karlsruhe

32



4 Material

4.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller
Deckglaser 24 x 60 mm (15747592) Menzel, Braunschweig
Petrischale 60 mm (Falcon 3002) Becton-Dickinson,

Franklin Lakes

Pipette 2/5/10/25 mi Greiner Bio-One,
(710180/606180/607180/760180) Kremsmunster
Pipettenspitze 10 pl, 200 pl, 1000 pli Greiner Bio-One,
Kremsmunster
Zellkulturflasche T 25, 25 cm? (690160) Greiner Bio-One,
Kremsmunster
Zellkulturflasche T 75, 75 cm? (658170) Greiner Bio-One,
Kremsmunster
Zellkultur-Objekttrager Nunc Lab-Tek I, Sigma-Aldrich, St. Louis

Chamber Slide mit 8 Kammern (154534)

Zellkulturplatte mit 48 Kammern Cellstar, steril Greiner Bio-One,
(677180) Kremsmunster
Zellkulturplatte mit 96 Kammern, unsteril Greiner Bio-One,
(655101) Kremsmunster
Nitril Handschuhe (290418-K) Abena, Aabenraa
Parafilm (PM996) Pechiney Plastic

Packaging, Paris

Zellkulturplatte mit 96 Kammern Cellstar, steril Greiner Bio-One,
(655180) Kremsmunster

Zentrifugenrohrchen 15 ml / 50 ml (188271/227261) Greiner Bio-One,

Kremsmiuinster

Flaschenhalsfilter 0,22 um (Falcon 7105) Becton-Dickinson,
Franklin Lakes
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Mikroreaktionsgefaf3, 1,5 ml, 2 ml, 5 ml Eppendorf, Hamburg
(00301-20086/20094/19460)

4.4 Zellkulturmedien

Tabelle 4: Verwendete Zellkulturmedien

Zelltyp Zusammensetzung des Mediums
M199 + 20 % FCS + 1 % GlutaMax
AREE +1 % (100 U/100 pg/ml) Pen/Strep
+ 0,1 % Na-Heparin/ECGS
RPMI 1640 (1X) + 10 % FCS + 1 % GlutaMax
ISO-HAS.c1
+ 1 % Pen/Strep
L929, pOB, DMEM (1X) + 10 % FCS + 1 % GlutaMax
Sa0s-2, MG-63 + 1 % Pen/Strep
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4.5 Primer

Tabelle 5: Verwendete Primer

Gen Primersequenz GroRe AT
(bp)  (°C)
VEGF f 5'- CTTGCCTTGCTGCTCTACCT - 3' 123 57

r 5' - GCAGTAGCTGCGCTGATAGA - 3'

Osteonektin f 5 - GTTGCCTGTCTCTAAACCCCT - 3' 343 60
r 5 - CGTGTTTGCAGTGGTGGTTC - 3'

Osteopontin f 5 - GTTGCCTGTCTCTAAACCCCT - 3' 509 60
r 5 - CGTGTTTGCAGTGGTGGTTC - 3'

Osteokalzin f 5' - ATGAGAGCCCTCACATCCTC - 3' 302 60
r 5' - CTAGACCGGGCCGTAGAAGCG - 3'

Kollagen f 5' - ATGAGAGCCCTCACACTCCTC - 3' 121 60
r 5' - CTAGACCGGGCCGTAGAAGCG - 3'

B-Aktin f 5'- GACCTGACTGACTACCTCATGA - 3' 574 63
r 5 -AGCATTTGCGGTGGACGATGGAG - 3'

E-Selektin f 5' - TACACTTGCAAGTGTGACCC - 3' 258 62
r 5' - TGTCACAGCATCACACTCAACC - 3'

PECAM-1 f 5' - CAACAGACATGGCAACAAGG - 3' 240 58
r 5 - TTCTGGATGGTGAAGTTGGC - 3'

vWF f 5' - GATCCTAGTGGGGAATAAGG - 3' 308 57

r 5 - TGGTGAGGTCATTGTTCTGG - 3'

Anmerkung. GroRe (bp): Grofle des Amplifikationsprodukts (Basenpaare), AT (°C): Annealing Tem-
perature (primerabhangige Anlagerungstemperatur), r: Umkehrsequenz, f: Vorwartssequenz, Kollagen:
Kollagen Typ 1.

Die genannten Primersequenzen entstammten vorangegangenen Studien (Dr. Ronald
E. Unger).

Die Primersequenzen wurden mithilfe des offentlich zuganglichen Primer-BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) des National Center for Biotechnology
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Information (NCBI) generiert (National Center for Biotechnology Information (NCBI)
2020b). Die volle Sequenz der Genabschnitte konnte zuvor der Nukleotid-Datenbank
des NCBI entnommen und mithilfe der Accession Number passenden Primern

zugeordnet werden (National Center for Biotechnology Information (NCBI) 2020a).

4.6 Antikorper

Tabelle 6: Genutzte Antikorper
Antikorper Anbieter

Chicken anti-rabbit IgG (H+L) Alexa Fluor 488, 2 mg/ml, Invitrogen, Carlsbad
A-21441

Goat anti-mouse IgG (H+L), Alexa Fluor 488, 2 mg/ml,  Invitrogen, Carlsbad
A-11001

Goat anti-mouse IgG (H+L), Alexa Fluor 594, 2 mg/ml,  Invitrogen, Carlsbad
A-11005

Mouse anti E-Selectin, 1 mg/ml, CD62-E MON6010 Monosan, Uden
Mouse anti-human PECAM/CD31, Endothelial Cell Agilent Dako,
(Concentrate) Clone JC70A MO832 Santa Clara
Rabbit anti-GFP 1gG, 200 pg/ml, sc8334 Santa Cruz, Dallas
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4.7 Herkunft und Isolation der Primarzellen

HUVEC

Als primare Endothelzellen dienten HUVEC, makrovaskulare Endothelzellen. Dem

Protokoll nach Jaffe et al. (1973) folgend wurden die Endothelzellen zeitnah aus dem

Inneren einer kurz zuvor erhaltenen Nabelschnur mittels Kollagenase isoliert.

Kurz nach Entnahme wurde die Nabelschnur hierfur bis zur weiteren Verarbeitung in
ein mit Puffer gefulltes Gefald gelegt, bestehend aus 900 ml destilliertem Wasser,
100 ml 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure (HEPES) (10 X), 1 %
Pen/Strep, 1 % Ciprofloxacin und 1 % Amphotericin B, nachfolgend Nabelschnurpuffer
genannt, um das Gemisch bei 4 °C zu lagern. Nach Entfernen von Druckspuren der
Klammer wurde ein Drainagerohrchen in beide Enden der Vena umbilicalis gefuhrt,
um sie mit Nabelschnurpuffer zu spulen. AnschlieRend folgte die Zugabe von 10 ml
Kollagenase der Konzentration 0,2 %, verdinnt mit dem obig genannten Puffer, in die
Vene, wahrend das andere Rohrchen verschlossen wurde. Nach Inkubation mit
Nabelschnurpuffer bei 37 °C fur 15 — 20 min und anschlieBender Massage der
Nabelschnur konnte die Endothelzellen enthaltende Kollagenaseldsung mittels
Nabelschnurpuffer herausgewaschen werden. Die gewonnene Zellsuspension wurde
in ein Zentrifugenrdhrchen Ubertragen, gefullt mit 10 ml M 199 und 20 % fétalem
Kalberserum (FCS). Nach 5-minutigem Zentrifugieren bei 1200 rom konnte der
Uberschuss verworfen und die verbliebenen Zellen mit 5 ml M 199 inklusive 20 % FCS,
1 % GlutaMax, 1 % (100 U/ 100 pg/ml) Pen/Strep und 0,1 % Na-Heparin/Endothelial
Cell Growth Supplement (ECGS) resuspendiert werden. (Jaffe et al. 1973)

Es folgte die Aussaat der Zellsuspension in eine gelatinebedeckte 25 cm?-
Zellkulturflasche. Nun konnten die Zellen bei 37 °C und einem Luftgasgemisch von
5% CO2 und 95 % Sauerstoff inkubiert werden, nachfolgend als inkubiert
beziehungsweise Inkubation beschrieben. Sobald ein konfluentes Wachstum
ersichtlich geworden war, wurden die HUVEC 1 : 3 in eine neue, gelatinebedeckte
Zellkulturflasche passagiert, sodann als Passage 1 bezeichnet. Passagieren
bezeichnet die aufgesplittete Uberfiihrung von Zellen in neue Zellkulturgefale.
Erreichte auch diese Passage Konfluenz, so konnte sie erneut passagiert oder im

Flussigstickstofftank gelagert werden.
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Primare Osteoblasten (pOB)

Die Gewinnung von primaren Osteoblasten (pOB) erfolgte aus spongiésem Knochen
humaner, gesunder Spender. Die Fragmente wurden in freundlicher Unterstitzung

von der Unfallchirurgie der Universitatsklinik Mainz zur Verfugung gestellt.

Zugunsten der Zellgewinnung wurden die Knochenfragmente zunachst in eine mit
phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) und 1 % Pen/Strep geflllte Petrischale
gelegt. Anschlielend konnte der Knochen mithilfe einer HohlmeiRelzange nach Luer
zerkleinert und die Fragmente in ein neues, mit steriler PBS gefulltes
Petrischalengefal® gelegt werden. In 50 mil-Zentrifugenréhrchen mit enthaltener,
steriler PBS konnten die Knochenfragmente nun durch kraftvolles Schitteln von
Gewebs- und Blutresten befreit werden. Es folgte das Verwerfen des Uberstands und
die Wiederholung dieses Vorgangs mit jeweils frisch dazugegebener PBS, bis im
Uberstand weder Triibung noch Gewebs- oder Blutreste mehr ersichtlich waren. Im
Anschluss wurden die Knochenproben in sterile Kammergefalle Ubertragen, je drei
Muster pro Kammer. Jede Kammer wurde nun mit 2 ml Dulbecco‘s Modified Eagle’s
Medium Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12) inklusive 1 % Pen/Strep und 20 % FCS
befullt. Es folgte die Inkubation bei 37 °C mit taglichem Wechsel des Mediums. Zwei
Mal wodchentlich wurde die Zellproliferation Uberprift, um bei Konfluenz zu
passagieren. Hierfir wurde der Zellteppich zunachst mit PBS gespdlt, bevor 1 ml
0,25 %Trypsin-Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) auf die Zellen gegeben wurde
und damit im Brutschrank inkubiert werden konnte. Nach einer Minute wurde die
Enzymaktivitat mithilfe der Verdunnung durch DMEM/F-12-Medium mit 20 %
enthaltenem FCS gestoppt. Die gelosten Zellen wurden nun in neuen 50 ml-
Zentrifugenrohrchen gesammelt und mithilfe eines 40 ym-Siebs von Knochenresten
getrennt, bevor die Aussaat auf eine 75 cm?-Zellkulturflasche folgte. Nach
Uberfiihrung in die Zellkulturflasche befanden sich die pOB in Passagenummer 1. Der
Wechsel des Mediums erfolgte zwei Mal wochentlich mit Dulbecco‘s Modified Eagle's
Medium (DMEM) 1 % Pen/Strep, 10 % FCS und 2 % GlutaMax enthaltend. Nach
Erreichen eines konfluenten Wachstums konnten die Zellen flr experimentelle Zwecke
direkt genutzt oder fur spateren Gebrauch im flissigen Stickstofftank gelagert werden.
Hierfur wurden die trypsinierten und gesammelten Zellen 5 min bei 12000 rpm
zentrifugiert. Anschlielend konnte das Zellpellet in FCS, 10 % DMSO enthaltend,
resuspendiert und in 2 ml-Eppendorfgefalie gefullt werden. So wurden die Zellen nun

bei -80 °C eingefroren, um sie 24 h spater im flissigen Stickstofftank lagern zu kdnnen.
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4.8 Herkunft der Zelllinien

Sa0s-2

Sa0s-2 bezeichnet eine humane Osteosarkomzelllinie der Kennziffer ATCC HTB-85,
entnommen aus Knochengewebe einer 11 Jahre alten, weiblichen, kaukasischen
Spenderin. Die Zelllinie gilt als adharent und wurde von ATCC-LGC Standards, Wesel,
bereitgestellt.

MG-63

MG-63-Zellen bezeichnet eine humane Osteosarkomzelllinie der Kennziffer
ATCC CRL-1427. Die genutzten Zellen der Zelllinie MG-63 stammten aus
Osteosarkomgewebe eines 14 Jahre alten, mannlichen, kaukasischen Spenders. Die

Zelllinie gilt als adharent und wurde von ATCC-LGC Standards, Wesel, bereitgestellt.
Bei MG-63-GFP handelt es sich um die gleiche, humane Osteosarkomzelllinie mit dem

Zusatz einer Markierung mittels grun fluoreszierendem Protein (GFP).

ISO-HAS.c1

ISO-HAS.c1 stellt eine Modifikation der von und gemall Masuzawa et al. (1999)
extrahierten und bereitgestellten Endothelzelllinie ISO-HAS dar, die aus Gewebe eines
Hamangiosarkoms der Kopfhaut eines 84 Jahre alten, mannlichen Japaners
gewonnen wurde. Da diese Zelllinie CD31 nur heterogen exprimiert, klonten Unger et
al. (2002) explizit CD31-positive Zellen mithilfe eines Dynabeads CD31 Endothelial
Cell Kits und begrenzender Verdinnung auf 96-Kammergefalen und erhielten somit
ISO-HAS.c1-Zellen. Bei der Klonierung galt eine einzige ISO-HAS-1-Zelle als
Ursprung.

L929

L929 dient als Fibroblastenzelllinie der Referenz ATCC CCL-1, entnommen aus
subcutanem Gewebe von einem Fibrosarkom einer 100 Tage alten, mannlichen
Hausmaus. Die Zelllinie gilt als adharent und wurde von ATCC-LGC Standards, Wesel,
bereitgestellt.

Bei allen verwendeten Zelllinien handelte es sich um adharente Zellen, die bei
Konfluenz einer Kontaktinhibition unterlagen und demnach rechtzeitig passagiert

wurden.
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4.9 Getestetes Biomaterial

Alle hier erwahnten Produkte wurden in freundlicher Unterstlitzung seitens Botiss,
Zossen, zur Verfugung gestellt. Bis auf Kol-Vat finden alle genannten Materialien als
bewahrte BM Anwendung in der Humanmedizin (Smeets et al. 2014; Windisch und
Mdlnar 2017; botiss dental, botiss biomaterials GmbH 2020a; botiss dental, botiss
biomaterials GmbH 2020c; ROGG Verbandstoffe GmbH 2020; mbp, medical
biomaterial products GmbH 2020). Neben ihrer Verwendung als Weichgewebsersatz
besitzen Kollagenpraparate durch die Imitation natirlicher und bei Knochen-
regeneration gebildeter EZM die Potenz, als KEM zu gelten. Zudem werden sie im
Sinne indirekter KEM als Art Platzhalter genutzt, um ossare Defekte von schneller
proliferierendem, umliegendem Weichgewebe freizuhalten und Osteoblasten und
Endothelzellen die nétige Zeit zu allmahlicher Knochenregeneration zu gewahren
(siehe auch Abschnitt 3.4.1).

Kol

Bei Kol handelt es sich um eine separate Probe des Kollagen-Phosphatanteils in Kol-
Vat. Zur Herstellung diente die von Botiss, Zossen, prozessierte porcine Kollagen-
suspension, die zu 99 % Kollagenfasern und zu 1 % Phosphatsalze enthielt. Fur die
Fertigung wurde ein Teil der fur das Kombinationsprodukt Kol-Vat hergestellten
Kollagensuspension, deren pH-Wert bei 7,0 — 7,4 lag, separat weiterverarbeitet. Nach
Gefriertrocknungsvorgang der Kollagenmasse bei -60 °C bis +25 °C folgte eine
Gammastrahlensterilisation in einem Bereich von 25 kGy bis 45 kGy. Kol erméglichte

das Ziehen indirekter RuckschlUsse auf die Vaterit-Komponente des Kol-Vat.

Probeexemplar, Grofle: ~ 50 x 50 x 2 mm

Kol-Vat

Kol-Vat ist eine auf Bitte der Universitatsmedizin Mainz speziell von Botiss, Zossen,
zusammengestellte Kombination ihres eigens hergestellten Kollagenpraparats (Kol)
und in diesem Gerust eingebetteten Vaterit-Nanopartikeln, deren Herstellung der
Forschungsgruppe von Professor Tremel, Institut fur anorganische und analytische
Chemie der Johannes-Gutenberg-Universitat Mainz, entstammten. Die Vaterit-
Komponente wurde vor Einarbeitung in das Kombinationsprodukt durch die

Forschungsgruppe Professor Roths, Arbeitsgemeinschaft Dr. R. E. Unger, Institut fir
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allgemeine Pathologie der Universitatsmedizin Mainz, auf Endotoxinfreiheit
untersucht. Die Inkorporation des Vaterits in Kollagen geschah bei Raumtemperatur
uber mechanische Homogenisierung des Vaterits in die oben genannte
Kollagensuspension, deren pH-Wert bei 7,0 bis 7,4 lag. Der Vateritanteil des
schlussendlichen Praparats betrug 94 %. Die restlichen 6 % enthielten zu 5 %
Kollagenfasern und zu 1 % Phosphatsalze. Der Homogenisierung schloss ein
Gefriertrocknungsvorgang bei -60 °C bis +25 °C und eine anschlieRende Sterilisation
mit Gammastrahlung einer Dosis von 25 kGy bis 45 kGy an. Fur die Synthese der
Vaterit-Komponente wurde das Versuchsprotokoll von Schroder et al. (2018) befolgt,
denen die Herstellungsvarianten von Schiler und Tremel (2011) als Vorlage dienten.
Die entstandenen ovalen und als ellipsoid zu benennenden Vaterit-Partikel wurden

aufgrund ihrer hohen Loslichkeit durch Kollagennetze (Kol) stabilisiert.

Probeexemplar, Grofle: ~ 50 x 50 x 2 mm

Collacone

Collacone bezeichnet einen formbaren Konus aus Kollagen Typ 1 und Kollagen Typ 3,
gewonnen aus porciner Dermis. Es dient der Applikation in Extraktionsalveolen, um
die naturliche Knochenregeneration zu férdern (botiss dental, botiss biomaterials
GmbH 2020b).

Artikelnummer: 511112 Hohe: ~ 16 mm, @ Grundflache: ~ 11 mm, & Spitze: ~ 7 mm

Collacone max

Collacone max bezeichnet ein Kompositmaterial, bestehend aus porcinen
Kollagenfasern vom Typ 1 und Typ 3 sowie synthetisierten, biphasischen CaP-
Granula. Die CaP-Komponente setzt sich zu 60 % aus HA sowie zu 40 % aus B-TCP
zusammen. Laut Hersteller eignet sich das Produkt zur Foérderung natiarlicher

Knochenregeneration (botiss dental, botiss biomaterials GmbH 2020a).

Artikelnummer: 250001 GroRRe: 16 x 11 x 7 mm

Mucoderm
Mucoderm ist eine aus porciner Dermis gewonnene, dreidimensionale Matrix mit

interkonnektierender Porositat. Zusammengesetzt aus Kollagen Typ 1 und Kollagen
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Typ 3 dient es als Weichgewebstransplantat und fungiert folglich als indirektes KEM
(botiss dental, botiss biomaterials GmbH 2020c).

Artikelnummer: 701520 GroRRe: 15 x 20 mm

Porcine Dermis

Das Praparat Porcine Dermis stellt eine transparente Deckmembran kollagener Matrix
xenogenen Typs dar. Gemal Herstellerangaben findet das prozessierte
Kollagenpraparat zugunsten von Geweberegeneration und dementsprechend im
Einsatz als indirektes KEM Anwendung.

Mustercharge D20180619, Grofde: 20 x 30 mm

Porcines Perikard

Bei dem Praparat Porcines Perikard handelt es sich um eine transparente
Deckmembran, gewonnen aus Kollagengewebe des porcinen Perikards. Laut

Hersteller dient das Produkt zur Geweberegeneration.

Mustercharge 30810DH, LOT: 17P07-06, 2020-07 GrofRe: 80 x 100 mm

Rogg
Rogg, nach vollstandiger Artikelbezeichnung ,Rogg BioKollagen Wundauflage’,
reprasentiert einen Kollagenvlies aus porcinem Kollagen. Laut Herstellerangaben
seitens ROGG Verbandstoffe, Fahrenzhausen, eignet es sich als Fullmaterial von
Gewebedefekten und fordert Geweberegeneration (ROGG Verbandstoffe GmbH
2020).

Artikelnummer: 2001000, LOT: 170004, GroRe: 45 x 110 mm
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5.1 Zellkultivierung

Zugunsten der Zellproliferation wurden alle Zellen in Zellkulturflaschen der GroRRe
25 cm? oder 75 cm? kultiviert. In adaquatem Medium (siehe Abschnitt 4.4) konnten die
Zellen inkubiert werden. Je nach Wachstumsverhalten und Konfluenz wurden die
Zellen zwei Mal wdchentlich passagiert. Nach Absaugen des alten Mediums und
wiederholtem Waschvorgang mit PBS wurden hierfiir 1 ml bei 25 cm?- und 1,5 ml bei
75 cm2-Zellkulturflaschen von 0,25 % Trypsin-EDTA zu den Zellen pipettiert. Mit
Ausnahme der HUVEC wurde die genannte Losung 60 — 90 s auf dem Zellrasen
belassen und inkubiert. Aufgrund der hohen Empfindlichkeit der HUVEC wurde das
Trypsin-EDTA-Gemisch bereits nach 10 s von diesen Zellen gesaugt, um sie ohne
Lésung fur 60 — 90 s zu inkubieren. Nach Inspektion von abgelosten Zellen unter dem
Lichtmikroskop, Leica DM IRB von Leica Mikrosysteme, konnte das Trypsingemisch
durch Zugabe adaquaten Mediums inaktiviert werden, bevor sorgfaltig resuspendiert
wurde. HUVEC wurden im Verhaltnis 1:3, andere Zellarten 1:5 gesplittet. Die
Zellkulturflasche der neu passagierten Zellen fir HUVEC sollte bereits 1 h vorab mit
0,2 % Gelatinelésung in PBS benetzt werden. Alternativ konnte Fibronektin, 1 : 200 in
PBS verdlnnt, als gleichwertige Beschichtung dienen. Nach 1 h Inkubation bei 37 °C
konnte das Gemisch abgesaugt und die HUVEC ausgesat werden. Flr andere
Zellarten wurde auf diese vorbereitende Beschichtung verzichtet. Ein
Mediumswechsel der Zellen erfolgte alle zwei Tage.

Zur Vorbereitung der in den Versuchen bendtigten Anzahl an Zellen erfolgte die
Verwendung der Neubauer Zahlkammer (Hamozytometer), in die 20 pl der mit Trypan
colorierten Zellen pipettiert wurde. Das Verhaltnis betrug 10 yl Zellsuspension
kombiniert mit 10 yl Trypanblau-Lésung, woraus ein Gesamtgemisch von 20 ul
resultierte und sich ein Verdinnungsfaktor von zwei ergab. Vier Quadrate der Grolie
von 1 mm? wurden unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt. Der Mittelwert der gezahlten
Zellen pro Kammer wurde durch Division mit vier ermittelt und anschlie3iend mit dem
Verdinnungsfaktor zwei sowie dem Faktor 10000 multipliziert. Aus dieser Formel

resultiert die ermittelte, vorhandene Zellzahl pro ml, gekurzt dargestellt geman
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gezahlte Zellmenge 10000

X = vorhandene Zellzahl pro ml.
2 ml

Formel 1: Berechnung der Zellkonzentration

Die gewlnschte Zellzahl in der zu generierenden Zellsuspension resultiert schlie3lich

aus dem hierfur bendtigten Volumen an zuvor ermittelter Zellkonzentration, nach

gewiunschte Zellzahl

vorhandene Zellzahl/ml = bendtigtes Volumen (ml).

Formel 2: Berechnung des bendétigten Volumens

5.2 Sterilitatstest der Biomaterialien

Um die mit Biokompatibilitdt unausweichlich einhergehende Sterilitat der BM zu
garantieren, wurde den naheren Untersuchungen der Materialien eine Sterilitats-

testung vorangestellit.

Nachdem alle verwendeten Materialien mit Gammastrahlen- oder Ethylenoxid-
sterilisation behandelt worden waren, wurden sie in sterilen Verpackungen vom
Hersteller geliefert. Die Materialien besallen eine ungefahre Grélke von
50 x 50 x 2 mm. Sie wurden unter sterilen Bedingungen aus der Verpackung
entnommen und anschlielend mit einem Skalpell oder einer Schere in kleine, gleiche
Stlcke der ungefahren Grdolke von 5 x 5 mm geschnitten. Die zerkleinerten Muster
wurden anschlie3end in sterilen Petrischalen aufbewahrt. Um sicherzustellen, dass sie
auch nach dieser Handhabung inklusive Schneideprozess noch Sterilitat gewahrten,
wurde ein erneuter Sterilitatstest praktiziert.

