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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Die Bedeutung von Knochenersatzmaterialien hat im klinischen Alltag in den
letzten 30 Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen. Im Rahmen der
Entwicklung neuer Biomaterialien spielt die praklinische Biokompatibilitatsprifung
in vitro eine wichtige Rolle. Es gibt zahlreiche Vorschlage, die genannten
Untersuchungen durchzufuhren. Bisher ist es nicht gelungen, ein standardisiertes
Prufmodell zu etablieren, das international anerkannt und ausgefuhrt wird, um die
Knochen - spezifischen Eigenschaften von Knochenersatzstoffen hinreichend zu

charakterisieren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird ein in vitro Modell vorgestellt, das alle

wichtigen Anforderungen an ein geeignetes Testsystem erfiillt.

Dabei sollte die Frage beantwortet werden, in wie weit es mdglich ist, in vitro das
Proliferations- und Differenzierungsverhalten von Osteoblasten in Anwesenheit
von Knochenersatzmaterialien zu charakterisieren, um daraus Ruckschlusse auf

die Organ — spezifische Vertraglichkeit dieser Biomaterialien zu ziehen.
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2 Einleitung

2.1 Bedeutung von Knochenersatzmaterialien

Das kndcherne Skelett hat eine mechanische Stitz- und Schutzfunktion und spielt
aullerdem eine wichtige Rolle fur den Mineralstoffwechsel. Seine
uneingeschrankte Funktionalitat ist von entscheidender Bedeutung fur den
alltaglichen Bewegungsablauf des Menschen. Kommt es zu einem kndchernen
Defekt, z.B. in Form einer Fraktur, so hat das Skelettsystem bis zu einem
gewissen Grad die Fahigkeit, sich selbst zu regenerieren. Liegt aber ein Schaden
vor, der in bezug auf GroRe, Lokalisation und Durchblutungsverhaltnisse das
Heilungspotential des Knochens Ubersteigt, ein sogenannter “critical size" -
Defekt, droht dem Patienten ohne ein geeignetes Therapieverfahren eine
dauerhafte Einschrankung der Mobilitdt und damit eine Minderung seiner

Lebensqualitat.

Komplizierte  Frakturen, = Knochentumoren und -entzindungen  sowie
periprothetisch entstandene knécherne Substanzverluste stellen in der Unfall- und
Wiederherstellungschirurgie, der Orthopadie sowie der Mund-, Kiefer-,
Gesichtschirurgie haufig problematische Defekte des Skelettsystems dar, deren
Behandlung nur mittels Osteosynthese und Knochentransplantation bzw. durch

den Einsatz eines Knochenersatzstoffes zum Erfolg flhrt.

Bisher gilt nach wie vor als "Goldener Standard" [90;117;138] fur die Behandlung
knoécherner Defekte die Transplantation von autogenem Knochen. Bei diesem
Verfahren wird dem Patienten, meist aus dem Beckenkamm, Knochen
entnommen und in den bestehenden Knochendefekt transplantiert. Diese
Therapieform birgt den Vorteil, dass es sich um korpereigenes Material handelt
und somit keine immunologischen Reaktionen auslést. AuRerdem wird in diesem
Fall der bestehende Defekt, neben dem Knochen selbst, mit den fiir die
Knochenneubildung nétigen Matrixproteinen und Zellen aufgefullt. Allerdings reicht
die verfugbare Transplantatmenge vor allem bei ausgedehnten Schaden oder
Mehrfacheingriffen haufig nicht aus. Bei osteoporotischen Patienten ist ein

autogener Knochenersatz oft nicht sinnvoll. Die Enthnahme der Spongiosa ist mit
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einer sehr hohen Komplikationsrate wie Nachblutungen, Infektionen,
Nervenverletzungen sowie anhaltenden Schmerzen behaftet [79;92;130]. Einen
weiteren problematischen Aspekt dieses Verfahrens stellt die damit verbundene
Ausdehnung der Operationszeit dar, die flur den Patienten eine langere
Narkosedauer und damit verbundene Risiken bedeutet und fur die Klinik zu einer
hoheren Kostenbelastung fuhrt [89;91].

Der auferdem in Frage kommenden Behandlungsmoglichkeit mit allogenen
Transplantaten, zum Beispiel aus Leichenpraparaten oder den im Rahmen der
Endoprothesenimplantation anfallenden Knochenresten, stehen ebenfalls
limitierende Faktoren gegenuber. Dazu gehodren vor allem Probleme bei der
Konservierung bzw. der Sterilitat, der ABO-Kompatibilitait sowie die

Transfektionsgefahr in bezug auf HIV und Hepatitisviren [127].

Aus dem bisher Gesagten wird verstandlich, dass Knochenersatzmaterialien heute
eine  Alternative  zur  traditionsreichen  autogenen  und  allogenen

Knochentransplantation darstellen.

Seit einigen Jahren wird sehr viel Geld in die Entwicklung und Vermarktung neuer
Knochenersatzmaterialien investiert. Auf dem internationalen Markt sind weit mehr
als 100 verschiedene Ersatzstoffe erhaltlich [89]. Problematischerweise bestehen
weder in der praklinischen Testung noch in der klinischen Untersuchung

Standards, die fur oder gegen ein Biomaterial heran gezogen werden konnen.

Zunachst soll auf die Definition, Anforderungen und Klassifikation von

Knochenersatzmaterialien eingegangen werden.

2.2 Definition

Unter dem Begriff Knochenersatzmaterialien werden alle nicht korpereigenen

Substanzen, die zur Auffullung kndcherner Defekte eingesetzt werden, subsumiert
[89].
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2.3 Anforderungen

Materialien, die in den menschlichen Korper implantiert werden sollen, mussen
eine Vielzahl an Anforderungen erflllen, um einerseits den gewlnschten Effekt
erzielen zu kdénnen und andererseits dem Patienten keinen Schaden zuzufligen.

Daher ist es wichtig, dass die Implantate und deren Abbauprodukte nicht toxisch
sind und keine antigenen Wirkungen besitzen. Chemisch inkompatible Ersatzmittel
rekrutieren verschiedene Immunzellen und I6sen somit eine entzindliche Reaktion
aus oder fuhren zum Absterben des umliegenden Gewebes. Selbstverstandlich
durfen Knochenersatzstoffe auch keinerlei kanzerogene oder mutagene

Eigenschaften aufweisen [15].

Des Weiteren stellen Osteokonduktion und Osteoinduktion  wichtige
Anforderungen dar. Es handelt sich beim Erstgenannten um die Eigenschaft des
Materials, die Bindung und Anheftung von Osteoblasten - Progenitorzellen an der
Oberflache zu fordern, so dass eine kndcherne Einheilung des Implantates
mdglich ist [36]. Das Material dient dem neuen Knochen als Leitschiene. Eine
modgliche Osteokonduktion hangt dabei sowohl von der Porositat als auch von der
chemischen Struktur eines Implantates ab [18]. Osteoinduktion beschreibt die
beschleunigte Knochenneubildung. Dabei werden undifferenzierte Vorlauferzellen
in differenzierte Zellen umgewandelt. Fur diesen Vorgang mufd ein ungestorter
Metabolismus in Anwesenheit des Biomaterials moglich sein bzw. das Ersatzmittel
ist in der Lage, geeignete Stimuli an das umliegende Gewebe abzugeben [36].
Diese sind vor allem geeignete Wachstumsfaktoren, z.B. Bone morphogenetic
proteins (BMPs), die im Ersatzmaterial anwesend sein kénnen [40]. Fir die
beschriebenen Anforderungen ist ein effektiver Stoffwechsel zwischen

Knochengewebe und Ersatzmaterial erforderlich; es mul} bioaktiv sein.

Eine weitere zentrale Rolle in diesem Zusammenhang spielt der Begriff der
Osteointegration. Er beschreibt den direkten Kontakt zwischen dem naturlichen,
reifen Knochen und der Oberflache des neuen Implantates, ohne dass sich
zwischen beiden Komponenten Bindegewebe befindet [1]. Die gewinschte
knocherne Integration eines Biomaterials fordert dabei eine feste Verbindung

zwischen vitalem Knochen und dem Ersatzmittel.
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Sie ist grundsatzlich abhangig von drei wichtigen Faktoren, die als Trias der

Osteokonduktion und —integration beschrieben sind [126]:

1) Kontakt 2) Vitalitat 3) Stabilitat

Im Idealfall kann das Knochenersatzmaterial biologisch abgebaut und nach einiger
Zeit von neu gebildetem Knochen ersetzt werden.

Der biologische Abbau auf der einen Seite, sowie die osteoblastare
Osteoneognese auf der anderen Seite mul3 allerdings in einem proportionalen
Verhaltnis erfolgen, in dem es nicht zu einem Strukturverlust der Defektzone unter
Einwachsen von Bindegewebe kommt, so dass eine damit verbundene

mechanische Instabilitat resultiert.

Um ein erfolgreiches Einwachsen von Knochen in das Material zu gewahrleisten,
werden in der Literatur unterschiedliche Forderungen an dessen Porengrofde
angegeben. Die Mindestporenweite fir das Einwachsen von neuem Knochen liegt
bei 100um [101]. Das schnellste Einwachsen neugebildeten Knochens in ein
poroses Material gibt Predecki et al. [109] mit einer Porengrof3e von 500um bis zu
1000um an. Laut Cornell [18] wiederum ist eine Porenweite von 400um bis 600um

ideal, wobei die Porositat des Ersatzstoffes 75-80% betragen sollte.

Knochenersatzmittel sollen aber nicht nur das Einwachsen von Knochenzellen
ermoglichen, sondern mit ihrer Aufgabe als Platzhalter die Bildung und das
Einwachsen von lockerem Granulations- oder Narbengewebe anstelle von

Knochen verhindern [92].

Nach Auffullung eines Knochendefektes mit einem Biomaterial soll der Defekt
stabil und maoglichst schnell wieder voll belastbar sein. Dazu sollte das Implantat
mechanische Eigenschaften aufweisen, die dem Knochen ahnlich sind. Elastizitat,
Biegungsfestigkeit sowie Druck- und Zugfestigkeit spielen hier eine wichtige Rolle.
Wird ein Ersatzstoff ohne ausreichende Festigkeit angewendet, so mul} eine
Kombination mit einer Osteosynthese oder einem “Fixateur externe® fir die noétige

Stabilitat sorgen, bis das betroffene Areal sicher knéchern durchbaut ist [115].
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Eine weitere wiinschenswerte Eigenschaft eines Knochenersatzstoffes ist dessen
Funktion als Tragermaterial fur beispielsweise Antibiotika oder auch, wie oben
beschrieben, Wachstumsfaktoren, die dann direkt im Transplantatlager

kontinuierlich freigesetzt werden sollen.

Schliel3lich mufd ein geeignetes Knochenersatzmittel gewisse Anforderungen
bezuglich seiner Handhabung erfullen. Ein entscheidender Aspekt ist seine notige
Sterilisierbarkeit. Dabei durfen dessen chemische und biomechanische
Eigenschaften nicht beeinflullt werden. Auch eine langfristige Lagerung ohne
Schadigung des Materials ist bedeutsam. Weiterhin sollte der Ersatzstoff in
ausreichenden Mengen verfugbar bzw. synthetisierbar sein. Und aul3erdem ist
eine einfache Bearbeitung und Applikation des Implantates durch den Operateur

notwendig.

Letztendlich darf auch der Aspekt der Kosteneffektivitat nicht au3er acht gelassen
werden. Die Verwendung von Knochenersatzmaterialien darf im Vergleich zur
Knochentransplantation in Zeiten begrenzter Resourcen nicht mit einer erhdhten

finanziellen Belastung einher gehen.

Es wird also eine Vielzahl von Eigenschaften an ein ideales Knochenersatzmittel
gefordert. Doch mul® man demgegenuber die 6konomischen und sozialen Vorteile
einer erfolgreichen Therapie durch Anwendung eines Ersatzstoffes betrachten. Ein
positiver Heilungsverlauf mit schnellem Einwachsen von qualitativ gutem Knochen
in den Defekt und daraus resultierender frihzeitiger Belastbarkeit bedeutet eine
verklrzte Liegezeit des Patienten mit Reduktion der Folgekosten durch
RehabilitationsmalRnahmen und Arbeitsausfall. Aulerdem bedeutet eine mdgliche
rasche Wiederherstellung der Selbststandigkeit des Verletzten eine erhebliche

Reduktion der personlichen Belastung.

Um der beschriebenen Problematik zu begegnen, beschaftigen sich weltweit
zahlreiche Arbeitsgruppen bereits seit mehr als 30 Jahren [116] intensiv mit der
experimentellen und klinischen Erprobung geeigneter Biomaterialien. Es wurde

schon eine Vielzahl an Substanzen entwickelt, doch meist erflllen die
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verwendeten Ersatzmittel nicht alle oben genannten Anforderungen, so dass auch
noch die heute entwickelten Biomaterialien als ein Kompromiss betrachtet werden
mussen [49]. Aullerdem kann bis heute nicht eindeutig vorhergesagt werden,
welche Reaktionen ein Knochenersatzmaterial in situ auslést. Auch der Erfolg
dieser Therapie ist abhangig von den lokalen und systemischen
Heilungsbedingungen wie beispielsweise  Durchblutungsverhaltnisse  der
Defektzone oder Medikamenteneinnahme des Patienten. Die Entwicklung von
international standardisierten Biokompatibilitatsprifungen und Implantat -
spezifischen Indikationsstellungen ware ein  wichtiger Ansatz, um
unvorhergesehene Ereignisse nach dem Einsatz von Ersatzstoffen weiterhin

maoglichst gering zu halten und ihre Verbreitung bzw. Akzeptanz zu erhdhen.

2.4 Klassifikation

Seit Uber 25 Jahren werden immer wieder neue Klassifikationen von
Knochenersatzmaterialien vorgeschlagen. Erste Einteilungen bezogen sich auf die
verschiedenen Reaktionen, die Biomaterialien im aktiven Gewebe auslosen
[27;46;51]. Sie sind heute nicht mehr gebrauchlich. Eine weitere Klassifikation
beschrieben Thielemann et al. [131] unter Berucksichtigung der oben genannten
zentralen Begriffe Osteokonduktion und Osteoinduktion. Diese basierte allerdings
auf einer Trennung beider Reaktionsformen und lafdt somit eine Einteilung von
Materialien, die diese zwei Komponenten der Knochenheilung verbinden, nicht zu.
Weitere modifizierte Klassifikationen bertcksichtigen nicht alle anwendbaren
Implantate [47;55;118] .

Linhart [89] erarbeitete eine systematische und Ubersichtliche Klassifikation

von Knochenersatzmaterialien:
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Tab. 1.1: Klassifikation von Knochenersatzmaterialien nach Linhart 2003

Klasse | anorganische Knochenersatzmaterialien

a) kalziumhaltige Formkorper

b) kalziumhaltige Zemente

c) Metalle

Klasse Il Organische Knochenersatzmaterialien

a) biologischer Ursprung

b) synthetischer Ursprung

Klasse lll Komposite

Die kalziumhaltigen Ersatzstoffe der Klasse | werden haufig im Bereich der
Extremitaten eingesetzt. Metalle finden ihre Anwendung v.a. in der Behandlung
von Wirbelsdulendefekten sowie bei der Versorgung von Knochentumoren.
Organische Materialien biologischen Ursprunges (Klasse lla) werden aus Knochen
gewonnen und beinhalten z.B. die demineralisierte Knochenmatrix oder
Wachstumsfaktoren. Diese werden heute allerdings meist rekombinant hergestellt.
Ersatzmaterialien synthetischen Ursprungs (Klasse Ilb) sind Kunststoffe, die

moglicherweise in Zukunft grol3e Bedeutung haben werden.

Die Komposite (Klasse I1lI) bilden eine inhomogene Klasse von
Knochenersatzmaterialien. Sie sind wahrscheinlich die idealen Ersatzstoffe der
Zukunft.

Eine Erlauterung der im Experiment verwendeten Biomaterialien erfolgt in den
Kapiteln 3.1 und 5.2.
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2.5 Knochenzellbiologie

Die erfolgreiche Integration von Knochenersatzmitteln in den Heilungsprozess des
Skelettsystems setzt das Verstandnis der Grundlagen der Knochenzellbiologie
voraus. Denn nur das Wissen um die Funktion des Knochens sowie die Aufgaben
und Regulation von Osteoblasten und Osteoklasten macht eine erfolgreiche

Entwicklung und Testung von Knochenersatzmaterialien maoglich.

Die Rolle des Knochens im funktionsfahigen Skelettsystem lafdt sich in folgende

Teile gliedern:

1) Mechanische Stutzfunktion und Muskelansatz im Rahmen der Fortbewegung
2) Schutzfunktion fir innere Organe und das Knochenmark
3) Metabolische Aufgaben als Reservoir speziell von Kalzium und Phosphat im

Rahmen der Aufrechterhaltung der korpereigenen lonen-Homoostase [89]

Die wesentlichen Bestandteile dieses speziellen Bindegewebes sind die Zellen
und die extrazellulare Matrix, die, mit Ausnahme von Knorpel und Zahngewebe,
die einzigartige Fahigkeit zur Mineralisation besitzt. Diese Eigenschaft ist fur die
genannten Aufgaben des Knochens genau so bedeutsam wie fur eine erfolgreiche
Integration von Knochenersatzstoffen. Ebenfalls essentiell fir die Anwendung von
Biomaterialien im menschlichen Korper ist das Verstandnis Uber den aktiven
Stoffwechsel des Knochens hinsichtlich seiner Auf und -umbauvorgange. Denn
diese spezielle Leistung erfolgt sowohl physiologisch als auch im Rahmen von
Reparaturprozessen und bei der Integration von Ersatzmaterialien. Daher soll im
Folgenden auf die Darstellung der beiden hauptsachlich daran beteiligten

Knochenzellen, die Osteoblasten und Osteoklasten, eingegangen werden.

Osteoblast: Herkunft, Morphologie, Requlation und Kontrolle

Osteoblasten gehen aus mesenchymalen Stammzellen hervor. Sie sind eigentlich
Fibroblasten sehr ahnlich. In der Zellkultur lassen sie sich nur durch die
Mineralisierung der extrazellularen Matrix unterscheiden [30]. Auferdem

exprimieren Osteoblasten die gleichen Gene wie Fibroblasten. Allerdings lassen
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sich in Osteoblasten noch weitere Gene finden, deren Expression bei Fibroblasten

nicht zu finden sind [4]: z.B. Bone Sialo Protein und Osteocalcin.

Die Knochen bildenden Osteoblasten haben die Ultrastruktur von Zellen mit hoher
Syntheseleistung. Osteoblasten sind charakterisiert durch einen runden Zellkern
und ein basophiles Zytoplasma. Weiterhin besitzen sie ein stark ausgebildetes
rauhes endoplasmatisches Retikulum sowie einen grolRen Golgi-Apparat.
Transmembran befinden sich verschiedene Proteine wie Integrine, Connexine und
Cadherine. Sie sind notwendig fur einen umfassenden Zell-Matrix und Zell-Zell —
Kontakt. Aulierdem besitzen Osteoblasten membranstandige, spezifische
Rezeptoren fur Zytokine, Hormone und Wachstumsfaktoren [35;80]. Des Weiteren
befindet sich in der Plasmamembran ein Osteoblasten - typisches Enzym; die
alkalische Phosphatase. Sie laldt sich im Serum nachweisen und liefert Hinweise

uber die Knochenaktivitat.

Osteoblasten sezernieren eine extrazellulare Matrix, das vorerst noch aus weicher
Grundsubstanz und kollagenen Fibrillen bestehende Osteoid. Pro Tag werden
etwa 0,5 — 1,5um von einer Zelle gebildet [66;106]. Ungefahr 10 bis 15 Tage nach
ihrer Formation kalzifiziert die extrazellulare Matrix [128]. Haben sich die Zellen in
das Osteoid eingemauert, werden sie zu den abgeflachten, Ianglichen Osteozyten.
Diese reduzieren ihre Organellen und vermindern die Produktion von
Matrixproteinen. Sie haben weniger Ribosomen und endoplasmatisches
Retikulum. Das Kern / Zytoplasmaverhaltnis ist bei den insgesamt kleineren

Osteozyten im Vergleich zu Osteoblasten erhoht [128].

Einige Osteoblasten flachen am Ende der sekretorischen Phase ab und verbleiben
als “Lining-Cells® epithelartig auf den Knochenbalkchen. Zwischen Osteozyten und
den “Lining-Cells“ besteht eine enge interzellulare Kommunikation [20]. Werden
Osteoblasten nicht zu einem dieser beiden Zelltypen, gehen sie in die Apoptose
ein (s. Abb. 2.1). Die Lebensdauer von Osteoblasten liegt im Menschen bei bis zu
8 Wochen.
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Abb. 2.1: Stadien der Osteoblastendifferenzierung mit den jeweils typischen Expressionsmustern

Extrazellulare Matrix
Nachdem die organische Matrix von den Osteoblasten extrazellular abgelagert ist,

wird sie von Apatit durchsetzt. Dieses anorganische Mineral hat einen Anteil von
70% am Kkalzifizierten Knochen. Das Kalziumphosphat bildet die Basis von
Hydroxylapatit und gilt als Prototyp von reifem Knochen und Zahnmineral [108].
Uber den eigentlichen Mineralisationsprozess gibt es bisher keine einheitliche
Theorie. Man weil} allerdings, dass die Matrix-Mineralisation nicht eindeutig nur
durch Osteoblasten - spezifische Gene reguliert wird [30]. Der mineralen Phase

des Knochens werden zwei wichtige Funktionen zugeschrieben:

1) Sie sorgt fur die Stabilitat des Skeletts durch ihren Einflu auf die organische
Matrix, starre Strukturmaterialien zu bilden
2) Das Mineral dient als Speicher flr Kalzium, anorganische Orthophosphate,

Natrium, Magnesium, Carbonat und andere lonen.

