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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1. Knochenersatzmittel in der klinischen Praxis

Die operative Wiederherstellung von zugrunde gegangener Knochensubstanz stellt
bis zum heutigen Tag eine zentrale Herausforderung chirurgischer, orthopadischer
und parodontologischer Praxis dar. Dabei bilden vielfaltige Ursachen wie
Degeneration, Trauma, Tumor oder Entziindung das atiologische Spektrum. Dieser
hohen Variabilitat an Erfordernissen kann nur die Anwendung verschiedener
Therapiekonzepte Rechnung tragen.

Die heute am haufigsten angewandte Technik zur Knochendefektheilung stellt die
autologe Transplantation von spongiésem Knochen dar. Dieses Ersatzmaterial erfullt
nattrlicherweise alle physikalisch- chemischen sowie biologischen Eigenschaften
des defizitdren Knochens und flhrt somit zu exzellenten Ergebnissen. Allerdings ist
der klinische Einsatz durch den erforderlichen Zweiteingriff zur Entnahme des
Transplantats (z.B. am Beckenkamm des betroffenen Patienten) und dessen
Komplikationen sowie die begrenzte Verfligbarkeit limitiert,'%13:30:45:58:78:86:94:100 7,
den Komplikationen zahlen in erster Linie Schmerzen an der Entnahmestelle, die
sechs Monate nach der Operation von mehr als einem Drittel der Patienten und nach
zwei Jahren von rund 18 % der Patienten berichtet werden.”*'"®

Allogene Transplantate oder Knochen tierischen Ursprungs (Xenografts) sind zwar
unbegrenzt verflgbar, bleiben jedoch trotz sterilisierender MaBnahmen potenziell
immunogen bzw. infektids und weisen teilweise eine schlechtere Biokompatibilitat,
d.h. Vertraglichkeit im umliegenden Gewebe, auf.'®" 11

Folglich sind zur Verbesserung der Therapieoptionen neue Strategien erforderlich
geworden. Die Entwicklung und der Einsatz industriell hergestellter inerter oder
bioaktiver Knochenersatzmittel spielt dabei eine zunehmende Rolle.'*® Diese werden
entweder zur Stabilisierung von Frakturen bzw. zum Gelenkersatz eingesetzt (z.B.
Metalllegierungen, Polyethylen, Zemente) oder zur tempordren mechanischen
Unterstitzung von Defekten mit  gleichzeitiger =~ Verbesserung der
Knochenregeneration verwendet (z.B. Calciumphosphatbasierte Biomaterialien).
Auch die Kombination aus beidem ist in Form von z.B. Hydroxylapatit- beschichteten
Titan- Implantaten (Gelenkersatz) zahlreich zur Anwendung gekommen. Einerseits
stellte sich die Einflhrung synthetisch hergestellter Ersatzmittel als effektive und

24;26;31,34,97

elegante Methode heraus, andererseits traten unabhangig von Material
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und Einsatz immer wieder Komplikationen auf, die unter dem Begriff particle disease

zusammengefasst werden.

1.2. Particle disease

Das Hauptproblem bei der Versorgung von Knochendefekten mit synthetischen
Ersatzmitteln  unterschiedlicher  Art  bestent im  Auftreten  aseptischer
Implantatlockerungen infolge von Osteolysen im periprothetischen Gewebe.33¢%1%8
Bereits seit den 1970er Jahren wird vermutet, dass solche Osteolysen mit nach der
Implantation entstehenden Abriebpartikeln assoziiert sind.* Urspriinglich wurde dies
fir Polymethylmethacrylat- Partikel, die in zementierten Implantaten entstehen,
diskutiert.* Spater wurden periprothetische Osteolysen aber auch im Zusammenhang
mit unzementierten Ersatzmitteln identifiziert, bei denen die Partikel aus Polyethylen
mit ultrahohem Molekulargewicht (UHMWPE) und verschiedenen Metallen
bestehen.>'*28%1%4 Wahrscheinlich resultieren diese Partikel bei artikulierenden
Knochenimplantaten vorwiegend aus der mechanischen Belastung und konsekutiven
Kleinstoewegung an der Grenzflaiche zwischen Ersatzmittel und Knochen.®® Fir
Calciumphosphat- Keramiken hingegen wird angenommen, dass sie sich im Rahmen
der Biodegradation pH- abhangig physikalisch 16sen und aufgrund ihrer Mikrostruktur
dann schrittweise in Partikel zerfallen.?®

Ein etabliertes Modell besagt, dass die Abriebpartikel wie Fremdkérper fungieren und
Zellen des angeborenen Immunsystems aktivieren (Abbildung 1). Neben einer
Rekrutierung mononukledrer Zellen aus peripherem Blut (PBMC)® und deren
Aktivierung zur Produktion von Metalloproteasen’® kommt es zur Phagozytose
kleinerer Partikel (bis ca. 20 pm) durch Makrophagen.'®3®*® GréBere Partikel
hingegen fiihren in vivo zu einer Einkapselung mit Granulombildung.'®® Diese
Wirkung auf PBMC und daraus differenzierten Makrophagen fuhrt auf molekularer
Ebene in situ zur Ausschittung verschiedener proinflammatorischer Mediatoren wie
Interleukin- (IL-) 1B und IL- 6.%4%%2 Experimentell konnte auBerdem die Freisetzung
von Tumor- Nekrose- Faktor- (TNF-) a, IL- 1 a, IL- 1B, IL- 6, IL- 8 und Prostaglandin
(PG) E. in Gegenwart partikularer Ersatzmaterialien nachgewiesen werden
(Abbildung 1).36:37:44:42:48:54-56:73:74:83:93:98:103  Neben der Vermittlung einer lokalen
Entziindungsreaktion (Induktion assoziierter Zytokine,>*® Chemotaxis neutrophiler
Granulozyten,” Regulation von Lymphozyten, Fibroblasten und GefaBendothel®)
stimulieren einige dieser Botenstoffe auch die Differenzierung bzw. Aktivitat von
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Osteoklasten (Abbildung 1).3%%''2 Osteoklasten sind hochspezialisierte mehrkernige
Zellen, die als einzige Zellen des menschlichen Kérpers zur Resorption von Knochen
beféahigt sind. Aus einer zytokinvermittelten Osteoklastenaktivierung resultiert somit
letztlich ein gesteigerter Knochenabbau im Implantatgebiet.

Mdglicherweise haben partikulare Knochenersatzmittel auBerdem einen Einfluss auf
die Differenzierung der Blutzellen, die in das Implantatgebiet rekrutiert werden
(Abbildung 1). So konnte bereits nachgewiesen werden, dass Polyethylen in vitro
eine vermehrte Freisetzung des Granulozyten- Makrophagen- Kolonien-
stimulierenden- Faktors (GM- CSF) bewirkt,®* dessen Hauptwirkung in der
Differenzierung von myeloischen Stammzellen zu Granulozyten und Monozyten
besteht. Weiterhin ist eine direkte Beeinflussung der Liberation jener Mediatoren
denkbar, die die Osteoklastenentwicklung férdern (receptor activator of nuclear factor
kB- ligand = RANKL und Makrophagen- Kolonien- stimulierenden- Faktor = M- CSF)

oder hemmen (Osteoprotegerin = OPG).

PBMC

Chemo-
taxis

Myeloische
Stammzelle

@

—» | GM- CSF |—>

©

Osteoklasten-

Granulozyt

@ Monozyt

reifung
OPG M- CSF
b o RANKL
| \ AN
Abriebpartikel Knochen Ersatzmittel Osteoklast @ @
Makrophage Osteoklast

Abbildung 1: Pathogenese der particle disease. Im Implantatgebiet entstehende Abriebpartikel
fungieren als Fremdkdrper und fihren zu einer Rekrutierung und Aktivierung von PBMC. Es kommt
zur Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie IL- 1B, IL- 8 und TNF- a. AuBerdem wird die
myeloische Differenzierung durch Aktivierung von GM- CSF und mdglicherweise auch durch Effekte
auf RANKL, M- CSF und OPG beeinflusst. Folgen sind eine Aufrechterhaltung der entziindlichen
Reaktion sowie eine gesteigerte Knochenresorption. In situ kdnnen diese Prozesse eine Lockerung

des Ersatzmittels bis hin zum Implantatversagen bedeuten.
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1.3. Calciumphosphat- basierte Biomaterialien

Die anorganischen Keramiken Hydroxylapatit (HA) und B- Tricalciumphosphat (j-
TCP) haben in den letzten Jahren immer mehr an Bedeutung gewonnen. Aufgrund
ihres stéchiometrischen Calcium/ Phosphat- Verhéltnis von 1,5 bei - TCP
(Cas(PO4)2) bzw. 1,67 bei HA (Ca1o(PO4)sOH2)?"*° und ihrer Kristallstruktur sind sie
humanem Knochenmineral physikalisch und chemisch sehr &hnlich. Darlber hinaus
kénnen sie unter kontrollierten Bedingungen synthetisiert werden und sind
unbegrenzt verfagbar. Zuséatzliche Voraussetzung fur einen erfolgreichen Einsatz als
Knochenersatzmittel ist jedoch eine mit autologem Knochen vergleichbare
Biokompatibilitdt. Dazu zahlt die Fahigkeit zur Osteogenese (Zellen innerhalb des
Implantats bilden neuen Knochen am Defektort), Osteoinduktion (aktive Rekrutierung
mesenchymaler Stammzellen, welche zu Knochen aufbauenden Osteoblasten
differenzieren) und Osteokonduktion (Vaskularisation und Knochenformation in
Richtung des Implantats).?