Zum Testen der Sterilitat wurden drei zufallig ausgewahlte Proben jedes BM
entnommen und mit 5 ml DMEM ohne Zusatzstoffe in ein 15 ml-Réhrchen gegeben.
Das Rohrchen mit dem Material wurde bei 37 °C in einem Bakterieninkubator fur 96 h
inkubiert. Eine Sterilitatskontrolle, hier die Negativkontrolle, wurde mit alleinigem
Medium angesetzt. Der Nachweis, dass Bakterien die Fahigkeit besalen, im Medium
zu wachsen, hier als Positivkontrolle bezeichnet, wurde durch Beimpfen des Mediums
mit Escherichia coli (E. coli) generiert. Das Réhrchen der Positivkontrolle wurde in
Reihe neben den anderen Rohrchen inkubiert. Jeden Tag erfolgte eine Inspektion der
Proben auf Trubung.
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5.3 Zellvitalitatstest mithilfe von Resazurin

Erfolgreiche Knochenregeneration und die uneingeschrankte Proliferation aller
genannten Zellen setzen den Ausschluss von Toxizitat voraus. Die vorliegende Arbeit
nutzte den Toxizitatstest mithilfe von Resazurin anhand von fur Knochenmetabolismus
essenziellen Zellen. Darunter verwendete sie Uberdies die Zelllinie L929, eine
fibroblastische Mauszelllinie, welche sich Uber die letzten Jahre vorrangig fur die
Verwendung in Toxizitatstest etablierte. Sie wird von der ISO 10993-5 (2009) als
mustergultige Zelllinie zur Durchfihrung von Zytotoxizitatstestungen von BM
angefihrt. Materialien, die zu einer Verringerung der Zellzahl um Gber 30 % fuhren,

gelten nach jener Norm als zytotoxisch.

Zur Untersuchung der KEM auf fur Biokompatibilitat fundamentale Abwesenheit von
Toxizitat oder auf womadglich zellstimulierende Effekte, wurde der Zell-Vitalitatstest mit
Resazurin genutzt. Hierbei handelt es sich um einen Fluoreszenztest, mit dessen Hilfe
zellulare metabolische Aktivitat detektiert und somit die Anzahl vitaler, metabolisch
aktiver Zellen verifiziert werden kann. Resazurin ist ein Redoxindikator, der vor
Reduktion als nicht-fluoreszenter, blauer Farbstoff vorliegt. Nach Reduktion reagiert er
zu pinkfarbenem, hoch fluoreszentem Resorufin, das bei einer Anregungswellenlange
von 530 bis 560 nm und einer Emissionswellenlange von 590 nm im Spektral-
photometer ausgelesen werden kann. Resazurin reagiert mit intrazellularen,
mitochondrialen Koenzymen wie Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Dehydrogenase
(NADH-Dehydrogenase) vitaler Zellen und wird somit durch Elektronenlibertragung
zum hoch fluoreszenten Rezorufin reduziert (Borra et al. 2009; Chen et al. 2018). Die
ermittelte Menge an fluoreszenten Werten ist proportional zur Anzahl lebender Zellen
in der zu untersuchenden Probe. Resazurin selbst gilt als nicht toxisch. Nachdem die
ausgesaten, verschiedenen Zellarten jeweils mit dem Extrakt des zu testenden BM
versehen wurden, konnte das Wachstum der Zellen nach 24, 48 und 72 h gemal} der
erwahnten Anfarbung verglichen und die Materialien somit auf Toxizitat oder

auftretende Stimulation gepruft werden.

Das Extrakt wurde mit 2 ml des jeweils zellspezifischen Mediums hergestellt, zu dem
je ein Stick BM jeder zu untersuchenden Probe gegeben wurde und das Gemisch
24 h inkubiert werden konnte. Zur Vorbereitung der Resazurinlosung wurden 12 mg
Resazurinsalz in 100 ml Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS), mit Zusatz von Ca2*
und Mg?*, geldst. Nach Filtrierung durch einen 0,22 um-Filter konnte das Gemisch

verwendet oder, aliquotiert bei -20 °C, gelagert werden. Zu Versuchsbeginn wurden
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15000 Zellen in 200 yl Medium pro Kammer eines 96-Kammergefalles ausgesat und
fur 24 h inkubiert. Am folgenden Tag wurden 100 pl Medium jeder Kammer verworfen
und durch 100 ul des jeweiligen Extrakts ersetzt, wonach eine erneute Inkubation fur
24, 48 und 72 h folgte. Hinsichtlich einer Kontrolle des Zellwachstums von lediglich mit
Medium versetzten Zellen ohne BM wurden ausgewahlte Kammern mit frischem
Medium statt Extrakt versorgt (Zellkontrolle: Z-Kontrolle). Fur die Toxizitats-
Positivkontrolle (T-Kontrolle) wurden spezielle Kammern am Tag der Auslesung mit
15yl 10 % Triton X-100 versetzt. Zugunsten der Visualisierung konnten die
auszuwertenden Kammern nach 24, 48 und 72 h mit 30 yl der Resazurinlésung
erganzt werden. Auf die Zugabe des Fluoreszenzfarbstoffs folgend wurden die Zellen
fur 3 h inkubiert, bevor sie mithilfe des Spektralphotometers bei einem
Anregungsspektrum von 530 nm bis 560 nm und einem Emissionsspektrum von
580 nm bis 600 nm auf derselben Platte ausgewertet wurden. Lebende und damit hoch
fluoreszente Zellen wurden erfasst und so als Summe jeder Kammer gelistet.
AusschlieBlich mit Resazurin versetztes Medium auf Plastik diente als Referenz der
resultierenden Absorption durch das Medium allein. Anschlielend folgte die
graphische Veranschaulichung der Daten, um die metabolische Zellaktivitat und damit
das Wachstum der Zellen nach 24, 48 und 72 h zu vergleichen. Alle verwendeten
Zellarten wurden in einer Zellzahl der Héhe von 15000 Zellen pro Kammer ausgesat.
Der Toxizitatstest mithilfe von Resazurin wurde mit der Fibroblastenzelllinie L929, den
Osteosarkomzelllinien SaOs-2 und MG-63, primaren Osteoblasten (pOB) und
primaren Endothelzellen (HUVEC) durchgeflhrt.

5.4 Immuncytochemie

Immuncytochemie bezeichnet ein diagnostisches Untersuchungsverfahren aus dem

Bereich der Immunhistochemie zum Nachweis von Genprodukten auf Einzelzellebene.

Diese Arbeit verwendete die indirekte Methodik der Immunfluoreszenz. Wahrend ein
Primarantikorper hierbei direkt an das zu detektierende Antigen bindet, kann ein mit
fluoreszentem Farbstoff markierter Sekundarantikorper an den Primarantikorper
docken. Die Immunfluoreszenz wird anschlieRend mit einem Fluoreszenzmikroskop
visualisiert. Zugunsten vereinfachter Orientierung wurde zudem eine Kernfarbung mit
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) vorgenommen. Dabei handelt es sich um einen

Fluoreszenzfarbstoff, der bevorzugt an Adenin-Thymin-Basenpaarungen der DNA
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bindet. Die Kombination beider Farbungen gestattet einen Einblick in die spezifische
Genexpression der untersuchten Zellen. In Kokultur ergibt sich der Vortelil,
Endothelzellen mittels spezifisch exprimierter Proteine, wie PECAM-1 oder von-
Willebrand-Faktor (vVWF), von PECAM/vVWF-negativen Zellen, beispielsweise
Osteoblasten oder Fibroblasten, differenzieren zu konnen. Zudem lasst sich das

inflammatorische Potenzial verschiedener Zellarten auf BM nachvollziehen.

Je nach Wahl der zu detektierenden Genprodukte wurden adaquate primare sowie

sekundare Antikorper (AK) gewahilt.

Stimulation durch LPS

Ein schwerwiegendes Problem bei der Verwendung von BM birgt die Prasenz von

Endotoxinen, auch bekannt als Lipopolysaccharide (LPS). Endotoxine induzieren
Zellen zur Freisetzung inflammatorischer Proteine. Sie ermoglichen demnach einen
Einblick in die Aufrechterhaltung physiologischer Zellfunktionen bei Erfordernis einer
immunologischen Reaktion und dienten durch separate Zugabe folgend als Endotoxin-

Positivkontrolle.

Die Evaluation von Biokompatibilitat impliziert neben der generellen Testung auf
Toxizitat die zusatzliche Untersuchung auf Endotoxine. Die vorliegende Arbeit setzte
den genannten Test gleich in Anschluss an die Toxizitatsprifung zu Anfang der

Versuchsreihe.

E-Selektin

E-Selektin (Endothel-Selektin; synonym zu ELAM-1: endothelial-leukozytares
Adhasionsmolekul) ist ein oberflachliches Glykoprotein und vermittelt Zellkontakte
zwischen neutrophilen Granulozyten und Endothelzellen. Es wird bei Kontakt mit
Endotoxinen von Endothelzellen exprimiert und gilt als Indiz einer inflammatorischen

Reaktion (Tsoref et al. 2018), beispielsweise nach Stimulation mit LPS.

Mittels Fluoreszenzfarbung nach obig erwahntem Schema und dem primaren AK
mouse anti E-Selektin (Monosan) sowie dem sekundaren AK goat anti-mouse 1gG,
Alexa Fluor 488 (Invitrogen) kann dieses Oberflachenselektin anhand grin befleckter
Zellen sichtbar gemacht werden (Unger et al. 2014) und damit Aufschluss Uber die
Prasenz von Endotoxinen geben. Da die Induktion von exprimiertem E-Selektin nach
4 h ihr Maximum erreicht, wurden die Zellen in den folgend beschriebenen Versuchen
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4 h nach der Zugabe von LPS fixiert. Anschlie3end erfolgte die immunhistochemische
Anfarbung und sodann die Untersuchung am Fluoreszenzmikroskop mit fotografischer

Sicherung der Ergebnisse.

Detektion der Zellen in Kokultur mittels PECAM-1

PECAM-1 (synonym CD31) bezeichnet ein transmembrandses Protein, das konstitutiv

exprimiert wird und als endothelspezifisch gilt. Es zeigt transmembrandse Zell-Zell-
Kontakte. Im Falle der hier angefuhrten Versuche wurde PECAM-1 zur Differenzierung
endothelialer Zellen in Kokultur gegenuber PECAM-1 negativen Zellen wie

Osteoblasten genutzt.

Primar dient PECAM-1 der Steuerung von Leukozytentransmigration im Falle einer
Immunreaktion (National Center for Biotechnology Information (NCBI) 2021). Daruber
hinaus beeinflusst PECAM-1 die Angiogenese und Wahrnehmung von Scherstress
(Woodfin et al. 2007). Vorwiegend an interzellularen Kontakten endothelialer Zellen
lokalisiert, gibt PECAM-1 Aufschluss Uber eine regelrechte Interaktion endothelialer
Zellen und veranschaulicht ihre Beziehung zueinander. Bei den hier durchgefuhrten
Versuchen wurde fur PECAM-1 der primare monoklonale AK mouse anti-human
PECAM (Agilent Dako) sowie der sekundare AK goat anti-mouse IgG, Alexa Fluor 594

(Invitrogen) verwendet und nach obig erlautertem Schema verfahren.

Detektion der Zellen in Kokultur mittels GFP
MG-63-GFP bezeichnet eine mit GFP markierte MG-63-Zelllinie. Ungeachtet der

Fluoreszenzmarkierung verhalt sich die Zelllinie identisch einer unmarkierten,

osteoblastaren MG-63-Zelllinie. Durch einen anti-GFP-AK kdnnen diese Zellen in
Kokultur nach Fixierung neben anderen, GFP-negativen Zellen visualisiert werden. In
dieser Arbeit wurde fur GFP der primare AK rabbit anti-GFP (Santa Cruz) und der
sekundare AK chicken anti-rabbit IgG (Invitrogen) herangezogen und nach obig

erlautertem Schema verfahren.

Fluoreszenzmikroskopie

Zur Visualisierung von Fluoreszenz wurde ein Fluoreszenzmikroskop genutzt. Die
Fluoreszenzmikroskopie stellt eine auf Fluoreszenz spezialisierte Art der Licht-
mikroskopie dar. Fluoreszierende Strukturen strahlen bei Anregung durch Licht
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spezifischer Wellenlange Licht einer anderen Wellenlange ab. Dieses sogenannte
emittierte Licht wird vom Fluoreszenzmikroskop durch absorptionsbedingten
Energieabfall erfasst, um daraus ein projiziertes Bild der fluoreszierenden Strukturen
zu erzeugen (Mehlhorn 2009). Die vorliegende Arbeit analysierte auftretende
Fluoreszenz mithilfe des Fluoreszenzmikroskops Biorevo HS9000E von Keyence, mit
dem gleichzeitig Uber eine interne Mikroskopkamera die Aufnahme von Bildern

erfolgte.

Phasenkontrastmikroskopie

Bei der Phasenkontrastmikroskopie handelt es sich um eine spezielle Abbildungs-
methodik der Lichtmikroskopie, in der vorliegenden Arbeit durch gezielte Einstellung
am Fluoreszenzmikroskop, Biorevo HS9000E von Keyence, verwirklicht. Sie
ermaoglicht die Visualisierung von Proben mit einer geringen Intensitatsminderung und
Amplitudenveranderung des durchdringenden Lichts. Transparente, dinne
Materialien absorbieren Licht in zu geringem Umfang, um derart ein Bild im Sinne von
Hell-Dunkel-Unterschieden erzeugen zu konnen. Stattdessen kommt es durch
Differenzen der Dichte zur unterschiedlich starken Abbremsung durchdringender
Lichtwellen und demnach zu geringen Phasenverschiebungen. Diese
Phasenverschiebungen kénnen am Mikroskop in Interferenz verschiedenphasiger
Lichtwellen, den sogenannten Phasenkontrast, umgewandelt und erneut mithilfe der
internen Mikroskopkamera in Bildaufnahmen festgehalten werden (Neumann et al.
2014).

5.4.1 Endotoxin-Test mit HUVEC

Tabelle 7: Versuchsaufbau des Endotoxin-Tests aller BM

Zellen Primarer AK Sekundarer AK
HUVEC mouse anti E-Selektin goat anti-mouse IgG,
(Monosan) Alexa Fluor 488

(Invitrogen)

Anmerkung. AK: Antikorper.

Ein Lab-Tek-Objekttrager mit 8 Kammern wurde 1 h bei 37 °C mit 0,005 % Fibronektin
benetzt, bevor 15000 Zellen HUVEC inklusive Growth Factor (10 ul/ml ECGS/Na-
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Heparin (1: 1000)) in den Kammern 1 — 8 verteilt wurden. Pro Kammer ergab sich ein
Verhaltnis von 15000 Zellen pro 250 ul Medium. Es folgte eine 24-stiindige Inkubation
des Lab-Tek-Objekttragers bei 37 °C.

Derweil wurde jeweils ein kleines Stuck der BM Kol, Kol-Vat, Collacone,
Collacone max und Mucoderm in 12ml HUVEC-Medium in separaten
Eppendorfgefalen vorbereitet und ebenfalls 24 h bei 37 °C inkubiert.

Am folgenden Tag wurde das Medium aus den Kammern entfernt, bevor 200 pl
frisches HUVEC Medium erganzt werden konnte, das in Kammern 3 — 7 auch 20 pl
der unten genannten Extrakte enthielt: Kammer 1: Antigen-Negativkontrolle, nur
Medium; Kammer 2: Antigen-Positivkontrolle, Medium + 1 pl/ml LPS; Kammer 3: 20 ul
Kol-Extrakt; Kammer 4: 20 pyl Kol-Vat-Extrakt; Kammer 5: 20 ul Collacone-Extrakt;
Kammer 6: 20 ul Collacone-max-Extrakt;, Kammer 7: 20 yl Mucoderm-Extrakt;
Kammer 8: AK-Negativkontrolle, nur Medium ohne primaren AK.

Der Versuchsablauf jener hier durchgefihrten immunhistochemischen Farbungen
startete mit dem Fixieren der Zellen auf dem Glastrager mithilfe von Paraformaldehyd
(PFA). Nach 4 h wurde das Medium aus allen Kammern entfernt, bevor jede einzelne
Kammer doppelt mit PBS gewaschen und 200 ul 3,7 % PFA zugesetzt werden konnte.
Auf 15-minitige Inkubation folgte das Entfernen des PFA und wiederholtes,
viermaliges Waschen mit PBS. Dem Absaugen der PBS schloss die Zugabe von
250 pl 0,2 % Triton X-100 in jede Kammer und 10-minutiges Warten an. Der Zusatz
von Triton X-100 in Losung sollte die Zellen permeabilisieren, um sowohl den AK als
auch DAPI das Durchdringen der Zellmembran zu ermdglichen. Daraufhin wurde

erneut drei Mal mit PBS gewaschen.

Zugunsten der Immunfluoreszenzanalyse wurde der 1:100 in 1% bovinem
Serumalbumin (BSA) und PBS verdinnte AK mouse anti E-Selektin (Monosan) in
Kammern 1 — 3 und 4 — 7 geflillt. Nach 1 h Inkubation bei 37 °C wurden die Kammern
vier Mal mit PBS gewaschen. Es folgte die Zugabe des zweiten AK, goat anti-mouse
IgG, Alexa Fluor 488 (Invitrogen), 1 : 1000 in PBS und 1 % BSA verdunnt. Die Zugabe
erfolge in einer Menge von 200 ul pro Kammer. Das zur Verdinnung beigefugte BSA

sollte eine unspezifische Bindung von Immunglobulin G (IgG) verhindern.

Nach einstlindiger Lagerung bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss wurden die
Kammern je zwei Mal mit PBS gewaschen. Es folgte die Zugabe von DAPI, 1 : 10000
in destilliertem Wasser verdunnt, welches nach 5 min durch doppelte Sauberung mit

PBS wieder entfernt wurde. DAPI diente, obig erwahnt, zum erganzenden Anfarben
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des Zellkerns. Nach Hinzugabe von ProLong Gold Antifade Mountant zur Fixierung
konnten die Kammern zur Trocknung gelagert werden. Die Auswertung erfolgte mittels

Fluoreszenzmikroskop am folgenden Tag.

5.4.2 Endotoxin-Test mit HUVEC und ISO-HAS.c1

Tabelle 8: Versuchsaufbau des Endotoxin-Tests von Kol-Vat

Zellen Primarer AK Sekundarer AK
HUVEC, ISO-HAS.c1 mouse anti-E-Selektin goat anti-mouse IgG,
(Monosan) Alexa Fluor 488,

(Invitrogen)

Anmerkung. AK: Antikorper.

Ein Lab-Tek-Objekttrager mit 8 Kammern wurde 1 h bei 37 °C mit 0,005 % Fibronektin
benetzt, bevor 25000 Zellen HUVEC inklusive Growth Factor (10 ul/ml ECGS/Na-
Heparin (1:1000)) in den Kammern 1 — 4, sowie die gleiche Anzahl an Zellen
ISO-HAS.c1 in den Kammern 5 — 8 verteilt wurden. Pro Kammer ergab sich ein
Verhaltnis von 25000 Zellen pro 250 pl Medium.

Uberdies wurde jeweils ein kleines Stiick Kol-Vat in 1,2 ml HUVEC- sowie ISO-HAS-
Medium in kleinen Eppendorfgefalien vorbereitet und mitsamt dem Objekttrager 24 h
bei 37 °C inkubiert.

Am folgenden Tag wurde das Medium gegen 200 pyl HUVEC-Medium unter Zugabe
folgender Ansatze ausgetauscht: Kammer 1: Antigen-Negativkontrolle, nur Medium;
Kammer 2: Antigen-Positivkontrolle, Medium + 1 ul/ml LPS; Kammer 3: 200 ul Kol-Vat-
Extrakt; Kammer 4: AK-Negativkontrolle, nur Medium ohne primaren AK; Kammer 5:
Antigen-Negativkontrolle, nur Medium; Kammer 6: Antigen-Positivkontrolle, Medium
+ 1 pl/ml LPS; Kammer 7: 200 pl Kol-Vat-Extrakt; Kammer 8: AK-Negativkontrolle, nur
Medium ohne primaren AK. Nach 4 h wurde das Medium aus allen Kammern entfernt,
bevor jede einzelne Kammer doppelt mit PBS gewaschen und mit 200 pl 3,7 % PFA
versetzt wurde. Nach 15 min Inkubation folgte die Entfernung des PFA und erneutes,
viermaliges Waschen mit PBS. Nach Entnahme des PBS wurde in jede Kammer 250 pl
0,2 % Triton X-100 gefullt und folgend 10 min gewartet. Anschliellend wurde erneut

drei Mal mit PBS gewaschen.
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Zugunsten der Immunfluoreszenzanalyse wurde der 1:100 in 1 % BSA und PBS
verdunnte AK mouse anti E-Selektin (Monosan) in Kammern 1 — 3 und 4 — 7 gegeben.
Nach 1 h Inkubation bei 37 °C wurden die Kammern erneut viermalig mit PBS
gewaschen. Anschliel3end folgte die Zugabe des zweiten AK, goat anti-mouse IgG,
Alexa Fluor 488 (Invitrogen), 1 : 1000 verdunntin PBS und 1 % BSA in allen Kammern
zu je 200 pl.

Nach 1 h Lagerung bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss wurden die Kammern
je zwei Mal mit PBS gewaschen. Es folgte die Zugabe von DAPI, 1:10000 in
destilliertem Wasser verdunnt, welches nach 5 min durch doppelte Sauberung mit
PBS wieder entfernt wurde. Nach Hinzugabe von ProLong Gold Antifade Mountant
konnten die Kammern zur Trocknung gelagert werden. Die Auswertung erfolgte mittels

Fluoreszenzmikroskopie am folgenden Tag.

5.4.3 Untersuchung des Zellwachstums auf Biomaterial

Um Zellwachstum auf BM untersuchen zu kdnnen, wurden die einzelnen BM der
GrolRe von etwa 5 x 5 mm in einem 48-Kammergefal} verteilt. Zellen der Konzentration
von 50000 Zellen/500 pl konnten pro Kammer in adaquatem Medium ausgesat
werden, um den Kammertrager anschlie®end fur vier bis finf Tage zu inkubieren.
Sodann wurden die Zellen mithilfe von 10 yl der angesetzten Calcein-acetoxy-
methylester- (Calcein-AM-) Losung pro Kammer gefarbt, bevor der Trager weitere
10 — 20 min unter Lichtausschluss inkubiert wurde. Die Auslesung erfolgte unter dem
Fluoreszenzmikroskop. Pro Kammer wurden vier bis acht Bilder gesammelt. Um
Zellwachstum auf den BM ganzheitlich zu analysieren, erfolgte die Invertierung der

Proben mithilfe einer Pinzette.

Als zu testendende Zellen wurden primare Endothelzellen (HUVEC), primare

Osteoblasten (pOB) und zwei osteoblastare Zelllinien (MG-63 und SaOs-2) verwendet.
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5.4.4 Untersuchung des Zellwachstums in Kokultur

Tabelle 9: Versuchsaufbau der Untersuchung des Zellwachstums in Kokultur

Zellen Primarer AK Sekundarer AK

MG-63-GFP + HUVEC rabbit anti-GFP (a-GFP) chicken anti-rabbit, Alexa
(Santa Cruz) Fluor 488 (Invitrogen)
mouse anti-PECAM/CD31 goat anti-mouse, Alexa

(a-PE) (Agilent Dako) Fluor 594 (Invitrogen)

Anmerkung. AK: Antikorper.

Ein Lab-Tek-Objekttrager mit 8 Kammern wurde mit 0,005 % Fibronektin benetzt und
1 h bei 37 °C inkubiert bevor, nach Absaugen des Uberstands, 25000 Zellen MG-63-
GFP in Kammern 1 und 5 und 25000 Zellen HUVEC inklusive Growth Factor (10 pl/ml
ECGS/Na-Heparin (1 : 1000)) in Kammern 2 und 6 ausgesat wurden. Die Kammern
der Kokulturen 3, 4, 7 und 8 erhielten jeweils 12000 Zellen pro Zelltyp, in Abbildung 1
veranschaulicht. Pro Kammer ergab sich ein Verhaltnis von 25000 Zellen pro 250 pl
Medium. Alle Zellen wurden in HUVEC-Medium wiederholt resuspendiert. Es schloss
eine 24- bis 48-stundige Inkubation des Lab-Tek-Objekttragers bei 37 °C bis zur

vollstandigen Konfluenz an.

1. a-PE 2. a-PE 3. a-PE 4. a-PE+a-GFP
(MG-GFP) (HUVEC) (MG-GFP + (MG-GFP +
Primarer HUVEC) (50/50) | HUVEC) (50/50)
AK
(Zellen) 5. a-GFP 6. a-GFP 7. a-GFP 8. kein AK

(MG-GFP) (HUVEC) (MG-GFP + (MG-GFP +
HUVEC) (50/50) | HUVEC) (50/50)

Abbildung 1: Veranschaulichung Versuchsaufbau der Kokultur in Lab-Tek-Trager
Durchnummerierung einzelner Kammern des Lab-Tek-Tragers mit jeweiligen Zugaben. AK: Antikdrper,
a-PE: Anti-PECAM-1-AK, a-GFP: Anti-GFP-AK.

Nach Absaugen des Mediums am folgenden Tag konnten 200 pl frisches HUVEC-
Medium zu den Kammern gegeben werden. Nach 4 h wurde das Medium aus allen
Kammern entfernt, bevor jede einzelne doppelt mit PBS gewaschen und mit 200 pl

3,7 % PFA versetzt wurde. Auf 15-minutige Inkubation folgte das Entfernen des PFA
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und viermaliges Waschen mit PBS. Dem Absaugen der PBS schloss die Zugabe von
250 pl 0,2 % Triton X-100 in jede Kammer und 10-minutiges Warten an. Sodann folgte

wiederholt eine dreimalige Waschung mit PBS.

Zugunsten der Immunfluoreszenzanalyse wurde der 1:50 in 1% BSA und PBS
verdunnte AK mouse anti-human PECAM (Agilent Dako) in Kammern 1 — 3 pipettiert.
Des Weiteren wurde der 1:100 in 1 % BSA verdinnte AK rabbit anti-GFP (Santa
Cruz) in Kammern 5 — 7 erganzt. Der 1 : 100 verdinnte rabbit anti-GFP-AK konnte mit
1:50 verdinntem mouse anti-PECAM-AK vermischt und 200 pl des Gemischs in
Kammer 4 gegeben werden.