Durch diese beiden Eigenschaften ist das Mineral in die biomechanischen und

metabolischen Funktionen des Knochengewebes involviert [108].
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In die extrazellulare Matrix sind zahlreiche Proteine und Molekule eingelagert. |hr
Hauptbestandteil ist Kollagen. Daneben lassen sich weitere Bestandteile wie
Proteoglykane und Fibronektin finden [112]. Wichtige Signalfunktionen
ubernehmen Bone morphogenetic proteins (BMPs), Zytokine, Wachstumsfaktoren
und Adhasionsmolekiile. Weiterhin spielen Osteopontin und Osteonektin eine

wichtige Rolle fur den Mineralisationspozess [128].

Da Kollagen, alkalische Phosphatase, Osteocalcin und Bone Sialo Protein
wichtige Bestandteile der im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefihrten
Experimente darstellen, sollen diese Proteine im Folgenden naher beschrieben

werden.

Kollagen
Typ | Kollagen macht 90% der in der extrazellularen Matrix vorhandenen Proteine

aus [67]. Es handelt sich bei Kollagen | um ein Heteromer, bestehend aus 2 al —
Ketten und 1 all — Kette [14]. Kollagen hat einen konduktiven Einfluld auf die
Knochenbildung und  Mineralablagerung. Dazu tragt sowohl seine
Oberflachenbeschaffenheit als auch seine Bindungskapazitat fir non-kollagene
Matrixproteine bei. So kénnen z.B. Osteonektin oder saure Phospholipidkomplexe
in Verbindung mit Kollagen die Kristallablagerung in die Matrix ermoglichen.
AulBerdem besitzt Kollagen gute Tragerfunktionen fur BMPs [95] und
Wachstumsfaktoren [97].

Alkalische Phosphatase

Das Enzym liegt in der Plasmamembran von Osteoblasten und gilt als friher
Differenzierungsmarker. lhre Aktivitat erreicht ein Maximum am 10. — 12. Tag der
Knochenneubildung [112]. Die alkalische Phosphatase spielt eine wichtige Rolle
bei der Knochenmineralisation. Eine Mutation des kodierenden Gens fuhrt beim
Menschen zu Hypophosphatasie und zeigt sich in einer Stérung der Mineralisation
[13;141]. Dieser Defekt resultiert entweder direkt aus dem Funktionsverlust des

Proteins oder aus einem erhdhten Gehalt an frei zirkulierendem Pyrophosphat,
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einem bekannten Inhibitor des Mineralisationsvorganges [141]. Die alkalische
Phosphatase hat allerdings auch multiple Funktionen in nicht kalzifizierten
Regionen. Sie lalt sich ebenso z.B. in der Leber und Niere nachweisen (Tissue

non-specific alkaline phosphatase).

Bone y-carboxyglutamic acid containing gla protein (BGP) = Osteocalcin

Osteocalcin ist das einzige absolut Osteoblasten - spezifische Protein. Das Gen
wird nur in terminal differenzierten Osteoblasten (und reifen Odontoblasten [143])
exprimiert und sein Promotor ist ausschliel3lich postnatal und nur in differenzierten
Osteoblasten aktiv [30]. Seine Expression wird auf transkriptioneller Ebene durch
Hormone wie Vitamin D3 [24] und Wachstumsfaktoren wie Tumor Nekrosefaktor o
(TGFa) reguliert [84]. In der Maus konnten die Kopien der drei Osteocalcin Gene,
OG1/0C-A, OG2/0C-B und ORG/OC-X, als ein Gencluster mit 23kb im Maus
Genom identifiziert werden [25;110]. Obwohl OG1 in vivo mit Uber 80% den
hochsten Expressionsanteil an der Gesamt — mRNA von Osteocalcin hat, wird von
kultivierten Osteoblasten in vitro OG1 und OG2 etwa gleich stark exprimiert [143].

Die Zellspezifitat von Osteocalcin macht es zu einem exzellenten Marker fur die
Untersuchung des noch wenig erklarten Mechanismus der Osteoblasten -
spezifischen Genexpression [29]. Osteocalcin hat die Eigenschaft, mit hoher
Affinitat Kalzium und andere Mineral-lonen binden zu kénnen. Verantwortlich daflr
sind y-carboxylierte Glutamatreste (GLA-Reste) [67], die dem Protein auch seinen
Namen verleihen (Bone GLA protein = BGP). Der genaue Mechanismus der
Wirkung von Osteocalcin ist bisher unklar. Mausmodelle haben gezeigt, dal}
Osteocalcin-defiziente Mause eine erhdhte Osteoblastenfunktion mit einem daraus
resultierenden Anstieg der Knochenmasse zeigen [28]. Yanai et al. [143] fuhrten
aufgrund ihrer Untersuchungen mit OG1/0G2 - defizienten Mausen die
Uberlegung an, dalk Osteocalcin nicht, wie bisher angenommen, als Regulator der
Knochenmineralisation fungiert, sondern seine Aufgabe in der Inhibition der
Knochenneubildung liegt, da in dem Modell neben einer erhdhten Knochenmasse

keine ungewdhnliche Mineralisation gefunden werden konnte.
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Bone Sialo Protein

Bone Sialo Protein (BSP) ist ein Phosphoprotein, das ebenso wie Osteocalcin am
Ende der Mineralisationsphase von Osteoblasten exprimiert wird. BSP fungiert als
Regulator der Knochenmineralisation. Es ist allerdings, wie z.B. auch Osteopontin,
an diesem Mechanismus nur beteiligt und nicht allein fir die Kontrolle des
Mineralisationsprozesses in vivo verantwortlich [4;57;85]. Die Deletion von BSP im
Mausmodell fuhrt namlich nicht wesentlich zu einer Mineralisationsstorung.
Vielmehr zeigen die betroffenen Tiere einen Phenotyp mit erhohter
Knochenmasse [4]. Die exakte Rolle von Bone Sialo Protein als Regulator der

Knochenmineralisation in vivo ist allerdings bisher nicht ausreichend geklart [122].

Das Wissen um die molekulare Kontrolle der Osteoblastendifferenzierung ist im
Gegensatz zu den Untersuchungsergebnissen beziglich der Osteoklasten- und
Chondrozytendifferenzierung noch beschrankt. Ein Gen, das an der Kontrolle der

Osteoblastendifferenzierung beteiligt ist, ist Runx2:

Runx2 = Runt-related transcription factor 2 (Cbfa1 = Core binding factor o)

Bei Runx2 handelt es sich um den ersten Osteoblasten - spezifischen
Transkriptionsfaktor. Er ist der frUheste und spezifischste Marker der Osteogenese
[30]. Runx2 beeinflusst in der embryonalen Entwicklung die mesenchymalen
Vorlauferzellen bezlglich ihrer Differenzierung zu Osteoblasten oder
Chondrozyten [32]. Seine Expression ist eigentlich auf Osteoblasten begrenzt. In
geringerem Male lalt sich Runx2 auch in Odontoblasten und hypertrophen
Chondrozyten nachweisen [70]. Der Transkriptionsfaktor reguliert die Produkte der
extrazellularen Matrix durch differenzierte Osteoblasten [31]. Dass Runx2 ein
wichtiger Differenzierungsfaktor von Osteoblasten ist, zeigt die Expression von
Osteoblasten - spezifischen Genen wie Osteocalcin in nicht - osteoblastischen
Zellen, wenn diese ektopisch Runx2 exprimieren [32]. Die Deletion von Runx2 im
Mausmodell fihrt zum volligen Fehlen von Knochen. Die Tiere weisen ein Skelett
auf, welches lediglich Chondrozyten enthalt. Eine Osteoblastendifferenzierung
findet bei diesen Mausen nicht statt [74;105]. Welche Transkriptionsfaktoren die

Expression von Runx2 kontrollieren, ist noch nicht geklart [30].
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Osteoklast: Herkunft, Morphologie, Regulation und Kontrolle

Der Osteoklast ist die zweite Zelle, die wesentlich am “bone remodeling” beteiligt
ist. Seine Aufgabe besteht in der Knochenresorption und tragt damit einen

wichtigen Teil zur Aufrechterhaltung einer konstanten Knochenmasse bei.

Osteoklasten stammen aus hamatopoetischen Vorlauferzellen der Monozyten /
Makrophagen — Reihe ab [21]. Sie sind etwa 50 — 100pm grol3 und besitzen je
nach Spezies bis zu 50 Zellkerne [67]. Diese Tatsache beruht auf der Fusion
mehrerer Vorlauferzellen wahrend ihrer Entwicklung. Charakteristisch fur
Osteoklasten ist aullerdem vor allem ihre Lage in den Howship’schen

Resorptionslakunen an der Knochenoberflache.

Neben den basophilen Nuclei fallen besonders viele Ribosomen und Vakuolen
sowie zahlreiche Mitochondrien im Zytoplasma auf. Die Kerne sind von dichten
Golgi-Komplexen umgeben. Osteoklasten zeigen im Gegensatz zu Osteoblasten
aber kein ausgepragtes endoplasmatisches Retikulum. Die mehrkernigen
Riesenzellen haben an ihrem apikalen Pol eine stark gefaltete Membran, die
einem Burstensaum entspricht und auch “ruffled border genannt wird. Die
basolaterale Membran ist hingegen glatt begrenzt.

Phenotypische Marker von reifen Osteoklasten zeigen sich in der hohen
Expression von der tatratresistenten sauren Phosphatase (TRAP) [98], der
Carboanhydrase Il [38], dem Vitronectinrezeptor a,ps [22], Calcitoninrezeptoren

[103] sowie der Tyrosinkinase c-Src [129].

FUr die genetische Kontrolle sind vor allem vier Transkriptionsfaktoren bedeutsam.
Der erste hierflr bekannte Marker ist Pu.1. Er wird spezifisch in Monozyten und B-
Lymphozyten exprimiert [71]. Seine Defizienz im Mausmodell fihrt zu einem
osteopetrotischen Phanotypus. Das Knochenmark der betroffenen Tiere weist
keine Osteoklasten und Makrophagen auf. Eine Knochenmarktransplantation
hingegen laRt den zellautonomen Defekt beheben [132]. Pu.1 ist der erste
bekannte Marker der Osteoklastendifferenzierung, der sowohl die Differenzierung

von Osteoklasten als auch von Makrophagen kontrolliert [67].



2 Einleitung 16

Der zweite kontrollierende  Transkriptionsfaktor  im Rahmen der
Osteoklastendifferenzierung ist c-fos. Sein Fehlen fuhrt zur Inhibition der
osteoklastaren Differenzierung und zeigt im Mausmodell ebenfalls einen
osteopetrotischen Phanotyp [64;139]. Da die Suppression von c-fos allerdings
eine Zunahme von Makrophagen zeigen lat, mul} dieser Faktor unterhalb von
Pu.1 in der Signalkaskade aktiv sein [67]. Der c-fos — Defekt in der knock-out-
Maus kann ebenfalls durch Knochenmarktransplantation korrigiert werden [41].

Ein dritter Transkriptionsfaktor ist NF-xB. NF-kB setzt sich aus verschiedenen
Proteinen zusammen. Eine Defizienz der enthaltenen Proteine p50 und p52 flhrt

zu einer Blockade der Differenzierung von Osteoklasten [37;60].

Der vierte bedeutende Faktor ist mi. Das kodierende Gen wurde in Microphtalmie-
Mausen gefunden. Die Mutation zeichnet sich neben verringerter Augengréfie und
Pigmentationsverlust der betroffenen Tiere durch Knochenresorptionsstorungen
aus [54]. mi-Mause haben zwar Osteoklasten, doch sind diese nicht zur
Resorption fahig. Dieser Transkriptionsfaktor unterliegt in dem Signalweg der

Osteoklastendifferenzierung also der Regulation der anderen drei Faktoren [67].

Far die Kontrolle der osteoklastaren Differenzierung durch sezernierende Molekule
ist ein Systemkomplex aus der Tumornekrose-Faktor-Rezeptorfamilie von
entscheidender Bedeutung. Das OPG-RANK-RANKL-System besteht aus den drei
Molekulen Osteoprotegerin (OPG), RANK und RANK-Ligand. Die Funktion von
OPG liegt in der Inhibition der Osteoklastendifferenzierung. OPG-defiziente Mause
zeigen einen erheblichen Anstieg der Osteoklastenzahl und eine damit einher

gehende Osteoporose [11;99].

RANKL ist ein Osteoklastendifferenzierungs-Faktor, der auf der Membran von
Osteoblasten-Progenitor-Zellen und als gelostes Molekdl in der Knochen-
Mikroumgebung zu finden ist. Neben Osteoblasten und einigen anderen Zellen
exprimieren und synthetisieren auch T-Zellen, die in vitro die Osteoklastogenese
induzieren, RANKL [56;113]. In vitro fordert RANKL die osteoklastare
Differenzierung in Verbindung mit dem Wachstumsfaktor M-CSF (Macrophage

colony stimulating factor). In der Co-Kultur Ubernimmt er die Funktion von
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Osteoblasten, Stromazellen und 1,25-Dihydroxy-Vitamin D3 zur Induktion der
Osteoklastendifferenzierung und er aktiviert reife  Osteoklasten zur
Knochenresorption [12]. Die Defizienz von RANKL in der Maus fuhrt zum Fehlen
von Osteoklasten mit der Auspragung einer Osteopetrose sowie zu

immunologischen Defekten [75].

Beziehung zwischen Osteoblasten und Osteoklasten

Obwohl Osteoblasten und Osteoklasten entscheidend am Knochenstoffwechsel
beteiligt sind und bei der Aufrechterhaltung des funktionierenden “bone
remodeling” eine entscheidende Rolle spielen, kontrollieren sie sich dennoch nicht
gegenseitig. Dass sich beim Fehlen von funktionstichtigen Osteoklasten eine
Osteopetrose entwickeln kann, verdeutlicht, dass die Knochenformation nicht
durch die Resorption beeinflul3t wird [67]. Umgekehrt gibt es Ergebnisse Uber
transgene Mause, deren Knochenresorption trotz gestorter Knochenbildung

uneingeschrankt verlauft [19].

Das Wissen um die Beziehung zwischen Osteoblasten und Osteoklasten erscheint
auch in bezug auf die Prufung und Anwendung von Knochenersatzmaterialien
bedeutsam. So wird anhand der Aspekte der Kontrolle beider Zelltypen
untereinander deutlich, dass man sich weiterhin bei der Entwicklung neuer
Biomaterialien auf die einzelnen Ergebnisse von in vitro Tests beschranken mul3.
Eine Einschatzung des Verhaltens von neuen Implantaten in vivo bezuglich der
Reaktionen von Osteoblasten und Osteoklasten untereinander auf das Material
bleibt fraglich. Um so wichtiger ist es deshalb, an einer Standardisierung von in
vitro Tests zu arbeiten, um der Problematik unerwinschter Reaktionen von
Knochenersatzmaterialien im Gewebe madglichst weitgehend begegnen zu

konnen.
2.6 Biokompatibilitatspriifung von Knochenersatzmaterialien
Wie bereits bei der Darstellung der Anforderungen an einen Knochenersatzstoff

beschrieben, spielen der Ausschlul® der Zytotoxizitat sowie eine Osteoblasten -

spezifische Biokompatibilitat in der Testung von Biomaterialien eine wichtige Rolle.
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In der Literatur sind verschiedene Vorschlage zur Biokompatibilitatsprifung von
Knochenersatzmitteln zu finden. Es werden allerdings unterschiedliche Verfahren

und Zellen angewandt (s. Kap. 5.3).

Die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden mit einem einfachen,
reproduzierbaren Verfahren unter der Verwendung der Zellen des Zielgewebes,
namlich Osteoblasten, durchgefuhrt. Das Verfahren erlaubt die notwendige
Beantwortung der grundsatzlichen Fragen, die vor der Testung eines Biomaterials
in einem zeit- und kostenaufwendigen Groldtierexperiment gestellt werden

mussen:

1) Sind Osteoblasten in Anwesenheit der Prufsubstanz in der Langzeit-Kultur
uberlebensfahig?

2) Sind Osteoblasten in Anwesenheit der Prifsubstanz in der Lage zu
proliferieren?

3) Sind Osteoblasten in Anwesenheit der Prufsubstanz in der Lage =zu
differenzieren und aktiv Knochen zu bilden?

4) Ist ein grenzschichtfreier Zell-Prifkdrper-Kontakt moglich? [89]

In der vorliegenden Arbeit werden drei verschiedene Knochenersatzmittel und ein
Kontrolimaterial hinsichtlich ihrer Biokompatibilitat untersucht und miteinander
verglichen. Eine Hydroxlapatitkeramik (ENDOBON®), zwei verschiedene
Kalziumphosphat Zemente (BIOBON®, CALCIBON®) und Dentin, sowie
Osteoblasten in Abwesenheit eines Biomaterials als Kontrolle, konnten in einer
Langzeit - Zellkultur mit primaren Mausosteoblasten Uber 28 Tage beobachtet

werden.

Zur Etableirung des Testverfahrens wurden gezielt 3 Knochenersatzmaterialien
ausgewahlt, die sich bereits erfolgreich im klinischen Einsatz befinden und die
eine ausgewiesene gute Biokompatibilitdt im Knochen in vivo besitzen. Elfenbein
(Dentin) wurde als Kontrollmaterial ausgesucht, da es aus knochenahnlichem
Material besteht, sich als Knochenersatzmaterial jedoch aufgrund schlechter

Langzeitergebnisse nicht durchgesetzt hat.
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Der Aufbau des osteoblasten — spezifischen Biokompatibilitatstests gestaltete sich

wie folgt:

Gesamtversuchsdauer: 28 Tage
Kultivierung primarer Mausosteoblasten in Anwesenheit der verschiedenen

Biomaterialien sowie in Abwesenheit einer Prifsubstanz als Kontrolle

Lichtmikroskopische Kontrolle und Dokumentation der Zellproliferation

pH — Analyse des Kulturmediums

Photometrische Messung der alkalischen Phosphatase

Enzymatische alkalische Phosphatase - Farbung

Kollagenfarbung (van Gieson)

Darstellung mineralisierter extrazellularer Matrix / “bone nodules®

(Versilberung nach von Kossa)

Darstellung des Zell — Materialoberflachen — Interface (DUnnschliffpraparate)
RT — PCR (Expression von alkalischer Phosphatase, Bone Sialo Protein,

Osteocalcin)
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

ENDOBON® - eine Hydroxylapatitkeramik

Endobon® ist eine Kalziumphosphat - Keramik, die von der Firma Biomet Merck
GmbH, Darmstadt, hergestellt wurde. Endobon® gehért nach der oben genannten
Klassifikation von Knochenersatzmaterialien in die Klasse la. Es wird aus
spongidésem Rinderknochen von mindestens 3 Jahre alten Tieren gewonnen [5].
Die Spongiosa wird vom Hersteller vor der Formgebung in Blécke oder Zylinder
bei Temperaturen bis 900°C pyrolysiert und danach bei Gber 1200°C einem
Sinterungsprozess unterworfen. Die abschlie3ende Sterilisation in der Verpackung
erfolgt mittels y-Strahlen. Die Anwendung der hohen Temperaturen wahrend der
Fertigung ermdglicht sowohl eine vollstandige Enteiweilung der Keramik als auch
das Sicherstellen der Keimfreiheit bezlglich genuiner pathogener und

apathogener organischer Erreger [136].

Endobon® ist eine phasenreine Hydroxylapatitkeramik, ihr Gehalt an kristallinem
Hydroxylapatit [Cas(PQO4)3sOH] betragt also gemal® der ASTM-Vorschrift (The
American Society for Testing and Materials) mehr als 95% [3]. Die Druckfestigkeit
der Substanz betragt 300-900MPa. Ihre Makroporositat liegt im Bereich von 45-
85%. Die Porenweite der Keramik, die ein interkonnektierendes Porensystem
aufweist, wird vom Hersteller mit etwa 100-1500um angegeben. Dieser weist das

Material au3erdem als biokompatibel, osteokonduktiv und osteointegrativ aus.

Endobon® ist bereits seit 1992 als Knochenersatzmittel zur Therapie von
Knochendefekten in Deutschland zugelassen und wird in der Klinik fur

unterschiedliche Indikationen erfolgreich eingesetzt [8;48;78;86;140].
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BIOBON?® - ein Kalziumphosphat Zement

Biobon® (BSM) ist ein vollstandig synthetisch hergestelltes
Knochenersatzmaterial, das urspringlich in den USA entwickelt wurde. Fir die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimente wurde das Produkt
Biobon® der Firma Biomet Merck verwendet. Es besteht aus Trikalziumphosphat
[Ca3(POs4)2] und Dikalziumphosphatdihydrat [CaHPO,4 * 2H,0]. Es findet seine
Zugehorigkeit nach der oben angegebenen Einteilung von Ersatzmitteln in der
Klasse Ib. Das mit y-Strahlen sterilisierte Kalziumphosphatpulver wird vor der
Applikation mit einer sterilen 0,9%igen Natriumchloridlésung hydriert. Es entsteht
dabei eine mikrokristalline hydroxylapatitartige Paste, die bei Korpertemperatur
endotherm aushartet. Fur 1,0g Pulver werden 0,8ml Salzlésung verwendet.
Biobon® weist eine Mikroporositdt von 50-60% auf. Die durchschnittliche
PorengroRe des Zementes wird vom Hersteller mit etwa 10nm angegeben.
Biobon® hat keine makropordse Struktur. Die Druckfestigkeit des Materials betragt
nach Aushartung durchschnittlich 10MPa.