Mittlerweile haben HA und B- TCP Eingang in zahlreiche medizinische Arbeitsfelder
wie die Parodontologie, Kiefer- und Gesichtschirurgie, Hals- Nasen- Ohren- Medizin,
Wirbelsaulenchirurgie und Orthopadie gefunden.?®32°%7>77 Dapei konnte einerseits
eine verbesserte Effizienz und biologische Wertigkeit von z.B. HA- beschichteten
Implantaten im Vergleich zu unbeschichteten zementierten oder zementfreien

Prothesen belegt werden.'617:57:61

Ebenso existieren Studien, die B- TCP als
Ersatzmaterial hervorragende osteokonduktive Eigenschaften zuschreiben.®®

Andererseits wurde auch fir HA die Generierung von Abriebpartikeln und Osteolysen
im Sinne einer particle disease angenommen,?*° teilweise fiir HA sogar eine héhere
Tendenz zur Fragmentation im Vergleich zu anderen Materialien diskutiert."’

Bereits durchgefihrte experimentelle Studien mit partikuldrem HA und biphasischem
Calciumphosphat (BCP), das sich aus unterschiedlichen HA- und B- TCP- Anteilen
zusammensetzt, konnte ein immunogenes Potential in vitro und in vivo
belegen.*#%19%11% Eir phasenreines B- TCP fehlen Daten (iber eine mégliche
Induktion proinflammatorischer Zytokine in vitro bisher. AuBerdem existieren keine
experimentellen Daten zur Wirkung von HA und - TCP auf die Aktivierung von

Osteoklasten.
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2 Fragestellung

Die vorliegende Studie wurde zur Verbesserung des Verstandnisses der biologischen
Wirkungen partikularer Knochenersatzmittel durchgefihrt. Es wurden erstmals
gleichzeitig HA und phasenreines - TCP gleicher Partikelgr6Be und -dosis sowie -
TCP variabler Partikelgr6Be hinsichtlich ihres Einflusses auf humane mononukleare

Zellen in vitro untersucht.

Zunachst wurden die verwendeten Biomaterialpartikel und Immunzellen
charakterisiert. Dafir wurden eine GrdBenverteilungsanalyse innerhalb der
Partikelproben mittels Laserstreumethode und REM sowie eine FACS- Analyse der
Zellen durchgefihrt. Weiterhin wurden die spezifischen inneren Oberflachen des HA
und der verschiedenen B- TCP- Proben mittels Gasadsorptionsmethode bestimmt,
um eine oberflachen- bezogene standardisierte Dosisapplikation pro Zellkulturansatz
unter Beriicksichtigung der SAR- Methode zu ermdglichen. Zudem wurde eine
mogliche Immunogenitat der Partikel aufgrund einer Kontamination mit bakteriellen

Endotoxinen ausgeschlossen.

Im Rahmen des eigentlichen Experiments sollte die Frage geklart werden, ob HA und
B- TCP gleicher PrimarpartikelgroBe (1 um)
- die Produktion der proinflammatorischen Zytokine IL- 1B, IL- 8 und
TNF- a sowie die
- Produktion von Zytokinen der myeloischen Differenzierung (GM- CSF,
M- CSF, RANKL und OPG)

unterschiedlich stark beeinflussen.

In einem zweiten Schritt sollte untersucht werden, ob der Effekt von B- TCP
gréBenabhangig ist. Daflr sollte der Versuch mit B- TCP- Proben der
PrimarpartikelgréBen 1, 3, 13, 32 und 40 pm wiederholt werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Material
3.1.1. Gerate
Laminar- Flow Werkbank

Zentrifuge fur 15/ 50 ml- Tubes: Megafuge 1.0R
Zentrifuge fur 5 ml- Tubes: Rotanta 460 R
Zentrifuge fur 1,5 ml- Tubes

Inverses Mikroskop: Axiovert 25
Durchlichtmikroskop: Axioskop
Rasterelektronenmikroskop: Leo 435vp
Fluorescence- activated- cell- sorter: FACSCalibur

Stiftprobenteller
Wasserbad

Inkubator: BBD 6220

Laborwaage

Magnetrihrer

Schuttelapparat

Mikrotiterplatten- Lesegerat: Versamax

Kolbenhubpipetten

Pipettierhilfe: Pipetboy acu
Autoklav: Tuttnauer 5050 ELC
Klimaschrank 300°C: T6760
Kihltruhe -20°C

Digitalkamera: EOS 10 D
Wasser- Filtrationsanlage: Q- Gard 3
Fuchs- Rosenthal- Zadhlkammer

BDK Luft- und Reinraumtechnik
(Sonnenblihl- Genkingen)
Heraeus Instruments (Hanau)
Hettich (Tuttlingen)

Eppendorf (Hamburg)

Zeiss (Jena)

Zeiss (Jena)

Leo (Oberkochen)

Becton- Dickinson

(Franklin Lakes, USA)

Plano (Wetzlar)

Ges. f. Labortechnik mbH
(Burgwedel)

Heraeus Instruments
Sartorius AG (Gottingen)
Heidolph-Elektro KG (Kelheim)
IKA Janke & Kunkel (Staufen)
Molecular Devices (Ismaning)
Gilson (Bad Camberg);
Eppendorf (Hamburg)

Integra Biosciences (Fernwald)
Systec (Wettenberg)

Heraeus Instruments

Liebherr Comfort
(Ochsenhausen)

Canon (Krefeld)

Millipore (Billerica, USA)
Hirschmann Laborgerate
(Eberstadt)
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3.1.2. Verbrauchsmaterial
Polypropylen- Zentrifugenréhrchen
a)1,5ml
b) 15 und 50 ml
polystyrene- round- bottom- tube (5 ml)
Pipettenspitzen (20- 200 pl und 1000 pl)
Serologische Pipetten (5, 10 und 25 ml)
Pasteur- Pipetten
Zellkulturschale (6- und 96- well): Cellstar

Reagenzglaser 10x 75 mm: Rotilabo
Kohlenstoff- Leit- tabs fur REM
Goldbeschichter fur REM

3.1.3. Chemikalien
Ethanol (80%)
Essigsaure
Wasser

a) MilliQ

b) DEPC- Wasser, steril
Phosphate buffered saline (PBS)
Ficoll Paque Plus

RPMI-1640 (+ L-Glutamin)
Fetales Kalberserum (FCS)

Penicillin- Streptomycin- Lésung
Antikérper fir FACS- Analyse
human CD 3/ 4/ 11b/ 14/ 16b/ 19
human CD 8
Triton X- 100
LDH- Cytotoxizitats- Assay- Kit
E- Toxate- Kit

Eppendorf (Hamburg)
Falcon (Becton- Dickinson)
Falcon

Eppendorf (Hamburg)
Falcon

VWR (Darmstadt)

Greiner Bio- one
(Frickenhausen)

Roth (Karlsruhe)

Plano (Wetzlar)
sputtercoater 108 Auto
(Cressington, Watford, U.K.)