Nach 1 h Lagerung unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur wurden die Kammern
je vier Mal mit PBS gewaschen. AnschlieRend konnten die jeweils 1 : 1000 in 1 % BSA
und PBS verdunnten AK chicken anti-rabbit Alexa 488 und goat anti-mouse Alexa 594
(Invitrogen) vermischt und je 200 yl dieses Gemischs in die oben aufgefihrten
Kammern gefullt werden. Nach einstindiger Inkubation folgte ein doppelter
Waschvorgang mit PBS. Es schloss die Zugabe von DAPI an, 1:10000 in
destilliertem Wasser verdunnt, welches nach 5 min mit doppelter Sduberung durch
PBS wieder entfernt wurde. Nach Hinzugabe von ProLong Gold Antifade Mountant
konnten die Kammern zur Trocknung gelagert werden. Die Auswertung erfolgte mittels
Fluoreszenzmikroskop am folgenden Tag. Daruber hinaus wurden die Zellen mittels

Phasenkontrastmikroskopie untersucht.

5.5 Untersuchung der Genexpression mittels RT-PCR

Die Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) ermoglicht eine
Detektion spezifischer Genprodukte auf Gesamtzellebene. Mithilfe reverser
Transkriptase, einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase, kann mRNA in
complementary DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Anschlielend folgt eine
Vervielfaltigung der gewonnenen cDNA durch PCR, wofur genspezifische DNA-Primer
verwendet werden, um eine Gelelektrophorese durchlaufen zu konnen. In Agarosegel
konnen Molekille sodann bei einer angelegten elektrischen Spannung anhand ihrer
Grolle und einer spezifischen PorengroRe des Gels aufgetrennt werden. Die

entstehenden Banden lassen sich mithilfe eines inerten Farbstoffs visualisieren.
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Isolation der RNA

50000 Zellen wurden jeweils in separate Kammern eines 48-Kammergefalies zu den

unterschiedlichen BM gegeben und flr vier bis finf Tage inkubiert. Zur Kontrolle wurde
daruber hinaus jede Zellart unbehandelt in gleicher Konzentration mit Medium auf
Plastik inkubiert, um eine Positivkontrolle zu erhalten. Bei HUVEC erfolgte zudem vor
Isolation der RNA eine vierstindige Inkubation mit LPS (1 ug/ml, 4 h), um die
Expression von E-Selektin zu induzieren. Um RNA zu isolieren, wurden zuerst die per
Lichtmikroskop identifizierten Zellen von den zu testenden BM abgelost und lysiert.
Dies erfolgte mithilfe von 1 ml Trizol, das 1 %-iges B-Mercaptoethanol (BME) enthielt.
Die lysierten Zellen wurden in ein Eppendorfgefal Gberfuhrt und zusammen mit jeweils
200 pyl Chloroform, welches die Phasenseparation unterstitzt, 15s auf dem
Vibrationsmischer geschuttelt, danach 5 min auf Eis gelagert und anschlie®end bei
4 °C 15 min mit 11200 rpm zentrifugiert. Nach Uberfiihrung der wéassrigen, RNA
enthaltenden Phase der Eppendorfgefal’e in neue konnte die gleiche Menge an
Isopropanol hinzugefugt und erneut fir 10 min auf Eis gelagert werden. Nach
folgender Zentrifugation bei 4 °C 15 min mit 11200 rpm wurde das nun erkennbare
RNA-Pellet mit 500 pl 80 % Ethanol gewaschen und anschlie3end bei 4 °C 5 min mit
8200 rpm zentrifugiert. Die zwei zuletzt genannten Schritte fanden wiederholt statt, um
verbliebenes Ethanol sodann abzusaugen und das Pellet trocknen zu lassen. Zuletzt
erfolgte das Resuspendieren des getrockneten Pellets in 20 ul ribonukleasefreiem
Wasser, entsprechend destillietem Wasser ohne Ribonukleasen (RNasen) oder
Desoxyribonukleasen (DNasen), und die Konzentrationsmessung mithilfe des
Spektralphotometers, NanoDrop ND-1000. 1000 ng der isolierten RNA wurden dann
zu einem Gesamtgemisch von 10 pl verdinnt und fur den Vorgang der reversen

Transkription verwendet.

Reverse Transkription

Das obig erwahnte Gesamtgemisch wurde nun mithilfe des High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kits nach Herstellervorgaben im Real Time PCR Cylcer, Applied
Biosystems, transkribiert. Um RNA in cDNA umzuschreiben, wurde zunachst 10 pl
Mastermix, bestehend aus 2 yl RT-Puffer, 0,8 pul Desoxyribonukleosidtriphosphate-
(dNTP-) Mix (0,1 mol/l), 2pl RT-Random-Primer, 1 pul MultiScribe-Reverse-
Transcriptase (50 U/ul), 1 ul RNase-Inhibitor und 3,2 pl nukleasefreies Wasser mit

10 pl des RNA/Wasser-Gemischs einer Konzentration von 50 ng/ul in PCR-R6hrchen
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vermengt. Daraufhin konnten die Rohrchen im Real Time PCR Cycler 10 min bei
zunachst 25 °C, 120 min bei 37 °C und 5 min bei 85 °C behandelt werden, um
anschlielend bei 4 °C abzukihlen. Um cDNA zu erhalten, deren Prozessierung aus
10 ng RNA resultierte, wurden sodann 20 pl der cDNA mit 180 ul ribonukleasefreiem
Wasser vermischt und bei 4 °C gelagert.

PCR

Die gefrorene cDNA wurde aufgetaut und anschliel3end unmittelbar genutzt. Bezuglich
der PCR verwendete diese Arbeit den REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix von
Sigma-Aldrich gemald Herstellervorgaben. Hierfir wurde fur den Mastermix 12,5 ul
REDTaq ReadyMix mit 0,5 pl (0,001 mmol/l) der Vorwarts- sowie 0,5 pl (0,001 mmol/l)
der Ruckwartssequenz des adaquaten Primers eines jeweiligen Genabschnitts
vermengt. Daruber hinaus folgte die Zugabe von 2 ul der zu untersuchenden cDNA-
Probe und 9,5 ul Wasser. Die genutzten Primer sind unter Abschnitt 4.5 aufgeflhrt.
Bei 94 °C erfolgte die initiale Denaturierung. Dieser schlossen sich 35 Zyklen bei 94 °C
fur 2 min, bei 94 °C fur 30 s, bei der jeweils primerabhangigen Anlagerungstemperatur
fur 30 s und bei 72 °C fur 30 s an. Die Extensionsphase beendete die PCR bei 72 °C

fur 10 min, um entstandene cDNA anschliel3end bei 4 °C lagern zu kénnen.

Gelelektrophorese

Nukleinsauren konnen mithilfe der Agarosegelelektrophorese unkompliziert
aufgetrennt werden. Agarose, ein pflanzliches Polysaccharid, bildet im Gel netzartige
Strukturen, durch welche die DNA-Fragmente bei angelegter Spannung je nach Grolke
unterschiedlich weit wandern (Schrodel 2008).

Far die zu untersuchenden DNA-Fragmente wurde eine Agarosegelkonzentration von
0,8 % gewahlt. Die Herstellung des Gels erfolgte mit 0,5 % Tris-Borat-EDTA- (TBE-)
Puffer und anschlieRendem Aufkochen des Gemischs in der Mikrowelle. Nach kurzer
Abkuhlzeit wurde 2yl peqGREEN 20000X DNA/RNA binding dye-Stammldsung
hinzugegeben, um die Banden unter spaterem ultravioletten (UV-) Licht fluoreszieren
zu lassen, bevor das Gel zur Aushartung in eine jeweilige Elektrophoresekammer
gegossen werden konnte. Ein 10-Zinken-Kamm befand sich in der Kammer, um
spatere Taschen zum Einfullen der Proben zu formen. Nach 15 min konnte das Gel
nun in die Apparatur gesetzt und mit elektrisch leitendem TBE-Puffer Gberdeckt

werden. Anschliellend konnten 10 ul jeder Probe sowie 10 ul einer Negativ- sowie
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einer Positivkontrolle neben 6 yl Marker (DNA-Bandenskala, 1 kb-Leiter) als Referenz
in die einzelnen Taschen gefullt werden. Die Gelelektrophorese lief nun bei einer
angelegten Spannung von 100V far 30 — 40 min, bis einzelne Primerbanden
vollstandig bis zum Ende der Skala durchgelaufen waren. Mithilfe von UV-Licht
konnten anschlielend die einzelnen DNA-Banden visualisiert werden, die durch den
bereits ins Gel gegebene peqGREEN 20000X DNA/RNA binding dye-Farbstoff nun
fluoreszierten. Zugunsten nachfolgender Auswertung wurden gerateintern

fotografische Aufnahmen angefertigt.
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6 Ergebnisse

6.1 Sterilitatstest der Biomaterialien

Um sicherzustellen, dass die Materialien sowohl nach Enthnahme aus der Verpackung
als auch nach der Zerkleinerung in Stucke noch steril waren, wurden praparierte
Materialstlicke in ein Medium gegeben, das das Wachstum von Mikroorganismen
unterstitzte. Tabelle 10 reprasentiert die Ergebnisse zu verschiedenen Zeitpunkten

nach Zugabe der Materialien zu den Medium enthaltenden Rohrchen.

Tabelle 10: Resultate des Sterilitatstest der BM zu verschiedenen Zeitpunkten

Material 24 h 48 h 72 h 96 h
Kol —/-/- —/-/- —/-/- —/-/-
Kol-Vat —/=/- —/-/- —/—/- —/-1/-
Collacone —f—/- —/=/- —/—=/-= Y
Collacone max —/-/- —/=/- —/ =/ -= — /=] =
Rogg —/=/- —/=/- e —/—-/-
Porcines Perikard —/—=/- Sy iy —/ == — /=] =
Porcine Dermis —/=/- —/=/- —/ =/ - —/ =/ -
Sterilkontrolle —/-/- —/=/-= —/ =/ - — /=] =
E. coli +/+/+ +/+/+ +/+/+ +/+/+

Anmerkung. Die Ergebnisse sind fiir 3 Réhrchen respektive 3 verschiedenen Materialproben gezeigt;

—: keine Trlbung, + : Trlibung, E.coli: Escherichia coli.

Der in Tabelle 10 dargestellte Sterilitatstest bestatigte die Sterilitat aller getesteten
Materialien zu jedem der untersuchten Zeitpunkte. Wie ersichtlich, zeigte keines der
vom Hersteller erhaltenen Materialien auch nach Zerkleinerung in kleine Proben eine
Trubung. Sie reprasentierten ahnliche Ergebnisse wie die der Probe unbehandelten
Mediums (Sterilkontrolle) und galten daher als steril. Das Kontrollréhrchen
demonstrierte ermoglichtes Wachstum bakterieller Kontamination wie Escherichia coli

(E. coli) in dem Medium und verdeutlichte das Resultat bei nicht vorliegender Sterilitat.
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6.2 Toxizitatstest mittels Resazurin

Die Grafiken in Abbildung 2 bis 6 zeigen die Ergebnisse quantitativer Toxizitatstests
der verschiedenen BM mit Resazurin und anschlielfender Auslesung durch ein

Spektralphotometer.

Die Ergebnisse reprasentieren die metabolische Aktivitat der Zellen nach 24, 48 und
72 Stunden nach Zugabe der Extrakte. Jedes Saulendiagramm veranschaulicht eine
der im Schnitt drei Mal durchgefuhrten, voneinander unabhangigen Messungen pro
Zellart, die bei den Primarzellen differierenden Spendern entstammten. Die
Abbildungen zeigen den mittleren Durchschnitt der erfassten Absorption von je drei
unabhangigen Zellkammern zu den jeweiligen Zeitpunkten abzuglich der
durchschnittlich erfassten Absorption des Mediums allein. Die mit Vitalitat
gleichzusetzenden Werte wurden in prozentualer Abhangigkeit der pro Zeitintervall
gemessenen Vitalitat der unbehandelten Zellen ohne BM (Zellkontrolle) gesetzt. Als
Fehlerindikatoren diente die ermittelte Standardabweichung pro Experimentalgruppe.
Das Signifikanzniveau der Messungen wurde anhand des unabhangigen
Zweistichproben-T-Tests mit unterschiedlicher Varianz ermittelt und bei p < 0,05 als
statistisch signifikant erachtet. Es diente zum Vergleich von unbehandelten Zellen
gegenuber den Zellen unter Behandlung mit Extrakt. Die Auswertung erfolgte mit Excel

(Microsoft Office, Microsoft).

Die getesteten Extrakte von Kol, Kol-Vat, Collacone, Collacone max und Mucoderm
wurden jeweils 24, 48 und 72 Stunden zu den verschiedenen Zellen gegeben, unter
den in Abschnitt 5.3 genannten Bedingungen inkubiert und anschliellend im
Spektralphotometer ausgewertet. Die zu Anfang ausgesate Anzahl vitaler Zellen
betrug 15000 Zellen pro Kammer. Mit 30 pl 10 % Triton X-100 versetzte Zellen dienten
als Toxizitats-Positivkontrolle (T-Kontrolle) und reprasentierten resultierenden
Zelluntergang bei vorliegender Toxizitat. Die Balken zeigen die Relation zur
Zellpopulation der unbehandelten Zellen (Z-Kontrolle), die zu jedem Messzeitpunkt
100 % entsprach. Die aufgefihrten Ergebnisse spiegeln reprasentativ einen der fur

jede Zellart drei Mal durchgeflihrten Versuche wider.
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Vitalitat der L929-Zellen
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Abbildung 2: Toxizitiatstest mit Resazurin und L929

Inkubation der Zellen mit den BM, Ermittlung der Zellvitalitat zu den angefiihrten Zeitpunkten mittels
Resazurin. Abhangigkeit der Vitalitat der Zellen (y-Achse) von der unterschiedlichen Zusammensetzung
verschiedener BM (x-Achse) zu 24, 48, 72 h. Vitalitat: prozentualer Anteil der Zellvitalitat unter den
jeweiligen Bedingungen verglichen zur Z-Kontrolle (= 100 %). Z-Kontrolle: Zellkontrolle auf Plastik,

T-Kontrolle: Toxizitats-Positivkontrolle, schwarze Strecken: Standardabweichung, *: p < 0,05.

Zu Anfang fiel eine der Zellkontrolle (Z-Kontrolle) sehr ahnliche Zellzahl der Kollagen-
Vaterit-Probe (Kol-Vat) nach 24 h auf. Reines Kollagen (Kol) zeigte vergleichbar hohe
Zellzahlen, wahrend die Collacone-Probe zu diesem Zeitpunkt eher geringere, die
Collacone-max- und Mucoderm-Probe sogar signifikant geringere Zellpopulationen
aufwiesen. Die Ergebnisse verdeutlichten einen merklichen Anstieg der Zellpopulation
der Kollagen-Vaterit-Probe von 24 h auf 48 h verglichen zu den unbehandelten Zellen
(Z-Kontrolle). Die restlichen BM, ausgenommen der Kol-Probe, demonstrierten ahnlich
starke Zunahmen, die der Mucoderm-Probe weniger deutlich ausgepragt. Nach 72 h
lag die Zellpopulation der Kol-Vat-Probe kaum merklich unter Kol und der Zellkontrolle.
Das Wachstum schien somit leicht zu stagnieren, moglicherweise aufgrund von
Kontaktinhibition. Die Anzahl vitaler Zellen bei Collacone max und Mucoderm lag zu
diesem Zeitpunkt in vergleichbarer Hohe zu Kol-Vat, wahrend Collacone leicht
geringere Zellzahlen zeigte. Insgesamt konnte keine bedeutende Toxizitat festgestellt

werden.
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Vitalitat der HUVEC
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Abbildung 3: Toxizitiatstest mit Resazurin und HUVEC

Inkubation der Zellen mit den BM, Ermittlung der Zellvitalitat zu den angefiihrten Zeitpunkten mittels
Resazurin. Abhangigkeit der Vitalitat der Zellen (y-Achse) von der unterschiedlichen Zusammensetzung
verschiedener BM (x-Achse) zu 24, 48, 72 h. Vitalitat: prozentualer Anteil der Zellvitalitat unter den
jeweiligen Bedingungen verglichen zur Z-Kontrolle (= 100 %). Z-Kontrolle: Zellkontrolle auf Plastik,

T-Kontrolle: Toxizitats-Positivkontrolle, schwarze Strecken: Standardabweichung, *: p < 0,05.

Nach 24 und 48 h lagen die Zellzahlen der Kol-Vat-Probe in ahnlicher Hohe der
Kontrollzellzahl, die Zellzahlen der anderen Proben lagen vergleichbar. Collacone max
und Mucoderm zeigten zu diesen Zeitpunkten leicht niedrigere Werte vitaler Zellen als
die unbehandelte Zellkontrolle. Nach 72 h reprasentierte der Wert der Kol-Vat-Probe
eine, verglichen zur Zellkontrolle, leicht geringere Zellpopulation, jedoch nicht
signifikant geringer. Kol, Collacone, Collacone max und Mucoderm zeigten nach 72 h
leicht bis deutlich héhere Werte vitaler Zellen verglichen zu Kol-Vat. Gegenulber den
unbehandelten Zellen (Z-Kontrolle) wies Mucoderm nach 72 h eine signifikant héhere
Zellzahl auf. HUVEC offenbarten eine vergleichbare Vitalitat in Gegenwart aller

getesteten BM ohne zu beobachtende Hinweise auf mogliche Toxizitat.
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Vitalitat der pOB
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Abbildung 4: Toxizitdtstest mit Resazurin und pOB

Inkubation der Zellen mit den BM, Ermittlung der Zellvitalitat zu den angefiihrten Zeitpunkten mittels
Resazurin. Abhangigkeit der Vitalitat der Zellen (y-Achse) von der unterschiedlichen Zusammensetzung
verschiedener BM (x-Achse) zu 24, 48, 72 h. Vitalitat: prozentualer Anteil der Zellvitalitat unter den
jeweiligen Bedingungen verglichen zur Z-Kontrolle (= 100 %). Z-Kontrolle: Zellkontrolle auf Plastik,

T-Kontrolle: Toxizitats-Positivkontrolle, schwarze Strecken: Standardabweichung, *: p < 0,05.

Nach 24 h lag die Zellzahl der Kol-Vat- sowie der Kol-Probe minimal unter der
Kontrollzellzahl, Collacone max offenbarte signifikant niedrigere Zellzahlen. Wahrend
die Zahl vitaler Zellen bei Collacone in ahnlicher Hohe wie die der Zellkontrolle lag,
reprasentierte die Mucoderm-Probe hohere Zellzahlen als die unbehandelten Zellen
(Z-Kontrolle). 48 h nach Zugabe des Extrakts zeigte Kol-Vat merklich erhdhte Werte
der Zellpopulation, die Zellkontrolle, Collacone und Collacone max ubertreffend. Kol
und Mucoderm erreichten hier signifikant hdhere Zellzahlen als die Zellkontrolle. Nach
72 h Inkubation wies die Kol-Vat-Probe eine der Zellkontrolle und Kol-Probe ahnlich
hohe Zellpopulation auf, die Collacone-Probe offenbarte geringere Zellzahlen.
Collacone max zeigte demgegenuber eine merklich erhdhte Zellzahl. Mucoderm
prasentierte zu diesem Zeitpunkt signifikant hdhere Zellzahlen als die unbehandelten

Zellen (Z-Kontrolle).
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Vitalitat der MG-63-Zellen
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Abbildung 5: Toxizitiatstest mit Resazurin und MG-63

Inkubation der Zellen mit den BM, Ermittlung der Zellvitalitat zu den angefiihrten Zeitpunkten mittels
Resazurin. Abhangigkeit der Vitalitat der Zellen (y-Achse) von der unterschiedlichen Zusammensetzung
verschiedener BM (x-Achse) zu 24, 48, 72 h. Vitalitat: prozentualer Anteil der Zellvitalitat unter den
jeweiligen Bedingungen verglichen zur Z-Kontrolle (= 100 %). Z-Kontrolle: Zellkontrolle auf Plastik,

T-Kontrolle: Toxizitats-Positivkontrolle, schwarze Strecken: Standardabweichung, *: p < 0,05.

24 h nach Zugabe des Extrakts zeigte die Kol-Vat-Probe eine leicht hohere Anzahl
vitaler Zellen als die Zellkontrolle und die vergleichenden Proben, ausgenommen
Mucoderm. Kol, Collacone und Collacone max liel3en signifikant geringere Zellzahlen
als die unbehandelten Zellen (Z-Kontrolle) vernehmen. Nach 48 h veranschaulichte
Kol-Vat eine signifikant hohere Zellzahl gegenuber der Zellkontrolle, die
Vergleichsproben Ubertreffend. Nach 72 h lag die Zellpopulation der Kol-Vat-Probe
immer noch Uber den unbehandelten Zellen (Z-Kontrolle), ebenfalls die Mucoderm-
sowie Signifikanzniveau erreichende Collacone-Probe. Die restlichen BM zeigten
geringere Zellzahlen. Wahrend die Werte von Kol zu 24 h und 48 h, denen der
Zellkontrolle sehr ahnelten, zeigte Collacone max zu diesen Zeitpunkten deutlich
geringere Werte. Die Zunahme der Zellen mit Kol-Vat-Extrakt von 24 h auf 48 h
erschien hoher als die Veranderung der Zellzahl von 48 h auf 72 h, was auf ein
Stagnieren des Zellwachstums aufgrund von Kontaktinhibition ruckfuhrbar ware. Es

konnte keinerlei Toxizitat der getesteten Materialien beobachtet werden.
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Vitalitdt von SaOs-2-Zellen
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Abbildung 6: Toxizitdtstest mit Resazurin und SaOs-2

Inkubation der Zellen mit den BM, Ermittlung der Zellvitalitat zu den angefiihrten Zeitpunkten mittels
Resazurin. Abhangigkeit der Vitalitat der Zellen (y-Achse) von der unterschiedlichen Zusammensetzung
verschiedener BM (x-Achse) zu 24, 48, 72 h. Vitalitat: prozentualer Anteil der Zellvitalitat unter den
jeweiligen Bedingungen verglichen zur Z-Kontrolle (= 100 %). Z-Kontrolle: Zellkontrolle auf Plastik,

T-Kontrolle: Toxizitats-Positivkontrolle, schwarze Strecken: Standardabweichung, *: p < 0,05.

24 h nach Zugabe des Extrakts zeigte die Kol-Vat-Probe leicht hohere Zellzahlen als
die Zellkontrolle. Die Werte vitaler Zellen bei Kol, Collacone und Collacone max lagen
in ahnlichen Bereichen. Mucoderm offenbarte gegenuber den unbehandelten Zellen
(Z-Kontrolle) signifikant erhdhte Werte nach 24 h. Nach 48 h konnte eine merkliche
Zunahme der Zellzahl bei der Kol-Vat- und Collacone-Probe beobachtet werden,
verglichen zur Zellkontrolle sowie Kol und Collacone max lagen die Werte hoher. Nach
72 h lield Kol-Vat weiterhin hdhere Zellzahlen als die Zellkontrolle auf Plastik sowie
Collacone max vernehmen, ahnlich der Kol-Probe zeigten sich leicht hdhere Werte als
bei zugegebenen Extrakten der Collacone-Probe. Mucoderm reprasentierte bei 48 h
und 72 h im Vergleich zur Zellkontrolle und den anderen BM hohere Werte, wahrend
die Werte von Collacone max in ahnlichen Bereichen der Zellkontrolle lagen.
Insgesamt ermdglichte Kol-Vat ein kontinuierliches Zellwachstum. Wie bereits bei der
MG-63-Zelllinie konnte auch bei den SaOs-2-Zellen in Anwesenheit der Materialien

keine bedeutsame Toxizitat festgestellt werden.
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Alle Zellarten zeigten nach Inkubation mit Extrakt der Kol-Vat Probe innerhalb der
ersten 24 h bis 48 h eine leichte bis deutliche Zunahme des Zellwachstums, die im
weiteren Verlauf durch Kontaktinhibition zu stagnieren schien. Gegenuber der mit Kol-
Extrakt inkubierten Zellen verzeichneten die primaren Osteoblasten sowie
Endothelzellen in Prasenz von Kol-Vat vergleichbare, die Ubrigen hier getesteten
Zellarten hohere Werte. Das Proliferationsverhalten wird in Tabelle 11 vereinfacht
dargestellt. Die Vaterit-Zugabe schien das Zellproliferationsverhalten positiv zu
beeinflussen. Collacone, Collacone max und Mucoderm dienten als bereits bewahrte
und Zellwachstum anregende Vergleichsmaterialien, wahrend Kol die separate
Kollagenkomponente des Kol-Vat prasentierte. Keines der untersuchten BM

offenbarte fur jegliche hier zur Anwendung kommenden Zellen bedeutsame Toxizitat.

Tabelle 11: Zellproliferation in Prasenz der BM

Zellen Kol Kol-Vat Collacone Collacone max Mucoderm
L929 + ++ ++ ++ +
HUVEC + + ++ ++ +++
pOB ++ + + + +++
MG-63 + ++ + (+) ++
Sa0s-2 + ++ ++ + +++

Anmerkung. (+) : geringes Wachstum, + : regelrechtes Wachstum, ++ : gutes Wachstum, +++ : sehr
gutes Wachstum.

Dartber hinaus erfolgte die Betrachtung der Zellen zu den obig aufgefihrten
Zeitpunkten unter dem Lichtmikroskop, um mogliche Aussagen uber qualitative
Zytotoxizitat nach 1ISO 10993-5 (2009) treffen zu konnen. Alle Zellen offenbarten in
Gegenwart jeglicher getesteten Materialien ein physiologisches Erscheinungsbild.
Wahrend die Zellen endothelialen Typs eine langgestreckte Morphologie
reprasentierten, die bei Konfluenz einem pflastersteinartigen Muster gleichkam,
zeigten osteoblastische Zellen ein fur ihre Zellart charakteristisches, rundliches
Aussehen (siehe auch Abschnitt 6.4). Die fur Toxizitatstests etablierte L929-Zelllinie
veranschaulichte ein fur fibroblastische Zellarten kennzeichnendes, spindelférmiges

Erscheinungsbild.