Biobon® ist laut Firma Biomet Merck biokompatibel und kommt in Deutschland seit

1998 klinisch zum Einsatz. Schilling et al. [121] konnten auRerdem in neuesten

Studien 2004 nachweisen, dass Biobon® auch resorbierbar ist.

CALCIBON?® - Ein Kalziumphosphat Zement

Calcibon® ist ebenfalls ein synthetisches, biokompatibles und resorbierbares
Knochenersatzmittel der Firma Biomet Merck GmbH. Es handelt sich um ein
Kalziumphosphat Zement, einzuteilen in die Klasse Ib. Das aus Kalzium- und
Phosphat — Salzen hergestellte Pulver ist mittels y-Strahlen sterilisiert und wird mit
einer sterilen Di-Natriumhydrogenphosphatlosung [Na,HPO,4] vor Gebrauch
gemischt. Es entsteht eine Paste, die bei Korpertemperatur zu einem
mikrokristallinen, carbonisierten, kalziumdefizienten Hydroxylapatit aushartet. Fur
1g Pulver werden 0,36ml Losung verwendet. Die Druckfestigkeit des Zementes
betragt nach Angaben des Herstellers nach 6 Stunden ca. 30MPa, nach 3 Tagen
etwa 60MPa. Die fertige Substanz weist keine Makroporen auf. Die

Mikroporenweite liegt bei ca. 1um.
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Calcibon® ist ein Knochenersatzmaterial, das sich seit Januar 2003 in Deutschland

in der klinischen Anwendung befindet.

DENTIN — ein Elfenbeinpraparat

FiUr die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Versuche wurde Dentin als eine

weitere Prifsubstanz untersucht. Das Elfenbein wurde der Arbeitsgruppe in
Ubereinstimmung mit dem Washingtoner Artenschutziibereinkommens und der
dazu erlassenen Rechtsvorschriffen vom Bundesamt fur Naturschutz Uberlassen.
Dentin besitzt einen Kalzium- bzw. Phosphatanteil von 35 bzw. 17,1 Gew.% [142].
Es weist weder Mikro- noch Makroporen auf und wird klinisch nicht mehr als

Knochenersatzmaterial eingesetzt.

3.2 Vorbereitung der Materialien fur die Zellkultur

Alle 4 Prufkorper wurden auf eine GrofRe von 10mm x 10mm x 10mm prapariert.
So war eine einfache und reproduzierbare Herstellung sowohl der zu formenden
Zemente als auch der Festkdrper Endobon® und Dentin méglich. Nach einigen

Vorversuchen stellte sich ein gleichseitiger Wirfel als am besten geeignet dar.

Endobon® wurde zunachst aus seiner sterilen Verpackung herausgenommen und
mittels einer Diamantbandsage [E3710 CP, EXAKT Gerétebau, Norderstedt, D.] in
einen Block von 1cm® gesagt. AnschlieRend erfolgte die Sterilisierung im
Autoklaven (6050 ELC Systec; Systec GmbH Labor-Systemtechnik Wettenberg,
D] bei 121°C Uber eine Zeitraum von 20 Minuten unter Vakuum. Die Blocke
wurden fur diesen Vorgang in ein mit Aluminiumfolie abgedecktes Becherglas
gelegt. Zur Sicherstellung des erfolgreichen Sterilisationsvorganges ist das Gefal

mit Indikatorklebeband versehen worden.

Die Zubereitung des Kalziumphosphat Zementes Biobon® erfolgte unter einer
sterilen Werkbank [Sicherheitswerkbank Klasse 2; BDK Luft- und Reinraumtechnik

GmbH Sonnenblihl-Genkingen, D]. Das oben erwahnte Pulver befindet sich in
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einem sterilen Ballon, dem 0,8ml Natriumchloridlosung pro 1g Kalziumphosphat
mit Hilfe einer Spritze Uber einen am Ballon befindlichen Spezialaufsatz zugeflugt
wird. Dieser Vorgang, sowie alle weiteren Arbeitsschritte, erfolgte unter
Verwendung von sterilen OP-Handschuhen. Nach dem Mischen von Pulver und
Kochsalz in dem Ballon durch 1minutiges Kneten wurde die entstandene Paste
aus der Ballonoffnung gedrickt und auf eine im Autoklaven sterilisierte
Metallplatte gebracht. Mit Hilfe von sterilen Skalpellklingen konnte aus der Paste
eine glatte Masse geformt werden, die unter Verwendung von einem ebenfalls im
Autoklaven sterilisierten Lineal in Blocke der gewlinschten Gréfde 10mm x 10mm x
10mm geschnitten wurde. Erst nach einem Sicherheitszeitraum von weiteren 5
Minuten fur die Aushartungsphase wurde die Arbeit mit den gefertigten Blocken

fortgesetzt.

Die Anmischung und Préparation des Kalziumphosphat Zementes Calcibon®
erfolgte ebenfalls unter der sterilen Werkbank. Nach dem Auspacken des sterilen
Blisters, in dem sich das Pulver und die Di-Natriumhydrogenphosphatldésung
jeweils in einem Glasflaschchen sowie ein Mischbecher und ein Spatel befinden,
dienten sterile OP-Handschuhe bei allen folgenden Arbeitsvorgangen der
Gewahrleistung einer keimfreien Atmosphare. Die Flissigkeit und das Pulver
wurden nacheinander in das Mischgefald gegeben und mit dem Spatel fur 45 — 60
Sekunden zu einer geschmeidigen Paste verarbeitet. AnschlieBend konnte der
noch weiche Zement wie oben beschrieben auf einer autoklavierten Metallplatte
ausgestrichen und in Blocke von 10mm x 10mm x 10mm Grdlie geschnitten
werden. Wie vom Hersteller empfohlen, erfolgte Uber eine 5Sminltige
Aushartungsphase keine Manipulation am Material.

Das Elfenbein wurde genau wie die Hydroxylapatitkeramik mit einer elektrischen
Kochensage in Blocke der gewunschten Form und Grol3e gebracht. Um nach dem
Sagen eine gleiche Oberflachenbeschaffenheit aller 6 Seiten zu gewahrleisten,
sind die Dentinkorper von Hand auf einer Schleifscheibe [HERMES WS-Flex 18-C,
p1200] bearbeitet und danach mit PBS [Phosphate buffered saline, Cat.Nr.14190-
094, GIBCO™: Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D] gespult worden. Die Sterilisation

erfolgte durch vollstandiges bedecken der Blocke mit 80%igem Ethanol Uber eine
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Dauer von 15 Minuten. Das Elfenbein wurde fir diesen Vorgang in “six-well-
plates* [Gewebekulturplatte Cellstar® 6well, 9,6cm*well: greiner bio-one, D]
gelegt; ein Prufkorper je “well“. Nach anschlieliendem Absaugen des Alkohols mit
einer Wasserstrahlpumpe wurde das Dentin in den “six-well-plates” solange unter

dem sterilen Abzug gelagert, bis jegliches Ethanol vollstandig verdampft war.

Von jedem der 4 Materialien wurden 12 Blécke angefertigt. Sie wurden als
Vorbereitung fir den Zellkulturansatz auf insgesamt 12 “six-well-plates® verteilt. In
einem “six-well-plate“ befand sich somit je ein Block Endobon® Biobon®,
Calcibon® und Dentin. Die restlichen zwei “wells* waren fiir die Kontrollkultur bzw.

Leermessung des pH — Wertes des Kulturmediums vorgesehen.

Abb. 3.1: Die 4 Prifkorper nach Vorbereitung fiir die Zellkultur

Fur die 3 Farbungen van Gieson, von Kossa und alkalische Phosphatase wurden
die “wells* zuvor mit je einem im Autoklaven sterilisierten Glas coverslip [Assisten®
Nr.1001, 12mm &) versehen. Es wurden dafir 3 “six-well-plates® vorbereitet, je
eines fur die Kollagenfarbung nach 7 Tagen Zellkultivierung, fur die alkalische
Phosphatase - Farbung zum Zeitpunkt Tag 14 und eines fur die von Kossa -
Farbung am 28. Tag des Experimentes. Die restlichen 9 “six-well-plates” waren flr

die photometrische Messung der Expression von alkalischer Phosphatase und die
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Durchfihrung der Reverse Transkriptase - PCR fir die Gene Osteocalcin, Bone
Sialo Protein und alkalische Phosphatase sowie fur die Anfertigung von
Schliffpraparaten vorgesehen; diese jeweils im 3fach Ansatz fur die Zeitpunkte 7.,
14., 28. Tag der Zellkultur.

Die Prufkorper wurden mit einer im Autoklaven sterilisierten Pinzette in die
vorbereiteten “six-well-plates® Uberfuhrt und darin vollstandig von Zellkulturmedium
(a-MEM) [Minimum Essential Medium, alpha Modification, Cat.Nr.M-0644; SIGMA-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, D] inklusive 1% Penicillin / Streptomycin
Ldsung (P/S) [Penicillin/Streptomycin Solution, steril filtriert, 10.000units Penicillin,
10mg Streptomycin/ml in 0,9%NaCl; Cat.Nr.P-0781; SIGMA-Aldrich Chemie
GmbH)] und 10% Fotalem Rinderserum (FBS) [Fetal Bovine Serum, triple 0,1um
sterile filtered, Lot.Nr.3268 ELJ [H1], Cat.Nr.Ch 30160; HyCloneTM/Perbio Sciences
Deutschland GmbH, Bonn, D] bedeckt fiir 24 Stunden im Brutschrank [Sorvall®
Heraeus BBD 6220 Hot air disinfectable gassed Incubator; Kendro Laboratory
Products, Hanau, D] unter Standardbedingungen [37°C, 5% CO,, 95% rH]

inkubiert, bevor die Osteoblasten darauf in Kultur gebracht wurden.

An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, welche Bedeutung die Zugabe von
Serum in das Medium hat. In ihm befinden sich Haftsubstratmolekile wie
Fibronektin sowie Wachstumsfaktoren, Albumin und andere Proteine. Diese
Komponenten uUberziehen die Kulturschale mit einer Schicht, die es den Zellen
ermoglicht, auf verschiedenen Oberflachen anzuwachsen [142]. Weiterhin dienen
die Antibiotika im Medium, hier eine Penicillin / Streptomycin Lésung, der Vorsorge

vor einer moglichen Vermehrung von Keimen.

Die Durchfuhrung des Experimentes erfolgte allerdings in mehreren Teilen. Es
sind zu Beginn der Arbeit einige Vorversuche hinsichtlich der Materialgréf3e- und
Formgebung, des Osteocalcinassay sowie der optimalen Osteoblastenextraktion

durchgefuhrt worden.
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3.3 Osteoblastengewinnung

Die Osteoblasten fur die Zellkultur wurden aus 2-3 Tage alten Mausen der Linie
CD1 extrahiert. Die Tiere wurden zunachst in ein geschlossenes Gefald gesetzt,
das mit Diethylether getranktem Papier ausgelegt war. Nach etwa 5 Minuten
Wartezeit erfolgte die Praparation der toten Mause unter einer sterilen Werkbank.
Die fur die Praparation verwendeten Instrumente befanden sich wahrend des

gesamten Arbeitsvorganges in einem mit 80%igem Ethanol geflllten Becherglas.

Die Mause wurden nacheinander mit einer Pinzette aus dem Behalter genommen
und fur etwa 5 Sekunden in 80%igen Alkohol getaucht. Anschliel3end erfolgte mit
der Schere ein Hautschnitt auf Nackenhdhe, der das Ziehen der Haut Uber den
Kopf mit einer Pinzette moglich machte. Ein Rickenmarksschnitt diente nun dem
Freilegen des Foramen magnum. Von diesem ausgehend konnte die
Schadelkalotte auf beiden Seiten so eingeschnitten werden, dal® sich das
Calvarium mit der Pinzette leicht abheben lie. Jetzt wurde das gewonnene
Praparat auf ein fusselfreies Papier gelegt. Das occipital gelegene
Chondrocranium liel3 sich mit einer Skalpellklinge abschneiden. Danach wurde
das Calvarium auf beiden Seiten durch gleichmalliges daruber Streichen mit der
Klinge gesaubert, bevor es schlielllich mit der Pinzette in ein mit steriilem PBS
gefiilltes 50ml Tube [Falcon® 50ml Réhrchen, Polypropylen Blue Max™; Becton

Dickinson Biosiences Discovery Labware, Heidelberg, D] auf Eis Uberfuhrt wurde.

Um das Entfernen von zusatzlichen Gewebeteilen zu gewahrleisten, wurden die
Calvarien zunachst in eine sterile 10ml Kulturschale [Petrischale Cellstar®,
94/16mm, greiner bio-one] gekippt und mit der Pinzette in ein neues, steriles 50ml
Tube gelegt. Fur das folgende Auftrennen der Proteine zur Extraktion der primaren
Osteoblasten diente eine Enzymlosung, die so kurz wie moglich vor diesem

Vorgang hergestellt wurde.
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Rezept fiir die Herstellung einer Enzymldsung zur Extraktion von Osteoblasten

50mg Collagenase la [Collagenase Ila from Clostridium histolyticum,
Clostridiopeptidase A, Cat.Nr.C-9891, SIGMA-Aldrich, Inc.] und 100mg Dispase Il
[Neutral Protease from Bacillus polymyxa, grade Il, Cat.Nr.1656859, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, D] werden in 10ml o-MEM inklusive 1% P/S
gelést, mit einer Spritze aufgezogen und durch einen sterilen Filter
[Spritzenvorsatzfilter Qualilab®, ETO sterilisiert, 0,45um CM Membran, Merck
Labor und Chemie Vertriecb GmbH, Bruchsal, D] in ein steriles 50ml Tube
gegeben. Diese Losung wird mit 40ml o-MEM + 1% P/S aufgefullt.

Den Calvarien wurde zunachst 10ml der Enzymlésung zugefugt. Die
anschlieRende Inkubation erfolgte (ber 10 Minuten im Rittler [GFL®
Schiittelinkubator, Gesellschaft fir Labortechnik mbH, Burgwedel, D] bei 180rpm
und 37°C. Die nun getribte Losung wurde vorsichtig mit der Wasserstrahlpumpe
abgesaugt. Der beschriebene Schritt wiederholte sich noch vier mal. Die
Uberstande der 3.-5. Inkubation wurden allerdings nicht verworfen, sondern in
einem sterilen 50ml Tube auf Eis gesammelt, wobei eine Trlibung der

gewonnenen Lésung auf das Vorhandensein von Zellen schliel3en liel3.

Nachdem die gewonnene Flussigkeit durch einen sterilen Filter [BC Falcon Filter,
40um Nylon Zellsieb, Becton Dickinson Biosiences Discovery Labware] in ein
weiteres steriles 50ml Tube gekippt wurde, erfolgte die Zentrifugation [Heraeus
Instruments, Biofuge primo, Kendro Laboratory Products, Hanau, D] bei 800rpm
und 4°C fur 5 Minuten. Das nun erhaltene Zellpellet wurde nach dem Absaugen
des Uberstandes in a-MEM + 1% P/S und 10% FBS resuspendiert.

SchlieBlich wurden die Knochenersatzmaterialien durch Absaugen mit der
Wasserstrahlpumpe vom Inkubationsmedium befreit und die resuspendierten
Osteoblasten konnten mit je 1ml Suspension auf die Prifsubstanzen gegeben
werden. In jedem “six-well-plate”, mit Ausnahme des Ansatzes fur die
Schliffpraparate, wurde aufllerdem ein “well* zusatzlich mit 1ml der Zelldsung
beimpft. Dies diente jeweils als Kontrolle flr die spater folgenden Versuche. Alle

mit Zellen versehenen “wells* wurden mit 8ml Medium aufgefiillt. MaRstab flr das
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Volumen war die Sicherstellung der vollstandigen Bedeckung der Prifsubstanzen.
Aulerdem wurde ein “well“ zusatzlich mit a-MEM versehen. Dies diente der

Kontrolle des Medium-pH Wertes in der Langzeitzzellkultur.

Die Menge der aufgebrachten Osteoblasten wurde durch die Bestimmung der
Zellzahl in der Neubauer Zahlkammer [0,0025mm2, Tiefe 0,7mm, Neubauer; Labor
Optik] kontrolliert. 10ul der hergestellten Zellsuspension sind unter dem
Auflichtmikroskop [Axiovert 25, Zeiss] hinsichtlich ihres Osteoblastenanteils
untersucht worden. Es ergab sich eine durchschnittliche Zellzahl von 27.500
Osteoblasten pro ml Medium auf dem Knochenersatzmaterial bzw. in der

Kontrolle.

Die Methode des direkten Ausplattierens der Osteoblasten auf die Ersatzmittel
nach der Praparation der Mausecalvarien ergab sich aus einigen Vorversuchen.
Es ergab sich dabei das Problem, dal® kein Passagieren der primaren Zellen
moglich war, da diese bereits im subkonfluenten Zustand einen so starken
Verband ausbildeten, der sich nicht durch die Anwendung von Trypsin / EDTA
|I6sen liel. Eine erfolgreiche Anwendung einer Trypsin / EDTA — Losung konnte
nur bei Zellen durchgeflhrt werden, die aus einer Praparation gewonnen wurden,
in der das Chondrocranium am Calvarium belassen wurde und die Kultur somit

keine reinen Osteoblasten enthielt.
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3.4 Aufrechterhaltung der Zellkultur: Zellkulturmedium, Kulturbedingungen,

Mediumwechel

Das verwendete Kulturmedium

Das Zellkulturmedium a-MEM wurde aus 10,5g Pulver in 11 destilliertem Wasser in
einem Zylindergefald hergestellt. Das Auflosen erfolgte mit Hilfe eines
Magnetrihrers [Magnetriihrwerk MR 82, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, D.]. Weiterhin wurden 2,2g Natrium Bicarbonat hinzugefugt. Dem
Vorgang schlof3 sich die Einstellung des pH-Wertes auf 7,4 mittels eines pH-
Meters [Mettler Toledo pH Meter MP 200, Mettler Instruments AG, Greifensee-
Ziirich, CH] an. Das geléste Medium wurde nun unter der sterilen Werkbank durch
einen sterilen Filter [Falcon® Bottle Top Filter 150ml, 0,22um Celluloseacetat
Membran, Becton Dickison Labware] unter Verwendung eines Vakuums gegossen
und dabei auf zwei 500ml Glasflaschen verteilt. Deren Sterilisation erfolgte zuvor
im Autoklaven. Dem fertigen Medium wurde schlieRlich 1% P/S sowie 10% FBS

hinzugefugt. Das a-MEM konnte bis zum vollstandigen Verbrauch im Kihlschrank

bei +4°C gelagert werden.

Kulturbedingungen

Die Osteoblastenkulturen in den “six-well-plates® wurden wahrend der gesamten
Versuchszeit von 28 Tagen im Brutschrank bei 37°C, 5% CO2 und 95% rH
gelagert. Weiterhin erfolgte eine tagliche Kontrolle von Vitalitat und Proliferations-
bzw. Differenzierungsgrad der Zellen im Auflichtmikroskop bei 100facher

Vergrofderung.

Mediumwechel

Der Wechel des Kulturmediums erfolgte das erste Mal 24 Stunden nach dem
Ausplattieren der Zellen, anschlielRend alle 48 Stunden. Zu diesem Zweck wurde
das Medium unter der sterilen Werkbank mit einer Wasserstrahlpumpe vorsichtig
jeweils am Rand des “wells® abgesaugt, ohne den bereits nach einigen Tagen
deutlich ausgebildeten Zellrasen zu zerstoren. Hierzu dienten Glaspipetten, die

zuvor im Autoklaven sterilisiert worden waren. Danach konnte mit Hilfe von 25ml
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Pipetten das frische Medium langsam auf die Kultur getraufelt werden. Es

handelte sich hierbei, wie oben bereits erwahnt, um 8ml je “well“.

Ab dem 3. Mediumwechel, also am 5. Tag der Zellkultur, wurde der Nahrldsung
jedes Mal 10mM B-Glycerophosphat [5-Glcerophosphate Disodium Salt, Hydrate,
Cat.Nr. G-9891, SIGMA-Aldrich Inc.] und 50ug/ml Ascorbat [L-Ascorbic Acid,
Cat.Nr. A-4034, SIGMA-Aldrich Inc.] hinzugefugt. Zu diesem Zweck sind von
beiden Stoffen vorher 1ml Alliquots angefertigt worden. Beides liegt in Pulverform
vor. 250mg Ascorbat und 10,8g B-Glycerophosphat wurden separat abgewogen,
jeweils in 50ml PBS gel6st, mit einer Spritze aufgezogen und danach durch einen
sterilen Filter [SpritzenvorsatZfilter Qualilab® ] in ein steriles 50ml Tube gegeben.
SchlieRlich konnten die Losungen jeweils in sterile 1ml Tubes [Cryo tube 1ml,
greiner bio-one] abgeflllt werden. Die Lagerung erfolgte bei —20°C. Kurz vor
jedem Mediumwechsel sind pro 100ml a-MEM von beiden Ldsungen je 1mi

aufgetaut und der Nahrlésung hinzugefugt worden.