Merck (Darmstadt)

Sigma (Seelze)

Millipore- Filtrationsanlage
Fluka (Steinheim)

Gibco (Paisley, U.K.)
Amersham Biosciences
(Uppsala, Schweden)
Gibco

Cambrex BioSciences
(Verviers, Belgien)

Gibco

Becton- Dickinson

Dako (Hamburg)

Sigma (St. Louis, USA).
Biovision (Mountain View, USA)
Sigma
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Instant- ELISA- Kit, humaner (s) Bender Med Systems (Wien,
a) Tumor- Nekrose- Faktor- a (TNF- a) Osterreich)
b) Interleukin- 13 (IL- 1B)
c) Interleukin- 8 (IL- 8)
d) Granulozyten- Makrophagen- Kolonien
stimulierender Faktor (GM- CSF)
e) Rezeptor- Aktivator des NFkB- Liganden
(RANKL)
f) Osteoprotegerin (OPG)
ELISA- Kit, humaner Holzel Diagnostika (KoIn)
Makrophagen- Kolonien stimulierender

Faktor (M-CSF)

3.1.4. Lésungen

buffy- coat Blutspendedienst des
Universitatskrankenhauses
Hamburg-Eppendorf

Zellkulturmedium RPMI- 1640
10 % FCS

1 % Penicillin- Streptomycin

3.1.5. Biomaterialien und Positivkontrollen

Partikulares HA der Primarpartikelgr6Be 1 um sowie phasenreines y-sterilisiertes [3-
TCP der GroBen 1, 3, 13, 32 und 40 um wurden von der curasan AG (Kleinostheim)
bereitgestellt. Als Positivkontrollen fir die Entzindungsinduktion wurden
Lipopolysaccharid (LPS) von Sigma (St.Louis, USA) und Zymosan von Invivogen
(San Diego, USA) verwendet. LPS ist ein Oberflachenbestandteil gramnegativer

Bakterien und fungiert als stark immunogenes Antigen,”’

indem es Makrophagen
Uber einen toll- like- receptor (TLR) aktiviert und mitogen auf humane B-
Lymphozyten wirkt.'® Zymosan besteht aus Zellwandbestandteilen eines Hefepilzes
(Saccharomyces cerevisiae) und aktiviert als TLR- 2- Ligand in Makrophagen die
Nuclear- Factor- kB- Signaltransduktion.'”" Es koordiniert auch die Makrophagen-

Aktivierung durch Bindung an TLR- 2 und TLR- 6.%
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3.2. Methoden

3.2.1. Isolation humaner mononukleérer Zellen

Als Ausgangsmaterial zur Gewinnung menschlicher Abwehrzellen wurden buffy coats
verwendet. Diese entstanden als Nebenprodukt der freiwilligen periphervendsen
Blutspende nach Entfernen des Hauptanteils an Erythrozyten und Thrombozyten.
Der Inhalt eines buffy coat (50 ml) wurde auf vier 50 ml-Plastikréhrchen verteilt, so
dass jedes Réhrchen 12,5 ml Blut enthielt. Mit PBS (-Ca®* -Mg®*) wurde jeweils auf
50 ml aufgeflllt und gemischt. 200 ml Ficoll Paque Plus wurden auf 8 Plastikr6hrchen
verteilt und anschlieBend mit jeweils 25 ml des verdinnten Blutes beschichtet, so
dass zwei getrennte Phasen entstanden. In der oberen Phase befand sich das
verdinnte Blut, die untere Phase bestand aus Ficoll Paque Plus. Die Rdhrchen
wurden anschlieBend bei ausgeschalteter Bremse fiir 30 Minuten bei 20°C und 1300
Umdrehungen pro Minute (rotations per minute [rpm], entsprechen rund 300 relative
centrifugal force [rcf] bzw. 300-fache Erdbeschleunigung [x g]) zentrifugiert. Bei der
Zentrifugation kamen Dichteunterschiede zwischen Ficoll Paque Plus und den
verschiedenen korpuskularen Blutbestandteilen zum Tragen. Ficoll Paque Plus
besitzt eine niedrigere Dichte als Erythrozyten und Thrombozyten und eine héhere
Dichte als Leukozyten. Nach dieser Dichtegradientenzentrifugation lag eine mittlere
milchig-weiBe Phase vor, in der sich die mononuklearen Zellen (peripheral blood
mononuclear cells, PBMC) befanden. Die mittlere Phase aus je zwei Rdéhrchen
wurde nun in ein neues 50ml- tube berfiihrt und mit PBS (-Ca®** -Mg®) auf 50ml
aufgefillt. Es resultierten 4 Réhrchen, die nun erneut fur 10 Minuten bei 20°C, 1300
rom und jetzt aktivierter Bremse zentrifugiert wurden. Die Uberstdnde wurden
anschlieBend abgesaugt und jedes Zellpellet mit 5 ml PBS resuspendiert, bevor alle
Suspensionen in ein Réhrchen Uberfiihrt wurden. AnschlieBend wurde wiederum mit
PBS auf 50 ml aufgeflllt. Es folgte ein letzter Zentrifugationsschritt (10 Minuten,
20°C, 1300 rpm, Bremse aktiv). Der abgesaugte Uberstand wurde durch 10 ml
Medium, das zuvor im Wasserbad auf 37°C erwdrmt wurde, ersetzt. Als Medium
wurde RPMI-1640, versetzt mit 10% hitzeinaktiviertem FCS und 1% Penicillin-/
Streptomycin- Lésung, verwendet.

Zur Hitzeinaktivierung wurde die bendtigte Serummenge Uber Nacht bei 4°C
aufgetaut und anschlieBend im Wasserbad auf 60°C erhitzt. Nach Erreichen der
Zieltemperatur verblieb das Serum flr weitere 30 Minuten bei 60°C und wurde
anschlieBend auf Eis gekuhlt.
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Nach der Isolation wurden zur Ermittlung der erzielten Zellzahl 10 pl Zellsuspension
mit 990 pl einmolarer Essigsaure verdinnt. Dies flhrte zur Lyse eventuell noch
vorhandener Erythrozyten. 10 ul dieser Lésung wurden in eine Fuchs-Rosenthal-
Zahlkammer pipettiert.

Die isolierten PBMC wurden in einer Zelldichte von 1x 10° pro well in 6- well-
Kulturschalen ausgesat und anschlieBend mit verschiedenen Testsubstanzen
inkubiert. In allen Versuchsansatzen wurde ein Zielvolumen von 5 ml erzeugt.
Samtliche Ansatze wurden zur Generierung statistisch auswertbarer Ergebnisse
finffach erstellt.

3.2.2. Zelldifferenzierung im FACS

Zur Identifizierung einzelner Zellpopulationen innerhalb der isolierten PBMC- Fraktion
wurden vier polystyrene- round- bottom- tubes mit je 1x 10° Zellen in 3 ml Medium
befullt. Nach funfminltiger Zentrifugation bei 1600 rpm und 4 °C wurden die
Réhrchen dekantiert, so dass rund 100 pl verblieben. Durch Mischen wurde das
Pellet resuspendiert und

nach folgendem Schema mit je 1 pl humanem

Fluoreszenzfarbstoff- gekoppelten Antikérper versehen (Tabelle 1).

Fluorescein- .
Tube Phycoerythrin (PE)
Isothyocyanat (FITC)
1 CD 4 CD8
2 CD 14 CD11b
3 CD3 CD 19
4 CD3 CD16b

Tabelle 1: Antikérperschema. Kombinierte Zugabe von je 1 pl zweier
FITC- bzw. PE- gekoppelter Antikérper zu vier Proben humaner PBMC
zur Identifizierung verschiedener Zellpopulationen.

Die durchmischten Versuchsansatze wurden fir 30 Minuten bei 4° C im Dunkeln
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit je 3 ml PBS und flnfmindtigem
Abzentrifugieren bei 1600 rpm und 4° C wurden die Ansatze mit 300 pl PBS
beschichtet und durchmischt. AnschlieBend wurden pro Versuchsréhrchen 50.000
Zellen analysiert. Die Auswertung erfolgte unter Anwendung von CellquestPro 5.2.1.
(Becton- Dickinson). Die Charakterisierung der isolierten Zellpopulationen im FACS
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wurde vom Institut fir Immunologie des Universitatsklinikums Hamburg- Eppendorf
ermdglicht (Prof. F. Haag, T. Freiwald).

3.2.3. PartikelgroBverteilungsspektren

Da im Versuch verschiedene Calciumphosphat- Proben hinsichtlich ihrer Wirkung auf
humane PBMC untersucht werden sollten, musste zunachst eine genaue Analyse
der in den Proben vorhandenen PartikelgréBen erfolgen. Dazu wurden mittels
Laserstreumethode die Verteilungsspekiren der vorliegenden Partikeldurchmesser in
einem Laser- Partikel- Sizer (Analysette 22, Fritsch Laborgerate, ldar-Oberstein)
gemessen. Es resultierten flir jede Gruppe Haufigkeitsverteilungen der
Partikeldurchmesser (Tabelle 2), die graphisch im Kapitel ,Ergebnisse” dargestellt
sind (Abb. 4 G-M). Der jeweilige dso-Wert der GréBenverteilungskurve diente als
gerundeter Wert zur Bezeichnung des Biomaterials (z.B.: B- TCP mit dsp= 3 pm
entspricht ,3- TCP 3 um*; Dr. F. Peters, curasan AG, Kleinostheim). Demnach

wurden die Gruppen HA 1 um sowie - TCP 1, 3, 13, 32 und 40 um definiert.

Biomaterial HA B-TCP
Bezeichnung 1 um 1 um um | 13 um | 32 um | 40 pm
d1o [um] 0,63 0,7 0,7 1,4 12,5 15,8
dso [um] 1,5 1,8 3,0 13,5 31,5 39,3
dgo [Um] 2,9 14,6 20,2 32,7 43,3 64
Partikel <5 pm [%] 99,6 76 60 23 3,8 3
Partikel < 10 um [%] 100 82 70 39 7,0 5

Tabelle 2: Messung der PartikelgroBen mittels Laser-Partikel-Sizer. D5,-Werte geben die in der
Probe vorherrschende PartikelgréBe an und wurden zur Einteilung der Biomaterialien in sechs
Gruppen (HA 1 um, B-TCP 1, 3, 13, 32 und 40 pm) verwendet (Dr. F. Peters, curasan AG,
Kleinostheim). Die Halfte der innerhalb einer Probe vorhandenen Partikel ist gréBer bzw. kleiner als
der dso- Wert.