65



6 Ergebnisse

6.3 Endotoxin-Test auf E-Selektin

6.3.1 Endotoxin-Test aller Biomaterialien mit HUVEC

Die hier angefuhrten Ergebnisse zeigen die Testung auf Endotoxine durch Anfarbung
von E-Selektin nach Inkubation von HUVEC mit Extrakten der zu testenden BM Kol,
Kol-Vat, Collacone, Collacone max und Mucoderm. Die Ergebnisse des Anfarbens der
HUVEC hinsichtlich deren Induktion von E-Selektin nach vierstundiger Inkubation mit
Extrakten der BM ist in Abbildung 7 dargestellt. Die Farbung erfolgte mittels
Immuncytochemie, die Auswertung der Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop. Die
Zellen mit dem zugesetzten LPS, reprasentativ fir die sogenannte Antigen-
Positivkontrolle, offenbarten eine hohe Induktion von E-Selektin in diesen 4 h. Dies
wurde anhand der hohen Anzahl grun befleckter Zellen, die eine grine Unterlegung
des Zellkerns aufzeigten, ersichtlich. Keines der getesteten Materialien Kol, Kol-Vat,
Collacone, Collacone max oder Mucoderm induzierte eine Expression von E-Selektin

in den Zellen (Abwesenheit der grun befleckten Zellen).
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7

Abbildung 7: Endotoxin-Test aller BM mit HUVEC

Anfarbung mdglicher E-Selektin-Expression durch HUVEC auf BM. Fluoreszenzmikroskopiefotos:
1) — LPS: Antigen-Negativkontrolle, 2) + LPS: Antigen-Positivkontrolle, 3) Kol-Extrakt; 4) Kol-Vat-
Extrakt, 5) Collacone-Extrakt, 6) Collacone-max-Extrakt, 7) Mucoderm-Extrakt, 8) kein primarer AK: AK-

Negativkontrolle. AK: Antikérper, blau: Zellkerne, griin: gebundene AK gegen E-Selektin; Messbalken:
100 pm.
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Die Ergebnisse 1 bis 8 in Abbildung 7 veranschaulichen eine erfolgreiche
Visualisierung der primaren Endothelzellen HUVEC durch Kernfarbung. Die Antigen-
Positivkontrolle (2) hob erhaltene Syntheseleistung von E-Selektin durch HUVEC nach
Stimulation mit Endotoxinen hervor. Die Antigen-Negativkontrolle (1) sowie die AK-
Negativkontrolle (8) verdeutlichten das winschenswerte Ergebnis endotoxinfreier BM
ohne anfarbbares E-Selektin. Keines der hier getesteten Materialien (3 — 7) stimulierte

primare Endothelzellen zur Expression von E-Selektin.

Phasenkontrastmikroskopie

Uberdies wurden die HUVEC mithife der Phasenkontrastmikroskopie am
Fluoreszenzmikroskop vier Stunden nach Zugabe des jeweiligen Extrakts untersucht.
Wie Abbildung 8 zum Ausdruck bringt, zeigten alle Zellen in Prasenz der unter-
schiedlichen Extrakte von Kol, Kol-Vat, Collacone, Collacone max und Mucoderm

neben vorliegender Adharenz eine ahnliche Morphologie.

Abbildung 8: Phasenkontrastmikroskopie von HUVEC mit Extrakt
Untersuchung der HUVEC mittels Phasenkontrastmikroskopie nach Inkubation der Zellen mit den
verschiedenen Extrakten fur 4 h. HUVEC nach Exposition mit Extrakt von a) Kol, b) Kol-Vat, c) Kol-Vat,

d) Collacone, e) Collacone max, f) Mucoderm. Messbalken: 100 ym.
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6.3.2 Endotoxin-Test explizit mit Kol-Vat

Um die Resultate der vorangegangenen Testung explizit fir Kol-Vat zu bestatigen,
nutzte diese Arbeit neben einem wiederholten Durchgang mit HUVEC auch ISO-
HAS.c1-Zellen gemald Abschnitt 5.4.2. Vaterit entstammte der Herstellung durch die
Forschungsgruppe Professor Tremels, Institut fur anorganische und analytische
Chemie der Johannes-Gutenberg-Universitat in Mainz. Zugunsten der anschliel3ienden
Inkorporation in Kollagennetze wurde der synthetisierte Vaterit zu Botiss, Zossen,
gesendet. Um sicherzustellen, dass die neu entwickelte Kombination auch nach
Fertigung keinerlei Endotoxine enthielt, wurde eine Testung der Extrakte durchgefuhrt.
Die Resultate verdeutlichen Abbildungen 9 und 10. Die folgenden Erkenntnisse
basieren auf der bereits genannten Versuchsdurchfihrung des Anfarbens von
E-Selektin. Die Auswertung erfolgte nach Inkubation von HUVEC sowie ISO-HAS.c1-
Zellen mit Kol-Vat Extrakt fur 24 h.

Abbildung 9: Endotoxin-Test von Kol-Vat mit HUVEC

Anfarbung von E-Selektin, Fluoreszenzmikroskopiefotos von HUVEC nach Inkubation mit Kol-Vat-
Extrakt: a) Antigen-Negativkontrolle: nur Medium, b) Antigen-Positivkontrolle: + LPS, ¢) AK-Negativ-
kontrolle: kein primarer AK, d) HUVEC nach Zugabe des Kol-Vat-Extrakts: keine Expression von E-
Selektin. AK: Antikorper, blau: Zellkerne, griin: gebundene AK gegen E-Selektin, Messbalken: 100 um.

Die Bilder zeigten eine regelrechte Kernfarbung der HUVEC, die Antigen-
Positivkontrolle (b) bestatigte eine erfolgreiche Fluoreszenzfarbung von E-Selektin,
welches im Zuge der inflammatorischen Reaktion der HUVEC auf Zugabe von LPS
exprimiert worden ist. Die Farbung demonstrierte eine erhaltene Syntheseleistung
dieser primaren Zellen. Die HUVEC mit hinzugegebenem Kol-Vat-Extrakt (d) zeigten
hingegen keinerlei exprimiertes E-Selektin, was eine inflammatorische Reaktion auf
mdgliche Endotoxine ausschloss. Die Antigen-Negativkontrolle (a) sowie die AK-
Negativkontrolle, ohne primaren AK gegen E-Selektin (c), seien als Kontrollen zur
Veranschaulichung des gewunschten Ergebnisses aufgefuhrt.
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Abbildung 10: Endotoxin-Test von Kol-Vat mit ISO-HAS.c1

Anfarbung von E-Selektin, Fluoreszenzmikroskopiefotos von ISO-HAS.c1-Zellen nach Inkubation mit

Kol-Vat-Extrakt: a) Antigen-Negativkontrolle: nur Medium, b) Antigen-Positivkontrolle: + LPS, c) AK-
Negativkontrolle: kein primarer AK, d) ISO-HAS.c1-Zellen nach Zugabe des Kol-Vat-Extrakts: keine
Expression von E-Selektin. AK: Antikdrper, blau: Zellkerne, grin: gebundene AK gegen E-Selektin,

Messbalken: 100 um.

Die Ergebnisse reprasentierten eine regelrechte Kernfarbung der ISO-HAS.c1-Zellen
auf den Bildern a) bis d). Die Antigen-Positivkontrolle (b) lie® die Fluoreszenz-
markierung des E-Selektins erkennen, welches durch ISO-HAS.c1-Zellen auf
Stimulation mit LPS exprimiert worden war. Die mit Kol-Vat-Extrakt versehenen Zellen
(d) zeigten keinerlei Expression von E-Selektin, hier verdeutlicht neben der Antigen-
Negativkontrolle (a) sowie der AK-Negativkontrolle (c) dargestellt. Die Ergebnisse
lassen schlief3en, dass Kol-Vat keine durch Endotoxine stimulierte inflammatorische

Reaktion verursachte.

6.4 Untersuchung des Zellwachstums auf Biomaterial

Die angefuhrten Ergebnisse in Abbildungen 11 bis 14 veranschaulichen die
Zellinteraktion zwischen Endothelzellen und Osteoblasten nach vier bis funf Tagen
Inkubation auf dem zu testenden BM nach Anfarbung durch Calcein-AM und
Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop. Die angeflhrten Abbildungen stehen
reprasentativ flr mindestens sechs aufgenommene Bilder pro Kammer von jeweils
drei unabhangigen Materialproben. Wahrend c) bis g), entsprechend Collacone,
Collacone max, Rogg, Porcines Perikard und Porcine Dermis, als Kontrolle des
Zellwachstums auf bereits in der Medizin verwendeten Produkten dienen, zeigt h)
unbehandeltes Zellwachstum auf Plastik. Die Probe a) reprasentiert in den folgenden
Abbildungen die separate Kollagenkomponente (Kol) des Kol-Vat (b) und dient dem
indirekten Vergleich. Bei den hier gezeigten Ergebnissen gilt zu beachten, dass sich
die Proben Kol (a), Kol-Vat (b) und Collacone (c) nach 24 h zu grof3en Anteilen und

nach vier Tagen bereits zu Teilen aufgeldst hatten.
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Abbildung 11: Zellwachstum von HUVEC auf BM
Zellwachstum auf a) Kol, b) Kol-Vat, c) Collacone, d) Collacone max, e) Rogg, f) Porcines Perikard,

g) Porcine Dermis, h) Plastik (Kontrolle). Griin: fluoreszierende, vitale Zellen, Messbalken: 100 um.
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Das Zellwachstum von HUVEC auf den verschiedenen BM wird in Abbildung 11
ersichtlich. Die Zellen wuchsen auf allen Materialproben und offenbarten eine ahnliche
Morphologie denen, der Kontrollzellen auf Plastik (h). Zwischen dem Kollagen-Vaterit-
Gemisch (b) oder der HA/B-TCP-Probe, Collacone max (d), und den Kollagen-
Praparaten a), c) und e) bis g) (entsprechend Kol, Collacone, Rogg, Porcines Perikard
and Porcine Dermis) konnten keine Unterschiede festgestellt werden. Auf den Proben
b) bis h) zeigten die Endothelzellen ein fur ihre Art typisches Wachstumsverhalten
adharenter, vitaler Zellen, das sogenannte ,spreading’. Sie prasentierten eine
langgezogene, ausgestreckte Morphologie. Durch Erhohung der Zellzahl und
vermehrte interzellulare Kontakte veranderte sich diese Morphologie zu eher
kuboiden, pflastersteinartig angeordneten Zellen, insbesondere auf c), g) und h)

erkennbar.
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Abbildung 12: Zellwachstum von pOB auf BM
Zellwachstum auf a) Kol, b) Kol-Vat, c) Collacone, d) Collacone max, e) Rogg, f) Porcines Perikard,

g) Porcine Dermis, h) Plastik (Kontrolle). Griin: fluoreszierende, vitale Zellen, Messbalken: 100 um.
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Um das Wachstum von Osteoblasten auf den BM bestmdoglich zu analysieren, wurden
drei verschiedene osteoblastische Zelltypen verwendet. Abbildung 12 zeigt das
Zellwachstum primarer Osteoblasten (pOB) auf den verschiedenen Materialien. Die
pOB offenbarten eine gleichkommende Morphologie auf allen untersuchten
Produkten. Auf den kollagenbasierten BM (a, c, e, f, g) konnten nahezu konfluente
Monolayer beobachtet werden. Porcines Perikard (f) prasentierte eine intensive
Fluoreszenzfarbung bildmittig, die auf mit Zellen besetztes Material zurickzuflhren ist,
das dazu tendierte, sich in Vertiefungen der Zellkulturkammern zusammenzurollen.
Das Vaterit enthaltende Praparat Kol-Vat (b) und die HA/B-TCP-Probe Collacone max
(d) ermoglichten ein ebenfalls sehr gutes Zellwachstum, wobei viele Zellen an den
grolderen Partikeln des sich auflésenden Kol-Vat (b) beziehungsweise an den
nanogrofden Partikeln des Collacone max (d) hafteten. Dies wird an den intensiv
gefarbten Fluoreszenzpunkten der Bilder erkennbar, die auf Uberaus grofe
Zellmengen auf kleinem Raum, entsprechenden Zellakkumulationen, auf den

einzelnen Partikeln hindeuteten.

74



6 Ergebnisse

Abbildung 13: Zellwachstum von MG-63 auf BM
Zellwachstum auf a) Kol, b) Kol-Vat, c¢) Collacone, d) Collacone max, e) Rogg, f) Porcines Perikard,

g) Porcine Dermis, h) Plastik (Kontrolle). Griin: fluoreszierende, vitale Zellen, Messbalken: 100 um.
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Abbildung 13 veranschaulicht die Vitalitatskontrolle mittels Calcein-AM der Zelllinie
MG-63 auf den Materialien. Die Zellen wuchsen ausnahmslos auf allen Materialien.
Auf den kollagenbasierten Praparaten Kol (a), Collacone (c), Rogg (e), Porcines
Perikard (f) und Porcine Dermis (g) zeigte sich ein ahnliches Zellwachstum inklusive
ahnlicher Morphologie. Die Vaterit- und HA/B-TCP-basierten Materialien (b, d) zeigten
erneut verstarkt fluoreszierende Zellakkumulationen, bedingt durch Anhaftung der
Zellen an Materialpartikeln in Mikro- und Nanogréfe. Die Zellen zeigten eine flr ihre
Art spezifische, rundliche Zellmorphologie, die jedoch auf Kol-Vat (b), verschuldet

durch deren akkumulierendes Verhalten, nur undeutlich erkennbar schien.
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Abbildung 14: Zellwachstum von SaOs-2 auf BM
Zellwachstum auf a) Kol, b) Kol-Vat, c) Collacone, d) Collacone max, e) Rogg, f) Porcines Perikard,

g) Porcine Dermis, h) Plastik (Kontrolle). Griin: fluoreszierende, vitale Zellen, Messbalken: 100 um.
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Das mit Calcein-AM veranschaulichte Zellwachstum der zweiten, ebenfalls
osteoblastischen Zelllinie SaOs-2 nach Inkubation auf den verschiedenen BM zeigt
Abbildung 14. Die Ergebnisse sind denen, bei MG-63-Zellen beobachteten, sehr
ahnlich (Abbildung 13). Auf den vorwiegend Kollagen enthaltenden Praparaten (a, c,
e, f, g) liel® sich eine homogene Zellverteilung Uber die gesamte Flache beobachten.
Im Porcines Perikard reprasentierenden Bild (f) ist die intensive Fluoreszenzfarbung
bildmittig ebenfalls auf mit Zellen besetzte Materialrander zurtickzuflihren, die dazu
neigten, sich in den Vertiefungen der Zellkulturkammern zusammenzurollen. Die
dementsprechend hohe Anzahl Ubereinanderliegender Zellen resultierte in einer
erhdohten Fluoreszenz an diesen Stellen. Die Kol-Vat- und HA/B-TCP-Probe (b, d)
bewirkten erneut eine Zellakkumulation an einzelnen Vaterit- und HA/B-TCP-Partikeln,
die wiederholt in einer starkeren Fluoreszenzfarbung gipfelten. Da weder die
Kollagenproben (a, c, e, f, g) noch die Positivkontrolle der Zellen auf Plastik (h) diese
partielle Zellanhaufung imitierten, lasst sich diese Eigenschaft direkt auf den Vaterit-
beziehungsweise den HA/B-TCP-Anteil der BM ubertragen. Die osteoblastischen
Zellen zeigten abermals die fur sie typische, rundliche Zellmorphologie. Die Zellzahlen
auf allen Materialien erschienen unter Beachtung Ubereinander gehauft liegender

Zellen vergleichbar.

Zusammenfassend lasst sich schlielen, dass das Zellwachstum auf der
Kollagenprobe Kol sowie dem Vaterit-enthaltenden Material den getesteten,
kommerziell erhaltlichen, kollagenbasierten Produkten sowie dem gleichartigen HA/B-
TCP-KEM ahnlich war. Nachdem die Zellen auf der Oberflache der verschiedenen BM
anhafteten, folgte deren Teilung sowie Proliferation. Alle verwendeten Zellarten
zeigten auf Kol-Vat (b) und der HA/B-TCP-Probe Collacone max (d) ein gesondertes,
in Zellakkumulationen organisiertes, lokalisiertes Wachstumsverhalten. Es liel3en sich
vergleichbar hohe Zellzahlen zu Zellen auf bereits etablierten Produkten (¢ — g) sowie
der Positivkontrolle (h) ausmachen. Resumierend schien die Zusammensetzung des
BM und damit die verbundene Ld&slichkeit, Einfluss auf das Wachstum der hier

getesteten Zellen zu nehmen.
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6.5 Untersuchung des Zellwachstums in Kokultur

Die folgend dargestellten Ergebnisse zeigen Endothelzellen und Osteoblasten in
Kokultur nach Anfarbung von GFP und PECAM-1 durch Immuncytochemie gemaf}

Abschnitt 5.4.4 und anschlieliender Auswertung unter dem Fluoreszenzmikroskop.

Abbildung 15: Untersuchung des Zellwachstums in Kokultur

Fluoreszenzmikroskopiefotos von 1) MG-63-GFP + a-PE, 2) HUVEC + a-PE, 3) Kokultur MG-63-
GFP/HUVEC + a-PE, 4) Kokultur MG-63-GFP/HUVEC + a-PE und a-GFP, 5) MG-63-GFP + a-GFP,
6) HUVEC + a-GFP, 7) Kokultur MG-63-GFP/HUVEC + a-GFP, 8) AK-Negativkontrolle: Kokultur MG-
63-GFP/HUVEC ohne AK. a-PE: Anti-PECAM-1-AK, anti-GFP: Anti-GFP-AK, blau: Zellkerne, grin:
GFP auf MG-63-Zellen, rot: PECAM-1 auf HUVEC, Messbalken: 100 um.
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Die hier dargestellt angefarbte Kokultivierung primarer Endothelzellen und einer
Osteosarkomzelllinie osteoblastarer Eigenschaften konnte nach fluoreszierender
Anfarbung von PECAM-1 und GFP differenziert werden. Die blaue Anfarbung des
Zellkerns durch DAPI diente bei allen Proben der Zelldarstellung. Zellen ohne primaren
AK stellten die AK-Negativkontrolle dar (8). HUVEC lieRen sich aufgrund deren
Ausbildung interzellularer Kontakte, wie hier in den Kontrollen durch anti-PECAM-AK
(2 + 3) rot, nicht aber durch anti-GFP-AK (6 + 7) griin anfarben. Die mit GFP versetzten
MG-63-Zellen wiederum lieRen sich durch AK gegen GFP (5 + 7), nicht aber gegen
das endothelzellspezifische Oberflachenprotein PECAM-1 (1 + 3) anfarben. Die
simultane Farbung durch AK sowohl gegen PECAM-1 als auch gegen GFP erlaubten
in Kokultur die Differenzierung von Endothelzellen gegentber osteoblastaren Zellen
(4) und konnen somit als beispielhafte Basis weiterfuhrender Studien zur
Untersuchung der Interaktion zwischen BM und kokultivierten Zellarten dienen.

6.6 Untersuchung der Genexpression

Die folgenden Ergebnisse in Abbildungen 16 bis 19 und Tabellen 12 bis 15
reprasentieren die anhand einer PCR und anschlielender Gelelektrophorese
analysierte Genexpression von fir Knochenregeneration essenziellen Zellen. Nach
Inkubation mit den zu untersuchenden BM Kol, Kol-Vat, Collacone, Collacone max,
Rogg und Porcine Dermis fur vier bis funf Tage erfolgte die Isolation der RNA und die
Synthese der cDNA inklusive anschliefender Visualisierung entstandener
Amplifikationsprodukte (PCR-Produkte) gemald Abschnitt 5.5.
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E-Selektin

PECAM-1

Abbildung 16: Genexpression von HUVEC auf BM

PCR-Ergebnisse der analysierten Genexpression von HUVEC, die auf verschiedenen BM wuchsen.
Links die untersuchten Gene, rechts die erwartete Gré3e des PCR-Produkts und unten das jeweilige
BM. Aktin: B-Aktin, Zellen auf Plastik: RNA von Zellen, die auf Zellkulturplatte wuchsen, Zellen mit LPS:

RNA von mit LPS stimulierten Zellen, Negativkontrolle: Wasser, Marker: Referenz des PCR-Produkts.

Tabelle 12: Auswertung der PCR von HUVEC

Gen Kol Kol- Collacone Collacone Rogg Porcine Zellen LPS
Vat max Dermis auf
Plastik
E-Selektin — — — - — — — +
PECAM-1 + + + + + + + +
VWF + + + + + + + +
B-Aktin + + + + + + + +

Anmerkung. Tabellarische Darstellung der visualisierten Genexpression. + : sichtbares Amplifikations-
produkt, — : nicht sichtbares Amplifikationsprodukt.

Die Resultate der analysierten Genexpression der HUVEC visualisiert Abbildung 16,
tabellarisch verdeutlicht in Tabelle 12. Vier Gene wurden untersucht, darunter B-Aktin,
vVWF, PECAM-1 und E-Selektin. Wie ersichtlich wird, veranschaulichten HUVEC eine
homogene Expression von B-Aktin, VWF und PECAM-1 auf allen BM. Auf keiner der
Materialproben exprimierten HUVEC E-Selektin. Zuletzt genanntes wurde nur nach

vorangegangener Stimulation der HUVEC mit LPS exprimiert.

Die folgenden drei Abbildungen 17, 18, 19 und die Tabellen 13, 14, und 15 zeigen die
Ergebnisse der visualisierten Genexpression primarer Osteoblasten und zwei

humaner osteoblastischer Zelllinien auf den verschiedenen BM.
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VEGF
Osteonektin
Osteopontin
Osteokalzin

Kollagen Typ 1

Aktin

Abbildung 17: Genexpression von pOB auf BM

PCR-Ergebnisse der analysierten Genexpression von pOB, die auf verschiedenen BM wuchsen. Links
die untersuchten Gene, rechts die erwartete GroRe des PCR-Produkts und unten das jeweilige BM.
Aktin: B-Aktin, Zellen auf Plastik: RNA von Zellen, die auf Zellkulturplatte wuchsen, Negativkontrolle:
Wasser, Marker: Referenz des PCR-Produkts.

Tabelle 13: Auswertung der PCR von pOB

Gen Kol Kol- Collacone Collacone Rogg Porcine  Zellen auf
Vat max Dermis Plastik
VEGF + + + + + + +
Osteonektin + + + + + + +
Osteopontin + + — + + + +
Osteokalzin + + — + + + +
Kollagen Typ 1 + + + + + + +
B-Aktin + + + + + + +

Anmerkung. Tabellarische Darstellung der visualisierten Genexpression. + : sichtbares Amplifikations-
produkt, — : nicht sichtbares Amplifikationsprodukt.

Die Genexpression von diversen exprimierten, osteoblastischen Proteinen
veranschaulicht Abbildung 17 fur primare Osteoblasten (pOB), tabellarisch
herausgestellt in Tabelle 13. Wie deutlich wird, ist eine starke Expression von B-Aktin,
Kollagen Typ 1, Osteonektin und dem Angiogenese induzierenden VEGF auf allen
Materialproben zu vernehmen. Eine verschiedengradige Expression von Osteokalzin
und Osteopontin war ebenso ersichtlich. Collacone max schien lediglich eine kaum bis

nicht ausmachbare Expression von Osteopontin sowie Osteokalzin zu induzieren.
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VEGF
Osteonektin
Osteokalzin

Kollagen Typ 1

Aktin

Abbildung 18: Genexpression von MG-63 auf BM

PCR-Ergebnisse der analysierten Genexpression von MG-63-Zellen, die auf verschiedenen BM
wuchsen. Links die untersuchten Gene, rechts die erwartete Gréolke des PCR-Produkts und unten das
jeweilige BM. Aktin: p-Aktin, Zellen auf Plastik: RNA von Zellen, die auf Zellkulturplatte wuchsen,

Negativkontrolle: Wasser, Marker: Referenz des PCR-Produkts.

Tabelle 14: Auswertung der PCR von MG-63

Gen Kol Kol- Collacone Collacone Rogg Porcine  Zellen auf
Vat max Dermis Plastik
VEGF + + + + + + +
Osteonektin + + + + + + +
Osteokalzin + + + + + + +
Kollagen Typ 1 + + + + + + +
B-Aktin + + + + + + +

Anmerkung. Tabellarische Darstellung der visualisierten Genexpression. + : sichtbares Amplifikations-

produkt, — : nicht sichtbares Amplifikationsprodukt.

Die Genexpression der osteoblastischen Zelllinie MG-63 zeigt Abbildung 18,
tabellarisch vereinfacht in Tabelle 14. Ahnlich den pOB war eine homogene
Expression von B-Aktin, Kollagen Typ 1 und VEGF ausmachbar. Eine vergleichbar
starke Expression von Osteokalzin und Osteonektin zeigte sich ebenfalls, welche von
der bei pOB ersichtlichen abwich. Auf keinem der getesteten Materialien konnte ein

Amplifikationsprodukt flr Osteopontin vernommen werden (Daten nicht gezeigt).
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VEGF
Osteonektin
Osteopontin
Osteokalzin

Kollagen Typ 1

Aktin

Abbildung 19: Genexpression von SaOs-2 auf BM

PCR-Ergebnisse der analysierten Genexpression von SaOs-2-Zellen, die auf verschiedenen BM
wuchsen. Links die untersuchten Gene, rechts die erwartete Grélke des PCR-Produkts und unten das
jeweilige BM. Aktin: p-Aktin, Zellen auf Plastik: RNA von Zellen, die auf Zellkulturplatte wuchsen,
Negativkontrolle: Wasser, Marker: Referenz des PCR-Produkts.