3.5 Dokumentation der Osteoblastenproliferation im Auflichtmikroskop

Die Proliferation der kultivierten Osteoblasten wahrend des
Untersuchungszeitraumes sowie Anderungen der Morphologie wurden durch
Anfertigung von digitalen Fotografien im Lichtmikroskop dokumentiert. Zur
Darstellung des Verlaufs der Zellkultur erfolgte die Ablichtung zum ersten Mal
nach Erreichen der Konfluenz der Zellen am Tag 4 und schliel3lich am Ende des
Experimentes am Tag 28. Die Fotografien wurden bei 100facher und 200facher
VergroRerung angefertigt. An das verwendete Mikroskop [Axiovert 25, Zeiss]
konnte eine Digitalkamera angeschlossen und die Bilder darauf gespeichert
werden. Abgebildet wurde zu beiden genannten Zeitpunkten jeweils der Zellrasen
direkt um das Biomaterial herum sowie die Kultur an einer weiter entfernten Stelle
im “well“. AuBRerdem erfolgte auch die Dokumentation der Kontrollkultur in

Abwesenheit einer Prifsubstanz.
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3.6 pH — Metrie

Bei jedem Mediumwechsel wurde der pH-Wert des Zellkulturmediums gemessen.
Die Bestimmung erfolgte immer aus der gleichen Kulturschale, also aus einem
Ansatz, der fir 28 Tage vorgesehen war. Aus den fir die pH-Metrie vorgesehenen
“six-well-plates® wurde das Kulturmedium nicht mit der Wasserstrahlpumpe
abgesaugt, sondern mit einer sterilen 5ml Pipette vorsichtig aufgenommen und in
ein 15ml Tube [Falcon® 15mI Réhrchen, Polypropylen Blue Max", Becton
Dickinson Labware] Uberfuhrt. Dies erfolgte fur die Nahrlosung aller 4 Ersatzmittel,
der Osteoblastenkontrolle ohne Anwesenheit eines Biomaterials und des
Mediums, das ohne Anwesenheit von Zellen im “six-well-plate” inkubiert wurde.
Somit ergaben sich insgesamt 6 Proben, deren pH-Wert mittels pH-Meter direkt
bestimmt werden konnte. AuRerdem erfolgte vor jedem Wechsel eine Kontrolle
des pH-Wertes des neuen Kulturmediums. Lag dieser aullerhalb des

physiologischen Bereiches von 7,2 - 7,6, so wurde das Medium erneuert.

3.7 Farbungen der Osteoblasten in der Zellkultur

Nachweis von alkalischer Phosphatase mittels Enzymfarbung

Die Expression von alkalischer Phosphatase durch die Osteoblasten wurde am 7.
Tag der Zellkultur mit einer Enzymfarbung nachgewiesen. |hre Durchfihrung
erfolgte direkt in den “six-well-plates®. Nach dem Absaugen des Zellmediums mit
der Wasserstrahlpumpe konnten die Prufkdrper zunachst mit einer Pinzette aus
dem “well“ entfernt werden. Nach zweimaligem Spilen mit PBS folgte die
Fixierung mit 3,7%igem Formaldehyd, verdinnt in PBS, fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur. Anschlielend wurde dreimal fur 5 Minuten mit PBS gewaschen.
Nun konnte die Farblosung aufgebracht werden. Die Inkubation erfolgte fur 20
Minuten bei Raumtemperatur. Die Reaktion wurde durch Waschen mit
destilliertem Wasser gestoppt.

Fur die Farblosung, die direkt vor der Anwendung angesetzt wurde, mulfte

zunachst ein 0,1M Trizma Hydrochlorid Puffer, pH 8,5, hergestellt werden. Diesem
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wurde dann 2mM MgCl, zugesetzt. Weiterhin wurde ein Gemisch aus 0,1mg/ml
Naphtol ASMX Phosphat und 0,5% N,N Dimethyl Formamide gefertigt, das
ebenfalls in den Puffer gegeben wurde. Die Zugabe von 0,6 mg/ml Fast Blue BB
Salt [Fast Blue BB Salt, Cat.Nr. F-3378, SIGMA-Aldrich Inc.] erfolgte zuletzt, da

dessen Reaktionszeit nur 30 Minuten betragt.

Schliefl3lich konnten die Glas-coverslips mit den darauf gefarbten Zellen unter
Zuhilfenahme von zwei Skalpellklingen aus dem “well* genommen und mit einem
EinschluBmittel [DPX Mountant for Histology, Cat.Nr.44581, Fluka/SIGMA-Aldrich
Inc.] auf Objekttrager geklebt werden.

Kollagennachweis mittels van Gieson - Farbung

Die Darstellung der Kollagenexpression durch die kultivierten Osteoblasten wurde
nach Abschlufl der 2. Woche der Zellkultur durchgefuhrt. Nach Entfernung des
Kulturmediums und der Knochenersatzmittel erfolgte zunachst eine Spilung mit
PBS. AnschlieRend wurde auf den Zellrasen eine vorbereitete van Gieson —

Farbeldsung pipettiert und fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Die van Gieson — Farbelésung besteht aus 2,5g Fuchsinsaure, 5ml konzentrierter
Salpetersaure, 100ml Glyzerin und 900ml gesattigter Prikrinsaure.

Nach einer Spulung mit Leitungswasser durch mehrmaliges Auftraufeln und
Absaugen wurde abschliellend mit 96%igem Ethanol solange gespduilt, bis keine

Farbschlieren mehr sichtbar waren.

Die Glas-coverslips konnten schlieRlich nach Entfernung aus den “six-well-plates®

ebenfalls mit dem Kleber auf Objekttrager gebracht werden.
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Nachweis mineralisierter extrazellularer Matrix nach von Kossa

Um die mineralisierte extrazellulare Matrix darstellen zu konnen, wurden die
kultivierten Osteoblasten nach 4 Wochen Zellkultur mit einer von Kossa -
Versilberung behandelt. Der Vorgang erfolgte ebenfalls noch in den “six-well-
plates“. Nach dem Entfernen des Mediums und der Biomaterialien wurde zunachst
mehrmals mit destilliertem Wasser gespult. Als nachsten Schritt schlofd sich eine
10minutige Inkubation mit einer 5%igen Silbernitratidsung, verdunnt in
destilliertem Wasser, an. Nach weiteren Spulvorgangen mit destilliertem Wasser
folgte die Entwicklung unter UV-Licht fur ebenfalls 10 Minuten. Nach der
anschlieBenden Fixierung mit einer 5%igen Natrium-Thiosulfatiobsung fur 5
Minuten und einer letzten Spulung mit Leitungswasser konnten die Glas-
coverslips, wie oben beschrieben, zur Betrachtung auf Objekttrager gebracht

werden.

Alle gefarbten Praparate wurden im Durchlichtmikroskop [Axioskop 2, Zeiss]
analysiert und mit einer angeschlossenen Kamera [Axio Cam, Zeiss] bei

200facher VergrofRerung dokumentiert.

3.8 Anfertigung von Schliffpraparaten der Biomaterialien

Um das Interface zwischen dem Knochenersatzmittel und den Osteoblasten
beurteilen zu kénnen, wurden unentkalkte Schliffpraparate angefertigt und gefarbt.
Jeweils nach 7, 14 und 28 Tagen Zellkultur sind die Prifkorper zu diesem Zweck
aus der Kultur entfernt worden. Zunachst wurde das Medium mit der
Wasserstrahlpumpe abgesaugt, danach folgte eine Spulung mit PBS. Nun
konnten die Materialien mit einer Pinzette aus dem “well“ genommen und in ein
neues “plate” Uberfuhrt werden. Die Trennung der Prifkérper von dem

umliegenden Zellrasen erfolgte mit einer Skalpellklinge.
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Entwasserung und Infiltration

Nun wurden die Blocke mit 70%igem Ethanol vollstandig bedeckt und fur 2 Tage
bei +4°C gelagert. Es folgte eine aufsteigende Alkoholreihe um jeweils 10% im 48
Std. Rhythmus bei weiterer Aufbewahrung im Kuhilschrank. Nach der letzten
Entwasserung wurden die Praparate in Infiltrationskapseln [medite Megakassette
40x28x12mm] Uberfuhrt und zunachst fur 3 Tage in ein Ethanol / Technovit —
Gemisch (1:1) gelegt. Die weitere Infiltration erfolgte in gleicher Weise noch zwei
mal fur reines Technovit [lichthdrtender Einkomponentenkunststoff /
Methacrylatbasis, Technovit® 7200 VCL, Heraeus], ebenfalls iiber 72 Stunden.

Einbettung
Im nachsten Schritt konnten die Blocke eingebettet werden. Zu diesem Zweck

wurden sie in Technovit fur ca. 20 Stunden in einem Lichtpolymerisationsgerat
[EXAKT 520, EXAKT Gerétebau, Norderstedt, D.] gelagert, um eine Aushartung
der Flissigkeit zu erreichen. Uberschiissiges Technovit lieR sich anschlieBend mit

der elektrischen Knochensage entfernen.

Schleifen

Als Vorbereitung fur den eigentlichen Schleifvorgang sind die Bldécke mit einem
Drei - Komponenten - Kunststoff [Technovit® 4000, Heraeus] auf einen
Objekttrager geklebt worden. Es lieRen sich je 4 Prufkoérper dicht nebeneinander
auf einen Objekttrager stellen. Zur Gewahrleistung der Parallelitat der gegenuber
liegenden Seiten erfolgte das Planparallelschleifen mit einem
Rotationsschleifgerat [EXAKT 400 CS, EXAKT Gerétebau, Norderstedt, D.]. Es
wurde an dieser Stelle eine p800 Schleifscheibe [Hermes WS-Flex 18-C p800,
@270mm)] benutzt. Ein zweiter Objekttrager lie® sich nun auf die freie Ebene mit
einem Einkomponenten-Prazisionskleber [Technovit® 7210 VCL, Heraeus] mit
Hilfe einer Vakuum Klebepresse [EXAKT 402, EXAKT Geréatebau, Norderstedt, D.]
bringen. Nach etwa 20 Minuten konnte durch Anlegen eines Vakuums an der
Sage eine Trennung der beiden Objekttrager erreicht werden. Ein gleichmafiges
Oszillieren der Probe wahrend des Sagevorganges liel3 somit eine fehlerfreie

Ebene zu. Die gewilnschte Schichtdicke der Praparate betrug 150um.
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Vorversuche zeigten, dal} sich bei einer geringeren Schichtdicke von etwa 100um
die Dentinpraparate im Rahmen des folgenden Schleifvorganges vom

Objekttrager losen.

Um nun die eigentlichen Schliffpraparate mit einer gewiinschten Dicke von 60-
80um anzufertigen, wurde auf dem Schleifgerat eine feine Schleifscheibe [Hermes
WS-Flex 18-C p1200, @ 270mm)] verwendet. Auch hier zeigten Vorversuche, dal
dunnere Schliffe fir Dentin nicht in Frage kommen, 60-80um jedoch auch fur die

Darstellung der anderen Materialien und ihrem Zell-Interface ausreichend sind.

Nach der Kontrolle der Schichtdicke mit der Mikrometerschraube [SMT®-
Messzeuge] muldten die Schliffpraparate noch mit einer Silikonscheibe [Hermes
Silicon Carbide 1200/4000] poliert werden, bevor die beiden verschiedenen
Farbungen folgen konnten. Es wurden daher von jedem Praparat zwei Schiliffe

angefertigt.

Farbungen
Die Darstellung des Knochenersatzmaterial — Zell — Interface auf den

Schliffpraparaten erfolgte sowohl mittels von Kossa / van Gieson Farbung als auch

durch Toluidinblaufarbung.

Im ersten Schritt der von Kossa / van Gieson Farbung wurden die Objekttrager in
einem geeigneten Stander fur 5 Minuten in 30%iges H2O, gestellt. Nach einem
kurzen Eintauchen in destilliertes Wasser folgte die Inkubation der Schliffe fur
weitere 5 Minuten in AQNO3; Diesem Schritt schlof3 sich eine 10minutige Phase in
Aqua dest. an. Nach folgenden 5 Minuten in Sodaformol muf3ten die Objekttrager
fur 10 Minuten unter flielendes Leitungswasser gestellt werden. Dieser
Spulvorgang wiederholte sich nach vorheriger Inkubation der Praparate fur 5
Minuten in Natrium-Thiosulfat. Schliel3lich konnten die Objekttrager 20 Minuten in
einem van Gieson Gemisch (s.0.) gefarbt werden. Nach einem abschlieRenden
kurzen Eintauchen in Leitungswasser erfolgte die Trocknung der Schliffe durch

Aufstellen der Objekttrager bei Raumtemperatur.
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Auch fir die Toluidinblaufarbung wurden die Schliffpraparate zunachst Uber 5
Minuten in 30%igem H,O, inkubiert. Die Farbung folgte nach einem Kkurzen
Eintauchen der Objekttrager in destilliertes Wasser. Die Inkubation im Toluidinblau
wurde im Warmeschrank bei 60°C fur etwa 30 Minuten durchgefuhrt. Die
Blaufarbung lie3 sich direkt bei Betrachtung der Objekttrager mit dem bloRRen
Auge beurteilen. Bei geringer Farbung der Schliffe wurde die Einwirkzeit
entsprechend verlangert. Abschliefend folgte eine Spulung in Aqua dest. durch
mehrmaliges Eintauchen der Praparate und die Trocknung der Schliffe wie oben

beschrieben.

Die gefertigten Schliffpraparate konnten im Durchlichtmikroskop betrachtet und mit

der AxioZeiss — Kamera bei 200facher VergroRerung fotografiert werden.

3.9 Quantitativer Nachweis exprimierter alkalischer Phosphatase: Messung

der Absorption von p-Nitrophenylphosphat im Photometer

Die quantitative Messung der exprimierten alkalischen Phosphatase durch die
Osteoblasten wurde nach den Zeitpunkten 7, 14 und 28 Tage Zellkultur
durchgefuhrt. Nach dem Absaugen des Mediums mit der Wasserstrahlpumpe und
dem Entfernen der Prufsubstanzen mit einer Pinzette sowie vorsichtigem Ldsen
des anhaftenden Zellrasens mit der Skalpellklinge wurden alle “wells® zunachst
zweimal mit eisgekuhltem PBS gespult. Dies gilt ebenfalls fur die Kontrollkultur in
Abwesenheit eines Biomaterials. Anschliel3end folgte das Aufbringen von genau
1ml kaltem PBS auf jede Probe. Die Zellen muf3ten nun noch mit einem
Gummispatel [Falcon® Cell Scraper, Becton Dickinson Labware] vom Boden
gelost werden. Danach konnte die Zellsuspension mit der Pipette in ein 1,8ml

Tube [Cryo tube 1,8ml, greiner bio-one] auf Eis Uberfuhrt werden.

Die Homogenisierung der Zellsuspension erfolgte, unter Sicherstellung der
Kldhlung der Rohrchen im Eisbad, fir 15 Sekunden im Ultraturrax [IKA-ULTRA-
TURRAX® T25 basic, IKA® GmbH & Co. KG, Staufen, D.]. Die Proben der ersten
beiden Zeitpunkte konnten bis zur Beendigung der 28 Tage Zellkultur bei —20°C
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gelagert werden. Die Messung der alkalischen Phosphatase wurde schlief3lich flr

alle 15 Proben gleichzeitig durchgefuhrt.

Fir die photometrische Messung der alkalischen Phosphatase in den
Zellsuspensionen mufite zunachst eine 2,5N Natriumhydroxidlésung, ein Puffer

und die Substratlosung hergestellt werden.

Der Puffer setzte sich aus 5,26g Diethanolamin, 0,05ml Triton-X-100 und
insgesamt 499,95ml Aqua dest. zusammen, Der pH-Wert betrug 9,8.

Die Substratlosung wurde direkt vor ihrer Anwendung angesetzt, da ihre Aktivitat
bei Lichteinfall sofort abnimmt. Fir die Loésung mulRten 45mg p-
Nitrophenylphosphat [p-Nitrophenyl Phosphate Tablets, 15mg substrate/tablet,
Cat.Nr. N-2640, SIGMA-Aldrich Inc.] in 10ml Puffer gelést werden. Das fertige
Substrat konnte durch Umwicklung der zur Mischung verwendeten Glasflasche mit

Aluminiumfolie vor Helligkeit geschutzt werden.

Nach dem Auftauen der eingefrorenen Proben bei Raumtemperatur wurde die
Reaktionsldsung direkt in vorbereitete Kiivetten [Eppendorf UVette®, 220-1600nm,
50-2000ul, Eppendorf AG, Hamburg, D.] pipettiert. Sie setzte sich aus jeweils
200ul vorgelegter Zellsuspension und 500ul Substratldsung zusammen. Die
Reaktion wurde nach 3 Minuten Inkubation mit jeweils 200ul 2,5N NaOH gestoppt.
Fir jede Probe existierte auRerdem ein vorbereiteter Leerwert. Hierzu wurden in
die Kuvetten erst 200ul NaOH vorgelegt und anschliel3end jeweils 500ul Substrat
und 200ul Probe zugefugt.

Nun konnte die Absorption des reagierten p-Nitrophenylphosphates bei 405nm im
Photometer [Ultrospec 2100pro UV/Visible Spectrophotometer, amersham
pharmacia biotech by Biochrom Ltd., Cambridge, UK] gemessen werden. Bei der
Messung diente der Leerwert jeder einzelnen Probe als Referenz. Zur
Bestimmung des Gehaltes an alkalischer Phosphatase (AP) in den Proben wurde
eine Kontrollmessung einer bekannten AP-Menge durchgeflhrt. Hierzu konnte
alkalische Phosphatase aus intestinaler Kalbermukosa [Phosphatase alkaline from
calf intestinal mucosa, 1,26U/mg, Cat.Nr. 79392, Fluka/SIGMA-Aldrich Inc.]
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verwendet werden. Das Pulver liel3 sich in PBS I6sen und konnte nach Herstellung
einer Verdunnungsreihe unter gleichen Bedingungen wie oben beschrieben
hinsichtlich der Absorption von umgesetztem Substrat im Photometer gemessen
werden. Die Bestimmung der alkalischen Phosphatase in den Proben erfolgte

rechnerisch, bezogen auf den Gesamtproteingehalt der Zellsuspension.

3.10 Semiquantitativer Nachweis der Gen - Expression mittels RT - PCR

RNA - Isolierung

Zu den bereits angegebenen Zeitpunkten 7, 14 und 28 Tage Zellkultivierung
erfolgte der Nachweis der Expression von Osteocalcin, alkalischer Phosphatase
und Bone Sialo Protein durch die Osteoblasten. Zu diesem Zweck wurden die vier
Prufkorper nach einem Spulvorgang mit PBS mit einer Pinzette aus den “plates”
genommen und in ein 12ml Roéhrchen [PP-Tube, 12mli, greiner bio-one] gelegt. In
dieses wurden anschlieRend 1,5ml Trizol [TRIzol® Reagent, Invitrogen Life
Technologies] pipettiert. Die Kontrolle der Osteoblasten ohne Anwesenheit eines
Knochenersatzmaterials wurde ebenfalls mit PBS gespult und direkt im “well* mit
1,5ml Trizol bedeckt. Nach einer Inkubationszeit von 3-5 Minuten bei
Raumtemperatur konnte die Phenollosung durch gleichzeitiges homogenisieren
mit der Pipette aufgenommen und in ein autoklaviertes 2ml Tube [Safe-Lock Tube,
2ml, Eppendorf AG] Uberfuhrt werden. Die Lagerung der Proben nach 7 und 14
Tagen erfolgte bei —80°C. Nach Erreichen des letzten Zeitpunktes konnten dann
alle Losungen gleichzeitig weiter bearbeitet werden, so daf fur die RNA-Isolierung

aller Proben mdglichst gleiche Bedingungen vorherrschten.

Nach dem Auftauen der Proben bei Raumtemperatur wurden in jedes Tube
zunachst 300ul Chloroform gegeben. Nach gutem Mischen mit der Hand und einer
Inkubationszeit von 2-3 Minuten folgte die erste Zentrifugation zur Phasenteilung
bei 13.000 rpm und 4°C fir 15 Minuten [Biofuge fresco, Heraeus Instruments].
Danach konnte die sichtbare wassrige Phase, etwa 900ul, in ein neues, steriles
2ml Tube transferiert werden. Nach der Zugabe von 750ul Isopropanol fur die

Alkoholfallung und erneutem Mischen von Hand folgte wieder eine Inkubation bei
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Raumtemperatur Gber 10 Minuten. Die Proben wurden nun fir 10 Minuten bei
13.000 rpm und 4°C zentrifugiert.

Im nachsten Schritt lieR sich der Uberstand vorsichtig mit einer 1000ul Pipette
entfernen. Es schlof3 sich ein Waschvorgang mit 1ml 75%igem Ethanol/DEPC
[Wasser DEPC-treated, autoklaviert, filtriert durch 0,2um Membranfilter,
Cat.Nr.95284, Fluka/SIGMA-Aldrich Inc.] an, um noch vorhandene Salze zu
entfernen. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4°C fur 5
Minuten konnte der Uberstand erneut mit der Pipette abgesaugt werden.
Befanden sich nun noch Alkoholreste im Tube, mufdte eine letzte Zentrifugation
uber ca. 3 Minuten durchgefihrt werden, bevor das sichtbare Pellet mit Hilfe der
Pipette von jeglicher Flussigkeit befreit werden konnte. Erst das vollig trockene
RNA-Pellet wurde schliellich in 30ul DEPC-Wasser geldst.