3.2.4. Rasterelektronenmikroskopie

In einem zweiten Schritt wurden Form und Oberflachenbeschaffenheit der
Biomaterial- Partikel mittels Rasterelektronenmikroskopie (REM) untersucht. Nach
Kohlenstoff- Leit-
Stiftprobenteller und anschlieBender Goldbeschichtung erfolgte bei 15 kV und 150
mA eine 2000- fache VergrdBerung (Abb. 4 A- F).

Fixieren der verschiedenen Proben mit tabs auf dem
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3.2.5. Endotoxin-Test

Zum Ausschluss einer Kontamination der Biomaterialien  durch bakterielle
Endotoxine wurde pro Gruppe eine reprasentative Probe mit dem E- Toxate- Kit
getestet. Alle Arbeitsschritte zum Endotoxinnachweis wurden mit Reagenzglasern
durchgeflhrt, die zuvor fir drei Stunden im Klimaschrank auf 180°C erhitzt worden
waren.

Die Biomaterial- Proben wurden mit 5 ml Endotoxin- freiem Wasser gespult und nach
Sedimentation der Calcium- Phosphat- Partikel davon 100 pl in Reagenzglaser
gegeben. Ebenso wurde eine Standardreihe hergestellt. Zum Start der Reaktion
wurden 100 pl der Limulus- polyphemus- Lésung zugegeben. Nach einstindiger
Inkubation im Wasserbad bei 37 °C wurde das Reaktionsgemisch durch Inversion der
Reagenzglaser auf Gelisierung gepruft. Die Bildung eines festen Gels am Boden des
Reagenzglases entsprach dem Nachweis von bakteriellem Endotoxin.

3.2.6. SAR- Methode

Die getesteten Biomaterial-Partikel unterschieden sich zum einen in ihrer
chemischen Struktur (HA vs. B- TCP) und zum anderen in PartikelgréBenverteilung
(dso = 1, 3, 13, 32 und 40 um), Oberflachenbeschaffenheit und Form. Dies wurde
durch die Laseranalyse und Rasterelektronenmikroskopie dokumentiert. Trotz dieser
Unterschiede mussten im Versuch jedoch gleich bleibende Reaktionsflachen
zwischen Partikeln und Zellen hergestellt werden, um spater das AusmalB einer
Zytokininduktion oder Zytotoxizitat in vitro untereinander vergleichen zu kénnen. Da
aber DosismaBe wie Partikelanzahl, -masse oder -volumen je Durchmesser und
Oberflachenstruktur unterschiedliche Partikelmengen bedingen, konnten sie fir den
Versuch nicht verwendet werden. Stattdessen kam die surface- area- ratio- (SAR-)
Methode zur Anwendung. Bei dieser Methode wird ein Zahlenverhéltnis zwischen
Biomaterialoberflachen und Zellgesamtoberflache (SAR) definiert und durch
Applikation variabler Partikelmassen konstant gehalten.

Dafir wurde zunachst die Gesamtoberflache aller Zellen pro well bestimmt.
Ausgehend von einer Oberflache von durchschnittlich 314 um?2 pro Zelle ergab sich
bei einer Anzahl von 1x 10° Zellen eine Gesamtoberfliche von 314 mm2.
AnschlieBend  wurde die  Partikeloberflache  unter  Anwendung  der
Gasadsorptionsmethode bestimmt. Dazu wurden mittels Oberflachen- und

Porositatsanalysator (ASAP 2000, Micromeritics, Ménchengladbach) die spezifischen
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Oberflachen der Partikel [m?/ g] ermittelt (Bundesanstalt fiir Materialforschung und -
prifung, Berlin; Tabelle 3).

Bei einer SAR von 1: 1 ist beispielsweise innerhalb eines Reaktionsraumes die
Oberflache der Partikel gleich der Oberflache der Zellen. Das Prinzip der SAR wurde
bereits von anderen Arbeitsgruppen bei der vergleichenden Untersuchung von
Partikeln in vitro angewendet. Unter Berlicksichtigung dieser Daten wurde die SAR
auf 10: 1 festgelegt.*? Zur Einhaltung dieser SAR waren von jeder Biomaterial-Probe
definiete Massen erforderlich (Tabelle 3). Schlussfolgernd wurden von jeder

Testsubstanz ca. 3140 mm? pro well appliziert.

Biomaterial Oberflache [m?/g] Einwaage fir
SAR 10:1 [mg]/ well

HA 1 um 7,24 0,043
B- TCP 1 um 4,22 0,074
B- TCP 3 um 1.43 022
B- TCP 13 um 0.31 1 008
B- TCP 32 um 0,12 57

B- TCP 40 um 0.11 29

Tabelle 3: Bestimmung der spezifischen Oberflachen der Partikelproben mittels
Gasadsorptionsmethode. Ermittlung erforderlicher Partikelmassen zur Einhaltung konstanter

Reaktionsflachen zwischen humanen PBMC und Biomaterialien.

3.2.7. Weitere Zellkulturansatze

Neben der Inkubation mit partikularen Biomaterialien wurden humane PBMC ohne
Zusatze kultiviert, um eine mdgliche Induktion von Zytokinen aufgrund der gewahlten
Versuchsbedingungen zu berticksichtigen (Negativkontrolle). Hier wurde mit Medium
auf das Gesamtvolumen von 5 ml aufgefulit.

Weitere Ansatze wurden mit LPS in einer Konzentration von 1 pg/ ml und Zymosan
in einer Konzentration von 10 pug/ ml versehen, jeweils in einem Gesamtvolumen von
5 ml pro well (Positivkontrollen). Diese Konzentrationen wurden im Rahmen eines
Vorversuches (Abbildung 2) und unter Beriicksichtigung der Literatur ermittelt.*?
SchlieBlich wurde ein Zellkulturansatz einprozentig mit Triton X-100 versetzt und

wiederum mit Medium auf das Gesamtvolumen von 5 ml aufgeflllt. Da Triton X- 100
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als Detergenz die Zellmembran zerstért, wurde diese Substanz als Positivkontrolle
der Zytotoxizitdtsmessung verwendet (s.u.).

Alle Versuchsansatze wurden bei 37°C, 5% CO; und einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 95% inkubiert. Nach sechs und 18 Stunden wurde 1 ml des Uberstandes in ein
Eppendorf- tube Uberflhrt, fir eine Minute bei 1300 rpm und 20°C zentrifugiert und
anschlieBend fur Bestimmung der Zytokine und der Laktatdehydrogenase verwendet.

* k%

**

15009 ™ ' '

1250

1000+
750 -

TNF-a [pg/ml]

5004
250

O—
N 10 100 1000 0,1 1 10

00’\3
NN Zymosan [pug/ml]  LPS [ug/ml]

Abbildung 2: Dosisfindungsversuch fur die Positivkontrollen Zymosan
und LPS. Nach einer Inkubationsdauer von sechs Stunden werden die
héchsten TNFa- Konzentrationen durch Zugabe von Zymosan 10 pg/ ml
und LPS 1 pg/ ml bewirkt. Unter Berlcksichtigung bereits veréffentlichter
Daten anderer Arbeitsgruppen wurden diese Konzentrationen auch im
vorliegenden Versuch verwendet. Gezeigt sind Mittelwerte £ Standardab-
weichung (n = 3), *** p < 0,0005, ** p < 0,005.

3.2.8. Bestimmung der Zytokinkonzentrationen

Nach sechs- und 18- stiindiger Inkubation erfolgte die Messung der Konzentrationen
von humanem TNF- q, IL- 18 und IL- 8 sowie nach 18 Stunden die Bestimmung von
GM- CSF, M- CSF, RANKL und OPG.

Zum Nachweis von TNF- a, IL- 1 B, IL- 8, GM- CSF, RANKL und OPG wurden die
lyophilisierten pellets der Standard- und Testreihe gemaB Protokoll mit MilliQ
beschichtet. 50 pl der abzentrifugierten Uberstande aus dem Versuch wurden in
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korrespondierende Reaktionsansatze Ubertragen. Die ELISA’s verblieben je nach
Anleitung bei Zimmertemperatur zwei bzw. drei Stunden auf einem Schuttelapparat
(100 bzw. 200 rpm). AnschlieBend wurde der Inhalt der Standardreihe sowie der
Testansatze verworfen und geman Protokoll mit Waschpuffer gespult, abgesaugt und
schlieBlich mit 100 pl Substrat-Lésung beschichtet. Dabei wurde die Farbentwicklung
wahrend der ersten zehn Minuten beobachtet. Bei kraftiger Blaufarbung des am
hdchsten konzentrierten Standards wurden 100 pl der Stopp- Lésung auf alle
Ansétze gegeben und die Adsorption im ELISA- reader bei 450 nm gemessen.