Tabelle 15: Auswertung der PCR von SaOs-2

Gen Kol Kol- Collacone Collacone Rogg Porcine  Zellen auf
Vat max Dermis Plastik
VEGF + + + + + — +
Osteonektin + + + + + _ +
Osteopontin (+) (+) + _ + _ +
Osteokalzin + (+) — + —_ + —_
Kollagen Typ 1 + + + + + — +
B-Aktin + + + + + + +

Anmerkung. Tabellarische Darstellung der visualisierten Genexpression. + : sichtbares Amplifikations-

produkt, (+) : kaum sichtbares Amplifikationsprodukt, — : nicht sichtbares Amplifikationsprodukt.

Die Ergebnisse der Genexpression von SaOs-2-Zellen auf den diversen Materialien
reprasentiert Abbildung 19, tabellarisch verdeutlicht in Tabelle 15. Sowohl fir Kollagen
Typ 1 als auch VEGF zeigten sich ahnliche Expressionsmuster wie bei pOB und MG-
63-Zellen. Dennoch konnte kein Hinweis dieser Amplifikationsprodukte bei Porciner

Dermis verifiziert werden. Erstaunlicherweise lie@ Porcine Dermis auch kein
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Amplifikationsprodukt fur Osteonektin ausmachen. Weder Osteopontin noch
Osteokalzin konnten durch SaOs-2-Zellen konsistent auf den differierenden
Materialien exprimiert werden. Gegenuber einer hohen Expression an Osteokalzin auf
Kol, Collacone max und Porciner Dermis zeigten die anderen Materialien diese
lediglich in geringem bis keinem Ausmal, die Zellkontrolle auf Plastik mit

eingenommen.

Andererseits und kontrar zur Expression von Osteokalzin, war die
Osteopontinexpression auf Collacone und Rogg hoch. Nur geringe bis kaum
vernehmbare Expression von Osteopontin war auf Kol, Kol-Vat, Collacone max und

Porciner Dermis nachweisbar.
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7 Diskussion

Das Interesse an knochenersetzendem Material resultiert aus der geschilderten
Problematik eines stetig wachsenden Bedarfs, hervorgerufen durch eine hdhere
Lebenserwartung bei gleichzeitiger Zunahme ossarer Defekte (Agarwal und Garcia
2015). Der Ansatz des BTE mithilfe synthetisierter Materialien bietet Moglichkeiten,
Limitationen immunologischen Ursprungs rein xenogener sowie allogener Materialien
zu Uberwinden (Keating und McQueen 2001), spenderbegrenzte Verfugbarkeit und
Entnahmemorbiditdt werden umgangen (Gitelis und Saiz 2002). Synthetisierte
Produkte implizieren den Vorteil, entsprechende Anforderungen definierter
chemischer oder mechanischer Eigenschaften reproduzierbar zu erflllen. Sie bringen
das Gebiet des BTE erheblich voran (BaoLin und Ma 2014). Wie unter Abschnitt 1.2
erlautert, stellt das erstrebenswerte Ziel des BTE der Ersatz von beschadigtem oder
fehlendem Knochengewebe dar, das vorerst durch ein Scaffold stabilisiert werden

kann.

Die anschlieRende Migration und Funktionalitat knochenbildender Zellen setzt die fur
deren Nahrstoffversorgung essenzielle Einsprossung von Blutgefallen durch
Endothelzellen voraus, um Regeneration von Knochen bei gleichzeitiger, bestenfalls
parallel ablaufender Resorption des Scaffolds zu begunstigen (Unger et al. 2007).
Endothelzellen kommt als innere Auskleidung von Gefal3strukturen eine fundamentale
Bedeutung bei der unter Abschnitt 3.3 geschilderten, aussprossenden Angiogenese
und inflammatorischen Prozessen zu, die im Rahmen einer Implantation von KEM

unweigerlich ausgelost werden.

Vaterit als alloplastisches BM bietet mit seiner Fahigkeit zur Umwandlung in HCA eine
Alternative zu gegenwartig haufig zur Anwendung kommendem HA und TCP
(Schroder et al. 2015). Im Bestreben, HA in dessen Charakteristika zu optimieren,
kann der Carbonatzusatz des entstehenden HCA neben einer Forderung von
Adhasion und Proliferation osteoblastischer Zellen zudem eine raschere biologische
Abbaubarkeit, auch Biodegradation genannt, garantieren (Pieters et al. 2010;
Germaini et al. 2017). Als naturlicher Vorbote von ausfallendem HCA besitzt Vaterit
die in Abschnitt 3.4.2 erwahnte Potenz eines vielversprechenden KEM.

Neben ersten Ansatzen der Verwendung von Vaterit selbst als Scaffold zugunsten von

Knochenregeneration (Schroder et al. 2015; Schroder et al. 2018; Huang et al. 2020)

konnte er bereits in vielerlei Studien als Zusatzkomponente hinsichtlich der

Optimierung bereits bewahrter KEM Uberzeugen (Yamada et al. 2015; Shu et al. 2017;
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Ivanov et al. 2019). Auch ganzlich heterogenen Ansatzen folgend, konnten Vaterit-
Mikropartikel als Zusatz bei Impaktionsknochentransplantation in vivo unter

Einbeziehung allogenen Knochens Regeneration fordern (Green et al. 2009).

Wahrend die Stabilisation der synthetisierten Vaterit-Partikel als Hauptkomponente
des Scaffolds in den Arbeiten von Schroder et al. 2015 und 2018 durch PEG-Acetal-
DMA-Hydrogel gewahrleistet wurde, konnte diese bei xenogenem Vaterit auch mithilfe
von Poly-L-Lactic Acid (PLLA) (Huang et al. 2020) sichergestellt werden. Die
Untersuchungen des PEG-verstarkten, synthetisierten Vaterits bestatigten zunachst
eine ausbleibende inflammatorische Stimulation primarer Endothelzellen und damit die
Endotoxinfreiheit des Materials (Schréder et al. 2015). Uberdies erlaubte jene
Kombination eine erfolgreiche Zellkultivierung humaner, primarer Osteoblasten (pOB),
einer osteoblastischen Zelllinie (MG-63) und primarer Endothelzellen (HUVEC) in
Gegenwart der Materialproben bei erhaltener, zellarttypischer Genexpression von E-
Selektin und ALP (Schroder et al. 2018). Dementsprechend war das Interesse eines
ebenso biokompatiblen, andersartig stabilisierten Vaterit-Praparats geweckt.
Erganzend zu Studien von Schroder et al. (2018) bezog die vorliegende Arbeit neben
primaren Endothelzellen und Osteoblasten mehrere osteoblastische Zelllinien fur die
Evaluation genereller Toxizitat des Kollagen-Vaterit-Materials mit ein. Hinsichtlich der
Endotoxin-Testung nutzten die im Rahmen dieser Studie durchgefihrten Versuche
uber primare Endothelzellen hinaus eine endotheliale Zelllinie. Das osteogenetische
Potenzial konnte neben den bei Schroder et al. (2018) analysierten Markern E-Selektin

und ALP anhand weiterer Proteine naher beleuchtet werden.

Huang et al. (2020) ergrindeten die Osteogenese einer osteoblastischen
Osteosarkomzelllinie (SaOs-2) in vitro und Knochenregeneration in vivo bei Unter-
suchungen von PLLA-verstarktem und aus Muschelperlen gewonnenem Vaterit. Der
xenogene Vaterit bestatigte auch dort osteokonduktive neben osteoinduktiven
Eigenschaften. Da sich die Untersuchungen von Huang et al. (2020) auf Vaterit
xenogenen Ursprungs beschrankten, konnen dort erworbene Kenntnisse nur

unspezifisch auf synthetisierten Vaterit Ubertragen werden.

Oral et al. (2020) untersuchten alleinigen, mithilfe einer Ausfallungsreaktion von
Calciumacetat und Natriumbikarbonat synthetisierten Vaterit in vitro. Sie kultivierten
humane, primare Osteoblasten mit Extrakten des Vaterits unterschiedlicher
Konzentration. Die Proliferation der mit den Extrakten kultivierten primaren

Osteoblasten konnte durch Vaterit angeregt werden. Sie zeigte sich
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konzentrationsabhangig, wobei eine Vaterit-Konzentration ab 1 mg/ml zur Abnahme
der Zellzahl bei allen dort untersuchten Polymorphen des Calciumcarbonats flhrte.
Entgegen den hier gewonnenen Erkenntnissen zeigten sich die Werte an vitalen Zellen
in Prasenz von Vaterit bei Oral et al. (2020) denen, der auf Plastik kultivierten Zellen,
unterlegen. Gleichwohl interessiert im Rahmen der zuletzt genannten Studie die
Interaktion des Materials mit weiteren osteoblastischen und endothelialen Zellarten,
die in Kooperation die Neubildung von Knochen erst ermodglichen. Neben einem
Nachweis proliferationsfordernder Wirkung von Vaterit lag besonderes Augenmerk der
vorliegenden Arbeit auf der Evaluation von Biokompatibilitat des neuartigen Produkts,
fur das Oral et al. (2020) erste Ansatze mit humanen Osteoblasten lieferte. Auch
Zellphysiologie, Morphologie und Genexpression sollten anhand der hier

durchgefuhrten Versuchsreihe naher inspiziert werden.

Synthetisierter Vaterit als Hauptkomponente von KEM im Rahmen des BTE wurde
seither nur sparlich untersucht, ebenso dessen Inkorporation in Kollagennetze. Nach
vorherigen Studien bezuglich der durch Schroder et al. (2018) bestatigten in vitro-
Biokompatibilitat von in PEG-Acetal-DMA-Hydrogel eingebettetem Vaterit interessiert
zugleich das Potenzial von kollagenverstarktem Vaterit als biokompatibles KEM.

Kollagen reprasentiert den elementaren Bestandteil extrazellular gebildeter Matrix,
explizit auch angesichts neu zu generierenden Knochens (Schmidt et al. 2011). Aus
naturlichen Quellen gewonnen, gilt es als attraktives KEM in vitro und in vivo
(Salamanca et al. 2018; Salamanca et al. 2020). Rico-Llanos et al. (2021) postulierten,
dass Kollagen als BM biokompatibel und in dessen Degradation modifizierbar ist,
dariber hinaus mit Wirtszellen interagiert, die Vaskularisierung anregt und keine
unerwunschten inflammatorischen Reaktionen stimuliert. Da alleiniges Kollagen
hinsichtlich dessen osteoinduktiver Eigenschaften nicht ganzlich dberzeugen konnte,
bieten sich durch Addition diverser Wachstumsfaktoren oder weiterer Substanzen
attraktive Moéglichkeiten, diese Limitation zu Uberwinden (Maia et al. 2013). Uber ein
induziertes Cross-Linking von Kollagenpraparaten gelingt zudem die Verbesserung
von deren mechanischen Stabilitat. Offenkundig gilt Kollagen als extrem vielseitig und
kann anhand zahlreicher weiterer Methoden modifiziert werden, um es auf eine
Vielzahl von Anwendungsbereichen im Sinne des BTE adaquat anzupassen (Rico-
Llanos et al. 2021). Insbesondere im Bereich der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie
konnte sich Kollagen als erfolgsversprechendes KEM etablieren. Gegenwartig findet

es in der Zahnmedizin beispielsweise bei der SP oder GBR Anwendung (Al-Nawas et
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al. 2020) (siehe auch Abschnitt 3.4.1). Als sogenanntes ,indirektes KEM fungieren
Kollagenmatrices, separat verwendet, als eine Art Platzhalter. Rascher
proliferierendes, umliegendes Weichgewebe wird so vom ossaren Defekt
ferngehalten, um besiedelnden Osteoblasten und Endothelzellen gentugend Zeit fur
allmahliche Neubildung von Knochen zu gewahren.

Ebenso vermag Kollagen, in der Intention andersartiges KEM zu erganzen, die
Steigerung von Dreidimensionalitat bestehender KEM zu ermdglichen und demnach
die Migration endothelialer Zellen zu foérdern. Yang et al. (2016) konnten zeigen, dass
der Zusatz von Kollagen zu HA/B-TCP-Praparaten die Adhasion und Differenzierung
von Osteoblasten gegenuber alleinigem HA/B-TCP anzuregen vermag. Nguyen et al.
(2017) bestatigten eine Foérderung der Vaskularisierung durch Kollagenmatrices.
Weitere Studien, wie von Ho et al. (2016), bekraftigten bereits in vivo das Potenzial
einer solchen HA/B-TCP-Kollagenmischung, ahnlich des hier verwendeten Collacone
mayx, flr den Einsatz zugunsten einer erfolgreichen SP. Kollagen férdert die Adhasion,
Proliferation und Differenzierung verschiedenartiger Zellen und Uberzeugt auf dem
Gebiet des BTE (Filippi et al. 2020). Zusammenfassend stellt es eine nahezu universell
einsetzbare, bewahrte Basis zur Herstellung von Scaffolds mithilfe von inkorporierten,
synthetisierten Materialien dar. Nach diesem Grundsatz interessiert die Effektivitat
einer abgewandelten Version des vorig erwahnten Kollagen-HA/B-TCP-Praparats wie

Kollagen-Vaterit.

Aus gegebenem Anlass beschaftigte sich die vorliegende Arbeit mit durch
Kollagenmatrices  stabilisiertem, synthetisiertem  Vaterit.  Hierfir ~ wurden
Untersuchungen angestellt, die die Interaktion von fur Knochenregeneration wichtigen
Zellen wie Osteoblasten und Endothelzellen mit dem Kollagen-Vaterit-Praparat

eingehend inspizieren.

Als grundlegende Voraussetzung fur die Fahigkeiten eines KEM, allmahlich resorbiert
und durch korpereigene Substanz ersetzt werden zu kdnnen, gilt die physiologisch
wunschenswerte Interaktion des Materials mit patienteneigenen Zellen eben
genannter Zellarten (Unger et al. 2011). Dies impliziert die Erflllung essenzieller
Bedingungen wie die Garantie einer bestatigten Biokompatibilitdt des Materials und
das damit verbundene Ausbleiben von inflammatorischen Reaktionen korpereigener
Zellen. Hinsichtlich dieser erstrebenswerten in vivo-Reaktion kdnnen in vitro-Tests mit
den fur Knochenregeneration unabdingbaren Zellen wie Osteoblasten und
Endothelzellen als Basis dienen (Unger et al. 2007; Czekanska et al. 2012).
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Flr die sukzessive in vitro-Evaluation von Biokompatibilitat des neuartigen Kollagen-
Vaterit-Praparats bedurfte es einer primar angestellten Gewahrleistung von Sterilitat.
Weiter sollten neuartige KEM keinerlei zelltoxische Inhaltsstoffe absondern, die
spatere patienteneigene Zellen negativ beeinflussen konnten. Gegenteilig lielen sich
im Rahmen solcher Zytotoxizitatsstudien auch Inhaltsstoffe ermitteln, die
Zellproliferation moglicherweise steigerten. An den Ausschluss genereller Toxizitat
erfolgte die Negativierung vorhandener Endotoxine, die hitzestabile, robuste und vom
Sterilisationsprozess unbeeindruckte Pyrogene darstellen. Im weiteren Verlauf der
Evaluation von Biokompatibilitat in vitro wurde das Wachstum der Zellen in Prasenz
und unmittelbar auf dem BM untersucht. Zeigten sich erneut positive Resultate, so
stand zur Komplettierung der Verifizierung von Biokompatibilitat in vitro lediglich der
Nachweis einer zellphysiologischen Genexpression aus. Diesem Evaluationsprozess
sukzessive folgend, analysierte die vorliegende Arbeit umfassend die Tauglichkeit von

Kollagen-Vaterit als biokompatibles KEM.

Um vergleichende Aussagen in Bezug auf gegenwartig in der Medizin verwendetes
KEM treffen zu kdnnen, wurde die zu testende Kollagen-Vaterit-Mischung neben
einem Kollagenkegel (Collacone), einer HA/B-TCP-Probe (Collacone max),
Kollagenmembranen (Mucoderm, Porcines Perikard, Porcine Dermis) und
Kollagenvlies (Rogg) untersucht. Mithilfe der Kollagenprobe Kol als separate Kollagen-
Komponente der Kol-Vat-Probe konnten Anderungen des Zellverhaltens direkt auf
Vaterit Ubertragen werden. Die restlichen, in der Medizin bereits Anwendung
findenden Produkte, ermdglichten die Evaluation der Biokompatibilitat und osteogenen

Potenz von in Kollagennetzen eingebettetem Vaterit nach aktuellen Standards.

7.1 Immunologisches Potenzial

Der Ausschluss von Zytotoxizitat neuartiger BM gilt hinsichtlich der Erlangung von
Biokompatibilitat als unerlasslich. Voraussetzend hierfur ist die, in Abschnitt 6.1
bestatigte, Gewahrleistung absoluter Sterilitat aller zu untersuchenden Materialien.

Zur Herstellung von BM, demnach auch KEM, werden biologische Proben verwendet,
die eine grole Menge an Mikroorganismen enthalten. Die Handhabung dieser
Ingredienzen kann zu Kontamination, entsprechend Verunreinigungen, fihren. Um die
Sterilitat der vom Hersteller erhaltenen Materialien gewahrleisten zu kdénnen und

sicherzustellen, dass auch der Zerkleinerungsprozess keinerlei Kontamination
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eingefuhrt hatte, wurde ein Sterilitatstest durchgefuhrt. Eine langere Inkubationszeit
von bis zu 96 Stunden wurde angesetzt, um auch kleinste Mengen an
Mikroorganismen nachweisen zu kénnen. Fir sich wiederholende Untersuchungen
wurden jeweils drei Materialproben des gleichen BM zufallig ausgewahlt. Resimierend
lassen die Ergebnisse des in dieser Arbeit durchgefuhrten Sterilitatstests vernehmen,
dass alle untersuchten BM steril vorlagen und demnach flur weitere Zellkulturstudien

verwendet werden konnten.

Trotz bestatigter Sterilitdt kann dennoch eine Kontamination von BM mit zelltoxischen
Inhaltsstoffen bestehen. Diese konnen laut Unger (2014) zu jedem Zeitpunkt der
einzelnen Fertigungsschritte eingefiuhrt werden. Beispielsweise, wenn zum
Resuspendieren einer ausgefallten oder getrockneten Verbindung mit Wasser oder
Puffer, Bakterien oder Endotoxin enthaltende Losungen verwendet werden, die auch
durch spatere Sterilisation nicht eliminiert werden konnen. Neu synthetisierte
Materialien werden anschlieBend anhand zahlreicher verschiedener Methoden
analysiert, um Informationen Uber Struktur, GroRe, Form, Porositat und
Oberflachenladung zu gewinnen. Daruber hinaus werden sie durch Zugabe von
Peptiden, Proteinen, Chemotherapeutika, biologischen Wirkstoffen und anderen
Substanzen weiter modifiziert, was die Gefahr der Prasenz zelltoxischer Komponenten
erhoht. Der Tatsache geschuldet, dass vielen Herstellern ein Zugang zu
zellbiologischen Laboratorien fur die umfangreiche Evaluation eines jeden einzelnen
Fertigungsschrittes fehlt, konnen kontaminierende Substanzen, wie zurlckbleibende
zelltoxische Inhaltsstoffe oder Endotoxine, jederzeit unbemerkt eingefiihrt werden.
Anschliellend werden ebendiese Quellen bei jedem folgenden Schritt der
Prozessierung weitergereicht. Sie verbleiben so im System und sind schlussendlich
auch im synthetisierten Endprodukt prasent (Unger 2014).

Der Ausschluss von Toxizitdt und damit die ermoglichte Zellproliferation aller
genannten Zellen bildet die Voraussetzung erfolgreicher Knochenregeneration. Treten
Stoffe aus dem zu testenden Material oder lassen sich jene bei Verwendung
auswaschen, die toxisch oder stimulierend auf Zellen wirken, so lasst sich dies durch
einen simplen und zeitsparenden Toxizitatstest mittels Resazurin detektieren. Die
metabolische Aktivitat der untersuchten Zellarten unterliegt einer Beeinflussung durch
zugegebene Extrakte der einzelnen Materialien. Anhand dieser lassen sich
Ruckschlusse auf Zellverhalten in Prasenz neu zu erprobender KEM ziehen. Extrakte
kénnen, gemal ISO 10993-5 (2009), durch Inkubation der Materialien mit jeweilig
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adaquatem Zellkulturmedium hergestellt werden, die eine optimale Tragersubstanz
ausgewaschener, geldster Inhaltsstoffe bieten. Anlasslich des Ausbleibens
zelltoxischer Wirkungen von Resazurin ermdglicht diese Methodik eine muihelose,
langerfristige Beobachtung metabolischer Veranderung der Zellaktivitat (Borra et al.
2009). Bei Ausbleiben von auf toxische Inhaltsstoffe ruckfuhrbare Reaktionen nach 48
bis 72 Stunden kann die Gegenwart toxischer Komponenten verneint und entstandene
Abbauprodukte auf ein nicht zellbedenkliches Niveau herabgestuft werden. Dessen
ungeachtet spiegelt der Zellmetabolismus stimulierende Effekte, verursacht durch dem
Material entweichende Inhaltsstoffe, im Sinne einer gesteigerten Zellproliferation

wider.

Um Zytotoxizitat neuartiger KEM auszuschliel3en, testete diese Arbeit zunachst
Zellwachstum primarer Osteoblasten und Endothelzellen humanen Ursprungs neben
Zelllinien einerseits osteoblastarer und andererseits fibroblastischer Eigenschaften in
Gegenwart der verschiedenen Materialien. Die Einbeziehung primarer Endothelzellen
fundiert auf der bedeutsamen Beobachtung, dass neben Osteoblasten, wie in den
Studien von Oral et al. (2020) verwendet, auch Endothelzellen als Garant regelrechter
Knochenregeneration dienen (siehe auch Abschnitt 3.3). Die in dieser Arbeit genutzte
Mauszelllinie fibroblastischer Eigenschaften (L929) etablierte sich vorrangig fur die
Verwendung im Rahmen von Toxizitatsstudien. Sie wird von der ISO 10993-5 (2009)

als mustergultige Zelllinie zur Durchfuhrung von Zytotoxizitatstestungen angefuhrt.

Die Norm zur medizinischen Beurteilung von Medizinprodukten verweist
gleichermal3en auf Mdglichkeiten einer qualitativen sowie quantitativen Evaluation von
Zytotoxizitat, wobei quantitative Analysen zu bevorzugen sind (ISO 10993-5, 2009).
Die mikroskopische Beurteilung der Zellen nach Exposition zu den Extrakten anhand
veranderter Zellmorphologie, Adhasion und Membranintegritat liefert Hinweise auf die
Qualitat von Zytotoxizitat. Beeinflussungen der Zellzahl durch Zelltod und
Zellproliferation erlauben Ruckschlisse auf quantitative Beurteilung prasenter
Zytotoxizitat. Materialien, die zu einer Verringerung der Zellzahl um Uber 30 % fuhren,
gelten nach dieser Norm als zytotoxisch.

Diesbezlglich wurde mithilfe des Resazurin-Vitalitatstests (siehe auch Abschnitt 6.2),
einer simplen und schnellen Methodik zu diesem Zweck, mdgliche generelle
Zytotoxizitat der Materialien Uberpriuft. Neben verschiedenartigen Zellen wurde das
Kollagen-Vaterit-Praparat mit anderen Varianten von bereits kommerziell

eingesetztem KEM sowie der separaten Kollagenkomponente Kol aus Kol-Vat
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verglichen. Die Positivkontrolle (Toxizitatskontrolle) veranschaulichte resultierenden
Zelluntergang aller getesteten Zellen nach Zugabe von Triton X-100 und gab ein

Beispiel fur Zellverhalten in Prasenz zelltoxischer Inhaltsstoffe.

In Gegenwart der einzelnen Materialien offenbarten alle verwendeten Zellen bei
Betrachtung unter dem Lichtmikroskop eine fur ihre Zellart typische Morphologie.
Neben dem langgestreckt wirkenden Zellbild der endothelialen Zelllinien und
Primarzellen, die bei zunehmender Konfluenz zu einem pflastersteinartigen Muster
formierten, behielten die osteoblastischen Zellarten einen rundlich-ovalen Phanotyp
bei. Die fibroblastischen Zellen reprasentierten spindelformig erscheinende
Zellkonturen. Wahrend die Prasenz der Kollagen-Vaterit-Probe neben der von
separatem Kollagen (Kol) bei allen getesteten Zelllinien hohere Proliferationswerte zur
Folge hatte, verhielt sich das Wachstum der Primarzellen von Osteoblasten und
Endothelzellen bei diesen zwei Proben vergleichbar. Entgegen den bei Oral et al.
(2020) getroffenen Aussagen, zeigten insgesamt alle mit Kollagen-Vaterit-Extrakt
versetzten Zellarten hohere Zahlen als die Zellkontrolle auf Plastik. Verglichen zu den
anderen, bereits in der medizinischen Anwendung befindlichen Materialien, konnte der
Zusatz von Vaterit mit entsprechend gleichwertigen Zellzahlen uberzeugen. Die
quantitative Zytotoxizitat bestatigende, von ISO 10993-5 (2009) definierte 30 %-Marke
an absterbenden Zellen wurde von keinem der getesteten Materialien bei keiner der
verschiedenen Zellarten innerhalb des Messzeitraums uberschritten. Damit konnte die
Prasenz bedeutsamer Toxizitat bei samtlichen getesteten Materialien in den fur diese

Arbeit durchgeflhrten Versuchen qualitativ sowie quantitativ ausgeschlossen werden.