Bestimmung der RNA - Menge

Fir die Bestimmung der RNA-Konzentration in jeder Probe sind zunachst
Eppendorf Kiivetten mit 996ul DEPC-Wasser befillt worden. Je 4ul geléste RNA
wurde dazu gegeben. Die Absorption der Proben wurde bei 260nm im Photometer
gemessen. 1ml DEPC-Wasser diente als Leerwert. Die Ermittlung der RNA-
Konzentration in ug/ul erfolgte rechnerisch aus der bestimmten Absorption (s.
Kap. 4.6).

cDNA - Synthese mit einer Reversen Transkriptase
Aus der fertigen RNA konnte nun cDNA mit Hilfe eines Synthese Kit [Cloned AMV
First-Strand cDNA Synthesis Kit, Cat.Nr. 12328-040, Invitrogen Life Technologies]

hergestellt werden. Aus einigen Vorversuchen ergab sich als geeigneten Einsatz

fur die cDNA Synthese eine Menge von 100ng RNA. Diese wurde in einem ersten
Schritt zusammen mit einem Oligo(dT)z Primer, einem 10mM dNTP Mix und
DEPC-Wasser fur 5 Minuten bei 65°C in autoklavierten 500ul Tubes denaturiert.
AnschlieRend folgte die Zugabe der Reaktionslosung, die kurz zuvor in Form eines
sogenannten “Master Mix“ hergestellt wurde, der folgende Komponenten enthielt:
5x cDNA Synthese Puffer, 0,1M DTT, RNaseOUT™ (40U/ul), DEPC-Wasser



3 Material und Methoden 40

sowie die Cloned AMV Reverse Transkriptase (15units/ul). Die entstandene
L6sung mit einem Gesamtvolumen von 20ul konnte nun fur 50 Minuten bei 50°C
im Thermo Cycler [T3 Thermoblock, Biometra® biomedizinische Analytik GmbH,
Gottingen, D.] inkubiert werden. Danach schlo® sich noch ein 5minutiger
Inkubationsschritt bei 85°C an.

Alle hier verwendeten Chemikalien und Reaktionsldsungen waren Bestandteil des

oben genannten Cycle Kits.

Die fertige cDNA liel} sich direkt fur die folgende Polymerase - Kettenreaktion

verwenden bzw. bei —20°C lagern.

Polymerase - Kettenreaktion

Da das Ziel dieser Untersuchung der Vergleich der einzelnen Proben hinsichtlich
der eventuell unterschiedlichen Genexpression durch die Osteoblasten sein sollte,
mufte zunachst eine Angleichung der einzusetzenden cDNA-Menge voran gestellt
werden. Zu diesem Zweck wurde die PCR zuerst fir das Gen GAPDH
[Glycerinaldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase], einem Enzym aus der Glykolyse,
durchgefuhrt, da dieses von (fast) jeder eukaryonten Zelle in gleicher Weise
exprimiert wird. Nach dem Ermitteln der je Probe nodtigen cDNA Menge fur die
Darstellung gleicher GAPDH - Banden konnten anschlieiend entsprechende
Primer fur Tissue-nonspecific alkaline phosphatase TNSALP), Bone Sialo Protein
(BSP) und Osteocalcin (Bone GLA protein = BGP) in der PCR eingesetzt werden.

Die Polymerase - Kettenreaktion setzte sich aus folgender Reaktionsldsung
zusammen: 5mM dNTP Mix, 10x PCR Puffer [PCR reaction buffer 10x,
Cat.Nr.1271318, Roche Diagnostics GmbH], je ein 2uM forward und reverse
Primer, DEPC-Wasser sowie eine Polymerase [Tag DNA Polymerase, 5U/ul,
Cat.Nr.1435094, Roche Diagnostics GmbH)]. Die Losung wurde ebenfalls nach
Herstellung eines “Master Mix“ auf die in vorbereitete Reaktionsgefalle [PCR
Softstripes, 0,2ml, Biozym®] vorgelegte cDNA gegeben. Das Gesamtvolumen

betrug 20pl.
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Die nun folgende Reaktion wurde im Thermo - Cycler durchgeflihrt. Das gewahlte
Programm begann mit einer 4minudtigen Inkubation bei 94°C zur Denaturierung.
Die folgenden drei Schritte, ein Intervall von 15 Sekunden bei 95°C, 15 Sekunden
bei 58°C sowie 1 Minute bei 72°C, wurden 35 mal wiederholt. AnschlieRend
folgten weitere 10 Minuten Inkubation bei 72°C zur Sicherstellung der Synthese
eventuell wieder zusammen gelagerter Strange. Die fertige Reaktion konnte bei
4°C im Thermo - Block gehalten werden.

Die verwendeten Primer

GAPDH forward: 5‘— GAC ATC AAG AAG GTC GTG AAG CAG - 3¢
GAPDH reverse: 5‘—CTC CTG TTATTA TGG GGG TCT GG - 3¢
Erwartetes PCR-Produkt: 361 bp

TNSALP forward: 5°— TGT TCC TGG GAG ATG GTATGG G - 3¢
TNSALP reverse: 5°— GGA TGG ATG TGA CCT CATTGC C - 3¢
Erwartetes PCR-Produkt: 285 bp

BSP forward: 5~ ACGCCACACTTTCCACACTCTC-3¢
BSP reverse: 55— TCATCCACTTCTGCTTCTTCG TTC - 3¢
Erwartetes PCR-Produkt: 211 bp

BGP forward: 5‘'-TCC AAG CAG GAG GGC AAT AAG -3¢

BGP reverse: 5~ GCG TTT GTAGGC GGTCTTCAAG -3¢
Erwartetes PCR-Produkt: 162 bp

Gelelektrophorese

Zur Darstellung der jeweiligen Genexpression diente eine Gelelektrophorese. Das
Gel wurde aus 2% Agarose [SeaKem® LE agarose, BioWhittaker Molecular
Applications, Rockland, USA] in Gelelektrophorese Puffer [1x TAE Puffer (Tris
Acetat EDTA)] durch Losen des Pulvers fur 1-2 Minuten in der Mikrowelle

hergestellt. Der Flussigkeit wurden 5% Ethidiumbromid zugefugt. AnschlieRend



3 Material und Methoden 42

konnte das Gel in eine vorbereitete Kammer gegossen werden. Die Aushartung
war nach etwa 20 Minuten abgeschlossen und das Gel konnte in die
Elektrophoresekammer [Wide Mini Sub Cell® GT Agarose Gel Electrophoresis
System, BIO-RAD Laboratories, Miinchen, D.] gestellt und vollstandig mit 1x TAE
Puffer bedeckt werden. Jeder Reaktionslésung wurden 2ul Probenpuffer
[Gelladepuffer aus Bromphenolblau, Cat.Nr. B-8026, SIGMA und Xylencyanolblau,
Cat.Nr. X-4126, SIGMA-Aldrich Inc.] zugeflgt. Es folgte der Transfer der
gesamten Probelosung von 22ul in die bei der Aushartung des Gels
berucksichtigten Taschen. 10ul einer vorbereiteten Losung als Marker fur 100bp
[verdiinnt aus 1kb plus DNA Ladder, 1ug/ul, Invitrogen Life Technologies] wurde
ebenfalls auf das Gel gebracht. Die Elektrophorese konnte nun bei einer
angelegten Spannung von 100V [Power Pac 200, Quick Reference Guide,
BIO-RAD] uber etwa 20 Minuten durchgefihrt werden.

SchlieRlich erfolgte die Betrachtung der gemal ihrer Ladung gewanderten cDNA-
Banden unter UV-Licht. Ein Quantity One PC Programm [BIO-RAD] ermdglichte
die Speicherung der Abbildung.
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4 Ergebnisse

4.1 Dokumentation der Osteoblastenproliferation im Auflichtmikroskop

Die Beurteilung der Osteoblastenproliferation und Morphologie wurde taglich im
Lichtmikroskop nach subjektiven Kriterien durchgefuhrt. Avitale Zellen, die durch
Schwimmen im Kulturmedium und Nicht - Anhaften an der Unterlage auffielen,
waren im beschriebenen Versuchsansatz in Anwesenheit der
Knochenersatzmaterialien nur in den ersten 48 Stunden nach dem Ausplattieren
zu erkennen. Eine ungewdhnliche Zellmorphologie in Hinblick auf zu viele und zu

grole intrazellulare Vakuolen war in allen Kulturen nur vereinzelt zu beobachten.

Die Abbildungen 4.1 — 4.5 zeigen die verschiedenen Osteoblastenkulturen in
Anwesenheit der Biomaterialien sowie die Kontrollkulturen im Vergleich zwischen
dem 4. Tag und dem 28.Tag des Experimentes. Die Zellen weisen in Anwesenheit
aller Testsubstanzen sowie in der Leerkontrolle einen konfluenten Zellrasen auf.
[“Konfluenz wurde als ununterbrochener Kontakt der Zellen innerhalb des wells
definiert.“ [89]] Die Osteoblasten erscheinen zu Beginn des Versuches am 4.Tag
der Zellkultur aufgrund ihrer langlichen Gestalt Fibroblasten sehr ahnlich. Im
Verlauf der Untersuchung weisen sie aber eine Anderung der Morphologie zu
kubischen Zellen auf. Der spater beschriebene positive Osteocalcinnachweis
sowie die Fahigkeit der Kalzifizierung der Knochenmatrix beweist, dass es sich bei

den Zellen um Osteoblasten handelt.

Osteoblastenkultur in Anwesenheit von Endobon®

Abbildung 4.1 =zeigt die kultivierten Osteoblasten in Anwesenheit der
Hydroxylapatitkeramik Endobon®. Es 14Rt sich ein ungestdrtes Zellwachstum bis
an dessen Rand erkennen. Ein daruber hinaus gehendes Einwachsen in die
Struktur der Keramik [aRt sich, soweit anhand der lichtmikroskopischen
Betrachtung moglich, bereits erahnen. Die gezeigten Ausschnitte der Zellkultur
von einer dem Material entfernten Stelle lassen keine deutlichen Unterschiede der
Zellproliferation erkennen. Die Osteoblasten wachsen in der gesamten

Kulturschale gleich stark. Insgesamt ist im Vergleich der Zellkultur zwischen dem



4 Ergebnisse 44

4. und dem 28. Tag eine deutliche Zunahme der Osteoblasten bezlglich ihrer

Anzahl und Dichte zu verzeichnen.

Abb. 4.1: Osteoblasten in Anwesenheit von Endobon® (1) Tag 4 (2) Tag 28; (A) x100 (B) x200

Osteoblastenkultur in Anwesenheit von Biobon®

Osteoblasten, die in Anwesenheit des Kalziumphosphatzementes Biobon®
kultiviert wurden, umschlieBen das Biomaterial bereits nach 4 Tagen mit einem
konfluenten Zellrasen. Im Verlauf des Untersuchungszeitraumes von 4 Wochen ist
eine deutliche Vermehrung der Zellen eingetreten, so dass am letzten Tag der
Zellkultur ein dichter Osteoblastenverband zu erkennen ist, der keinen
Unterschied zwischen dem direkten Kontakt zum Knochenersatzmittel und der

umliegenden Kultur aufweist.
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Abb. 4.2: Osteoblasten in Anwesenheit von Biobon® (1) Tag 4 (2) Tag 28; (A) x100 (B) x200

Osteoblasten in Anwesenheit von Calcibon®

Die Osteoblasten in Kultur mit dem Kalziumphosphatzement Calcibon® (s. Abb.
4.3) weisen zu Beginn des Versuches ein ahnliches Wachstumsverhalten wie die
oben dargestellten Zellen in Anwesenheit von Endobon® und Biobon® auf. Auch
hier ist ein konfluenter Zellrasen, der in unmittelbarer Nahe zu dem Prifkérper und
auch weiter entfernt keine wesentlichen Unterschiede in der Morphologie und dem

Wachstumsverhalten der Osteoblasten aufweist.

Nach 28 Tagen Kultivierung der Zellen in Anwesenheit von Calcibon® 13Rt sich

eine extrem starke Besiedelung des gesamten “wells® mit vor allem kubisch
geformten Osteoblasten erkennen. Weiterhin scheint es, dass die Zellen vor allem
in der unmittelbaren Umgebung des Zementes eine besonders hohe Dichte

aufweisen. Diese Beurteilung bleibt allerdings subjektiven Kriterien vorbehalten.
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Abb. 4.3: Osteoblasten in Anwesenheit von Calcibon® (1) Tag 4 (2) Tag 28; (A) x100 (B) x200

Osteoblasten in Anwesenheit von Dentin

Obwonhl Elfenbein keine Poren besitzt und es eine glatte Oberflache hat, 1afdt sich
auch um den Dentinkorper bereits zu Beginn der Zellkultur ein dichtes
Zellwachstum erkennen. Die Osteoblasten im restlichen “well” sind ebenfalls

konfluent.

Nach 28 Tagen Inkubation in Anwesenheit von Dentin weisen die Zellen ebenfalls
eine starke Proliferation zu einem mehrschichtigen Zellrasen auf. Auch ein
direktes Umschlie3en des Prufkorpers ist sichtbar. Das Zellbild erscheint hier sehr

dicht, allerdings im Vergleich zur umliegenden Kultur inhomogener.
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Abb. 4.4: Osteoblasten in Anwesenheit von Dentin (1) Tag 4 (2) Tag 28; (A) x100 (B) x200

Leerkontrolle der Osteoblasten ohne Anwesenheit eines Biomaterials

Kultivierte Osteoblasten in Abwesenheit eines Knochenersatzmaterials weisen
nach 4 Tagen Inkubation ebenso einen konfluenten Zellayer auf, wie er auch in
Anwesenheit der getesteten Prufsubstanzen gezeigt werden konnte. Im Verlauf
des Experimentes erfolgte in der Kontrollkultur ebenfalls eine Zunahme der
Osteoblasten, so dass am 28. Tag des Experimentes ein dichter Zellrasen im

“‘well* zur Darstellung kommt.
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Abb. 4.5: Osteoblastenleerkontrolle (1) Tag 4 (2) Tag 28; (A) x100 (B) x200

Im Gegensatz zu der erfolgreichen Proliferation der Zellen in Anwesenheit der
getesteten Biomaterialien soll eine Zellkultur von Osteoblasten in Anwesenheit
eines reinen Polyglykolids gezeigt werden (s. Abb. 4.6). Die Kultivierung wurde
von einer Arbeitsgruppe der experimentellen Unfallchirurgie der Universitatsklinik
Hamburg in Zusammenarbeit mit der chemischen Fakultat der Universitat Bochum
in gleicher Weise wie oben beschrieben durchgefihrt [93]. Dabei kann beobachtet
werden, dass sich Osteoblasten in Anwesenheit des Polyglykolids von dem

Material I16sen und absterben.

Abb. 4.6: Osteoblasten in Anwesenheit eines reinen Polyglykolids nach 4 Tagen
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4.2 pH - Metrie

Im Verlauf des Experimentes wurde der pH-Wert des Zellkulturmediums jeden 2.
Tag im Rahmen des Mediumwechsels bestimmt. Abbildung 4.7 zeigt eine
Verlaufsanalyse der pH-Werte von o-MEM in Anwesenheit von Endobon®,
Biobon®, Calcibon®, Dentin, der Osteoblasten — Leerkontrolle sowie des Mediums

in Abwesenheit kultivierter Osteoblasten.
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Abb. 4.7: pH-Metrie von a-MEM Uber den gesamten Versuchszeitraum

Das Medium aller Kulturen zeigt ab Tag 5 einen Abfall des pH-Wertes. Dieser lafdt
sich dadurch erklaren, dal® ab dem 5. Tag der Zellkultur dem Medium bei jedem
Wechsel Ascorbinsaure zugesetzt wurde. Das Kulturmedium in der Leerkontrolle
weist insgesamt einen hoheren pH-Wert auf. Kultivierte Osteoblasten sauern das
Medium also an. Die Kulturen in Anwesenheit von Endobon®, Biobon®, Dentin und
die Osteoblastenkontrolle befinden sich im gesamten Verlauf noch in der
physiologischen pH-Wert — Spanne von 7,2 — 7,6. Calcibon® hingegen hat die

Tendenz, das Medium etwas vermehrt anzusauern.
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4.3 Farbungen der Zellkultur

Nachweis exprimierter alkalischer Phosphatase nach 7 Tagen

Die enzymatische Farbung der kultivierten Osteoblasten in Anwesenheit der
Knochenersatzmaterialien sowie in der Leerkontrolle hinsichtlich der von den

Zellen exprimierten alkalischen Phosphatase erfolgte nach 7 Tagen Kultivierung.

Abb. 4.8: Enzymatische Alkalische Phosphatase — Farbung nach 7 Tagen; x200
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In allen gezeigten Abbildungen |aRt sich eine Blaufarbung deutlich erkennen. Sie
stellt den positiven Nachweis flir exprimierte alkalische Phosphatase dar und
macht damit sichtbar, dal3 die Osteoblasten bereits nach 7 Tagen in vitro
begonnen haben, zu differenzieren. Die abgebildeten Farbungen weisen keine
wesentlichen Unterschiede hinsichtlich der Starke der Bildung von alkalischer
Phosphatase in den verschiedenen Kulturansatzen auf.

Kollagennachweis nach van Gieson nach 14 Tagen

Abb. 4.9: Kollagenfarbung nach van Gieson nach 14 Tagen; x200
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Die Kollagenfarbung nach van Gieson wurde nach 2 Wochen Kultivierung in allen
5 Ansatzen durchgefuhrt. Kollagen stellt sich in der van Gieson - Farbung rot dar.
Die Abbildung 4.9 zeigt, dass das wichtige Matrixprotein der Osteoblasten nach 14

Tagen Inkubation in allen Ansatzen vorhanden ist.

Darstellung mineralisierter extrazelluldrer Matrix mit der Versilberung nach von

Kossa nach 28 Tagen

Abb. 4.10: Mineralisierte extrazellulare Matrix nach von Kossa nach 28 Tagen; x200
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Die Abbildung 4.10 laRt deutliche Mineralablagerungen in der Zellkultur aller
Ansatze erkennen. Die Kulturen in Anwesenheit der Biomaterialien sowie die
Leerkontrolle zeigen die Ausbildung von Apatitkristallen. Eine positive Darstellung
der mineralisierten extrazellularen Matrix nach 4 Wochen Kultivierung der

Osteoblasten verdeutlicht den spaten Differenzierungsgrad der Zellen.

4.4 Schliffpraparate der Prufkorper

Die dargestellten von Kossa / van Gieson Gegenfarbungen der Schliffprararate
dienen dem Nachweis der Kollagenexpression durch die Osteoblasten, die sich in
direktem Kontakt mit den Prufkérpern befinden. Wahrend sich der Zellayer in
dieser Farbung insgesamt gelb darstellt, ist hier besonders auf den positiven
Kollagennachweis durch eine Rotfarbung zu achten. In den abgebildeten
Toluidinblau — Farbungen der Praparate ist das Interface zwischen dem
Osteoblastenlayer und der Oberflache der jeweiligen Testsubstanz dargestellt. Die

Zellen sind direkt durch ihre Blaufarbung zu erkennen.

Vergleich der getesteten Biomaterialien nach 7 Tagen Kultivierung:

Kollagenbildung der Osteoblasten, Darstellung des Zell - Materialoberflache —

Interface

Abb. 4.11 IaRt am 7. Tag der Zellkultur auf allen Materialien eine beginnende
Kollagenbildung der Osteoblasten erkennen. Die Toluidinblau — Farbungen zeigen
die gelungene Darstellung eines grenzschichtfreien Interface zwischen einem
Monolayer von Osteoblasten und der jeweiligen Oberflache der Biomaterialien.
Deutliche Unterschiede bezlglich des Verhaltens der Osteoblasten auf den
verschiedenen Prufkérpern sind zu dem hier dargestellten Zeitpunkt des

Versuches noch nicht nachzuvollziehen.
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Abb. 4.11: Schliffpraparate nach 7 Tagen Kultivierung: Kollagenbildung [links / van Gieson],
Zell-Material-Interface [rechts / Toluidinblau]; x200

Vergleich der getesteten Biomaterialien nach 14 Tagen Kaultivierung:

Kollagenbildung der Osteoblasten, Darstellung des Zell - Materialoberflache -

Interface

Nach 2 Wochen Inkubation der Osteoblasten auf den Testsubstanzen laRt sich
insgesamt eine vermehrte Kollagenbildung darstellen. Diese ist vor allem in
Anwesenheit von Calcibon® besonders deutlich zu erkennen. Die Abbildung des
Kollagennachweises auf Dentin hingegen ladt eine sichtbare Zunahme der
entsprechenden Rotfarbung vermissen. Der Vergleich der Schliffpraparate von
Tag 7 und Tag 14 weist die Ausbildung eines mehrschichtigen Zellayers nach 2
Wochen Inkubation auf. Ein grenzschichtfreies Interface zwischen den
Osteoblasten und der Materialoberflache ist weiterhin in Anwesenheit aller vier
Biomaterialien nachzuweisen. Die Kollagendarstellung in Anwesenheit von
Biobon® am 14. Tag zeigt auRerdem, daR Unterbrechungen der rauhen

Oberflache von einem Osteoblastengeflecht Uberbrickt werden.
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Abb. 4.12: Schliiffpraparate nach 14 Tagen Kultivierung: Kollagenbildung [links / van Gieson],
Zell-Material-Interface [rechts / Toluidinblau]; x200

Vergleich der getesteten Biomaterialien nach 28 Tagen Kultivierung:

Kollagenbildung der Osteoblasten, Darstellung des Zell - Materialoberflache -

Interface

Der Vergleich der Schliffpraparate am 28. Tag des Versuches weist sowohl
bezuglich der Kollagenbildung als auch in Hinblick auf den Osteoblastenmultilayer
und das Zell — Material — Interface einige Unterschiede zwischen den
verschiedenen Prufkérpern auf. Wahrend in Anwesenheit von Dentin keine
vermehrte Kollagenbildung nach 4 Wochen Kultivierung zu verzeichnen ist, l1af3t
sich auf Calcibon® ein dichtes Kollagenband auf der Oberfliche des
Kalziumphosphatzementes darstellen. Die Schliffpraparate von Endobon® und
Biobon® lassen insgesamt ebenfalls eine Zunahme des Matrixproteins erkennen.
Der Ausschnitt des Endobon® - Préparates zeigt den positiven Kollagennachweis

an einer anderen Stelle des gleichen Schiliffes.
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Auf den Knochenersatzmaterialien ist am 28. Tag des Experimentes die
erfolgreiche Ausbildung eines mehrschichtigen Osteoblastenlayers zu erkennen.
Der Zellrasen hat sich in Anwesenheit von Endobon® im Vergleich zur 2. Woche
der Zellkultur, s. Abb. 4.12, verdichtet. Hier ist in Abb. 4.13 aulRerdem ein
Ausschnitt des Schliffpraparates gezeigt, in dem das Umspannen der pordsen
Struktur der Hydroxylapatitkeramik zu sehen ist. Besonders auf den
Kalziumphosphatzementen Biobon® und Calcibon® zeigt sich ein Multilayer, der im
Verlauf des Experimentes an Zellschichten zugenommen hat und weiterhin den
Materialien grenzschichtfrei aufliegt. In Anwesenheit von Dentin kann ebenfalls ein
Multilayer von Osteoblasten dargestellt werden, der direkten Kontakt zur
Oberflache des Elfenbeins hat.