Im Falle von M- CSF wurden 100 ul der Uberstdnde und Standards auf die mit
Antikérpern beschichtete Mikrotiterplatte gegeben und zweieinhalb Stunden
inkubiert. AnschlieBend wurden die Ansatze mehrfach gewaschen und mit 100 pl
biotinyliertem Detektions-Antikdrper versehen. Nach einer Stunde wurde gewaschen
und 100 pul eines verdlinnten Streptavidin- Konzentrats zugegeben. Nach 45 Minuten
erfolgten der letzte Waschvorgang und die Applikation von 100 pul der Substratlésung
(Tetramethylbenzidin) zur Farbentwicklung. Nach 30 Minuten wurde dieser Vorgang
durch die Zugabe von 50 pl der Stopp-Lésung beendet. Auch hier wurde die
Absorption im ELISA- reader bei 450 nm gemessen.

Die Messwerte der Standardreihe ergaben eine Eichkurve, anhand derer die
Zytokinkonzentrationen der Testanséatze ermittelt wurden.

3.2.9. Zytotoxizitatsmessung

Weiterhin wurde in den Uberstdnden aller Versuchsansitze eine photometrische
Bestimmung der Laktatdehydrogenase (LDH) durchgefiihrt. LDH befindet sich unter
physiologischen Bedingungen stets intrazellular. Die detektierte LDH-Menge
korreliert demnach mit dem Anteil der unter den Versuchsbedingungen zugrunde
gegangenen PBMC. Als Positivkontrolle diente dabei ein mit Triton X-100
behandelter Zellansatz. Triton X-100 ist ein Detergenz, das Zellmembranproteine aus
ihrem Verband herausldst und somit Zellen zerstért.*

Zur Durchfiihrung der Messung wurden 100 ul der abzentrifugierten Uberstinde in
korrespondierende 96-wells Ubertragen und anschlieBend geman Protokoll des LDH-
Cytotoxicity- Assay- Kits mit einer Mischung aus Katalysator und Farbel6sung im
Verhéltnis 1: 45 beschichtet. Nach 20- minttiger Inkubation im Dunkeln wurde die
Absorption bei 490 nm gemessen. Zur Kalkulation der Ergebnisse wurde fir jede
Gruppe der Mittelwert berechnet und prozentual auf die Positivkontrolle bezogen.
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3.2.10. Statistik

Die Versuche zur Induktion von TNF- a, IL- 1B, IL- 8, GM- CSF, M- CSF, RANKL und
OPG sowie zur Zytotoxizitat erfolgten fir jede Gruppe im finffachen Ansatz (n = 5).
Fir jede Testgruppe wurden Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet und
unter Verwendung des student’s t- test p- Werte ermittelt. Ein p- Wert < 0,05 wurde
als statistisch signifikant definiert.
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4. Ergebnisse

4.1. Zelldifferenzierung im FACS

Die fur den Versuch isolierten humanen PBMC stellen die Fraktion der Leukozyten
und Lymphozyten dar. Enthalten sind darin Trager der unspezifischen (angeborenen)
und spezifischen (erworbenen) Immunabwehr. Zur Generierung mdglichst
realistischer Bedingungen in vitro wurden alle Zellen dieser Fraktion verwendet.
Dennoch erfolgte eine Differenzierung der einzelnen Populationen mit gleichzeitiger
quantitativer Analyse mittels FACS. Diese stellt eine sehr genaue Methode zur
Identifizierung von Zelltypen dar.

Zunachst erfolgte eine Einteilung der PBMC nach typischen GrdéBen- und
Granularitdtsmustern. Dabei wurden 68,88 % der Zellen als Lymphozyten [Region
(R) 1], 15 % als Monozyten (R 2) und 3,57 % als Granulozyten (R 3) erkannt
(Abbildung 3 A, rot).

Durch Markierung der cluster of differentiation (CD) 3 und 19 wurden dann innerhalb
der Lymphozyten- Region zu 61,23 % T- Lymphozyten und zu 4,22 % B-
Lymphozyten identifiziert (Abbildung 3 B, grin).

Weiterhin wurde innerhalb der Lymphozytenregion mittels CD3- und CD16b-
Markierung auf das Vorhandensein von Natirlichen Killerzellen (NK) getestet. Diese
wurden nicht nachgewiesen (Abbildung 3 C, griin).

Die weitere Typisierung der Lymphozyten- Population wies CD8- positive
zytotoxische T- Lymphozyten (CTL) in einem Anteil von 30,56 % sowie CD4- positive
T- Helfer- Zellen (Ty) in einem Anteil von 42,36 % nach (Abbildung 3 D, grin).

In der Monozyten- Region (R 2, Abbildung 3 A, rot) war ein Anteil von 87,88 %
gleichzeitig positiv  fur CD14 und CD11b, welcher die tatséchliche
Monozytenpopulation reprasentiert (Abbildung 3 E, schwarz).

Die Verteilungen der einzelnen Populationen sind graphisch in Abbildung 3
dargestellt. Jede Zelle wird durch einen Punkt reprasentiert, Anhaufungen von Zellen
gleichen Typs bilden Punktwolken. Je Messung wurden 50.000 Zellen untersucht. In
Abbildung 3 B- E stellen die vertikale und horizontale Linie die Grenzen flir eine
spezifische Detektion von Oberflachenmarkern dar. Prozentuale Anteile der
einzelnen Populationen zeigt zusammenfassend Tabelle 4.
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Abbildung 3: Identifikation einzelner Zellpopulationen der PBMC- Fraktion mittels FACS.
GrdBen- und Granularitatsanalyse (A, rot): drei Regionen (R) mit Lymphozyten (R1), Monozyten (R2)
und Granulozyten (R3). R1 (griin): CD19- positive (+) B- und CD3+ T- Lymphozyten (B); keine
CD16b+ Natirlichen Killerzellen (C); CD8+ T- Killer- und CD4+ T- Helfer- Zellen (D). R2 (schwarz):
CD11b+/ CD14+ Monozyten (E). SSC: sideward scatter, FSC: forward scatter, PE: Phycoerythrin,
FITC: Fluorescein- Isothyocyanat.
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Anteil an
allen Anteil an Region (R) [%]
Region Zelltyp Zellen [%]
SSC/FSC | CD19 | CD3 | CD8 | CD4 b | cbiib
16b CD14
1 Lymphozyt 68,8
B-Lymphozyt | | - 42 | |
T-Lymphozyt | | let2| | | |
= CTL 30,5
= Ty 42.3
NK Y Y ~0 | T
2 Monozyt 15 87,8
3 Granulozyt 3,5 80,3

Tabelle 4: Typisierung von Zellpopulationen innerhalb der mononukleéaren Fraktion peripheren
Blutes. Isolation per Dichtegradientenzentrifugation mittels Ficoll Paque Plus. Analyse im
Fluorescence- activated- cell- sorter, Einteilung in Lymphozyten-, Monozyten- und Granulozyten-
Regionen (R1 bis R3) aufgrund GréBe und Granularitdt. Differenzierung der Regionen durch
Fluoreszenzmarkierung verschiedener cluster of differentiation (CD). CTL: zytotoxischer T-

Lymphozyt; Ty: T- Helferzelle; NK: Naturliche Killerzelle.
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4.2. Charakterisierung von mikropartikularem Hydroxylapatit und f-
Tricalciumphosphat

4.2.1. Rasterelektronenmikroskopie

Zur morphologischen Charakterisierung wurden die Biomaterialien im REM
untersucht (Abbildung 4 A- F). Die 2000- fache VergréBerung lieB Partikel mit
unterschiedlichem Durchmesser sowie die Haufung bestimmter GrdBen innerhalb
einer Probe deutlich erkennen. Des Weiteren konnte im REM- Bild die heterogene
Oberflachenbeschaffenheit der Partikel dargestellt werden (vgl. Abbildung 4 D und
E). Diese Heterogenitat belegt die Notwendigkeit der Gasadsorptionsmethode zur
Messung der spezifischen Oberflache, auf deren Grundlage die SAR- Methode

angewandt werden konnte.

4.2.2. PartikelgroBenverteilungsspektren

Die Verteilungsspektren der innerhalb der Calciumphosphat-Proben vorhandenen
Partikeldurchmesser wurden unter der Leitung von Dr. F. Peters, curasan AG,
Kleinostheim, mittels Laserstreumethode bestimmt.