Biomaterialien kdnnen gemal ihrer Inhaltsstoffe sowohl positive als auch negative
Effekte auf die Zellproliferation bewirken. Stellt sich bei einer solchen Toxizitatstestung
ein BM als toxisch heraus, so mussen mogliche Ursachen bei der Herstellung
aufgedeckt werden. Eine Alternative zu Zytotoxizitatstests mit Resazurin stellt die
MTT-Untersuchung anhand des wasserloslichen Farbstoffs 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) dar. Allerdings ist die Auswertung lediglich
kolorimetrisch moglich, wahrend Resazurin-Tests sowohl mithilfe von kolorimetrischer
als auch fluoreszenzbasierter Detektion analysiert werden kdnnen. Zudem muissen die
Zellen vor Auslesung eines MTT-Tests lysiert werden, um das Formazansalz 16sen
und detektieren zu konnen. Die Umsetzung zu nadelférmigen Formazankristallen
bedingt einen abrupten Zelltod (Prabst et al. 2017). Der Zusatz des Resazurins

erfordert keine vorangegangene Zelllyse, was die Madoglichkeit von naheren
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Auswertungen zur Zellmorphologie der getesteten Proben ausdehnt. Eine weitere
Methode auf Basis metabolischer Umsetzung von Tetrazoliumderivaten ist der MTS-
Test mit 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium (MTS). Eine aufwandige Lyse der Zellen vor visueller Detektion bleibt
auch hier erspart. Dennoch gilt die Messung der Zellvitalitat anhand metabolischer
Aktivitat durch Resazurin gegenuber der Tetrazolium-basierten Methodik mit MTT oder
MTS als spezifischer (Riss et al. 2016), da Formazansalze auch durch andere

Komponenten des Zellkulturmediums umgesetzt werden konnen (Prabst et al. 2017).

Die Evaluation von Biokompatibilitat impliziert neben der generellen Testung auf
Toxizitat die zusatzliche Untersuchung auf Endotoxine. An den Ausschluss genereller
Toxizitat folgte in dieser Arbeit daher die spezifische Untersuchung auf Endotoxine,
eine nahezu ubiquitare Kontaminationsquelle synthetisierter BM (Gorbet und Sefton
2005). Endotoxine, in der Literatur auch als ,ungebetene Gaste’ bei der Entwicklung
neuartiger BM bezeichnet (Gorbet und Sefton 2005), gelten als hitzestabil und sehr
robust. Sie sind Bestandteil der aul’eren Membran gramnegativer Bakterien und
Cyanobakterien. Bei Bakterienzerfall werden diese LPS frei und wirken toxisch, daher
deren Bezeichnung als Endotoxine. Wahrend der Herstellung neuer BM kommt es
durch antibiotische Behandlung, Erhitzung des Materials oder zugesetzte
Ingredienzen zum Abtdten von Bakterien und damit unweigerlich zur Freisetzung von
LPS (Hurley 1995). Enthalt BM bereits vor dessen Sterilisierung LPS, so sind diese
auch danach noch prasent. Bereits minimale Mengen konnen im Empfanger-
organismus leichte Symptome wie Fieber und Schuttelfrost, aber auch
schwerwiegendere, systemische Entziindungsreaktionen wie eine bakterielle Sepsis
hervorrufen. Nur endotoxinfreie, sterile BM stellen eine erfolgreiche Regeneration von
Knochen sicher (Unger et al. 2014).

Freigesetzte Endotoxine induzieren Zellen zur Expression inflammatorischer Proteine
und gelten somit als proinflammatorisch. GleichermalRen ermdglichen Endotoxine
einen Einblick in die Aufrechterhaltung physiologischer Zellfunktionen bei Erfordernis
einer inflammatorischen Reaktion und dienten durch separate Zugabe in den hier
durchgefuhrten Versuchen als Antigen-Positivkontrolle. E-Selektin stellt ein
endotheliales Oberflachenglykoprotein dar, das exklusiv als Antwort auf
Zytokinstimulation, zum Beispiel durch TNF, IL-1 oder LPS induziert, gebildet wird
(Bevilacqua et al. 1989; Bevilacqua 1993). Es gilt als spezifischer Marker, da die

endotheliale Expression durch inflammatorische Reize stimuliert wird und sowohl
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quantitativ als auch qualitativ variieren kann. In Zellkulturversuchen lasst sich mithilfe
dieser Erkenntnis diese Funktionalitdt von Endothelzellen nutzen, indem die fur
Zytotoxizitatstests etablierten Material-Extrakte (ISO 10993-5 (2009)) (siehe auch
Abschnitt 5.3) mit Endothelzellen inkubiert werden. Weiter kann bei Ausschluss
immunologischen Potenzials aller anderen Faktoren ein BM selbst als Ausloser einer
inflammatorischen Reaktion identifiziert werden, wenn sich die Zellen zuvor in
unstimuliertem Zustand befanden. Fluoreszierendes E-Selektin reprasentiert sich als
grune Unterlegung des endothelialen Zellkerns, in dieser Arbeit als grin befleckt
bezeichnet. Zeigen Extrakte der BM grun befleckte Endothelzellen nach gemeinsamer
Inkubation und anschlieBender immuncytochemischer Farbung wunter dem
Fluoreszenzmikroskop, so sind Endotoxine zu vermuten. Der im Rahmen der
vorliegenden Studie untersuchte Vaterit lieBe sich demzufolge bei Prasenz grin
befleckter, E-Selektin exprimierender Zellen nach Exposition zu Extrakten des Kol-Vat
als Endotoxin enthaltend einstufen, wenn das beigemischte Kollagenpraparat Kol
selbst keinerlei Expression induzieren wiarde. Nach Auswertung der Ergebnisse
konnte diese Moglichkeit bei dem in dieser Studie getesteten Kol sowie Kol-Vat in vitro
ausgeschlossen werden. Die Testung auf E-Selektin bestatigte durch Abwesenheit an
grun befleckten Zellen in Gegenwart aller Materialproben, dass keines der BM
Endotoxin enthielt und prasentierte wiunschenswerte, keine inflammatorischen
Reaktionen offenbarende Resultate. Die endotheliale Zelllinie verifizierte diese
Ergebnisse speziell fur das Kollagen-Vaterit-Praparat. Gleichzeitig gab die Expression
von E-Selektin Aufschluss Uber eine regelrechte Syntheseleistung der verwendeten
Zellen. Gemeinsam mit den Ergebnissen der generellen Toxizitatstestung lasst sich
folglich annehmen, dass weder die separate Kollagenkomponente Kol noch die
Mischung Kol-Vat oder eines der anderen BM zytotoxische Effekte in vivo hervorrufen
durfte.

Damit erflllt Kollagen-Vaterit in den Testungen der vorliegenden Arbeit einige der laut
Unger (2014) wichtigsten Voraussetzungen von in der Humanmedizin zur Anwendung
kommenden, neuartigen KEM, darunter Endotoxinfreiheit, Sterilitat und das Fehlen

von zelltoxischen Inhaltsstoffen.

Endothelzellen gehéren zu den wesentlichen Zellen der Gewebe- und Knochen-
regeneration im Zuge inflammatorischer Prozesse. Sie gelten als sensibler Sensor fur
Endotoxine und lassen gleichermallen Ruckschlisse uber vorliegende Toxizitat

gegenuber weiteren patienteneigenen Zellen zu. Der genutzte Endotoxin-Test anhand
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Visualisierung von exprimiertem E-Selektin stellt eine Alternative zu dem Uberaus
kostenintensiveren Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (Schneier et al.
2020) oder einem Limulus Amebocyte Lysate Assay (LAL) dar. Das LAL, ebenfalls ein
in vitro-Test, wurde 1970 unter Verwendung von Lysat etabliert, welches zuvor aus
Amobozyten von Pfeilschwanzkrebsen (Limulus polyphemus) gewonnen worden war
und in Gegenwart geringer Mengen an Endotoxin koaguliert (Hurley 1995). Dieser Test
wird noch heute weltweit als Standardmethode durch Nennung in landerspezifischen
Arzneibuchern zur Evaluation von Medizinprodukten gemafl® ISO 29701 (2010)
praktiziert und von den wichtigsten Arzneimittelbehdrden wie European Medicines
Agency (EMA) oder Pharmaceuticals and Medical Devices Agency (PMDA) akzeptiert
(Franco et al. 2018). Die Endotoxin-Testung mithilfe von E-Selektin birgt gegenlber
eines LAL einige Vorteile. Zunachst stellen Endothelzellen eine unumgangliche
Instanz bei der Interaktion des Empfangerorganismus mit implantiertem BM dar. Durch
physiologische Gegebenheiten setzt erfolgreiche Knochenregeneration die
regelrechte Kooperation mit Endothelzellen voraus (siehe auch Abschnitt 3.3), die
frher oder spater mit implantiertem BM in Kontakt treten (Unger et al. 2014). Die
Endotoxin-Testung anhand von exprimiertem E-Selektin untersucht demzufolge
explizit jene Zellen, die auch in vivo von Endotoxin beeinflusst wirden. Erganzend
erweist sich die Endotoxin-Detektion mit Endothelzellen gegenlber eines LAL als
zeitsparend und weniger Kkostspielig, da keine zahlreichen Pfeilschwanzkrebse
gefangen werden mussen, um deren Blut zu extrahieren. Abgesehen davon fuhrt die
Gewinnung von Blut lebender Pfeilschwanzkrebse zum Tod zahlreicher Individuen
jahrlich, was nicht nur in der Bedrohung dieser Art, sondern auch einiger Vogelarten
resultiert und keine oOkologisch nachhaltige Praxis der Gegenwart darstellen kann
(Maloney et al. 2018).

Wie bisherige Resultate vernehmen lassen, zeigt sich die Sensitivitat der Testung auf
E-Selektin mithilfe von Endothelzellen gegenuber eines ELISA sowie LAL als
mindestens gleichwertig, wenn nicht gar uberlegen (Unger et al. 2014).
Nichtsdestotrotz kann die hier durchgefuhrte Testung der Endotoxine nicht als
allumfassend gelten, da sich diese Arbeit auf spezifisch exprimierte Marker wie
E-Selektin in vitro konzentrierte. Darlber hinaus wurde zwar dessen gesteigerte
Expression in Monokultur, allerdings nicht dessen Funktionalitat hinsichtlich der
Bindung an leukozytare Adhasionsmolekule gepruft. Da es sich bei HUVEC allerdings

um Primarzellen handelt, ist von deren regelrechten Funktionalitat und demnach einer
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bestmdglichen  Imitation  zellphysiologischer  Ablaufe  auszugehen. Eine

schlussendliche Verifizierung liefern spatere in vivo-Studien.

Zusatzlich impliziert die Verwendung von Extrakten gemafl ISO 10993-5 (2009)
differierende Einflussfaktoren wahrend des Extraktionsprozesses. Diese benennend,
konnen unterschiedlich grof3e Grenzflachen zwischen Material und Zellkulturmedium,
der pH-Wert, chemische Ldslichkeit, die Diffusionsrate, Osmolaritat, Bewegung,
Temperatur, Inkubationszeit und weitere Faktoren die Konzentration des BM im
schlussendlich entstehenden Extrakt beeinflussen. Je nach Materialkonzentration sind
schwankende Ergebnisse sowohl bei den Toxizitatstests als auch den Endotoxin-
Tests zu erwarten. Die ISO 10993-5 (2009) gibt daher adaquate Inkubationszeiten und
-temperaturen vor, um diese Schwankungen gering zu halten. Unter Einhaltung jener
Rahmenbedingungen verweist sie auf eine aussagekraftige Beurteilung von
Zytotoxizitat mithilfe von Materialextrakten. Die von ihr genannten Bedingungen zur

Herstellung der Extrakte wurden auch in der vorliegenden Arbeit eingehalten.

7.2 Beeinflussung des Zellwachstums

Das daruber hinaus essenzielle Kriterium einer physiologischen Interaktion von fur
Knochenregeneration fundamentalen Zellen und KEM gilt als weiterer beeinflussender
Faktor zur Erlangung von Biokompatibilitat. Neu geschaffene Scaffolds sollten die
Adhasion sowie Proliferation von Zellen wie Endothelzellen und osteoblastischen
Zellen begulnstigen. Diesbezlglich analysierte die vorliegende Arbeit anhand des
Resazurin-Tests zunachst das Zellwachstum in Gegenwart der Materialien, sowie
anschlieBend Morphologie und Zellwachstum primarer Osteoblasten, primarer
Endothelzellen und zwei osteoblastischer Zelllinien unmittelbar auf den verschiedenen
BM. Wahrend Osteoblasten befahigt sein sollten, auf KEM direkt adharieren und
proliferieren zu kdénnen, gentgt zugunsten regelrechter Knochenregeneration das
Wachstum von Endothelzellen bereits nahe dem zu untersuchenden Material. Dies
fundiert auf der physiologischen Verflechtung von Osteoblasten und Endothelzellen
wahrend Knochenregeneration in vivo. Neben dem von Osteoblasten gebildeten, pro-
angiogenetisch wirkenden Schlusselfaktor VEGF, dient die EZM einwandernden
Endothelzellen als Leitstruktur (Melincovici et al. 2018), um nahe dem Scaffold zu
migrieren. Die angesiedelten Endothelzellen gelten als wesentlich fur die

anschlieBende Neubildung von GefalRen allseits des neu implantierten Materials.
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Lediglich durch folgende Angiogenese kann suffiziente Nahrstoffversorgung und ein
Abtransport von Abfallprodukten adaquate Voraussetzungen fir Osteoblasten bei der

Neubildung von Knochen schaffen (Unger et al. 2007; Weinandy et al. 2014).

Da neben dem Ausschluss immunologischen Potenzials auch stimulierende Effekte
mithilfe von Resazurin-Tests ausgemacht werden konnen, wurde Zellwachstum in
Prasenz der verschiedenen BM in Form von Extrakten analysiert. Alle Zellen
offenbarten nach Fluoreszenzfarbung mithilfe von Resazurin eine positiv zu wertende
Zellproliferation. In Gegenwart der Kollagen-Vaterit-Probe zeigten alle getesteten
Zelllinien in den angefuhrten Resultaten hohere Zellzahlen als unter Einfluss von
Kollagen allein. Die osteoblastischen Zelllinien MG-63 und SaOs-2 proliferierten in
dem dargestellten Beispiel nach Zusatz des Kol-Vat starker als unter Einfluss des
kommerziell zur Anwendung kommenden KEM Collacone max, MG-63-Zellen
ubertrafen Uberdies die Proliferationswerte in Prasenz von Collacone. Die primaren
Endothelzellen und Osteoblasten offenbarten vergleichbare Werte in Gegenwart des
Kollagen-Vaterit-Produkts und der anderen Materialien. Grundsatzlich reprasentierte
sich eine starkere Zellproliferation gegenuber dem Wachstum unbehandelter Zellen
auf Plastik, womit sich dem kollagenstabilisierten Vaterit ebenso zellstimulierende
Effekte zuschreiben lassen. Auch die untersuchten Kollagenpraparate dieser Arbeit
offenbarten ein regelrechtes Wachstum osteoblastischer und endothelialer Zellen. Im
Einklang mit den von Schmidt et al. (201 1) getroffenen Aussagen zeigten die SaOs-2-
Zellen auf kollagenbasierten BM ein ahnliches Wachstum wie das Zellwachstum auf
Plastik. Die Ablichtungen fluoreszierender MG-63-Zellen auf mit Kollagen versetzten,
porcinen KEM nach sieben Tagen in Arbeiten von Salamanca et al. (2020) ahneln den
hier erzielten Fluoreszenzmikroskopieabbildungen der gleichen Zellart auf Kol. Die
restlichen, in dieser Studie untersuchten Kollagenpraparate Collacone, Rogg,
Porcines Perikard und Porcine Dermis prasentierten sogar konfluentere Monolayer als
in der dortigen Arbeit. Diese Resultate gehen mit Erkenntnissen von Grabska-Zielifska
et al. (2020) einher, die ebenfalls eine gesteigerte Proliferation osteoblastischer MG-
63-Zellen auf den Kollagenmischungen postulierten. Im Einklang mit Untersuchungen
von Gutiérrez-Prieto et al. (2019) bestatigten auch die pOB regelrechtes Zellwachstum
auf kollagenbasierten Materialien, wobei deren Konfluenz auf hier untersuchten
Kollagenpraparaten Kol, Collacone, Rogg, Porcines Perikard und Porcine Dermis die
der dort abgebildeten pOB uUbertraf. Ebenso offenbarten die HUVEC eine mit anderen
Studien vergleichbare Proliferation auf kollagenbasierten Materialien (Kanzawa et al.
1993).
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Um Zellen hinsichtlich deren Wachstumsverhalten auf KEM untersuchen zu kénnen,
bietet sich die Vitalfarbung mit Calcein-AM. Hierbei handelt es sich um einen
fluoreszierenden, intrazellularen lonenindikator, der nach Zugabe zum Nahrmedium
die Zellmembran der Zellen durchdringt und nach Reaktion mit einer zellstandigen
Esterase unter Prasenz von Calciumionen grun fluoresziert (Neri et al. 2001).
Voraussetzend hierfur ist die Vitalitat der Zellen mit damit einhergehender
Enzymaktivitdt der Esterase inklusive Integritat der Zellmembran. Calcein-AM ist
schwach toxisch, bietet jedoch eine ausreichende Zeitspanne von bis zu vier Stunden,
um die Zellen mittels Fluoreszenzmikroskop visualisieren zu konnen (Lovgren und
Blomberg 1994).

Das anhand jener Methode visualisierte Wachstumsverhalten aller getesteten Zellen
auf den BM zeigte insgesamt positive Resultate der Adhasion und Proliferation auf
Kollagen-Vaterit sowie auf dessen separaten Kollagen-Komponente. Alle Zellen
offenbarten eine fur ihre Zellart typische Morphologie auf allen untersuchten
Materialien. Die Zellzahl vitaler Zellen schien zwischen den unterschiedlichen
Materialien nicht zu differieren. Verglichen zu den Ubrigen KEM, schien der Vaterit-
ebenso wie der HA/B-TCP-Zusatz lokalisiert kumuliertes Zellwachstum auf Resten des
sich auflésenden Materials zu begunstigen. Die restlichen, auf Kollagen basierten
Materialien wie Rogg, Porcines Perikard und Porcine Dermis kultivierten Zellen
reprasentierten ein angeregtes Wachstum, das uber die BM hinaus die ganze Kammer
auszufullen schien. Die zum indirekten Vergleich dienende, separate Kollagen-Probe
reprasentierte zum Zeitpunkt der Aufnahme ein anderes Zellverhalten als die des Kol-
Vat, weshalb sich die Zellakkumulation fordernden Materialreste als Vaterit definieren
lieRen. Neben den Proben des separaten Kollagens lagen die Zellzahlen vergleichbar
hoch. Unterschiede zeigten sich vor allem hinsichtlich der Loslichkeit, durch die Vaterit
einer langsameren Degradierung als Kollagen allein unterlag. Dennoch |6sten sich die
Reste des Vaterits schneller als Uberbliebene Partikel der HA/B-TCP-Probe. Unter
Berucksichtigung der in Abschnitt 3.4.1 angefuhrten Charakteristika von HA und
B-TCP enthielten die ersichtlichen Reste der HA/B-TCP-Probe vermutlich kein
Kollagen mehr, hingegen grofitenteils HA. In Fluoreszenzmikroskopiebildern von
Salamanca et al. (2020) wies reines HA/B-TCP kaum Dissoziation und einen
ersichtlichen, konfluenten Monolayer von MG-63-Zellen auf, der sich gleichermalen
in den hier gezeigten Bildern des Kombinationspraparates mit Kollagen (Collacone
max) ausmachen lie3. Ho et al. (2016) bekraftigten eine ahnliche Steigerung der

Zellproliferation von MG-63-Zellen in Gegenwart von HA/B-TCP-Kollagen-Extrakten,
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wie sie in dieser Studie bei Kol-Vat und auf Collacone max ersichtlich war. Da die dort
analysierte HA/B-TCP-Kollagen-Probe in vivo bessere Resultate hinsichtlich
suffizienter SP sogar gegenuber bovinem Knochen erzielte, liegt dies auch fur die hier
untersuchten und in vitro ahnlich agierenden Produkte des Kollagen-Vaterits und des

Collacone max nahe.

Neben den bereits in der Medizin verwendeten, kommerziellen KEM zeigte Kollagen-
Vaterit eine vergleichbare Interaktion mit den Zellen. Alle Zellarten offenbarten eine
regelrechte Adhasion und Proliferation auf samtlichen untersuchten BM. Alle
verwendeten Zellen zeigten in Prasenz des Kol-Vat-Musters eine ahnliche Proliferation
wie in Gegenwart von dessen separater Kollagen-Komponente, die Zelllinien
offenbarten sogar hohere Proliferationsraten, was explizit Vaterit als potenzielles KEM
eine proliferationsfordernde Wirkung zusprach. Eine Veranderung der Zellmorphologie
lie® sich nur in Folge auftretender Konfluenz der Zellen feststellen, nicht aber als
Reaktion auf verschiedene Materialbeschaffenheiten, beispielsweise Oberflachen-

gestaltung und Porositat.

Die Zusammensetzung des KEM, insbesondere auch die damit verbundene
Loslichkeit (Yuan et al. 2001), schien die Zelladhasion mitsamt Proliferation zu
beeinflussen. Da Vaterit in SBF zu HCA transformiert (Schroder et al. 2015), lie® sich
mit dem in dieser Arbeit verwendeten Zellkulturmedium aufgrund der hohen
Anhnlichkeit zu SBF eine vergleichbare Transformation vermuten. Wie bereits in
Abschnitt 3.4.2 angefuhrt, wird HCA ein interessantes Gleichgewicht zwischen
chemischer Dissoziation, osteoklastenvermittelter Resorption und Bildung neuen
Knochens durch Osteoblasten zugesprochen. Gegenuber in der Medizin bereits
etabliertem KEM wie HA zeigt HCA eine hohere Vitalitat sowie hohere metabolische
Aktivitat der Osteoblasten (Germaini et al. 2017) und verspricht demnach eine positive

Einflussnahme auf Knochenregeneration in vivo.

7.3 Untersuchung der Zellphysiologie

Um spezifische Wechselwirkungen zwischen Zellen und Material zu beleuchten,
konnten exprimierte Proteine untersucht und mithilfe einer RT-PCR und
anschlieBender Verwendung einer Gelelektrophorese nachgewiesen werden. Die
physiologische Synthesefahigkeit der Zellen sollte sich somit bestatigen.
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Anhand der RT-PCR und nachfolgenden Durchlaufens einer Gelelektrophorese lasst
sich Genexpression einzelner Zellen auf Gesamtzellebene analysieren (Sila-Asna et
al. 2007). Eine andere Methodik zur Evaluation exprimierter Gene bietet die
Immuncytochemie (siehe auch Abschnitt 5.4). Fur eine Vielzahl interessierender Gene
stellte sich dies allerdings als kosten- und zeitintensiver als die simple Durchflihrung
einer RT-PCR mit anschlieBender Visualisierung der Gene anhand einer
Gelelektrophorese dar. Die RT-PCR ermdglicht die Evaluation der Synthesefahigkeit
verschiedenartiger Zellen anhand diverser Genprodukte.

Einen essenziellen Bestandteil extrazellularer Matrix bildet B-Aktin, auch als
sogenanntes Haushaltsgen bezeichnet. Die Benennung als solches stitzt auf der
Faktizitat, dass B-Aktin, unbeeindruckt aullerer Einfllisse, Zellart und Zellstadium, nicht
regulativ und damit konstitutiv exprimiert wird. Haushaltsgene gelten als grundsatzlich
notwendig fur den Erhalt der Zellintegritat. B-Aktin Iasst sich demnach sowohl bei
Osteoblasten als auch bei Endothelzellen mithilfe einer RT-PCR detektieren. Neben
E-Selektin spielen auch Intercellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) und Vascular Cell
Adhesion Molecule-1 (VCAM-1) eine wichtige Rolle bei Entzindungsreaktionen, da sie
die endotheliale Bindung an Leukozyten initiieren, die anschlieliende Extravasation
ermdglichen (Charreau et al. 2000). Im Gegensatz zu E-Selektin werden ICAM-1 und
VCAM-1 konstitutiv und auch von anderen Zellen exprimiert. Als konstitutiv
exprimierte, endothelzellspezifische Marker gelten daruber hinaus PECAM-1 und
VWF. Wahrend interzellulares PECAM-1 als Marker endothelialer Differenzierung
betrachtet wird (Canosa et al. 2017), handelt es sich bei dem vVWF um ein von
Endothelzellen und Megakaryozyten exprimiertes Glykoprotein (Tannenbaum et al.
1994). Einerseits kann es die Thrombozytenadhasion initiieren, wahrend es
andererseits als Tragerprotein des Blutgerinnungsfaktors 8 fungiert, womit sich seine
gewichtige Bedeutung bei der primaren und sekundaren Hamostase begrindet. VEGF
gilt als osteoblastischer Marker, der die Bildung neuer Blutgefalie durch
Endothelzellen stimuliert (Melincovici et al. 2018). Als Nachweis osteoblastischer
Synthesefahigkeit kann indessen Kollagen Typ 1 angefarbt werden, welches, in
Abschnitt 3.2 naher erlautert, die Hauptkomponente der EZM bei der Knochenbildung
darstellt und wahrend der frihen Phase der Kallusbildung flr Stabilisation sorgt.
Erganzend stellen Osteopontin, Osteonektin und Osteokalzin interessante,
detektierbare Molekule dar, die als Marker der Knochenmineralisation gelten (siehe
auch Abschnitt 3.1). Osteokalzin weist dariber hinaus Osteoblastendifferenzierung
nach (Yamaguchi et al. 2000).
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Das sogenannte Haushaltsgen (B-Aktin lief} sich bei Inkubation auf den BM bei allen
untersuchten Zellarten nachweisen. Nach vorangegangener Stimulation mit LPS
bestatigten die primaren Endothelzellen die physiologisch durch Endotoxin induzierte
Expression von E-Selektin auf allen untersuchten Materialien. Ohne Stimulation
zeigten die Endothelzellen keinerlei Amplifikationsprodukt fur E-Selektin, womit den
BM keine inflammatorischen Reaktionen verursachenden Substanzen zugesprochen
werden konnten. Der fur regelrechte Hamostase fundamentale vVWF konnte, neben
dem interzellularen Marker PECAM-1, auf samtlichen BM exprimiert werden. Die
Endothelzellen zeigten damit das Potenzial zur Ausbildung regelrechter Zellkontakte
ohne Anzeichen einer inflammatorischen Stimulation und erfullten demnach die
Voraussetzungen zur Bildung neuen, vitalen Gewebes. Hierfir manifestierten die
Endothelzellen auf den Vaterit- sowie den Vergleichsmaterialien ein ahnliches
Genexpressionsmuster wie auf Zellkulturplastik wachsende Zellen. Die endotheliale

Genexpression wird durch die Gegenwart von Vaterit nicht beeintrachtigt.