Endobon@ Endobon@

. ® . ®
Biobon Biobon " ”
- - b %.Nl...
z - - - # e ; B 2 - = u £ L

Calcibon@ Calcibon@

Dentin Dentin

Abb. 4.13: Schliffpraparate nach 28 Tagen Kultivierung: Kollagenbildung [links / van Gieson],
Zell-Material-Interface [rechts / Toluidinblau]; x200
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4.5 Quantitativer Nachweis der Alkalische Phosphatase — Expression durch

Messung der Substratumsetzung von p-Nitrophenylphosphat im Photometer

Die angesetzte Verdlinnungsreine der alkalischen Phosphatase [Fluka:
Phosphatase alkaline from calf intestinal mucosa] mit einem Proteinanteil von

1,26U/mg ergab folgende Absorptionswerte bei 405nm:

Tab 4.1: Verdiinnungsreihe Alkalische Phosphatase
imU = 0,182

5mU = 0,341
10mU = 0,515
20mU = 0,841

Die gemessene Absorption der Proben wurde in mU alkalische Phosphatase am
Gesamtproteingehalt der Proben umgerechnet. Die errechneten Werte wurden auf

zwei Stellen nach dem Komma auf- bzw. abgerundet.

Tab. 4.2: Ergebnisse der Photometrie; Alkalische Phosphatase

Zeitpunkt |Probe Absorption [Alk. Phosphat. [mU]

Tag 7 Endobon 0,018 0,1
Tag 7 Biobon 0,01 0,05
Tag 7 Calcibon 0,017 0,09
Tag 7 Dentin 0,012 0,07
Tag 7 Kontrolle 0,019 0,1
Tag 14 Endobon 0,073 04
Tag 14 Biobon 0,079 0,43
Tag 14 Calcibon 0,026 0,14
Tag 14 Dentin 0,033 0,18
Tag 14 Kontrolle 0,009 0,05
Tag 28 Endobon 0,019 0,1
Tag 28  |Biobon 0,034 0,19
Tag 28 Calcibon 0,002 0,01
Tag 28 Dentin 0,005 0,03
Tag 28 Kontrolle 0,033 0,18
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Aus den ermittelten Werten ergibt sich zur vereinfachten Darstellung der

Ergebnisse folgendes Diagramm:

[mU]

0,5

0,45

0,4

0,35 -
0,3
0,25

0,2

0,15
0,1+

0,05 -

[ 7 TAGE ] [ 14 TAGE ] [ 28 TAGE ]

¢ Endobon ¢ Biobon ¢ Calcibon ¢ Dentin ¢ Kontrolle

Abb. 4.14: Quantitative Messung der alkalischen Phosphatase; Photometrie

Zu beachten sind die insgesamt niedrigen Werte des ermittelten Gehaltes an
alkalischer Phosphatase. Weiterhin a3t sich kein ansteigender Verlauf der Bildung
des Enzyms Uber den Versuchszeitraum darstellen. Die hier ermittelten
Ergebnisse stimmen keineswegs mit den Resultaten der RT - PCR hinsichtlich der
alkalischen Phosphatase Uberein (s. Abb. 4.15 — 4.17). Weitere Aussagen uber
den hier durchgefuhrten Test folgen nach der Darstellung der RT - PCR fur

alkalische Phosphatase in dem Kapitel 5.1.
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4.6 Ergebnisse der Reverse Transkriptase - PCR fur GAPDH, Tissue -
nonspecific alkaline phosphatase (TNSALP), Bone Sialo Protein (BSP),
Osteocalcin (BGP)

Quantifizierung der extrahierten RNA der kultivierten Osteoblasten

Die Menge der gewonnenen Osteoblasten — RNA wurde durch Messung der
Absorption der Proben bei 260nm im Photometer bestimmt. Bei der Verwendung
der Eppendorf Uvette® Kiivetten entspricht bei einem Volumen von 1ml eine
Absorption von 1,0 bei genannter Wellenlange einem RNA — Gehalt von 40ug. Da
4ul geloste RNA zur Bestimmung der Menge eingesetzt wurden, ergibt sich
entsprechend aus einer Absorption von 0,1 ein RNA — Gehalt von 1ug/ul. Somit
konnten die in Tabelle 4.3 dargestellten Werte fur die untersuchten Proben

festgestellt werden:

Tab. 4.3: ermittelte RNA — Menge der einzelnen Proben

Zeitpunkt |Probe Absorption |RNA [ug/ull |RNA [ng/pl]

Tag 7 Endobon 0,015 0,15 150
Tag 7 Biobon 0,004 0,04 40
Tag 7 Calcibon 0,026 0,26 260
Tag 7 Dentin 0,023 0,23 230
Tag 7 Kontrolle 0,073 0,73 730
Tag 14 Endobon 0,011 0,11 110
Tag 14 Biobon 0,015 0,15 150
Tag 14 Calcibon 0,022 0,22 220
Tag 14 Dentin 0,011 0,11 110
Tag 14 Kontrolle 0,06 0,6 600
Tag 28 Endobon 0,014 0,14 140
Tag 28 Biobon 0,003 0,03 30
Tag 28 Calcibon 0,014 0,14 140
Tag 28 Dentin 0,011 0,11 110
Tag 28 Kontrolle 0,049 0,49 490
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Zur Synthese der cDNA mit Hilfe des AMV First-Strand cDNA Synthesis Kit
wurden jeweils 100ng der gewonnenen RNA eingesetzt. Die Angleichung der
GAPDH - Signale erfolgte durch Variation der fur die PCR verwendeten cDNA —
Mengen. Diese ermittelten Volumina wurden entsprechend fir die zu
untersuchenden Gene TNSALP, Bone Sialo Protein und Osteocalcin eingesetzt.

Es handelte sich um die in Tabelle 4.4 dargestellten cDNA — Mengen:

Tab. 4.4: eingesetzte cDNA

Zeitpunkt |Probe cDNA
Tag 7 Endobon |4 ul

Tag 7 Biobon  [4 ul

Tag 7 Calcibon |1,5 ul

Tag 7 Dentin 2yl

Tag 7 Kontrolle [2,5 pl

Tag 14 Endobon |2 ul

Tag 14 Biobon (3 ul

Tag 14 Calcibon |2 pl

Tag 14 Dentin 2 ul

Tag 14 Kontrolle (4 ul

Tag 28 Endobon |2 pl

Tag 28 Biobon |2 pl

Tag 28 |Calcibon |3 pl

Tag 28 Dentin 3l

Tag 28 Kontrolle |2 pl
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Darstellung der RT - PCR fir den Zeitpunkt Tag 7

Osteocalcin

Bone Sialo
Protein

Alkalische

Phosphatase

GAPDH e Uy  PUUMM e —

Endobon Biobon Calcibon Dentin Kontrolle

Abb. 4.15: Ergebnisse der RT - PCR zum Zeitpunkt Tag 7 der Zellkultur

Die sichtbaren Banden der cDNA aus den kultivierten Osteoblasten nach 7 Tagen
Inkubation auf den Knochenersatzmaterialien lassen bereits einige Unterschiede
hinsichtlich der Gen - Expression erkennen. Wahrend flir das Gen GAPDH als
Kontrolle der Durchfiihrung der RT - PCR eine einheitliche Darstellung aller funf
Proben zu sehen ist, 1alt sich (beim Einsatz gleicher cDNA Volumina) bezlglich
der drei untersuchten Gene Osteocalcin, Bone Sialo Protein und alkalische
Phosphatase ein unterschiedlich intensives Expressionsmuster unter dem Einfluf
der einzelnen Biomaterialien erkennen. Sowohl Osteocalcin als auch Bone Sialo
Protein werden in Anwesenheit der Knochenersatzstoffe Endobon®, Biobon® und
Calcibon® bereits nach der ersten Woche in gleicher Weise exprimiert. Auch in der
Kontrollkultur ist die Expression beider Gene zu diesem Zeitpunkt nachzuweisen.
Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen kann man sehen, dass Osteoblasten auf
Dentin nach 7 Tagen Zellkultur noch nicht so weit differenziert sind, dass sie diese
Osteoblasten - typischen Marker, Osteocalcin und Bone Sialo Protein, bereits

exprimieren.

Die Untersuchung der alkalischen Phosphatase weist ebenfalls einige

Unterschiede im Vergleich der unterschiedlich beeinflul3ten Zellen auf.
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Osteoblasten auf Endobon®, Calcibon® sowie in Abwesenheit einer Priifsubstanz
lassen etwa gleich starke cDNA Banden fur das Gen erkennen. In Anwesenheit
von Biobon® ist diese noch deutlich intensiver vorhanden. Hingegen sieht man
auch in bezug auf die alkalische Phosphatase, dal} Osteoblasten in Kultur mit dem
Elfenbein nach einer Woche nicht dem Differenzierungsgrad der anderen Zellen

entsprechen und sich keine entsprechende cDNA Bande nachweisen laft.

Darstellung der RT - PCR fir den Zeitpunkt Tag 14

Osteocalcin

Bone Sialo
Protein

Alkalische el RSN SweTes
Phosphatase

Endobon Biobon Calcibon Dentin Kontrolle

Abb. 4.16: Ergebnisse der RT - PCR zum Zeitpunkt Tag 14 der Zellkultur

Die Untersuchung der mRNA Expression durch die kultivierten Osteoblasten nach
2 Wochen Inkubation zeigt bezlglich Osteocalcin und Bone Sialo Protein ahnliche
Ergebnisse wie schon nach 7 Tagen. Die Expression beider Gene kann in den
Zellen in Anwesenheit von Endobon®, Biobon® und Calcibon® sowie in der
Kontrollkultur in etwa gleicher Intensitat nachgewiesen werden. Osteoblasten auf
Dentin exprimieren in geringen Mengen Osteocalcin und Bone Sialo Protein am
14. Tag des Experimentes. Wie in Abb. 4.16 zu sehen ist, erscheinen die

entsprechenden cDNA Banden schwach, aber erkennbar. Dies ist Ausdruck einer
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verzogerten, aber erfolgreich stattfindenden Differenzierung der Zellen in

Anwesenheit des Elfenbeins.

Wie auch in der ersten Woche der Zellkultur, s. Abb. 4.15, weist die Expression
der alkalischen Phosphatase (AP) ebenfalls nach 2 Wochen Inkubation der
Osteoblasten deutliche Unterschiede in den verschiedenen Proben auf. Nachdem
Zellen unter dem EinfluR von Endobon® in der ersten Woche das Gen noch in
vergleichbarer Intensitat wie die Kontrolle exprimierten, ist dieses bereits nach 14
Tagen nicht mehr nachweisbar. Die mRNA Expression fur alkalische Phosphatase
erfolgt hingegen in Anwesenheit von Biobon® in etwa gleicher Intensitét wie in der
ersten Woche des Versuches. Osteoblasten in Kultur mit Calcibon® zeigen eine
starke Zunahme des Gehaltes an AP. Weiterhin zeigen nun auch Zellen auf
Dentin eine deutliche Expression des Enzyms. Die Proben aus der Kontrollkultur
weisen bezuglich der alkalischen Phosphatase keine Veranderungen im Vergleich

zum 7. Tag auf.

Darstellung der RT - PCR flir den Zeitpunkt Tag 28

Osteocalcin

Bone Sialo
Protein

e
Alkalische TSI
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Endobon Biobon Calcibon Dentin Kontrolle

Abb. 4.17: Ergebnisse der RT - PCR zum Zeitpunkt Tag 28 der Zellkultur

Die Betrachtung der cDNA Banden fiir die Proben des 28. Tages der Zellkultur

ermoglicht einen Vergleich hinsichtlich der Expression von Osteocalcin und Bone
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Sialo Protein. Vor allem Zellen auf Endobon®, Biobon® und Calcibon® sowie die
Osteoblasten in der Kontrollkultur exprimieren beide Gene jeweils in etwa gleicher
Intensitat. Die Hydroxylapatitkeramik und Biobon® lassen dabei insgesamt
starkere cDNA Banden erkennen. Weiterhin fallt auf, dass die Osteoblasten in
Anwesenheit von Dentin auch zum Zeitpunkt Tag 28 beide Gene exprimieren,
wobei das Osteoblasten - spezifische Osteocalcin eine geringere Intensitat

aufweist.

Entscheidend ist bei der Untersuchung der Zellkultur am Ende des Experimentes,
dem 28. Tag der Inkubation, erneut der Vergleich der einzelnen Proben in bezug
auf die alkalische Phosphatase. Nachdem die Expression des Gens unter dem
EinfluR von Endobon® bereits nach 14 Tagen nicht mehr erkennbar war, s. Abb.
4.16, 1aRt sich diese auch nach 4 Wochen nicht mehr nachweisen. Ebenso findet
am 28 Tag der Zellkultur keine AP — Expression der Osteoblasten auf Biobon®
mehr statt. Obwohl nach einer verzdgerten Differenzierung der Zellen auf Dentin
am 14. Tag alkalische Phosphatase nachzuweisen war, ist das Gen am Ende der
Langzeitkultur nicht mehr zu finden (s. Abb. 4.17).

Das wichtigste Ergebnis liefert der Vergleich der Osteoblastenkultur unter dem
EinfluR des Kalziumphosphatzementes Calcibon® mit der Kontrollkultur in Hinblick
auf die alkalische Phosphatase. Nachdem die Osteoblasten auf Calcibon® das
Gen bereits im Verlauf der ersten zwei Wochen des Untersuchungszeitraumes
zunehmend exprimierten, ist es auch am 28. Tag stark nachweisbar. Seine
Intensitat 1alt sich mit der cONA Bande der Kontrollkultur gleichsetzen. Die Zellen
in Abwesenheit eines Biomaterials zeigen namlich ebenfalls eine Zunahme der AP
— Expression. Diese ist allerdings erst nach 4 Wochen deutlich erkennbar. Die
beiden Proben (Calcibon® und Leerkontrolle) sind beziiglich der alkalischen
Phosphatase die Einzigen, die Uber den gesamten Versuchszeitraum eine
Steigerung  der  Genexpression  erfahren. Die  Anwesenheit  des
Knochenersatzmaterials Calcibon® scheint somit am besten eine vergleichbare

Osteoblastenkultur wie unbeeinfluRte Zellen in vitro zu ermoglichen.
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5 Diskussion

5.1 Beurteilung der durchgefiihrten Versuche

Das im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte Testsystem erlaubt den
Vergleich verschiedener Knochenersatzmaterialien bezuglich ihrer Osteoblasten -
spezifischen Biokompatibilitdt. Eine schnelle und kontinuierliche Proliferation der
Zellen in Anwesenheit der Biomaterialien konnte durch die Anfertigung von
Fotografien der Zellkultur nachgewiesen werden und zeigte keine entscheidenden

Unterschiede im Vergleich zur Leerkontrolle.

Die Verlaufsanalyse des pH - Wertes im Kulturmedium o-MEM zeigte fur jede
Testsubstanz eine Stabilitat des pH. Schwankungen der Werte waren nur in den
ersten 72 Stunden zu beobachten und stellten sich spatestens nach 5 Tagen
Kultivierung ganzlich ein. Die ermittelten pH - Werte lagen in dem physiologischen
Bereich von 7,2 — 7,6, was eine wichtige Rolle bezlglich der Anwendung von
Biomaterialien in vivo spielt. Der Kalziumphosphatzement Calcibon® zeigte zwar
eine leicht vermehrte Ansduerung des Milieus, doch die Osteoblasten wiesen
keinerlei Einschrankungen in ihrem Wachstums- und Differenzierungsverhalten
auf. Dies bestatigt die Ergebnisse von Ramp et al. [111], die sie bei
Untersuchungen mit  embryonalen Huhnerosteoblasten  sowie  einer
osteoblastenahnlichen Zellinie aus Huhnerembryos bezuglich der Zellaktivitat in
Abhangigkeit von pH - Anderungen herausfanden: Die Zellzahl- und proliferation
kann von gewissen pH - Schwankungen unbeeinfluf3t bleiben, da Osteoblasten die
Fahigkeit zur pH - Regulierung in ihrem umliegenden Milieu haben. Diese Funktion
beruht auf einem Ruckkopplungsmechanismus bezlglich der Laktatproduktion.
Diese wird von den Zellen bei einem pH - Wert unterhalb von 7,0 stark reduziert,
wahrend hohe pH - Werte durch eine vermehrte Laktatproduktion auf 7,8 - 8,0
eingestellt werden [34;82;102]. In einem weiteren in vitro - Experiment mit
humanen Osteoblasten konnten auch Kaysinger et al. [68] zeigen, dass diese
Zellen die Tendenz haben, ihr umliegendes Milieu auf einen pH - Wert von 7,2 —
7,4 zu bringen, bzw. zu halten. Die Arbeitsgruppe fand weiterhin heraus, daf} die
Aktivitat humaner Osteoblasten in vitro zwar mit steigendem pH zunimmt,

allerdings nur innerhalb einer Spanne von pH 7,0 — 7,6.



5 Diskussion 66

Senkt ein Biomaterial den pH - Wert des Mediums allerdings stark unterhalb von
7,0 ab, so ist dieses Milieu dennoch toxisch fur kultivierte Osteoblasten. Dies
konnten Linhart et al. [93] im Rahmen einer Untersuchung von primaren
Mausosteoblasten auf einem Polyglykolid zeigen. Bei pH - Werten des
Kulturmediums zwischen 6,2 - 6,8 starben die Zellen ab und losten sich von der

Oberflache des Materials.

Unter Berucksichtigung dieser beschriebenen Beobachtungen und der im
vorliegenden Experiment ermittelten Verlaufsanalyse des pH — Wertes im
Kulturmedium kann also davon ausgegangen werden, dass die getesteten

Biomaterialien diesbezuglich fur die Anwendung in vivo geeignet erscheinen.

Die Verlaufsanalyse des pH - Wertes des Kulturmediums in Abwesenheit von
Osteoblasten zeigt wahrend des gesamten Untersuchungszeitraumes einen
insgesamt hoheren pH - Wert. Diese Beobachtung lakt zwar die Frage zu, ob das
Medium selbst eine zu geringe eigene Pufferkapazitat besitzt und daher
gewissermalden ungeeignet fur die Kultur erscheint. Da aber, wie bereits oben
beschrieben, die kultivierten Osteoblasten in dem Medium proliferieren und
differenzieren konnten, zeigt der Unterschied des pH - Wertes zwischen der
Zellkultur und der Leerkontrolle, dass die Osteoblasten vital und funktionstichtig

waren, so dass sie zu einer pH - Regulierung fahig sein konnten.

Mit der Durchfuhrung von Farbungen der Zellkultur konnte eine gelungene
Differenzierung der Osteoblasten in der Langzeitkultur bewiesen werden. Die
Expression von alkalischer Phosphatase sowie eine deutliche Bildung von
Kollagen und die Mineralisierung der extrazellularen Matrix lie3 sich in allen
Kulturen der verschiedenen Ersatzmittel in gleicher Weise wie in der Kontrollkultur

darstellen.

Die erfolgreiche Anfertigung der Schliffpraparate zeigt ein grenzschichtfreies
Interface zwischen der Oberflache aller Prufkorper und einem im Verlauf des
Experimentes zunehmendem Multilayer der Osteoblasten. Obwohl die vier
Testsubstanzen eine unterschiedliche Oberflachenbeschaffenheit aufweisen,

konnen die Zellen jedes der Materialien dicht bewachsen und umspannen.
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Zur Beurteilung des Differenzierungsgrades der Osteoblasten wurde in dem hier
vorgestellten Testmodell sowohl eine photometrische Messung der exprimierten
alkalischen Phosphatase als auch eine Reverse Transkriptase - PCR bezuglich
der Gene alkalische Phosphatase, Bone Sialo Protein und Osteocalcin
durchgefuhrt.

Wie in Abbildung 4.14 zu erkennen, wurden in der photometrischen Ermittlung der
in den Proben enthaltenen alkalischen Phosphatase insgesamt sehr geringe
Werte von weniger als 1mU Enzym umgesetzt. Weiterhin nimmt der Gehalt an
alkalischer Phosphatase nach dem hier verwendeten Test in allen Proben der
Biomaterialien zwischen 14 Tagen und 28 Tagen wieder ab. Die Leerkontrolle
zeigt hingegen eine Abnahme der Substratwirkung zwischen Tag 7 und Tag 14 mit
einem darauf folgenden Anstieg am Tag 28. Diese Ergebnisse erscheinen
insgesamt schlecht vergleichbar und zu erklaren. Vor allem zeigt der Vergleich der
Ergebnisse bezuglich des Enzyms zwischen der Photometrie und der Reverse

Transkriptase - PCR keinerlei Ubereinstimmung.