Die graphische Darstellung (Abbildung 4 G- M) zeigt erstens anhand der
kontinuierlichen Linie die kumulierten Verteilungen, also die addierten
Einzelhaufigkeiten und somit den  Anteil bestimmter GréBen am
Gesamtverteilungsspektrum (linke Ordinate). Fir das untersuchte Hydroxylapatit
(Abbildung 4 G) gilt somit beispielsweise, dass 50% aller vorhandenen Durchmesser
kleiner bzw. gréBer sind als 1,5 pum (dsp = 1,5 um). Dieser dso- Wert entspricht der
Primarpartikelgr6Be und dient zur Benennung der Biomaterial- Proben. Im
vorliegenden Versuch wurden entsprechend dem dso- Wert die Gruppen HA 1 um, B-
TCP 1 um, - TCP 3 um, B- TCP 13 um, - TCP 32 um und B- TCP 40 um definiert.
Zweitens sind durch die diskontinuierliche Linie absolute Haufigkeiten bestimmter
Durchmesser dargestellt (rechte Ordinate). Das genutzte Hydroxylapatit
beispielsweise wies einen Durchmesser von rund 1,8 um am haufigsten auf

(Abbildung 4 G). Der Anteil dieses Durchmessers lag bei ca. 7,6 %.
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Abbildung 4: Charakterisierung partikuldrer Calciumphosphate. Darstellung der getesteten
Biomaterialien in der Rasterelektronenmikroskopie (A- F, 2000- fache VergréBerung) und Messung
aller innerhalb einer Probe vorhandenen Partikeldurchmesser mittels Laserstreumethode (G- M).
Definition der Partikelgruppen gemaB Durchmesser (Abszisse) bei 50%- Punkt der Summenkurve
(linke Ordinate, kontinuierlicher Graph): HA 1 um (A, G), B- TCP 1 um (B, H), B- TCP 3 um (C, I), B-
TCP 13 um (D, K), p- TCP 32 um (E, L), B- TCP 40 pm (F, M). Der diskontinuierliche Graph
reprasentiert die Haufigkeit einzelner PartikelgréBen innerhalb der Probe (rechte Ordinate).
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4.2.3. Endotoxin-Test

Nach einstindiger Inkubation mit Limulus- polyphemus- Konzentrat kam eine
Gelbildung in keinem Testansatz zustande. Unter Berlcksichtigung der
Nachweisgrenze  des  verwendeten Tests ist demnach von einer
Endotoxinkonzentration unter 0,05 EU/ ml in allen Biomaterial- Proben auszugehen.
Damit verhielten sich die Testsubstanzen wie Endotoxin- freies Wasser.

4.3. Einfluss von mikropartikularem Hydroxylapatit und - Tricalciumphosphat
auf humane mononukleare Zellen in vitro

4.3.1. Proinflammatorische Zytokine

4.3.1.1. Hydroxylapatit und B- Tricalciumphosphat gleicher PrimarpartikelgroBe
Abbildung 5 (S. 26) zeigt sowohl nach sechs als auch nach 18 Stunden Inkubation
eine im Vergleich zur Kontrolle signifikante Induktion aller proinflammatorischen
Cytokine durch Zugabe von 10 pg/ ml Zymosan bzw. 1 ug/ ml LPS (p < 0,0005).

In der friihen Phase der Inkubation wurde die TNF- a- Konzentration im Vergleich zur
Kontrolle (18,5 £ 4,4 pg/ ml) durch Zugabe von HA und B- TCP (24,4 + 6,3 und 16,5
5,7 pg/ ml) nicht gesteigert (Abbildung 5 A).

Nach einer Inkubationsdauer von 18 Stunden hingegen wurde eine niedrigere TNF-
a- Menge in der Kontrolle gemessen (10,81 = 2,78 pg/ ml) und HA flhrte zu einem
signifikanten TNF- a- Anstieg (20,3 £ 1,5 pg/ ml, p < 0,0005), ebenso B- TCP mit
einer Konzentration von 18 £ 3 pg/ ml (p < 0,005, Abbildung 5 B).

IL- 18 wurde nach sechs Stunden im unbehandelten Zellansatz in einer
Konzentration von 6,9 + 3,9 pg/ ml gemessen. Die Zugabe von partikularem HA und
B- TCP (3,8 + 2,4 und 5,6 + 6,8 pg/ ml) bewirkte keine signifikante Anderung der IL-
13- Konzentration (Abbildung 5 C).

Nach Fortfihren der Inkubation wurde auch hinsichtlich IL- 1B eine
Konzentrationsminderung in der Kontrolle nachgewiesen (1 = 0,9 pg/ ml). HA und B-
TCP fOhrten im Vergleich dazu zu einem signifikant erhéhten IL- 18 (3,2 = 1,7 bzw.
2,8 £1,5pg/ ml, p <0,05, Abbildung 5 D).

Die Messung von IL-8 ergab nach sechsstindiger Inkubation eine Konzentration von
652 *+ 398,5 pg/ ml im Medium der unbehandelten PBMC. Durch Zugabe von HA und
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B- TCP (627,9 + 164,6 und 646,1 £ 782,3 pg/ ml) blieb IL- 8 nach sechs Stunden
unverandert (Abbildung 5 E).

Im weiteren Verlauf nahm die IL- 8- Konzentration in allen Versuchsansatzen deutlich
zu. Ausgehend von 4513,42 + 1049,23 pg/ ml in der Kontrolle verursachten die
Biomaterial- Partikel nach 18 Stunden einen signifikanten IL- 8- Anstieg (10909,8 +
2299 pg/ ml durch HA bzw. 10955,4 + 1817,4 pg/ ml durch B- TCP, p < 0,0005,
Abbildung 5 F).

Zusammenfassend konnten Induktionen von TNF- a, IL- 1B und IL- 8 durch HA und
B-TCP mit einer PrimarpartikelgroBe von 1 pm nach 18- stindiger Inkubation
nachgewiesen werden.

Signifikante Unterschiede zwischen den proinflammatorischen Effekten beider
Calciumphosphate waren nicht messbar.
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Abbildung 5: Induktion von TNF- a (A, B), IL- 18 (C, D) und IL- 8 (E, F) nach sechs- und 18-
stiindiger Inkubation von humanen PBMC mit HA (blau) und 8- TCP (griin) der Gr6Be 1 pm. Nach 18
Stunden (B, D, F) konnte eine signifikante Induktion nachgewiesen werden. Unterschiede in der
Wirkung beider Calciumphosphate wurden Gezeigt sind Mittelwerte =+

nicht +
Standardabweichung (n = 5); *** p < 0,0005, ** p < 0,005, * p < 0,05; n.s.: nicht signifikant.

gefunden.
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4.3.1.2. - Tricalciumphosphat variabler PrimarpartikelgroBe

Wie der Abbildung 6 zu entnehmen ist, verursachten die Partikel der Gruppen 3, 13,
32 und 40 pm bereits nach sechsstiindiger Inkubation einen signifikanten TNF- a-
Anstieg im Vergleich zu unbehandelten PBMC (Abbildung 6 A). So wurden
ausgehend von 18,5 + 4,4 pg/ ml (Kontrolle) TNF- a- Konzentrationen von 34,09 +
5,9 pg/ ml (B- TCP 3 um, p < 0,005), 90,4 £ 17,9 pg/ ml (- TCP 13 um), 71,8 £ 14,2
pg/ ml (B- TCP 32 um) sowie 95,3 + 16,3 pg/ ml (B- TCP 40 um, p < 0,0005)
gemessen.

Diese tendenziell mit der PartikelgréBe zunehmende TNF- a- Induktion zeigte sich
auch nach 18 Stunden (Abbildung 6 B). Im Vergleich zur Kontrolle (10,8 + 4,4 pg/ ml)
bewirkten 3- TCP- Partikel nun folgende TNF- a- Werte (p < 0,0005): 27,7 + 3,4 pg/
ml (3 um), 46,4 + 6,9 pg/ ml (13 um), 115 £ 12,5 pg/ ml (32 um) sowie 175,6 + 37,2
pg/ ml (40 pm).

Zu beiden Zeitpunkten wurden signifikante gréBenabhangige Unterschiede in der
TNF- a- Induktion gefunden (p < 0,0005). So bewirkte B- TCP 40 um nach 18

Stunden eine rund zehnfach héhere TNF- a- Konzentration als B- TCP 1 um.

B- TCP 32 um verursachte im Vergleich zur Kontrolle (6,9 % 3,9 pg/ ml) bereits nach
sechs Stunden einen signifikanten IL- 1B- Anstieg (24 £ 9,4 pg/ ml, p < 0,05,
Abbildung 6 C). Auch im Vergleich zu - TCP 1 um (5,6 % 6,8 pg/ ml) erfolgte durch
dieses Material eine IL- 1B- Induktion (p < 0,05).