Eine Expression von pro-angiogenetisch wirkendem VEGF bestatigte jede untersuchte
osteoblastische Zellart auf nahezu allen Materialien. Eine entsprechende Forderung
der Angiogenese durch korpereigene Osteoblasten in vivo gilt folglich zu erwarten. Die
Expression von Mineralisation und damit Osteogenese ermoglichenden Proteinen wie
Osteonektin und Osteokalzin konnte bei Uberwiegend allen osteoblastischen Zellarten
auf samtlichen untersuchten Materialien nachgewiesen werden. Wahrend die
primaren Osteoblasten auf allen BM die getesteten Gene wie VEGF, Osteonektin,
Kollagen Typ 1 und B-Aktin exprimierten, konnten Amplifikationsprodukte fur
Osteopontin und Osteokalzin auf allen BM, ausgenommen Collacone, nachgewiesen
werden. Auf Collacone zeigten sich diesbezuglich nur annahernd bis kaum
ausmachbare Expressionsmuster. Weshalb Collacone die primaren Osteoblasten an
der Expression von Genprodukten des Osteopontins sowie Osteokalzins in einer
Weise zu hindern schien, die keine der beiden Ubrigen osteoblastischen Zelllinien
imitierte, kann nicht eindeutig geklart werden. Moglich ware eine Behinderung der
entstandenen cDNA durch Kollagenreste, die bei Isolation der RNA nicht ganzlich
eliminiert wurden und in folgenden Schritten weitergereicht wurden (Wang und
Stegemann 2010). Kollagen vermag uber eine Verschiebung der Schmelzkurve an
RNA und cDNA zu binden, womit das Signal des interkalierenden Farbstoffs vom
Kollagen behindert werden kann. Insbesondere das Signal kleinerer
Amplifikationsprodukte lasst sich von Kollagenkomponenten ausléschen (Opel et al.
2010).
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Die bisher fur Mineralisationsnachweise eher als ungeeignet beschriebene, zusatzlich
verwendete osteoblastische Zelllinie MG-63 (Czekanska et al. 2012) veranschaulichte
wider Erwarten eine konsistente Expression von Mineralisation bestatigenden
Proteinen wie Osteokalzin und Osteonektin. Ein Nachweis von Osteopontin war auch
in der hier durchgefuhrten Untersuchung ahnlich der Aussagen von Kumarasuriyar et

al. (2009) nicht zu vernehmen.

Sa0s-2-Zellen zeigten bereits in Studien von Rodan et al. (1987) problematische
Genexpressionen von Mineralisation markierenden Proteinen wie Osteokalzin. Auch
Mahonen et al. (1990) beschrieben eine Synthesefahigkeit von Osteokalzin durch
MG-63-, nicht aber durch SaOs-2-Zellen. Die vorliegende Studie bestatigte im
Einklang mit zuvor genannten Erkenntnissen eine inkonsistente Expression von
Knochenreifung nachweisenden Proteinen durch SaOs-2-Zellen, insbesondere von
Osteopontin und Osteokalzin. Wahrend Osteopontin von Kol, Kol-Vat, Collacone max
und Porciner Dermis auch nach zahlreichen Wiederholungen kaum bis nicht
nachweisbar exprimiert wurde, konnten ebendiese mit Ausnahme des Kol-Vat (Kol,
Collacone max und Porcine Dermis) eine umso starker deutliche Expression von
Osteokalzin induzieren. Kontrar zeigten die Osteopontin exprimierenden SaOs-2-
Zellen auf Collacone, Rogg und den unbehandelten Zellen auf Plastik kaum bis keine
Expression von Osteokalzin. Auf Porciner Dermis konnte lediglich die Expression von

Osteokalzin und B-Aktin visualisiert werden.

Die Zelllinie SaOs-2 vermag Zellen in einem spezifischen osteoblastischen
Reifungsstadium widerzuspiegeln, wodurch deren Differenzierungsverhalten von
primaren, humanen Osteoblasten abweicht (Jaaskelainen et al. 1994). Neben den
bereits zuvor genannten Vorbehalten gegenuber der SaOs-2-Zelllinie, lassen sich die
Abweichungen anhand der nachfolgend erlauterten Limitationen von Zelllinien in
Abschnitt 7.4 erklaren. Daruber hinaus konnte die inadaquate Expression des Markers
osteoblastischer Differenzierung Osteokalzin auf die bereits genannte phanotypische
Beschrankung von SaOs-2-Zellen zuruckgefuhrt werden, die auch Czekanska et al.
(2012) und Mahonen et al. (1990) bestatigten. Die Resultate der nachgewiesenen,
regelrechten Genexpressionsmuster durch den aussagekraftigen osteoblastischen

Zelltyp der pOB lieRen die Abweichung der Zelllinie SaOs-2 in den Hintergrund ricken.

Resumierend deuteten die visualisierten Amplifikationsprodukte, insbesondere die der
primaren Endothelzellen und Osteoblasten, auf regelrechte Expressionsmuster auf

samtlichen untersuchten BM hin. Da die vorliegende Studie mit einer nicht

103



7 Diskussion

quantitativen PCR-Methodik arbeitete, lieRen sich starker und schwacher ausgepragte
Amplifikationsbanden nur unspezifisch werten und nicht auf quantitative Aussagen
ubertragen. Vielmehr interessierte die Entscheidung, ob die getesteten Zellarten ihre
Fahigkeit zur Expression der fur Knochenregeneration essenziellen Genprodukte
beibehielten und nicht in welchem Ausmal. Mit Ausklammerung der SaOs-2-Zelllinie
zeigen alle untersuchten Zellen regelrechte Muster der jeweils flr sie spezifischen
Genexpression auf samtlichen Materialien, eingeschlossen der neu synthetisierten

Praparate von gesondertem Interesse Kol und Kol-Vat.

Wiederholt kann im Rahmen dieser Untersuchung keine definitive Aussage bezuglich
der Funktionalitat exprimierter Proteine getroffen werden. Hierzu bendtigte es die

Einbeziehung in anzusetzende in vivo-Studien.

Die hier erfolgte Durchfuhrung der RT-PCR stie® auf Probleme, weshalb der
Verwendung von B-Mercaptoethanol (BME) in 1-prozentiger Konzentration gesonderte
Aufmerksamkeit gebuhrt. Ohne den Zusatz zuletzt genannter Komponente erwies sich
das Befolgen des in Abschnitt 5.5 beschriebenen Arbeitsablaufs, fundierend auf bisher
etablierten Versuchsprotokollen von Youssef Farhat (2012), als nicht zielfuhrend. Um
RNA zu isolieren, folgte auf die Inkubation der BM mit den verschiedenen Zellen
zunachst deren Lyse. Hierflr wurde anfangs lediglich die in Abschnitt 5.5 angefuhrte
Menge an Trizol verwendet. Trotz weiteren, genauen Befolgens der beschriebenen
Methodik konnte zu Beginn keine cDNA zur anschlieBend hinreichenden
Visualisierung exprimierter Gene gewonnen werden. Auch die Erhdhung der Zellzahl
bei zahlreicher Wiederholung des Versuchs erwies sich flr viele der zu
untersuchenden BM als ineffektiv. Andere Ansatze des Wiederholens implizierten das
Zentrifugieren des Gemischs nach Zusatz von Trizol zu den Zellen, um maogliche
Inhaltsstoffe zu entfernen, die die Interaktion mit Trizol behindern konnten. Auch diese
Strategie blieb erfolglos. Bemerkenswerterweise schien jene Problematik jedoch
keinen Einzelfall darzustellen, vielmehr manifestierte sie sich wiederholt bei RNA-
Isolationsprozessen bestimmter Materialien (Wang und Stegemann 2010; Reimann et
al. 2019). Erst nach Hinzufugen von 1-prozentigem BME zu dem Trizolreagenz konnte
RNA gewonnen werden, die einen suffizienten Ertrag an visualisierbarer cDNA
versprach. Nichtsdestotrotz flihrte auch dies nicht unentwegt zum gewlnschten Erfolg.
Eine weitere Erhohung der BME-Konzentration zeigte sich kontraproduktiv. Nach
zahlreichen missgluckten Versuchen vermochte lediglich der Zusatz des BME in einer

Konzentration von 1 % groftenteils Erfolg zu versprechen.
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Diese Beobachtung lasst die Freisetzung von Substanzen vermuten, die die Integritat
der extrahierten RNA gefahrdeten. Da der Zusatz von BME diese Gefahr zu entkraften
schien, liegt der Verdacht zuvor prasent gewesener Ribunukleasen (RNasen) nahe.
Diese stellen intrazellular robuste und hochaktive Enzyme dar, die fur den
physiologischen Abbau von RNA in vivo verantwortlich sind. Wahrend des Schritts der
Lyse von zu untersuchenden Zellen kann es infolgedessen auch zur Freisetzung von
RNasen kommen. Da RNasen frei gewordene RNA anschlieend hydrolytisch spalten
und abbauen zu vermogen, mussen sie fur die Extraktion von RNA eliminiert werden.
Mithilfe von BME als Reduktionsmittel gelingt die Denaturierung und Inaktivierung von
RNasen durch Spaltung von deren Disulfidbricken (Mommaerts et al. 2015). Auch
Autoren wie van der Poel-van de Luytgaarde et al. (2013) oder Reimann et al. (2019)
verhalfen sich mit BME zu einer Optimierung des RNA-Isolierungsprozesses, indem
nicht nur der Ertrag an RNA gesteigert, sondern auch deren Aufreinigung und

resultierende Qualitat verbessert werden konnte.

Einen weiteren Ansatz zur Klarung der geschilderten Problematik kdnnte die bereits
erwahnte Behinderung der RNA- oder DNA-Strange durch Kollagen liefern. Letzteres
kann wahrend des Isolationsschrittes temperaturbedingt an DNA oder RNA binden
und die Vervielfaltigung Uber Behinderung der Polymerase oder das Farbsignal der
Amplifikationsbande durch Interaktion mit dem Farbstoff beeintrachtigen (Kim et al.
2000; Opel et al. 2010). Da alle getesteten BM Kollagen enthielten, liegt auch diese

Vermutung nahe.

Ebenso koénnten Polysaccharide behindernde Substanzen des Isolationsprozesses
darstellen. Das grundlegende Prozedere der RNA-Isolation unter Verwendung von
Trizol basiert auf anfanglichem Gewebeverdau in einem Lysepuffer. Es folgt die
Separation einer RNA enthaltenden, wassrigen Phase von einer organischen Phase
und sodann der Ausfall von RNA. Grole Polysaccharidfragmente, die durch
vorangegangene Digestion nicht eliminiert wurden, konnen Nukleinsauren
einschlieRen und diese beim nachfolgenden Zentrifugieren mit in die zu verwerfende
Phase uberfuhren. Dies resultiert in einer geringen RNA-Ausbeute und Uberdies in
nicht ganzlich aufgereinigten Strangen der tUbrigen RNA, was Uber den Zusatz von
Cetyl-Trimethylammonium-Bromid jedoch verhindert werden kann (Wang und
Stegemann 2010). Reste solcher Polysaccharide und Proteine konnten, ahnlich der
Analysen von Wang und Stegemann (2010), auch in den hier durchgefuhrten

Untersuchungen zur Verunreinigung isolierter RNA-Strange gefuhrt haben.
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Ob die schlussendliche Losung der geschilderten Problematik mithilfe von BME aus
der Inaktivierung zuvor prasenter RNasen oder der Aufreinigung von mit Polysaccharid
oder Kollagen verklebten RNA/DNA-Strangen resultierte, kann nicht eindeutig
bestimmt werden. Die Tatsache, dass sich lediglich die Visualisierung der
Amplifikationsprodukte verbesserte, nicht aber die Menge an Uber das Spektralphoto-
meter gemessener isolierter RNA und die uns verfligbaren Proben alle groftenteils
Kollagen enthielten, deutete eher auf die Entfernung behindernder Kollagenreste an
RNA-Strangen hin.

Zur Untersuchung der Zellphysiologie zurtuckkehrend, liegen Ansatze vor, dass auch
die Morphologie des BM, in Bezug auf dessen Porositat, Auswirkungen auf
Zellphysiologie nimmt. Gauthier et al. (1998) bekraftigten, dass die GroRe an
Porositaten in  HA/B-TCP-Keramiken entscheidenden Einfluss auf die
Osteokonduktivitat knochenbildender Zellen und damit das Wachstumsverhalten
in vivo nehme, nicht aber deren Anzahl. Inwieweit die Porositat und Konnektivitat der
einzelnen Materialien Einfluss auf die Zelladhasion, und wie bei Campion et al. (2011)
vermutet, auf dessen Osteoinduktivitdt nimmt, konnte in weiterfUhrenden Studien der
einzelnen Materialien evaluiert werden, bei denen sich Muster gleicher Zusammen-

setzung ausschlieldlich anhand von deren Porengréfen unterschieden.

Uberdies konnte in den Studien von Oral et al. (2020) ein Korrelat zwischen
Partikelform verschiedener Polymorphe des Calciumcarbonats und dem
Zellmetabolismus, im Sinne der Aufnahme durch die Zellen und der damit
verbundenen Proliferationsrate primarer Osteoblasten, festgestellt werden. Dies
fundiert auf der von Parakhonskiy et al. (2015) postulierten Annahme, dass langliche,
ellipsoide Partikel eine raschere Aufnahme durch Zellen versprachen, als
spharoidische. Yashchenok et al. (2013) gelang die Synthese verschiedener
morphologischen Strukturen von Vaterit, von der eine als ellipsoid, die andere als
spharoidisch beschrieben werden konnte. Wahrend ellipsoide Partikel folglich eine
schnelle Internalisierung, also Aufnahme durch die Zellen versprechen, sind sie
hinsichtlich einer schnellen Biodegradierbarkeit durch Zellen wunschenswert. Die
gemal Schroder et al. (2018) synthetisierten Vaterit-Partikel, entsprechend den in der
vorliegenden Arbeit untersuchten, kamen einer ellipsoiden Morphologie gleich
(Schroder et al. 2018) und eignen sich daher optimal fur eine schnelle Metabolisierung
durch die Zellen. Dennoch ist fur suffiziente Knochenregeneration zunachst eine

Stabilisation des Implantationsgebiets durch KEM erwlnscht, um mitunter durch
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besiedelnde Zellen allmahlich abgebaut und durch Knochen ersetzt werden zu kbnnen
(siehe auch Abschnitt 1.2). Hierfur ist die von Schroder et al. (2015) beobachtete
Formation des ellipsoiden Vaterits in SBF von Vorteil, bei der 500 — 1000 nm grof3e
Agglomerate gebildet wurden. Dies konnte einerseits ideale Voraussetzungen fur eine
nicht zu rasche Internalisierung durch die Zellen und andererseits eine Vergrof3erung
der Oberflache schaffen, welche wiederum die Adhasion von Osteoblasten zu férdern
vermag (Schroder et al. 2018). Die Morphologie des in dieser Studie untersuchten
Vaterits bot demnach die von Schroder et al. (2018) erkannten, vorteiligen Ansatze
eines biokompatiblen und osteoinduktiven KEM, die im Rahmen der vorliegenden

Arbeit umfangreich untermauert wurden.

Die durchgefihrten Versuche priften den Einfluss unterschiedlicher Zusammen-
setzungen der BM, Aussagen Uber eine Korrelation zur Porenbeschaffenheit konnten
nicht getroffen werden. Somit lassen die Resultate schlielen, dass das Kollagen-
Vaterit Praparat die Adhasion und Proliferation primarer Endothelzellen, primarer
Osteoblasten und Zelllinien osteoblastarer Eigenschaften begunstigt, dessen
Loslichkeit diese Eigenschaften allerdings limitiert. Neben der separaten Kollagen-
Probe wirkte das Zellwachstum bezuglich der Lokalisation beeinflusst, die Zell-
proliferation erschien positiv stimuliert, womit sich die gewonnenen Annahmen auf die
Vaterit-Komponente selbst Ubertragen liellen. Die HA/B-TCP-Mischung, Collacone
max, zeigte ahnliche Bilder der Zellproliferation. Schlussfolgernd kdnnte die Kollagen-
Vaterit-Probe nach ebenda genannten Beobachtungen als osteokonduktiv gelten, da
sie in der vorliegenden Arbeit die Adhasion und Proliferation der fur Knochen-
regeneration notwendigen Zellen in vitro beglnstigte und ihnen als Art Leitstruktur
diente. Die erzielten Erkenntnisse Uber eine regelrechte, zellvermittelte
Synthesefahigkeit der fur Knochenregeneration bedeutenden Proteine liefern

Ruckschlisse auf eine moglicherweise bestehende Osteoinduktivitat von Vaterit.

Die gewonnenen Annahmen zur Tauglichkeit von Kollagen-Vaterit als KEM im
Rahmen des TE lassen grundlegende Uberlegungen zu méglichen, physiologisch
ablaufenden Reaktionen in vivo zu. Hinsichtlich der speziell fur Knochenregeneration
wichtigen Zellen zeigt die Kollagen-Vaterit-Mischung eine optimale Zellinteraktion
in vitro, die ihr die Potenz eines biokompatiblen (siehe Abschnitte 6.1 — 6.3),
osteokonduktiven (siehe Abschnitt 6.4) und osteoinduktiven (siehe Abschnitt 6.6) KEM
zuspricht. Bezuglich der Anwendung der hier getesteten Kollagen-Vaterit-Probe im

humanmedizinischen Bereich sind weitere in vivo-Untersuchungen erforderlich, die
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nahere Aussagen Uber die physiologischen Interaktionen zwischen den Zellen

untereinander und dem KEM erlauben.

Die Einbeziehung in Tierstudien bietet Mdglichkeiten, korrelierende Aussagen zur
humanen Reaktion in vivo treffen zu kdnnen und stellt bis heute einen grundlegenden
Teil praklinischer Evaluation materialtypischer Charakteristika dar (Unger et al. 2009).
Vor Kklinischer Anwendung mussen der Evaluation in Zellkulturversuchen
aussagekraftige in vivo-Studien folgen, die auf ein ,Proof-of-Principle’ abzielen
(Kirkpatrick et al. 2007), um die Auffassung eines Prinzips fundiert beweisen zu
konnen. Tierstudien sind jedoch oft kostspielig und mit ethischen Vorbehalten behaftet
(Morelli et al. 2007). Da in vivo-Studien zudem nie ganzlich von in vitro-Studien
abgelost werden koénnen, machen sich Bemuhungen hinsichtlich der Weiter-
entwicklung aussagekraftiger in vitro-Studien bezahlt. Anhand praklinischer Evaluation
kann so eine Vorauswahl vielversprechender BM getroffen werden, um die Anzahl
noétiger in vivo-Tierstudien gering zu halten (Unger et al. 2009). Dies betont die enorme

Relevanz moglichst genauer Imitationen zellphysiologischer Ablaufe in vitro.

Zweidimensionale Modelle der Zellkultivierung in Monokultur reprasentierten lange
den Standard praklinischer Auswertung verschiedener KEM in vitro (Czekanska et al.
2012). Da dies speziell flir Knochenregeneration und damit verbundene
Mineralisationsprozesse fernab physiologischer Bedingungen in vivo liegt, qilt
fortschrittliches Interesse an bereits zu Anfang erwahnten Kokulturen (Unger et al.
2011), wie in dieser Studie beispielhaft mit primaren Endothelzellen und einer
osteoblastischen Zelllinie veranschaulicht. Hier vermag der visualisierte Endothelzell-
marker PECAM-1 einerseits zellarttypische Charakteristika herauszustellen und
andererseits eine Differenzierung zu Osteoblasten zu ermoglichen. Durch die
bestatigte Vitalitat der kokultivierten Osteoblasten anhand von fluoreszierendem GFP
mdchte diese Studie einen Ausblick auf mogliche, weiterflUhrende in vitro-Studien
geben. Das Gelingen jener Kokultivierung mit fur Knochenregeneration so gewichtigen
Zellarten liefert einen erganzenden Ansatz fur die Testung neuartiger Biomaterialien
(Kirkpatrick et al. 2007). Im Rahmen solcher konnte die angiogenetische Qualitat neu
ausgebildeter Gefaldstrukturen durch die osteoblastisch induzierte Differenzierung von
Endothelzellen n&her beurteilt werden. Dartuber hinaus kdnnen Kokulturen
gleichermal’en erfolgversprechende Ansatze der, im folgenden Abschnitt 7.5
behandelten, Pravaskularisierung liefern. Uberdies soll die Steigerung von
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Dreidimensionalitat mehr Nahe zu physiologischen Prozessen in vivo schaffen
(Rouwkema et al. 2006; Ganesan et al. 2017).

Ziel dieser Studie stellte die in vitro-Testung von Biokompatibilitdt des neu
synthetisierten Kollagen-Vaterit-Materials und dessen Tauglichkeit als potenzielles
KEM dar. Nach Bestatigung der Sterilitat des Materials folgte der Ausschluss
mdglicher, inflammatorische Reaktionen verursachender Inhaltsstoffe. Dartber hinaus
wurde die regelrechte Vitalitat, Proliferation und Morphologie von flr Knochen-
regeneration essenziellen Zellen wie Osteoblasten und Endothelzellen in Prasenz und
insbesondere auf dem neuartigen Kollagen-Vaterit-Praparat verifiziert. Die auf
Kollagen-Vaterit auftretende Genexpression erwies sich als regelrecht und
Knochenregeneration fordernd. Diese Kriterien in vitro erflllend, Uberzeugte das
untersuchte Kollagen-Vaterit-Praparat mit mindestens gleichwertigen Resultaten
derer, bereits zur Anwendung kommender, kommerzieller KEM. Da die Probe allen
anfangs gestellten Anforderungen fur die Evaluation von Biokompatibilitdt und Eignung
als KEM in vitro im Umfang dieser Arbeit gerecht wird, lasst sich Kollagen-Vaterit als
vielversprechende Alternative bei der Therapie ossarer Defekte auffassen und
rechtfertigt die Einbeziehung in weiterfUhrende Studien in vivo.

7.4 Limitationen der Zellwahl

Die Beurteilung zeitintensiver Neubildung komplexen Gewebes im Rahmen des TE
bedingt eine langerfristige Kultivierung in vitro. Primare Zellarten spiegeln sicherlich

die organismusgetreusten Bedingungen in vitro wider (Unger et al. 2011).

Primarzellen reprasentieren die Attraktivitat eines umfassenden Zellverhaltens in
Zellkulturversuchen, das physiologische Gegebenheiten optimal reflektiert und sich
daher vornehmlich fur praklinische Evaluationen eignet. Dennoch dominieren
diesbezuglich Grenzen, die die Durchfihrung solcher Untersuchungen erschweren.
Einerseits gilt die Isolation primarer Zellen als kostenintensiv und kompliziert, da nur
aus geeignetem, gesundem Spendergewebe auch funktionstichtige, verwendbare
Primarzellen gewonnen werden kdnnen (May et al. 2012). Andererseits existieren
interindividuell auch innerhalb einer Art, wie bei verschiedenen humanen Spendern,
Differenzen (Siddappa et al. 2007), die sich nicht vereinheitlichen und daher nur
unprazise extrapolieren lassen (Czekanska et al. 2012). Am Beispiel humaner,

primarer Osteoblasten veranschaulicht, existieren phanotypische Unterschiede in
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Zellkultur bezuglich des ossaren Ursprungs und damit der skelettalen Enthnahmestelle
der Zellen (Montanez et al. 2002). Weiterfuhrend koénnen auch variierende
Isolationsmethoden sowie das Alter des Spenderorganismus spatere phanotypische
Eigenschaften primarer Zellen beeinflussen (Czekanska et al. 2012). So ermittelten
Fedarko et al. (1992), dass Zellproliferation bei fotalen, primaren Knochenzellen die
hdchsten Werte erzielte, wahrend sie mit zunehmenden Alter abnahm. Dies ging mit
der Bilanz der Proteinexpression einzelner Primarzellen einher. Die dort untersuchte
Kollagenexpression sank nach Erreichen deren Maximums im pubertaren Alter mit
zunehmendem Alter signifikant herab. Hohe Osteonektin-Spiegel hingegen waren
sowohl bei fotalen als auch pubertaren Zellen messbar (Fedarko et al. 1992). Hinzu
kommt die Korrelation interindividueller Differenzen gleichartiger Spender durch
differierendes Geschlecht. Humane Primarzellen, entnommen aus Gewebe weiblicher,
jungerer Spenderinnen, exprimierten in Studien von Zhang et al. (2004) signifikant
hdhere Osteokalzin-Level als von postmenopausalen Patientinnen gewonnen.
Mannliche Spender hingegen reprasentierten kaum altersbezogenen Unterschiede

der Osteokalzinexpression (Katzburg et al. 1999).

Daruber hinaus stellten Unger et al. (2011) fest, dass primare Zellen aufgrund deren
begrenzten Lebensspanne nach der flnften Passage ihre zellarttypischen
Charakteristika verandern kdnnen, weshalb Primarzellen bestenfalls in der dritten oder
vierten Passage Verwendung finden sollten. Gleichwohl kann, trotz Nachgehen dieser
Empfehlung, keine Garantie bezlglich der Kontinuitat zellarttypischer Charakteristika
ausgesprochen werden. Die in dieser Arbeit verwendeten, humanen Primarzellen
gelten unter Beachtung der genannten Aspekte dennoch als aussagekraftigste Zellart

zur Evaluation von Biokompatibilitat in vitro (Unger et al. 2011).