Die zweifelhaften Ergebnisse der photometrischen Analyse der Aktivitat
exprimierter alkalischer Phosphatase ergeben sich vor allem aus der Problematik,
dass fur die Messung nur Proben aus dem Zellayer verwendet werden, der das
Knochenersatzmaterial umgibt. Osteoblasten, die direkt auf dem Ersatzstoff
gewachsen sind, werden nicht mit in den Versuch einbezogen. Somit ist ein
gewunschter Vergleich von Osteoblastenkulturen in Kontakt mit verschiedenen
Biomaterialien nicht erreichbar. Dieser sollte jedoch insbesondere dargestellt

werden.

Grundsatzlich ist davon auszugehen, dass die vorgestellte Methode der
photometrischen alkalische Phosphatase — Messung im Rahmen eines leicht und
reproduzierbar  durchzufihrenden  Biokompatibilitatsprifungssystems  nicht

geeignet ist.

Hingegen zeigt sich ein entscheidender Vorteil im dem dargestellten Verfahren der
Reverse Transkriptase - PCR. Wie bereits in dem Kapitel 3.10 erklart, l1alt sich die

zu untersuchende RNA direkt aus den Osteoblasten, die auf den Biomaterialien



5 Diskussion 68

gewachsen sind, gewinnen. Diese Tatsache spielt eine wichtige Rolle fur den
Vergleich verschiedener Knochenersatzmaterialien in vitro bezuglich ihrer
Osteoblasten - spezifischen Biokompatibilitat. Eine positive Kontrolle der
erfolgreich durchgeflhrten Reaktion 1akt sich durch die Darstellung der GAPDH
zeigen. Da fur die Untersuchung der fraglichen Genexpression fir alkalische
Phosphatase, Bone Sialo Protein und Osteocalcin die gleiche cDNA - Menge wie
fur GAPDH eingesetzt wurde, sind die erhaltenen unterschiedlichen Ergebnisse

als realistisch anzusehen.

So lalt sich erkennen, dass alle Osteoblasten, die auf den biokompatiblen
Knochenersatzmaterialien Endobon®, Biobon® und Calcibon® kultiviert wurden,
sowie auch die Leerkontrolle, bereits nach 7 Tagen differenziert sind und uber den
gesamten Untersuchungszeitraum von 4 Wochen Bone Sialo Protein und auch
Osteocalcin exprimieren. Letzteres ist der definitive Beweis flr die gelungene
Extraktion und Kultivierung von echten Osteoblasten, da nur diese Zellen in der
lage sind, Osteocalcin zu exprimieren. Dieses Ergebnis widerlegt eventuelle
Zweifel, die, wie bereits oben erwahnt, bei der mikroskopischen Betrachtung der
Zellkultur am Tag 4 auftreten kdnnten, wonach die dargestellten Zellen auch als

Fibroblasten angesehen werden kénnten (Abb. 4.1 — 4.5 (1)).

Auch Osteoblasten auf Dentin exprimieren Bone Sialo Protein und Osteocalcin,
doch da die entsprechenden cDNA — Banden erst am Tag 28 deutlicher erkennbar
und insgesamt schwacher sind (s. Abb. 4.15 — 4.17), ist von einer verzdgerten

Differenzierung der Zellen in direktem Kontakt mit dem Elfenbein auszugehen.

Das eindrucksvollste Ergebnis der Reverse Transkriptase - PCR ist allerdings in
der Darstellung der alkalischen Phosphatase zu erkennen. Der durchgefuhrte
Vergleich verschiedener Biomaterialien hat hier zu deutlichen Unterschieden
gefiihrt. Das Gen wird von Osteoblasten auf der Hydroxylapatitkeramik Endobon®
nur zu Beginn des Experimentes, erkennbar am Tag 7, exprimiert. Zu den zwei
folgenden Untersuchungszeitpunkten laldt sich keine entsprechende cDNA —
Bande mehr nachweisen. Kultivierte Zellen auf dem Kalziumphosphatzement
Biobon® exprimieren alkalische Phosphatase (AP) noch bis zur 2. Woche des

Versuchszeitraumes, doch auch hier ist nach 28 Tagen kein positiver AP -
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Nachweis mehr mdglich. Eine verzogerte Expression des besagten Gens der
Osteoblasten auf Dentin lal3t sich durch das Fehlen einer entsprechenden cDNA —
Bande am Tag 7 darstellen. Es wird nur nach 2 Wochen Zellkultur auf dem
Material exprimiert und &t sich nach 28 Tagen ebenfalls nicht mehr darstellen.
Nur die gewachsenen  Zellen auf dem  zweiten untersuchten
Kalziumphosphatzement, Calcibon®, lassen einen Anstieg der Expression
alkalischer Phosphatase uber den gesamten Zeitraum der Zellkultur erkennen.
Diese Osteoblasten weisen genauso ein Verhalten wie die Zellen der Leerkontrolle

auf und sind daher am besten mit deren Differenzierungsgrad vergleichbar.

Die dargestellten Unterschiede bezlglich der Genexpression durch Osteoblasten
auf den verschiedenen Biomaterialien widersprechen aber nicht den im Rahmen
der Farbungen und Schliffpraparate herausgefundenen Ergebnissen, die keine
erkennbaren Unterschiede zwischen den Testsubstanzen aufweisen. Vielmehr
machen die positiven Ergebnisse der Farbungen sowie die Darstellungen des
grenzschichtfreien Interface auf allen Prufkorpern deutlich, dall die getesteten
Materialien keine toxischen Eigenschaften auf die Osteoblasten haben und die
Zellen sehr gut in Anwesenheit der Ersatzstoffe proliferieren und differenzieren
konnen. Weiterhin zeigt die Tatsache, dass nur in den Ergebnissen der Reverse
Transkriptase - PCR Unterschiede bezuglich der Differenzierung der kultivierten
Zellen erkennbar sind, dass dieses Verfahren sehr gut fur die Untersuchung

verschiedener Knochenersatzmaterialien in vitro geeignet ist.

Insgesamt liefert das im Rahmen der vorliegenden Arbeit dargestellte in vitro -
Modell zur Osteoblasten - spezifischen Biokompatibilitatsprifung von
Knochenersatzstoffen die Moglichkeit einer umfassende Charakterisierung neuer
Biomaterialien. Um dem Ziel solcher Versuche, namlich die eingehende
Untersuchung potentieller Ersatzmaterialien vor deren Einsatz in kostspieligen und
aufwendigen Groldtierexperimenten, noch naher zu kommen, ware eine
Ausweitung des hier beschriebenen Prufsystems unter der Berucksichtigung
Osteoklasten - spezifischer Biokompatibilitatsprifungen winschenswert. Wie in
Kapitel 2.3. erlautert, muld ein geeignetes Knochenersatzmaterial erfolgreich in
das physiologische “bone remodeling” mit einbezogen werden. Daher erscheint

eine erganzende Zellkultur mit Osteoklasten in Anwesenheit der zu
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untersuchenden Prifsubstanzen sinnvoll. Insbesondere sollten Darstellungen
eventuell erfolgter Resorptionsvorgange gezeigt werden. Des Weiteren liel3en sich
die hier vorgestellten Experimente mit einer Analyse Osteoklasten - spezifischer

Gene (s. Kap. 2.5) in der Reverse Transkriptase - PCR erganzen.

Eine Kombination von in vitro - Versuchen bezlglich der Anwesenheit neuer
Biomaterialien in Kulturen mit Osteoblasten und Osteoklasten konnte somit
eventuell spater in vivo auftretenden Komplikationen ein Stick weit vorbeugen.
Ein geeignetes Osteoklasten — spezifisches Nachweismodell wurde 2004 von

Schilling et al. in “Biomaterials* vorgestellt [121].

5.2 Biokompatibilitat der getesteten Knochenersatzmaterialien

Endobon®

Da die Hydroxylapatitkeramik Endobon® bereits seit (iber 10 Jahren als etabliertes
Knochenersatzmaterial seine erfolgreiche Anwendung zur Aufflllung von
Knochendefekten in der Klinik erfahrt, sollte es fur die vorgelegte Arbeit als

Vergleichsmaterial dienen.

Seine Biokompatibilitat konnte mit dem vorgestellten Testsystem bestatigt werden.
Das Material Ubt keinen zytotoxischen Effekt auf die kultivierten Osteoblasten aus,
so dass eine rasche und deutliche Proliferation der Zellen in Anwesenheit der
Substanz mdglich war. Weiterhin ist die gelungene Darstellung eines
grenzschichtfreien Interface zwischen Priufkérper und einem ausgebildeten
mehrschichtigen  Zellayer ein  wichtiges Kriterium fur die  positive

Biokompatibilitatsprifung.

SchlieRich konnten die durchgefiihrten Farbungen der mit Endobon® kultivierten
Osteoblasten sowie u.a. die Darstellung der Osteoblasten - spezifischen Gen -
Expression in der RT - PCR zeigen, dass die Zellen eine typische Differenzierung

unter Einwirkung der Hydroxylapatitkeramik erfahren.
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Diese Ergebnisse stellen die Basis flr den Erfolg des im Rahmen dieser Arbeit
vorgestellten Biokompatibilitatsprufsystems dar.

Auch in der Literatur lassen sich verschiedene Studien finden, die die
Biokompatibilitat von Endobon® belegen konnten. Sowohl im Tiermodell [26], als
auch in mittelfristigen [39;48;78;86;140] Untersuchungen und sogar in der
Langzeituntersuchung [8] an Patienten, die mit Endobon® versorgt wurden, lieR
sich die Biokompatibilitdt der Hydroxylapatitkeramik zeigen. Seine kndcherne
Integration ist moglich, da es zur chemischen Bindung zwischen dem
Hydroxylapatit und dem natlrlichen Knochen kommt. AuRerdem kdénnen
Kollagenfasern an der Oberflache der Keramik anhaften und sich Grundsubstanz
zwischen den Kristalliten ablagern (micromechanical interlocking) [23;100]. Es
wird allerdings darauf hingewiesen, dass eine kndcherne Integration von
Hydroxylapatitkeramiken nur bei einer Implantation mit flachigem Kontakt zur
Spongiosa und moglichst ohne direkte Beziehung zum lokalen Bindegewebe
erfolgen kann [48]. Weichteilgewebe wie Muskulatur oder Periost kann mit der
eingebrachten Hydroxylapatitkeramik in Konkurrenz zum Knocheneinwachsen

stehen und dadurch die Integration storen oder sogar verhindern [6].

Eine sichere Beurteilung der kndchernen Integration von Endobon® in vivo
gestaltet sich jedoch schwierig. Konventionelle Rodntgenaufnahmen liefern
aufgrund der hohen Strahlendichte von Endobon® nur diskrete Hinweise (iber
seine knocherne Integration [8]. Die beste Methode zum Nachweis der
knéchernen Durchbauung ist die Histologie [8;136], die allerdings nach erfolgter
Implantation nur bei wenigen Patienten, z.B. im Rahmen einer Metallentfernung
der stabilisierenden Osteosynthese, erfolgen kann. Ansatze zur Durchfuhrung
einer Kernspintomographie unter Verwendung von intravends appliziertem
Kontrastmittel zur Darstellung der erfolgten Integration von
Hydroxylapatitimplantaten sind bereits in der Anwendung [87;119]. Allerdings zeigt
dieses Verfahren Nachteile bezuglich eines zusatzlichen Risikos fur den Patienten
hinsichtlich der Ausbildung einer allergischen Reaktion. Und weiterhin ist die

Durchfuhrung von Magnetresonanztomographien keinesfalls kostengunstig.

Sowohl rontgenologisch als auch im Rahmen von mdoglichen histologischen

Untersuchungen [8;48:86] wurde mehrfach gezeigt, dass Endobon® im Rahmen
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des “bone remodeling” nicht resorbiert wird. Diese Tatsache ware ein wichtiger
Ansatz fur eventuelle weitere Biokompatibilitatsprifungen unter Verwendung von
Osteoklasten in der Zellkultur. Endobon® kénnte hier als Negativkontrolle seine
Anwendung finden.

Das Material eignet sich, neben seiner Primarfunktion als Knochenersatzstoff,
aufgrund seines vielfaltigen und langjahrigen Einsatzes in vitro und in vivo sehr gut
als Vergleichsmaterial far die Untersuchung verschiedener

Biokompatibilitatspriufungen.

Biobon®, Calcibon®

Fir die beiden getesteten Kalziumphosphatzemente Biobon® und Calcibon®
konnte mit Hilfe der durchgeflUhrten in vitro Prifungen ihre Biokompatibilitat in
gleicher Weise wie fur die Hydroxylapatitkeramik belegt werden. Es Iafdt sich eine
spontane Zellproliferation, ein direkter Zell — Prufkorper - Kontakt und auch eine
Osteoblasten - spezifische Differenzierung der Kultur in Anwesenheit der

Knochenersatzmaterialien im Rahmen der dargestellten Experimente zeigen.

Verschiedene Untersuchungen mit Kalziumphosphatzementen ergaben, dass
entsprechende  Materialien biokompatibel sind [10;16;17;62;72;77]. Die
biokompatiblen Eigenschaften von Kalziumphosphaten kénnen unter anderem
durch ihre Ahnlichkeit mit dem natlrlichen Knochenmineral aufgrund ihrer
chemischen Zusammensetzung erklart werden [81;124;130]. AufRerdem ist es
Schilling et al. [121] gelungen, die Resorbierbarkeit von
Kalziumphosphatzementen nachzuweisen. Da die Knochenzemente als eine
formbare Paste angemischt werden und erst bei Kérpertemperatur ausharten, sind
sie leicht zu verarbeiten. Aulierdem weisen einige Autoren darauf hin, dass
Kalziumphosphate im Rahmen des Knochenersatzes auch als Trager fur

Medikamente und Wachstumsfaktoren dienen konnen [91;130].

Hinsichtlich der Ergebnisse nach klinischer Anwendung von Biobon® lassen sich in
der gegenwartigen Literatur noch keine Langzeitdaten finden. Linhart et al. [91]
konnten allerdings in einer klinischen Studie mittelfristige

Untersuchungsergebnisse von Patienten, die mit dem Kalziumphosphatzement
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versorgt wurden, erheben. Die Autoren haben keine Komplikationen bezuglich der
Anwendung von Biobon® festgestellt und dem Material, unter gleichzeitiger
Verwendung einer stabilen Osteosynthese, einen alternativen Stellenwert zu nicht
resorbierbaren Knochenersatzstoffen eingeraumt. Es konnte weiterhin darauf
hingewiesen werden, dass die funktionellen Resultate keine relevanten

Unterschiede im Vergleich zu autogenen Transplantaten aufwiesen.

Der Kalziumphosphatzement Calcibon® ist erst seit Januar 2003 auf dem Markt
und entsprechend bleibt abzuwarten, welche klinischen Ergebnisse seine
Anwendung hervorbringt. Es ist noch einmal darauf hinzuweisen, dass das
Material neben einer guten Proliferation und Expression von Osteocalcin und
Bone Sialo Protein vor allem beziglich der alkalischen Phosphatase den besten
Vergleich zu den Kkultivierten Osteoblasten ohne Einflud eines Biomaterials
aufweist. Entsprechend kénnte erwartet werden, dass Calcibon® im Rahmen der

klinischen Anwendung ebenfalls gute Ergebnisse bringt.

Dentin

Elfenbein ist eines der ersten Knochenersatzmaterialien Uberhaupt. In seiner
Anwesenheit konnte im Rahmen der durchgefihrten Experimente eine rasche
Proliferation der Osteoblasten nachgewiesen werden. Die Farbungen der
Zellkultur bezuglich alkalischer Phosphatase, Kollagen sowie der Mineralisation
von extrazellularer Matrix weisen keine deutlichen Unterschiede im Vergleich zu
denen in Anwesenheit der anderen Knochenersatzmaterialien auf. AuRerdem ist
auch auf den Schliffpraparaten ein grenzschichtfreies Interface zwischen der
Dentinoberflache und den Osteoblasten mit Kollagenbildung und der Ausbildung
eines Multilayers zu erkennen. Die Ergebnisse der Reverse Transkriptase - PCR
bezuglich der Osteoblasten - spezifischen Differenzierung zeigen, dass Zellen auf
Dentin spater Osteocalcin, Bone Sialo Protein und auch alkalische Phosphatase

exprimieren bzw. eine verzdgerte Differenzierung erfahren.

Dentin besitzt eine vollkommen glatte Oberflache und weist Uberhaupt kein
Porensystem auf. Somit kdnnen Osteoblasten in der Zellkultur sich zwar an das

Material anlagern, dieses jedoch nicht infiltrieren. Allerdings konnte Prof. Konig
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[76] bereits 1913 von dem erfolgreichen Einsatz von Elfenbeinprothesen in Tier
und Mensch berichten, die unter aseptischen Bedingungen unter Gewahrleistung
einer festen Fixierung zur knéchernen Einheilung gebracht werden konnten. Der
Autor berichtete sogar, dass das Material im natirlichen Knochen eine
Veranderung seiner glatten Oberflache erfahrt, so dass Zellen hinein wachsen
konnen und das Implantat nicht nur wie ein Fremdkorper eingekapselt wird. Daher
ist ebenfalls die Untersuchung des Materials in einer Osteoklastenkultur von

Interesse, wie Schilling et al. bereits zeigten [121].

Allerdings hat Dentin aufgrund der heutigen wissenschaftlichen Entwicklung im
Rahmen der Forschung auf dem Gebiet von Knochenersatzstoffen und
insbesondere in Hinblick auf die zahlreichen und hohen Anforderungen an
entsprechende Substanzen seine Bedeutung verloren. Seine Rolle in in vitro -

Biokompatibilitatsprifungen sollte daher in der internen Kontrolle liegen.

Basierend auf der erfolgreichen Durchfihrung der Osteoblasten - spezifischen
Biokompatibilitatsprifung der hier erlauterten, bekannten Biomaterialien ist davon
auszugehen, dass das vorgestellte in vitro - Modell sehr gut zur Charakterisierung
neuer Knochenersatzstoffe geeignet ist. Die verwendeten Biomaterialien
Endobon® und Biobon® sind bereits langere Zeit in der klinischen Anwendung
etabliert, so dass die positiven Testergebnisse in der Zellkultur ihre exzellente
Biokompatibilitat bestatigen kénnen. Gleiches trifft auch fir die Untersuchung des
neuen Kalziumphosphatzementes Calcibon® zu. Da der Beginn seines klinischen
Einsatzes jedoch noch nicht lange zuruck liegt, sind neue in vitro -
Untersuchungen mit dem Material weiterhin interessant und liefern Ansatze fur
weitere Fragestellungen im Rahmen der Erforschung von
Knochenersatzmaterialien. Die Untersuchung von Dentin im Rahmen von
standardisierten Biokompatibilitatspriifungen spielt allerdings eine untergeordnete
Rolle. Seine Bedeutung fur interne Kontrollen wurde bereits oben beschrieben.
FUr die Entwicklung von anerkannten Testsystemen, die Ersatzstoffe vor allem
auch fur die Anwendung in der Unfall- und Wiederherstellungschirurgie und
operativen Orthopadie untersuchen und vergleichen sollen, ist Dentin den anderen

Biomaterialien unterlegen.
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5.3 Bedeutung von reproduzierbaren Osteoblasten - spezifischen

Biokompatibilitatspriufungen

Der Einsatz von Biomaterialien hat in den letzten 30 Jahren in vielen Bereichen
der Medizin entscheidend an Bedeutung gewonnen [49-51]. Es werden
unterschiedliche Materialien fur verschiedene Indikationen eingesetzt. Ein
‘ideales® Knochenersatzmaterial, das alle in Kapitel 2.3. erlauterten
Anforderungen erfullt, gibt es jedoch noch lange nicht. Daher ist es um so
wichtiger, dass im Rahmen der Entwicklung von neuen Ersatzstoffen ein
standardisiertes Modell zur Biokompatibilitatsprifung angewendet wird, das leicht
reproduzierbar ist, das Verstandnis um die Knochenzellbiologie mit einbezieht und
die in Kap. 2.6. dargestellten Fragen (s. S.18) vor der Durchfuhrung eines

Groltierexperimentes beantworten kann.

In der Literatur werden zahlreiche Testsysteme zur Biokompatibilitatsprufung von
Knochenersatzmaterialien angeboten. Die meisten lassen sich jedoch schlecht
miteinander vergleichen, da einerseits unterschiedliche Parameter bezlglich der
Biokompatibilitat von Biomaterialien untersucht werden und andererseits
verschiedene Zellinien- und arten fur die Tests ihre Anwendung finden
[2;7;9;42;52;61;63;69;93;94;96;104;114;123;134;135;137].