Nach 18 Stunden (Abbildung 6 D) induzierten bezogen auf unbehandelte PBMC (1
0,9 pg/ ml) neben dem bereits erwahnten B- TCP 1 um (2,8 £ 1,5 pg/ ml, p < 0,05)
auch B- TCP 32 um (65,5 = 21,6 pg/ ml, p < 0,0005) und B- TCP 40 um (55,8 £ 22,4
pg/ ml, p < 0,005) die IL- 1B- Produktion. Partikel mittlerer Gr6Be (3 und 13 pm)
hatten keinen Einfluss.

B- TCP 32 um rief nach 18- stlindiger Inkubation eine rund 20fach héhere IL- 1§3-
Konzentrationen hervor als - TCP 1 um (p < 0,0005).

Die IL- 8- Konzentrationen wurden ausgehend von 652 + 398,5 pg/ ml (Kontrolle)
bereits nach den ersten sechs Stunden durch - TCP 13 um (1711,3 £ 566,4 pg/ ml,
p < 0,05), B- TCP 32 um (1880,7 + 568,7 pg/ ml, p < 0,005) und B- TCP 40 um (1647
*+ 765,6 pg/ ml, p < 0,05) gesteigert (Abbildung 6 E). Der durch B- TCP 32 um
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verursachte Anstieg war im Vergleich zum Einfluss des B- TCP 1 um signifikant
erhdht (p < 0,05).

Die im weiteren Versuchsverlauf in allen Ansatzen registrierbare Steigerung der IL-
8- Produktion wurde im Vergleich zu einer Konzentration von 4513,4 + 1049,2 pg/ mi
in der Kontrolle durch alle B- TCP- Proben weiter verstarkt (Abbildung 6 F). Dabei
war wiederum eine tendenziell mit der Priméarpartikelgr6Be zunehmende Steigerung
nachweisbar (3 um: 11469,6 + 2468,4 pg/ ml, p < 0,005; 13 um: 13434,9 + 1931,3
pg/ ml, 32 um: 12067,6 + 845,7 pg/ ml, 40 um: 15088,1 + 1034,9 pg/ ml, p < 0,0005).
Die Partikel der Probe - TCP 40 um verursachten einen rund 40 % starkeren IL- 8-
Anstieg als die Partikel der Probe - TCP 1 um (10955,4 + 1817,4 pg/ ml, p < 0,005).

Zusammenfassend waren bereits nach sechsstindiger Inkubation signifikante
Steigerungen der TNF- a-, IL- 1B- und IL- 8- Konzentrationen durch - TCP héherer
PrimarpartikelgréBe nachweisbar. - TCP 32 um induzierte in der frihen Phase der
Inkubation alle Entziindungsmediatoren.

GroBere Partikel verursachten stets signifikant héhere Entziindungsinduktionen als
B- TCP 1 um.
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Abbildung 6: Induktion von TNF- a, IL- 1B und IL- 8 nach sechs- und 18- stiindiger Inkubation von
humanen PBMC mit - TCP variabler GroBe. GroBere - TCP- Partikel induzierten bereits nach 6
Stunden TNF- a (A), IL- 1B (C) und IL- 8 (E). Nach 18 Stunden bewirkten alle - TCP- GréBen einen
Cytokin- Anstieg (B, D, F), dabei verursachten gréBere Partikel hdhere Konzentrationen als kleinere
Partikel. Mittelwerte = Standardabweichung (n = 5); *** p < 0,0005, ** p < 0,005, * p< 0,05.
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4.3.2. Myeloische Differenzierung

4.3.2.1. Hydroxylapatit und B-Tricalciumphosphat gleicher PrimarpartikelgréBe
In einem nachsten Schritt sollten mdgliche Effekte von HA und - TCP mit einem dso-
Wert von 1 pum auf Mediatoren der Differenzierung humaner mononukleérer
Blutzellen  untersucht werden. Im  Gegensatz zur Betrachtung der
Entzindungsinduktion wurde auf die Trennung in eine frihe und spéate Phase
verzichtet. Nach 18- stlindiger Inkubation wurden GM- CSF, M- CSF, RANKL und
OPG im Uberstand gemessen.

Wie aus Abbildung 7 A hervorgeht, bewirkte ausgehend von 1,6 + 1,3 pg/ ml in der
Kontrolle in erster Linie das proinflammatorische Zymosan einen deutlichen GM-
CSF- Anstieg (239,7 + 62,3 pg/ ml, p < 0,0005). LPS verursachte eine ebenfalls
gesteigerte Konzentration (43,8 = 16 pg/ ml, p < 0,0005). Beide getesteten
Biomaterialien induzierten GM- CSF signifikant (HA 1 um: 22,3 + 8,1 pg/ ml, p <
0,0005; B- TCP 1 um: 8,9 = 3,2 pg/ ml, p < 0,005), HA jedoch rund 2,5- fach starker
als B- TCP (p < 0,05).

M- CSF wurde nach 18- stlndiger Inkubation in keinem Versuchsansatz
nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

Der osteoclastogene RANKL wurde nur in sehr niedriger Konzentration gemessen.
Im Vergleich zu unbehandelten PBMC (Kontrolle: 5,1 + 2,9 pg/ml) wurde allein durch
Zugabe von partikularem HA mit einer PrimarpartikelgréBe von 1 um eine
Konzentrationssteigerung (12,7 + 2,8 pg/ ml, p < 0,005) erreicht (Abbildung 7 B). B-
TCP gleicher GréBe verursachte hingegen keinen signifikanten RANKL- Anstieg (9,6
t 4,5 pg/ ml, p ~ 0,09). Die Effekte von HA und B- TCP auf RANKL unterschieden
sich jedoch nicht signifikant (p ~ 0,22).

OPG konnte nach der Inkubation in allen Versuchsansatzen ebenfalls nur in sehr
niedriger Konzentration nachgewiesen werden. Signifikante Unterschiede infolge
Zugabe verschiedener Testsubstanzen wurden dabei nicht gemessen (Abbildung 7
C).
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Abbildung 7: GM- CSF (A), RANKL (B) und OPG (C) nach 18- stlindiger Inkubation von humanen
PBMC mit HA und B- TCP der GréBe 1 um. HA induzierte GM- CSF starker als p- TCP und bewirkte
allein einen RANKL- Anstieg. OPG wurde nicht beeinflusst. M- CSF konnte nicht nachgewiesen
werden. Gezeigt sind Mittelwerte + Standardabweichung (n = 5); *** p < 0,0005, ** p < 0,005, * p <
0,05; n.s.: nicht signifikant.
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4.3.2.2. B-Tricalciumphosphat variabler PrimarpartikelgroBe

Zur Untersuchung eines madglicherweise gréBenabhangigen Einflusses wurden die
Konzentrationen an GM- CSF, M- CSF, RANKL und OPG in den mit - TCP-
Partikeln der Gr6Ben 3, 13, 32 und 40 um behandelten PBMC- Anséatzen bestimmt.

Wie aus Abbildung 8 A hervorgeht, wurde die GM- CSF- Konzentration im Vergleich
zur Kontrolle (1,6 £ 1,3 pg/ ml) durch alle - TCP- PartikelgréBen signifikant induziert:
8,4 + 3,3 pg/ ml (3 um, p < 0,005); 11,2 £ 1,3 pg/ ml (13 pum), 13,4 £ 3,8 pg/ ml (32
um), 17,7 = 3,7 pg/ ml (40 um, p jeweils < 0,0005).

Tendenziell nahm die GM- CSF- Konzentration mit steigendem Partikeldurchmesser
zu. So konnte eine ungefahr doppelt so starke Induktion durch B- TCP 40 um als

durch B- TCP 1 um nachgewiesen werden (p < 0,005).

M- CSF wurde nach 18 stindiger Inkubation in keiner Gruppe nachgewiesen (Daten

nicht gezeigt).

Im Gegensatz zu B- TCP 1 um wurde durch gréBere Partikel eine signifikante
Induktion von RANKL im Vergleich zur Kontrolle (5,1 £ 2,9 pg/ ml) bewirkt (Abbildung
8 B). Nach einer Inkubationsdauer von 18 Stunden verursachte - TCP 3 um eine
Konzentration von 9,1 £ 2,1 pg/ ml, B- TCP 13 um steigerte RANKL bis 8,8 £ 1,7 pg/
ml (p < 0,005), B- TCP 32 um rief eine Konzentration von 11 + 1,4 pg/ ml hervor

(p < 0,0005) und B- TCP 40 um bewirkte eine RANKL- Konzentration von 9,1 £ 2,1
pg/ ml (p < 0,005). Im Vergleich von B- TCP 32 um mit - TCP 1 um konnte allerdings

kein Unterschied nachgewiesen werden (p ~ 0,51).