Nach Beurteilung experimenteller Studien von Schrodel (2008) bestinden bei
inflammatorischen Reizen und Angiogenesefunktionen keinerlei Unterschiede
bezuglich der Reaktivitat von mikro- und makrovaskularen, primaren Endothelzellen.
Diese Arbeit verwendete ausschliellich HUVEC, reprasentativ fUr makrovaskulare,
primare Endothelzellen. Weiterfuhrend konnte zusatzlich die Interaktion mit

mikrovaskularen, primaren Endothelzellen untersucht werden.

Auch die Verwendung von Zelllinien gilt als eingeschrankt beurteilbar. Sie lassen
Risiken bezuglich einer moglichen Entartung der Zellen, ebenda speziell aufgrund
deren tumordsen Charakters, erneut nicht ausschlielen. Zudem vermogen Zelllinien,

immortalisiert oder wie in dieser Arbeit verwendet, tumorésen Ursprungs, nicht die
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gesamte Bandbreite phanotypischer, zellartspezifischer ~ Charakteristika
widerzuspiegeln, liegen sie in einem bestimmten Zellstadium arretiert vor. Die hier
genutzten Zellen tumordsen Ursprungs (siehe Abschnitt 4.8) bieten jedoch auch einige
Vorteile. Zum einen sind sie in unbegrenzter Anzahl verfugbar, stellen keine ethischen
Hurden dar, lassen sich zeitsparend gewinnen und gelten zum anderen als zuverlassig
reproduzierbar. Anhand von osteoblastischen Zelllinien osteosarkomatosen
Ursprungs bestatigten Czekanska et al. (2012) die Widerstandsfahigkeit und hohe

Proliferationsrate jener verwendeten Zellen.

Die genutzten Zelllinien ISO-HAS.c1, MG-63 und SaOs-2 konnten dementsprechend
in bisherigen Studien mit zellarttypischen Charakteristika Gberzeugen, die denen der
primaren Endothelzellen HUVEC und primaren Osteoblasten pOB sehr ahnelten,
darunter zeigten sie eine nahezu identische Morphologie und Synthesefahigkeit.
Beispielhaft zeigten Saldafia et al. (2011), dass SaOs-2-Zellen eine, den primaren
Osteoblasten anfangs sehr ahnliche, zu spateren Zeitpunkten der Zellkultur jedoch
vielfach héhere und physiologischen Gegebenheiten abweichende Menge an ALP
exprimierten. Daruber hinaus offenbarten SaOs-2-Zellen einen eingeschrankten
Phanotyp, der je nach Imitation eines speziellen Reifungsstadiums auch
unterschiedliche Differenzierungsmerkmale reprasentierte (Jaaskelainen et al. 1994;
Czekanska et al. 2012), was im Hinblick auf die untersuchte Genexpression dieser
Studie bestatigt werden kann. Dennoch weisen SaOs-2-Zellen eine den Primarzellen
ahnliche Expression von Wachstumsfaktoren und Zytokinen auf (Bilbe et al. 1996).
Unter Vorbehalt diverser Aspekte, gelten sie demnach als Uberzeugende Alternative
zu primaren Osteoblasten bei fundamentalen Untersuchungen von BM in vitro
(Czekanska et al. 2012).

MG-63-Zellen, die in einem praosteoblastischen Stadium des Zellzyklus arretiert
vorliegen, zeigen eine Inkonsequenz bei der Expression von Matrixproteinen und
gelten daher als beschrankt einsetzbar flr die Evaluation von Matrixmineralisierung
in vitro. Daruber hinaus stellen sie einen unreifen osteoblastischen Zelltyp dar, der
weiterer Entwicklung bei langerfristigen Zellkulturversuchen ausgesetzt ist (Czekanska
et al. 2012). Dessen ungeachtet, zeigen MG-63-Zellen, urspringlich von Billiau et al.
(1977) zur in vitro-Produktion von Interferonen (Zytokinen) genutzt, herausragende
Qualitaten veranderter phanotypischer Eigenschaften und gelten besonders fur die
Verwendung im Rahmen hormoneller Zellkulturstudien als attraktive Wahl (Czekanska
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et al. 2012). Auch in allen hier durchgefuhrten Versuchen konnten MG-63-Zellen mit

positiven Eigenschaften Uberzeugen, die primaren Osteoblasten sehr ahnelten.

Finden ausgewahlte Zelllinien Einsatz in Studien, die physiologischen Knochen-
metabolismus untersuchen sollen, so wirden Krankheiten des Spenders, wie
Osteoporose, solche Studien moglicherweise signifikant verfalschen. Am Beispiel der
analysierten osteoblastischen Zelllinien wird deutlich, dass bei der Verwendung von
Zelllinien sowie Primarzellen grundsatzlich besondere Aufmerksamkeit auf Alter,

Geschlecht und Gesundheitszustand des Spenderorganismus gelegt werden muss.

Bei Zelllinien tierischen Ursprungs werden die bisher genannten Aspekte zusatzlich
von interartlich bestehenden Differenzen erganzt, die nur kritisch auf die humane
Spezies extrapoliert werden durfen (Czekanska et al. 2012). In Anbetracht dessen
beruft sich die vorliegende Arbeit bei Einbeziehung der fibroblastischen Mauszelllinie
L929 auf deren durch ISO 10993-5 (2009) befurwortete Eignung fur Toxizitatstests.

Die Anzahl der Kkultivierten Zellen, ebenso wie das hierfir verwendete
Zellkulturmedium, lassen in vitro-Studien an ihre Grenzen stof3en. Physiologische
Gegebenheiten erscheinen weitaus komplexer als ein zuvor prozessiertes
Zellkulturmedium bestimmter Ingredienzen einer konstanter Konzentration. Die
angefuhrten Resultate bieten die Grundlage flr zu erwartende in vivo-Interaktionen
der neuartig zusammengestellten Kollagen-Vaterit-Probe mit kérpereigenen Zellen.

Gemal des ,Proof-of-Principle’ steht die Einbindung in folgende in vivo-Studien aus.

7.5 Ausblick

Das Verstandnis von BTE und der dafur notwendigen zellphysiologischen
Regenerationsablaufe in vivo eroffnet neue Moglichkeiten zur Optimierung
synthetisierter KEM. Einen Ansatz hierfur liefert der Begriff der Biofunktionalisierung.
Er beschreibt die Erganzung eines Scaffolds, beispielsweise des Kollagen-Vaterit-
Praparats, durch osteoinduktiv wirkende Substanzen, die Regeneration von zu
ersetzendem Gewebe anregen sollen. Demnach koénnen bereits diverse
Beschichtungen, darunter Fibronektin oder Gelatine, die Adhasion und Proliferation
von primaren Endothelzellen ermoéglichen beziehungsweise signifikant steigern (Unger
et al. 2005). Auch den Scaffolds zugesetzte Wachstumsfaktoren oder Zellen konnen
zur Biofunktionalisierung beitragen (Yang et al. 2017). Bei den in der Zahnmedizin zur

Anwendung kommenden KEM gilt unter anderem die Gruppe der BMP als bewahrter
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Ansatz, BM durch Zusatz von Wachstumsfaktoren osteoinduktive Fahigkeiten zu
verleihnen. Ebendiese sollen nach Transplantation die Differenzierung
knochenbildender Zellen im Empfangerorganismus induzieren und damit die

Knochenheilung fordern (He et al. 2019).

Aufgrund der hohen Loslichkeit und Instabilitét von Vaterit in Losung bieten sich
attraktive Moglichkeiten, Vaterit als Tragermaterial osteoinduktiv wirkender
Substanzen zu nutzen. Yamada et al. (2015) bekraftigten das osteoinduktive Potenzial
freiwerdender Magnesium-, Calcium-, und Silikationen. In deren Studie testeten sie
daher Vaterit als Tragersubstanz dieser osteogenetisch wirkenden lonen anhand einer
osteoblastischen Mauszelllinie, was zur Steigerung von deren Proliferation sowie

Differenzierung fuhrte.

Neben osteoinduktiv wirkenden lonen und Proteinen wie Wachstumsfaktoren kdnnen
auch in der Tumortherapie Anwendung findende Medikamente wie Doxorubicin (Peng
et al. 2010) oder Photosensibilisatoren (Svenskaya et al. 2013) in Vaterit inkorporiert
werden. Auch pro-angiogenetische Faktoren erlauben die Einbettung in Scaffolds, um
die so wichtige Vaskularisierung des implantierten Gerusts mdoglichst rasch
gewabhrleisten zu konnen. Insbesondere VEGF und bFGF gewannen diesbezuglich an
Ansehen, wobei VEGF die Formation neuer BlutgefalRe initiiert, wahrend bFGF nach
langerer Exposition die Reifung der neuen Gefalistrukturen in Gang setzt (Briganti et
al. 2010). Wilcke et al. (2007) betonten darUber hinaus die gesteigerte Effektivitat im
Sinne des angiogenetischen Potenzials bei Verwendung einer Kombination aus VEGF
und bFGF.

Um den Abschnitt der Biofunktionalisierung durch praklinische Benetzung der
Scaffolds mit Zellen zu komplettieren, wird dieser in besonderer Hinsicht auf in der
Oralchirurgie praktizierte Methoden naher erlautert. In der dentalen Implantologie
vermochte sich in den letzten Jahren fiur die Verwendung spendereigener Zellen im
Rahmen knochenersetzender Prozesse vornehmlich Plateled Rich Fibrin (PRF) zu
etablieren. Hierbei handelt es sich um eine serum-, leukozyten- und thrombozyten-
beladene Fibrinmatrix autologen Ursprungs, die naturlicherweise integrierte
Wachstumsfaktoren enthalt. Nach Dohan Ehrenfest et al. (2009) vermag PRF
bewahrte und im Sinne der Knochenregeneration vorteilhafte Wachstumsfaktoren wie
VEGF, PDGF und TGF uber einen langeren Zeitraum von bis zu zehn Tagen (Blatt et
al. 2020) freizusetzen. Dies eroffnet Moglichkeiten zur Forderung der anschlieRenden

Regeneration von Hart- und Weichgewebe in klinischer Anwendung, und vermag das
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angiogenetische Potenzial alloplastischer KEM signifikant zu steigern (Blatt et al.
2021). Die Herstellung erfolgt unkompliziert chairside, also in der gleichen Sitzung des
vorzunehmenden Eingriffs, mithilfe zentrifugierten Vollblutes. Zur Prozessierung
benotigt es weder Antikoagulantien noch sonstige Zusatze, die alleinige Zentrifugation
peripheren, vendsen Patientenblutes reicht aus. Die nachfolgend in den zentrifugierten
Roéhrchen separierten Phasen reprasentieren eine untere, rot gefarbte, erythrozyten-
reiche Komponente und eine obere, daran angrenzende, hellere Phase der
Leukozyten und Thrombozyten enthaltenden PRF-Matrix. Mit abnehmender
Zentrifugalkraft konnen hohere Konzentrationen im oberen, PRF darstellenden Anteil
der zentrifugierten Rdhrchen prozessiert werden. Die Viskositat lasst sich mithilfe
unterschiedlicher Materialbeschaffenheiten der Rdéhrchen beeinflussen. Wahrend
Glasrohrchen eine rasche Koagulation der separaten Phasen und damit solide
Matrices bedingen, kann mit kunststoffbasierten Rohrchen eine verlangsamte
Koagulation erzielt und damit flissigere PRF-Matrices gewonnen werden (Al-Maawi
und Ghanaati 2019). Fur den Einsatz von PRF in Kombination mit KEM eignet sich
vornehmlich die zuletzt genannte Variante (Al-Maawi et al. 2019). Nach vorsichtiger
Entnahme der oberen, PRF enthaltenden, flissigen Phase mit einer Kanule kann die
gewonnene PRF-Matrix Uber KEM getraufelt werden, um die Materialien mit
patienteneigenen Blutzellen zu benetzen (Al-Maawi et al. 2019). Die Implantation des
knochenersetzenden Materials erfolgt sodann im Anschluss. Auch bei dem
synthetisierten Kollagen-Vaterit-Produkt bietet sich eine solche Benetzung mithilfe von
patienteneigenen Zellen durch PRF als simple Optimierungsmethodik an, dessen
Biokompatibilitat aufgrund des autologen Ursprungs keiner weiteren Evaluation
bedarf.

Wahrend Zhang et al. (2012) hinsichtlich neu generierten Knochens im Rahmen einer
Sinusbodenaugmentation zwischen alleinig transplantiertem, xenogenem Material und
der Kombination mit PRF keinen signifikanten Unterschied in vivo postulierten,
verzeichneten weitere Autoren wie Yoon et al. (2014) im Einklang damit dennoch eine
Steigerung der Vaskularisierung. Auch Blatt et al. (2020) bestatigten ein signifikant
erhdohtes angiogenetisches Potenzial in vitro und in vivo bei Zusatz von PRF zu
xenogenem KEM gegenuber alleinig transplantiertem Material. Letztere Studie zeigte
dies insbesondere in den ersten Stunden nach Implantation, in denen eine gesicherte
Vaskularisierung uber die regelrechte Integration von KEM entscheiden kann (Liu et

al. 2018). Wenn auch die osteogene Qualitat der Verwendung von PRF zur
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Behandlung ossarer Defekte weiterhin umstritten bleibt, so Uberzeugt die Potenz einer

gesteigerten Vaskularisierung.

Neben bisher genannten Varianten zur Optimierung knochenersetzender BM existiert
der Ansatz einer Kombination pro-angiogenetischer Matrices mit biokompatiblen
Scaffolds. Die allgemein gewichtige Rolle der Endothelzellen hinsichtlich Nahrstoff-
und Sauerstoffversorgung bei Knochenregeneration wird durch die Annahme erganzt,
dass insbesondere in den ersten Tagen nach Implantation eine rasche
Vaskularisierung uber die vollstandige Versorgung grofflachigerer Scaffolds
entscheidet (Unger et al. 2010). Ohne jene Versorgung bleibt das Gerust allein von
Diffusion abhangig (Liu et al. 2018), die langfristig keinen hinreichenden Austausch
von Nahrstoffen und Abfallprodukten flur den Erhalt und die Integritat des Scaffolds
bieten kann. Die praklinische Generierung von Gefaldstrukturen ermoglicht bei
spaterer Implantation eine rapide und suffiziente Inoskulation. Letzteres umschreibt
die Ausbildung einer Verbindung zwischen den neuen, zuvor generierten
Gefalstrukturen und dem angiogenetischen Netzwerk des Empfangerorganismus
(Laschke et al. 2008).

Unger et al. (2007) gelang die wohl erste Langzeitstudie einer Pravaskularisierung
alloplastischer Materialien wie HA mithilfe der ebenso in dieser Arbeit praktizierten
Methodik der Kokultivierung in vitro. Durch die Kombination primarer, mikrovaskularer
Endothelzellen (HDMEC) mit Zellen einer osteoblastischen Zelllinie (MG-63) oder
pOB, konnte die selbstorganisierte Formation mikrokapillarer, gewebeahnlicher
Strukturen auf den BM beobachtet werden, ohne, dass weitere Modifikationen durch
pro-angiogenetische Faktoren vonndten waren. Diese beiden Zellarten schienen in
Interaktion optimale Bedingungen zur Pravaskularisierung von KEM in vitro liefern zu
konnen (Unger et al. 2007). Wenige Jahre spater lieR sich die Effektivitat dieser
Methodik der Kokultivierung in Tierversuchen in vivo demonstrieren. Neben der
Integration und Funktionalisierung des implantierten, angiogenetischen Netzwerks
konnte das Scaffold Uberdies durch die stimulierte Vaskularisierung des
Empfangerorganismus in das BM hinein Uberzeugen (Unger et al. 2010). Jene Studie
reprasentierte die wohl erste, in der ein derart zuvor generiertes, pravaskularisiertes
KEM ohne den Zusatz weiterer pro-angiogenetischer Substanzen in vivo Erfolg zeigte

und damit dessen Prinzip verifizierte.

Diese Ansatze waren spater etablierten Modellen der Pravaskularisierung in vitro

womoglich ein Meilenstein. Auch Liu et al. (2018) berichteten Uber eine erfolgreiche
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Pravaskularisierung sowohl xenogener als auch synthetisierter Scaffolds. Nach
dreiwochiger Kultivierung glatter, humaner Muskelzellen (HSMC) auf den getesteten,
dreidimensionalen Scaffolds in vitro, folgte die Aussaat von HUVEC. Nach weiteren
sechs Tagen der Kokultivierung wurde Fibrin zur Stabilisierung der gebildeten
Gefalstrukturen zu den Materialien gegeben, um gefestigte, pravaskularisierte und
implantierbare BM zu erschaffen. Die HSMC, alternativ zu in anderen Studien
verwendeten MSZ oder osteoblastaren Zellen erwiesen sich dort als essenziell fur die
Stimulation der Endothelzellen und dementsprechender Ausbildung von Gefal3-
strukturen in vitro. Dies geht mit der bereits hervorgehobenen Bedeutung von
kokultivierten Zellarten bei Zellkulturversuchen einher (Unger et al. 2011). Eine weitere
Methodik der Pravaskularisierung lieferten Mishra et al. (2016), bei der synthetisierte
Scaffolds aus Polypropylenfumarat und Fibrinkomposit nach Kokultivierung humaner
MSZ und HUVEC in Form von Spharoiden in immundefiziente Mause implantiert
wurden. AnschlielRend liel3 sich dort die ermdglichte Inoskulation und damit die
erfolgreiche Vaskularisierung in vivo beobachten. Als spharoidal versteht sich die
Gruppierung einzelner Zellen in Form von Zellhaufen, die durch den
Zusammenschluss eine fur ihre Zellart typische Mikroumgebung schaffen und damit
einen adaquaten Sauerstoff- und Nahrstoffmetabolismus aufrechterhalten. Auch
Steffens et al. (2009) zeigten die erfolgreiche Vaskularisierung von implantierten,
zuvor mit spharoidal kokultivierten HUVEC und pOB benetzten Kollagengerusten in
Empfanger-gewebe von immundefizienten Mausen. Die Kokultivierung in spharoidaler
Struktur, wie auch in den beiden zuletzt genannten Studien realisiert, prasentierte sich
in angiogenetischer Hinsicht laut Fennema et al. (2013) den als Monolayer
ausgestreuten Zellen Uberlegen, womadglich durch veranderte interzellulare sowie Zell-
EZM-Interaktionen.

Die MG-63-Zellen und die pOB in den Studien von Unger et al. (2007; 2010) sowie die
HSMC und MSZ in den weiteren, eben angefuhrten Arbeiten, sezernierten bei den
dortigen Varianten der Pravaskularisierung in vitro pro-angiogenetische Mediatoren fur
die Endothelzellen und boten ihnen gleichzeitig ein Gerust fur deren Aussprossung.

Die gewonnenen Erfahrungen zur Pravaskularisierung synthetisierter Scaffolds stellen
die Notwendigkeit zugesetzter Wachstumsfaktoren in Frage. Stattdessen verweisen
sie auf das Potenzial zu gewebeahnlicher Selbstorganisation von Gefal3strukturen
durch Zellen, wie in etablierten Modellen der Kokultivierung von primaren

Endothelzellen neben osteoblastischen Zellen bestatigt (Unger et al. 2007; Unger et
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al. 2010) und im Rahmen der vorliegenden Arbeit in Abschnitt 6.5 beispielhaft

veranschaulicht.

Mithilfe diverser Methoden lasst sich die Loslichkeit von Vaterit und damit die
kontrollierte Abgabe von darin eingebetteten Stoffen weiter modifizieren.
Beschichtungen, wie zum Beispiel eine sogenannte Layer-by-Layer- (LbL), also
mehrschichtige und schichtweise aufgetragene Beschichtung aus Polyallylamin-
Hydrochlorid und Polynatriumstyrolsulfonat, kdnnen die Transformation im Sinne einer
Dissoziation von Vaterit verlangsamen. Sergeeva et al. (2015) wiesen nach, dass die
Loslichkeit von Vaterit-Kristallen bei physiologischem pH-Wert mit Zunahme der Dicke
einer solchen Beschichtung abnahm und damit Madglichkeiten der prolongierten
Freisetzung von in Vaterit inkorporierten Stoffen erdffnet. Vaterit konnte so eine
langerfristige Freisetzung zugesetzter Wachstumsfaktoren wie VEGF oder bFGF
garantieren oder eine mogliche Pravaskularisierung erlauben, bei der zugesetzte, pro-
angiogenetische Mediatoren Uuberflissig wurden. In Vaterit integrierte Fe3Os-
Nanopartikel demgegeniber reduzieren unter Abnahme des pH-Wertes die Ordnung
des Kristallgitters und vermdgen nach Sergeeva et al. (2015) die Auflosung des
Vaterits zu beschleunigen. Inwieweit die getestete Vaterit-Probe weiterer
OptimierungsmalRnahmen bedarf, bleibt nach anschlieBenden in vivo-Versuchen

herauszustellen.

Erganzend ist die in dieser Arbeit bestatigte Attraktivitat von Kollagen als Basis
prozessierter Scaffolds im Sinne des BTE hervorzuheben. Die verschiedenen
Kollagenpraparate porcinen Ursprungs prasentierten in den hier durchgefihrten
Untersuchungen ein biokompatibles, Zelladhasion und -proliferation beglnstigendes
Gerust. Sie ermutigen zur Inkorporation weiterer synthetisierter, Knochenregeneration

fordernder Stoffe, um das Gebiet des BTE zu erweitern.
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8 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit stellte die Evaluation von Biokompatibilitat und Tauglichkeit des
neu synthetisierten Kollagen-Vaterit-Praparats in vitro dar, um dessen Potenz als flr
die medizinische Anwendung geeignetes Knochenersatzmaterial im Hinblick auf
aktuelle Standards zu ergrunden. Die Wahl der genutzten Zellarten beruft sich auf zu
beobachtende, naturliche Vorgange wahrend der Knochenregeneration in vivo, fur die
maldgeblich Osteoblasten und Endothelzellen als herausragend relevant gelten.
Humane Zellarten stellten demnach einerseits primare Endothelzellen (HUVEC) und
eine endotheliale Zelllinie (ISO-HAS.c1) sowie andererseits primare Osteoblasten
(pOB) und zwei osteoblastische Zelllinien (SaOs-2, MG-63) dar. Eine fibroblastische
Mauszelllinie (L929) diente der isolierten Verwendung im Rahmen der Toxizitatstests.
Um aktuellen Standards gerecht zu werden, untersuchte diese Arbeit die zu testende
Kollagen-Vaterit-Mischung neben Material der separaten Kollagenkomponente (Kol),
einem Kollagenkegel (Collacone), einer HA/B-TCP-Probe (Collacone max),
Kollagenmembranen (Mucoderm, Porcines Perikard, Porcine Dermis) und

Kollagenvlies (Rogg).

Einem systematischen Konzept zur Evaluation von Biokompatibilitat in vitro
sukzessive folgend, wurde allen anfangs die Sterilitat der vom Hersteller erhaltenen
und anschlielend zugunsten der Studien eigens prozessierten Materialproben
verifiziert. Sodann erfolgte der Ausschluss genereller Toxizitat des Praparats anhand
eines Resazurin-Vitalitatstests. Daruber hinaus lie sich im Rahmen dieser Testung
sogleich gesteigertes Proliferationsverhalten samtlicher untersuchten Zellen in
Prasenz der Kollagen-Vaterit-Mischung vernehmen. Die explizite Verneinung
modglicher gegenwartiger Endotoxine oder anderer, vom Kollagen-Vaterit-Produkt
freigesetzter Stoffe, die endotheliale Zellen zur Veranlassung einer inflammatorischen
Reaktion stimulieren konnten, erfolgte im Anschluss mithilfe eines Endotoxin-Tests.
Daraufhin wurde das mit Calcein-AM visualisierte Zellwachstum der Zellen auf den zu
vergleichenden Materialproben analysiert. Alle Zellen zeigten eine regelrechte
Zelladhasion und Vitalitat auf dem Kollagen-Vaterit-Produkt, mit dem Zellverhalten auf
den anderen Biomaterialien vergleichbar. Unter Zuhilfenahme eines Lichtmikroskops
wurde zudem die Morphologie aller verwendeten Zellen bei Kultivierung in Gegenwart
sowie auf den Materialien selbst verfolgt. Diese manifestierte sich schlussendlich bei
allen Zellen auf dem Kollagen-Vaterit-Produkt als regelrecht und nur unter Konfluenz
verandert. Die abschlielRende Evaluation der zellarttypischen Genexpression mithilfe
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8 Zusammenfassung

einer RT-PCR demonstrierte die uneingeschrankte Syntheseleistung der Zellen auf

samtlichen erprobten Materialien.

Resumierend erfullt die Kollagen-Vaterit-Mischung in den hier durchgefihrten
Untersuchungen alle Voraussetzungen, um dessen Potenzial als biokompatibles,
osteokonduktives und osteoinduktives KEM in vitro zu bestatigen. Neben aktuell in der
klinischen Anwendung genutzten Materialien kann das neu synthetisierte Produkt mit
gleichwertigen Resultaten Uberzeugen. Die gewonnenen Erkenntnisse in vitro
sprechen dem Kollagen-Vaterit-Praparat wunschenswerte Charakteristika eines
biokompatiblen, attraktiven KEM im Rahmen des Bone Tissue Engineering zu. In
welchem Mal} diese Annahmen bei spateren in vivo-Studien bestatigt werden, bleibt
abzuwarten. Dennoch konkretisiert die vorliegende Arbeit die Relevanz praklinischer
Evaluation synthetisierter KEM in vitro und zeigt hierfur ein beispielhaftes Konzept, das

auch weiteren Studien als Anregung dienen konnte.
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