Auswahl geeigneter Zellen fir die in vitro - Biokompatibilitatspriufung

Zur Durchfuhrung von standardisierten in vitro - Zytotoxizitatstest werden haufig
Fibroblasten, aus humanen [83] oder Mausfibroblasten — Zellinien [58;59],
verwendet. Da diese Zellen in vivo entscheidend an der Reparationsphase der
Wundheilung beteiligt sind, spielen sie naturlich auch in bezug auf die
Gewebsreaktion auf ein eingebrachtes Ersatzmaterial eine wichtige Rolle. Die
Ermittlung von Zytotoxizitats - Titern im Rahmen dieser Versuche liefert daher
bereits wichtige Hinweise auf die Eigenschaften eines zu untersuchenden
Materials. Es muf} allerdings bedacht werden, dass mit diesen Untersuchungen
keine Zell - spezifischen Reaktionen nachgewiesen werden kénnen. Insbesondere

unter Berucksichtigung der in Kapitel 2.3. dargestellten zahlreichen Anforderungen
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an einen geeigneten Knochenersatzstoff ist sein EinflulR auf die Zielzellen des
betreffenden Gewebes, also auf Osteoblasten, bereits im in vitro Modell
bedeutsam. Eine standardisierte Osteoblasten - spezifische

Biokompatibilitatsprifung ist daher von grofl3er Bedeutung.

Im Rahmen von in vitro - Modellen zur Testung von Biomaterialien finden in der
Literatur verschiedene Osteoblastentypen Anwendung. Unter Berucksichtigung
ihrer Eigenschaften und in bezug auf die Zell - spezifischen Fragestellungen in
Versuchen mit neuen Knochenersatzmitteln weisen die verwendeten Zellen
allerdings einige Nachteile auf. Haufig werden Tumor — Zellinien [2;52;96] und
primare humane Knochenzellen [65;104;123;135;144] genutzt. Die Tumorzellen
konnen zwar relativ einfach und lange kultiviert werden, doch fehlt ihnen die
Mdglichkeit zur Differenzierung. Es lalt sich somit nicht die physiologische
Reaktion der Zielzellen im Gewebe nachahmen. Denn wenn man sich noch einmal
die Komplexitat der Knochenbiologie und die gewunschte Integration von
Biomaterialien in diesen Prozel} vergegenwartigt, so wird deutlich, dass bereits
das Verhalten der Osteoblasten in vitro entscheidend fur die Charakterisierung
von Prifsubstanzen ist. Tumor - Zellinien sind daher fir Osteoblasten - spezifische

Biokompatibilitatsprufungen nicht die erste Wahl.

Primare humane Osteoblasten weisen hingegen ein anderes Problem fur die
Standardisierung von entsprechenden in vitro - Modellen auf. Es laldt sich unter
Verwendung dieser Zellen keine Reproduzierbarkeit der Experimente erreichen,
da die Spendermaterialien eine gewisse Heterogenitat aufweisen. Weiterhin
bringen die gewonnenen Osteoblasten je nach Versuchsprotokoll unterschiedliche
Eigenschaften mit. Dem Vorteil dieser Osteoblasten, die von der Zielspezies
stammen, steht somit die mangelnde Vergleichbarkeit durch ihre Inhomogenitat
gegenuber. Nebenbei mul® aullerdem bedacht werden, dass die Aufbereitung der
primaren humanen Osteoblasten einen langen Zeitraum von einigen Wochen

bendtigen kann.

Torricelli et al. [133] machen noch einen weiteren Vorschlag fur
Osteoblastenkulturen. Sie haben Zellen von osteopenischen und gesunden

Schafen zur Charakterisierung von Titan und Bioglasern in vitro eingesetzt. Die
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Eignung dieses Zelltyps ist allerdings ebenso fragwirdig wie die oben genannten
primaren humanen Osteoblasten, da Zellen von Groldtieren ebenfalls eine hohe

Heterogenitat aufweisen.

Den vorgestellten Zelltypen stehen primare Mausosteoblasten gegenuber. Die
Zellen aus Schadelcalvarien weisen eine hohe Homogenitat auf. Sie konnen, wie
in Kapitel 3.3. beschrieben, relativ einfach und reproduzierbar gewonnen werden.
Ihre Kultivierung ist unter Standardbedingungen Uber mehrere Wochen maoglich.
Mit primaren Mausosteoblasten lassen sich in vitro - Charakterisierungen von
Knochenersatzmaterialien mit den spateren Zielzellen des Knochens vornehmen.
Ihr einziger Nachteil besteht in der Zugehorigkeit einer anderen Spezies. Doch
unter den oben genannten bisherigen Moglichkeiten stellen die Mausosteoblasten
eine sinnvolle Alternative dar und sollten in einem Standardmodell zur

praklinischen Untersuchung von Biomaterialien ihren festen Platz erhalten.

Genormte  Zytotoxizitatstest mit  Fibroblasten in  Anwesenheit neuer
Knochenersatzmaterialien (ISO 10993-5 (11/1999) und 10993-12 (09/1996)) sind
gewebeunabhahgig und kénnten weiterhin durchaus vor Osteoblasten -
spezifischen Biokompatibilitatstest erfolgen. Sie sollten dann vielleicht den

Stellenwert der primaren Auswahl von neuen Ersatzstoffen einnehmen.

Bedeutung der Langzeitzellkultur und der Auswahl der Osteoblasten - spezifischen

in vitro — Versuche

Untersuchungszeitraum

Zur Standardisierung eines geeigneten in vitro - Modells fur die Osteoblasten -
spezifische Biokompatibilitatspriifung sollte die Uberlegung angestellt werden,
welcher Untersuchungszeitraum sinnvoll ist. Dieser hangt allerdings unter
anderem von dem verwendeten Zelltyp ab. Humane priméare Osteoblasten
beispielsweise bendtigen 2 bis 3 Wochen zum Erreichen eines konfluenten
Zellayers in der Kultur, wahrend primare Zellen aus Ratten- oder Mauscalvarien

diesen Zustand bereits nach 3 — 5 Tagen zeigen. Im Folgenden soll aber auf
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Letzere eingegangen werden, da sie, wie oben beschrieben, z. Zt. die Zellen der
Wahl sind.

Obwohl primare Ratten- oder Mausosteoblasten lange in der Kultur gehalten
werden konnen, beschreiben einige Autoren Versuchsprotokolle unter
Verwendung besagter Zelltypen zur Charakterisierung von Biomaterialien, in
denen der Untersuchungszeitraum nur etwa 1 bis 2 Wochen betragt [2;33;61;137].
Die Proliferation der Osteoblasten sowie die Expression friher
Differenzierungsmarker wie die alkalische Phosphatase oder Kollagen kdnnen
zwar nach 2 Wochen Kultivierung dargestellt werden, doch machen die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deutlich, dass erst durch die Untersuchung der
Zellkultur Uber den langeren Zeitraum von 28 Tagen einzelne Unterschiede
bezlglich der Anwesenheit der verschiedenen Knochenersatzmaterialien
aufgezeigt werden konnten. Unter Gewahrleistung steriler und standardisierter
Inkubationsbedingungen stellt die Kultivierung von primaren Mausosteoblasten
uber 4 Wochen und langer kein Hindernis bezuglich der Reproduzierbarkeit des in
vitro - Modells dar. Die Langzeitkultur bietet die Moéglichkeit, unvorhergesehene
Reaktionen der Zellen auf neue Biomaterialien besser erkennen zu konnen, die
Beeinflussung des pH - Milieus durch die Ersatzstoffe genauer zu betrachten und
vor allem den eventuell unterschiedlichen Grad der Differenzierung der

Osteoblasten zu mehreren bestimmten Zeitpunkten darstellen zu kénnen.

In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass die Kultivierung von Osteoblasten
uber 28 Tage hinaus keine neuen Hinweise liefern. Daher erscheint der
Untersuchungszeitraum von 28 Tagen als sinnvolle Basis flr ein standardisiertes

Osteoblasten - spezifisches Biokompatibilitatsprifungssystem in vitro.

RegelméafRige Kontrolle der Zellkultur

Wahrend der Durchfihrung des hier beschriebenen Experimentes stellten die
lichtmikroskopische Beobachtung der Zellkultur sowie die regelmalige Analyse
des pH - Wertes im Kulturmedium grundlegende Parameter der
Biokompatibilitatsprifung dar. Beide Verfahren liefern erste Hinweise bezuglich

der Proliferation der kultivierten Zellen bzw. eventueller zytotoxischer
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Eigenschaften der Prufkorper. lhre regelmalige Durchfiihrung unterliegt keinen
wesentlichen Fehlerquellen und verursacht keine zusatzlichen Kosten fur das
Experiment. Die fotografische Dokumentation der Zellproliferation sowie die pH -

Metrie sollten also in jedem Fall ein fester Bestandteil eines in vitro - Modells sein.

Farbungen der Zellkultur

Im Rahmen des hier vorgestellten in vitro - Modells wurden die in Anwesenheit der
verschiedenen Biomaterialien gewachsenen Zellen bezlglich unterschiedlicher
Merkmale gefarbt. Die Bedeutung der drei dargestellten Parameter bezuglich
Wachstum und Differenzierung von Osteoblasten wurde in Kapitel 2.5. genauer
erlautert. Obwohl vor allem Osteoblasten - typische Gene wie Kollagen und
alkalische Phosphatase auch mittels einer Reverse Transkriptase - PCR erfalt
werden konnen, bieten entsprechende Farbungen die Moglichkeit, eine gelungene
Proliferation und Differenzierung der Zellkultur darzustellen. Der Kollagennachweis
nach van Gieson sowie enzymatische Farbungen bezlglich alkalischer
Phosphatase werden auch von anderen Autoren als erganzende Methoden zur in
vitro - Biokompatibilitatsprifung von neuen Testsubstanzen vorgeschlagen
[45;92;93]. Zusatzlich ist aulRerdem die Versilberung nach von Kossa ein
entscheidender Nachweis fur die erfolgte Mineralisierung extrazellularer Matrix.
Denn die Kalzifizierung der Knochenmatrix ist nur durch differenzierte

Osteoblasten moglich.

Besagte Farbungen Kkultivierter Osteoblasten in Anwesenheit verschiedener
Biomaterialien lassen sich relativ einfach und mehrfach anfertigen und tragen
neben Zell - spezifischen Untersuchungen entscheidend zur Beurteilung einer
gelungenen Zellkultur bei. Sie liefern wichtige Hinweise fur eventuelle
unterschiedliche Einflisse der Prufsubstanzen auf die Zielzellen. Wie aber auch
bereits erlautert, sollten nur anhand der Farbungen keine definitiven Aussagen
bezuglich der Eignung getesteter Materialien gemacht werden. Diese bleiben

semiquantitativen und quantitativen Untersuchungen vorbehalten.

Die Durchfuhrung von Farbungen der Zellkultur zur Darstellung Osteoblasten -

typischer Proteine wie Kollagen und alkalische Phosphatase sowie der Nachweis
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von sog. “bone nodules” mittels Versilberung sollten als erganzende Methoden im
Rahmen der Biokompatibilitatsprufung von neuen Knochenersatzstoffen mit

einbezogen werden.

Darstellung des Zellayer — Material — Interface

Die praklinische Untersuchung neuer Biomaterialien hinsichtlich des Kontaktes
zwischen deren Oberflache und dem angrenzenden Zellayer ist ein besonders
wichtiger Aspekt in der Biokompatibilitatsprifung von Knochenersatzstoffen. Auf
die Bedeutung eines direkten Kontaktes zwischen dem Implantat und dem
umliegenden Knochen zur Unterhaltung der Osteokonduktion wurde schon in
Kapitel 2.3. hingewiesen. Die Anfertigung von Schliffpraparaten zur Darstellung
dieses Interface in in vitro Versuchen stellt eine geeignete Methode dar. Wie in
Kapitel 3.8. beschrieben, lassen sich kultivierte Osteoblasten, die auf getesteten
Ersatzstoffen gewachsen sind, sogar bei einer Schichtdicke der Praparate von 60
pMm zeigen. Diese Tatsache macht es moglich, auch Prufkérper zu untersuchen,
die, wie in dem vorliegenden Experiment das Dentin, aufgrund eines fehlenden
Porensystems nicht ausreichend in der Vorbereitung infiltriert werden kénnen.
Hierbei scheint die Toluidinblau — Farbung zur sicheren Darstellung eines
grenzschichtfreien Kontaktes zwischen Zellen und Materialoberflache besonders

gut geeignet.

Die knocherne Integration von implantierten Knochenersatzstoffen wird im
Rahmen von in vivo - Studien sowohl im Tierexperiment [26;43;44;72;125] als
auch, wenn mdglich, bei entsprechend versorgten Patienten
[8;39;48;78;86;120;140] mittels histologischer Analyse beurteilt. Zur Untersuchung
des Zellverhaltens auf neuen Biomaterialien in vitro hingegen lafdt sich in der
Literatur  anstelle  von histologischen  Praparaten vor allem die
Rasterelektronenmikroskopie finden [9;69;73;88;135;137]. Diese macht sicherlich
eine genauere Darstellung von Anderungen der zytologischen Morphologie
moglich und lalkt den Kontakt zwischen Osteoblasten und Materialoberflache
ebenfalls verdeutlichen. Zum Aufzeigen des Interface zwischen beiden
Komponenten und zur Beurteilung einer Grenzschicht zwischen Zellayer und

Prifkorper ist die Schlifftechnik allerdings besonders gut geeignet. Neben diesem
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Aspekt spricht auch die Reproduzierbarkeit dieser Methode flir seine Bedeutung in
der Standardisierung eines Testsystems fur Knochenersatzstoffe. Von einem
Praparat lassen sich zahlreiche Schliffe anfertigen und bei Bedarf mehrfach
anfarben. Aulerdem ist fur ihre Anfertigung kein gesonderter Versuchsansatz
notwendig, da hierfir beispielsweise die Prifkérper verwendet werden kénnen, die
im Rahmen der direkten Farbungen der Zellkultur entnommen werden.
Schliffpréaparate von zu testenden Biomaterialien, auf denen Osteoblasten
inkubiert wurden, stellen die Affinitat der Zellen zu den untersuchten
Prifsubstanzen dar und sollten in jedem Fall im standardisierten in vitro - Modell

eine wichtige Rolle spielen.

Die Anfertigung von Schliffpraparaten laft sich auch fur entsprechende
Untersuchungen nach Kultivierung von Osteoklasten auf Biomaterialien
durchfiihren. Es wurde bereits auf die Bedeutung zusatzlicher Versuche zur
Beurteilung der Resorbierbarkeit eines neuen Ersatzstoffes hingewiesen. Die
Methode der Schlifftechnik bietet hierfur eine entscheidende Mdglichkeit.

Semiquantitative Analyse Osteoblasten - spezifischer Genexpression

In der Literatur werden verschiedene Mdglichkeiten zum Nachweis von alkalischer
Phosphatase und Osteocalcin angeboten. Einige Autoren verwenden die Analyse
des Umsatzes von p-Nitrophenylphosphat zur Untersuchung der Aktivitat von
alkalischer Phosphatase [2;53;96;135]. Zur quantitativen Bestimmung der
Expression von Osteocalcin lassen sich unter anderem auch Enzymimmunassays

und Radioimmunassays finden [104;144].

Allen genannten Verfahren steht die Reverse Transkriptase - PCR gegenuber. Sie
findet in der Literatur mehrfach ihre Anwendung zur Darstellung unterschiedlicher
Genexpressionen in Zellkulturen [45;53;96;107;134]. |hre Durchfihrung stellt ein
semiquantitatives Analyseverfahren dar, da die erfolgreiche Synthese der
entsprechenden Gensequenzen durch die zur Verfigung stehenden Menge des
Primers limitiert sein kann, selbst wenn sich noch ausreichend cDNA im

Reaktionsmix befindet. Dennoch sind der RT - PCR einige Vorteile zuzuschreiben.
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Es wird noch einmal darauf hingewiesen, dass dieses Verfahren die Mdglichkeit
bietet, mit einem Versuchsansatz die Expression unterschiedlicher Gene
nebeneinander zu bestimmen. Es mussen also nicht verschiedene Versuche
durchgefuhrt werden, deren abschlieRende Vergleichbarkeit durch die
unterschiedlichen Darstellungsformen der Ergebnisse sowie die groRere Gefahr
von Fehlerquellen durch mehrere Versuchsprotokolle erschwert sein konnte. Es
kann statt dessen nach einem einheitlichen Schema vorgegangen werden, das auf
einem allgemein Ublichen Reaktionsgemisch basiert und nur anhand von
gewulnschten Primern und eventuell entsprechend geanderten Temperaturen fur

die Reaktion variiert werden kann.

Weiterhin soll erneut der wichtige Aspekt unterstrichen werden, dass die mRNA -
Isolierung zur Durchfihrung der Reaktion direkt aus den Osteoblasten gewonnen
werden kann, die unmittelbar auf den Knochenersatzmaterialien gewachsen sind
und somit ein echter Vergleich der Osteoblasten - spezifischen Biokompatibilitat
verschiedener Testsubstanzen moglich ist. Aulerdem lassen sich mit der
Anwendung einer RT - PCR Ergebnisse anderer Biokompatibilitatsprifungen
erganzen bzw. vertiefen, wie z.B. die Verdeutlichung der Kollagen- oder alkalische
Phosphatase — Expression, die bereits mit Hilfe von Farbungen der in

Anwesenheit der Prufsubstanzen kultivierten Zellen nachgewiesen wurde.

Geht man davon aus, dass die in Kapitel 3.3. beschriebene Durchfihrung zur
Osteoblastenextraktion die Methode der Wahl ist, so ist klar, dass die Moglichkeit
der photometrischen Messung der alkalische Phosphatase — Aktivitat durch
vorherige Lyse des Zellayers entfallt. Die beschriebene Methode der Praparation
erscheint aber sinnvoll, da nur so eine moglichst reine Osteoblastenkultur
hergestellt werden kann. Somit stellt die Darstellung der Genexpression fur
alkalische Phosphatse mit Hilfe der RT - PCR eine gute Alternative zur

photometrischen Analyse dar.

ELISA- und Radioimmunassays sind geeignete Methoden, um die
Osteocalcinexpression durch kultivierte Osteoblasten zu bestimmen, da beide
Verfahren eine quantitative Analyse erlauben. Allerdings wird mit den

angebotenen Kits nur das Kulturmedium hinsichtlich Osteocalcin untersucht.
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Hierbei werden nicht die Osteoblasten in direktem Kontakt zum Biomaterial erfaft.
Es lalt sich also kein gewunschter Vergleich der Knochenersatzmateialien in der
Zellkultur  erreichen. AuRerdem darf im Vergleich der ELISA- und
Radioimmunassays mit der RT - PCR nicht au3er acht gelassen werden, dass
entsprechende Kits hohe Kosten im Rahmen eines in vitro - Modells zur
Osteoblasten - spezifischen Biokompatibilitatsprufung verursachen.

Die aufgezeigten Vorteile der RT - PCR zur Bestimmung von durch Osteoblasten
exprimierte Gene sollte dazu Anlald geben, diesem Verfahren eine feste Rolle in
Hinblick auf die Standardisierung Osteoblasten - spezifischer
Biokompatibilitatsprifungen in entsprechenden in vitro - Modellen zukommen zu

lassen.

Aulerdem bietet dieses Verfahren, wie bereits oben erwahnt, zusatzlich die
Maoglichkeit, im Rahmen eines erganzenden Experimentes unter Einbezug von
Osteoklasten die Biokompatibilitat von neuen Ersatzmaterialien weiter zu

untersuchen.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Testsystem entwickelt, dass den
Vergleich verschiedener Knochenersatzmaterialien hinsichtlich ihrer Osteoblasten
- spezifischen Biokompatibilitat erlaubt. In einer Langzeitzellkultur wurden primare
Mausosteoblasten ~auf einer  Hydroxylapatitkeramik ~ (Endobon®),  zwei
Kalziumphosphatzementen (Biobon®, Calcibon®) und Dentin iber 4 Wochen
inkubiert und die Proliferation und Differenzierung der Zellen in Anwesenheit der

Biomaterialien, sowie in einer Leerkontrolle, untersucht.

Die Verlaufsanalyse des pH - Wertes im Kulturmedium, Farbungen der Zellkultur
bezlglich Kollagen, alkalischer Phosphatase und der Mineralisation extrazellularer
Matrix sowie die Darstellung des Zellayer — Materialoberflachen - Interface mit
Schliffpraparaten konnten die Biokompatibilitdt der Priufsubstanzen aufzeigen.
Wahrend sich die Durchfuhrung einer photometrischen Messung der Aktivitat
exprimierter alkalischer Phosphatase als ungeeignet herausstellte, erlaubte die
Anwendung einer RT - PCR zur Bestimmung von Bone Sialo Protein, Osteocalcin
und alkalischer Phosphatase die Aufdeckung einiger wichtiger Unterschiede
hinsichtlich der Biokompatibilitat der Biomaterialien. Nur durch die RT - PCR
konnte deutlich gemacht werden, dass Osteoblasten in Gegenwart von Dentin
eine verzdgerte Differenzierung erfahren und in Anwesenheit von Calcibon® am
besten mit der Kontrollkultur ohne Ersatzmaterial zu vergleichen sind. Dieses
Verfahren sollte neben der regelmaligen Kontrolle des pH - Wertes des
Kulturmediums, den genannten Farbungen kultivierter Osteoblasten und der
Anfertigung von Schliffpraparaten der Testsubstanzen unbedingt in einem
standardisierten in vitro - Modell zur Biokompatibilitdtsprifung neuer

Knochenersatzstoffe einen besonderen Stellenwert einnehmen.

Das vorgestellte Testsystem ist reproduzierbar, ermoglicht einen Osteoblasten -
spezifischen Vergleich von Biomaterialien und kann wichtige Fragen vor Einsatz
neuer Implantate in einem Groltierexperiment beantworten. Winschenswert ware
fur die zukunftige Biokompatibilitdtsprufung von Ersatzstoffen eine Kombination
der hier beschriebenen Versuche mit Experimenten bezlglich des Verhaltens von

Osteoklastenkulturen in Anwesenheit der getesteten Materialien.
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