GroBere B- TCP- Partikel verursachten keinen Anstieg der OPG- Produktion nach
einem Zeitraum von 18 Stunden. Unterschiede zwischen einzelnen - TCP- GrdBen

wurden nicht gemessen (Abbildung 8 C).
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Abbildung 8: GM- CSF (A), RANKL (B) und OPG (C) nach 18- stlindiger Inkubation von humanen
PBMC mit B- TCP variabler GroBe. Alle groBeren 3- TCP- Partikel verursachten einen GM- CSF- und
RANKL- Anstieg. - TCP 40 um bewirkte eine hdhere GM- CSF- Konzentration als - TCP 1 um. OPG
blieb unbeeinflusst. M- CSF konnte nicht nachgewiesen werden. Mittelwerte + Standardabweichung (n

=5); ™ p < 0,0005, ** p < 0,005, * p < 0,05; n.s.: nicht signifikant.
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4.3.3. Zytotoxizitat

Zur Klarung der in der vorliegenden Arbeit fur B- TCP gezeigten gréBenabhangigen
Zytokininduktion wurde die Zytotoxizitat der getesteten Partikel gemessen. Abbildung
9 zeigt die Menge an freigesetzter Laktatdehydrogenase (LDH) nach 18- stiindiger
Inkubation. LDH liegt unter physiologischen Bedingungen obligat intrazelluléar vor, so
dass ein Anstieg im extrazellularen Medium einem Zelluntergang durch zytotoxische
Umgebungsbedingungen entspricht. Die durch das Detergenz Triton X-100
hervorgerufene LDH- Menge wurde dabei als 100% definiert. Die LDH- Konzentration
im  unbehandelten  Zellansatz  entsprach  0%. Durch die potenten
Entziindungsinduktoren Zymosan und LPS wurde eine LDH- Freisetzung von 20,3%
bzw. 12,3% verursacht (p < 0,0005). Die pB- TCP- Ansatze mit den
PriméarpartikelgréBen 3, 13, 32 und 40 um bewirkten eine im Vergleich zur Kontrolle
erhdhte Zytotoxizitat (p < 0,05). Insgesamt lag die LDH-Freisetzung in allen 3- TCP-
Anséatzen unterhalb 2,5% des Triton X- 100- Wertes.
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Abbildung 9: Zytotoxizitat von partikularem B- TCP nach 18- stindiger Inkubation mit humanen
PBMC. Die durch Triton X- 100- Zugabe bewirkte LDH- Freisetzung wurde als 100% definiert. Im
Vergleich dazu verursachten die Entziindungsinduktoren Zymosan und LPS eine Zytotoxizitat von
20% respektive 12%. Fir B- TCP der Gr6Be 1 um wurde keine zytotoxische Wirkung nachgewiesen.
GroéBere B- TCP- Partikel riefen eine signifikant erhéhte LDH- Freisetzung hervor. Diese betrug
maximal 2,5% der durch Triton X- 100 verursachten LDH- Menge. Gezeigt sind Mittelwerte +
Standardabweichung (n = 5), *** p < 0,0005, ** p < 0,005, * p < 0,05.
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5 Diskussion

5.1. Mikropartikulare Knochenersatzmittel in vitro

Der Einsatz von synthetischen Knochenersatzmitteln stellt eine effektive Methode zur
Behandlung von Knochendefekten dar und bildet somit eine viel versprechende
Alternative zur autologen Knochentransplantation. Trotz guter klinischer Ergebnisse
2634 pleibt die Bildung von Abriebpartikeln mit konsekutiver aseptischer
Implantatlockerung oder Osteolyse ein haufiges Problem.®¥%%1% zyr kiinftigen
Vermeidung solcher Komplikationen sind genauere Kenntnisse Uber die biologischen
Wirkungen partikularer Ersatzmittel notwendig.

Bisher wurden zahlreiche Knochenersatzmittel hinsichtlich ihrer Biokompatibilitat in
vitro untersucht'6:2%42:46:64:84:95:102107:113120 Rahei wurden im Laufe der Jahrzehnte
einige methodische Voraussetzungen entwickelt. Von entscheidender Bedeutung
sind vor allem die Wahl des geeigneten Zellmaterials, die Erzeugung klinisch

relevanter Partikel sowie deren standardisierte Applikation.

5.1.1. Geeignetes Zellmaterial

Im Versuch wurden humane PBMC, die sich zu rund 69% aus Lymphozyten, 15 %
aus Monozyten und 3,5 % aus Granulozyten zusammensetzten, verwendet.

Die Beteiligung dieser Zelltypen an der Reaktion auf synthetische
Knochenersatzmittel konnte mehrfach nachgewiesen werden. Bereits 1988 wies
Anderson auf eine Aktivierung von Monozyten durch biomedizinische
Kunststoffimplantate hin.° Shimizu zeigte im selben Jahr eine Infiltration des
subkutanen Gewebes von Ratten durch Monozyten und Granulozyten nach Injektion
partikuldren Hydroxylapatits.'® Eine Reihe weiterer in vivo- Studien dokumentierten
ebenfalls eine Rekrutierung und Beteiligung dieser Entziindungszellen bei der
Auseinandersetzung verschiedener Empfangergewebe (Peritoneum, Femur- und
Tibiakondylen) mit implantierten Calciumphosphat- Keramiken.®”: 8:114

Auch in vitro- Versuche verschiedener Arbeitsgruppen zeigten eine Aktivierung von
humanen PBMC bzw. aufgereinigten CD 14- positiven Monozyten durch partikulare
Knochenersatzmittel (Polyethylen, Hydroxylapatit, biphasisches Calciumphosphat)
mit konsekutiver Induktion von Zytokinen wie TNF- a, IL- 1B, IL- 8 und GM-
CSF.*2468485 Matthews et al. dokumentierten 2000 dabei einen Nachteil bei der

Verwendung von aus buffy coats isolierten PBMC: die Spenderabhéngigkeit. Die

34



5 Diskussion

TNF- a- Aktivitdt schwankte hier je nach Blutspender, dessen Zellen fir den Versuch
verwendet wurden, um mehr als das 10- fache.®

Vor diesem Hintergrund legen andere Studien die Eignung von Makrophagen-
Zelllinien zur Immunevaluation in vitro nahe. So wurden proinflammatorische Effekte
von partikularem Titan, Rutil (TiO,), Polyethylen und biphasischem Calciumphosphat
(80% HA und 20% B- TCP) auf THP- 1- Zellen nachgewiesen.'*©197:113

Die THP- 1- Zelllinie geht auf eine Monozytenpopulation zurlick, die 1980 aus dem
Blut eines Jungen mit akuter Leuk@mie kultiviert werden konnte - monozytare
Eigenschaften wurden nachgewiesen.''® Der Einsatz der THP- 1- Linie bietet
einerseits eine gewisse Standardisierung experimenteller Immunevaluationen und
erlaubt somit direkte Vergleiche von Ergebnissen verschiedener Arbeitsgruppen.
Andererseits handelt es sich jedoch um seit nahezu 30 Jahren kontinuierlich
kultivierte Zellen eines Malignoms, so dass modglicherweise verdnderte
Eigenschaften dieser Zellen keine exakten Rickschlisse auf die tatsédchliche
Situation im humanen Gewebe erlauben.

5.1.2. Klinisch relevante Partikel

Weitaus problematischer scheint die Bereitstellung partikularer Knochenersatzmittel,
die ahnliche Eigenschaften besitzen wie Implantatversagen verursachende Partikel.
Neben der chemischen Struktur scheint insbesondere die PartikelgréBe bezlglich
der Induktion einer Immunreaktion eine entscheidende Rolle zu spielen.

In der vorliegenden Arbeit wurden HA- und B- TCP- Partikel der Gr6Be 1 pum
miteinander verglichen sowie - TCP- Partikel mit einem Durchmesser zwischen 1
und 40 pm untersucht. Zuvor wurden mittels Laseranalyse bzw. REM GréBen- und
Oberflachenunterschiede exakt dokumentiert.

Der Einschluss von Partikeln dieses GrdBenbereichs in die eigenen Untersuchungen
basiert auf zahlreichen Arbeiten zu gleichen oder &hnlichen partikuldren
Knochenersatzmaterialien. So haben Nadra et al. fir Hydroxylapatit gezeigt, dass
Partikel mit einem Durchmesser zwischen 1 und 2 um deutlich bioaktiver sind als
groBere.® Ebenso wurde fiir Polyethylen- Partikel ein Durchmesser im einstelligen
Mikrometerbereich als klinisch relevant deklariert: In Explantaten aseptisch
gelockerter Gelenkprothesen wurden nahezu ausschlieBlich Polyethylen- Partikel
kleiner als 5 um nachgewiesen.'>'** Ingham und Fisher dokumentierten 2005, dass
UHMWPE mit einem Durchmesser zwischen 0,1 und 1 um in vitro biologisch sehr
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aktiv ist.>®

Beispielsweise bewirkt UHMWPE der GréBe 0,24 um in vitro bereits in
einem Verhaltnis von 10 um? pro Makrophage die Freisetzung proinflammatorischer
und osteolytischer Zytokine. Von UHMWPE der GréBe 0,45 und 1,71 pum ist fOr
diesen Effekt bereits das zehnfache Volumen pro Zelle erforderlich.*® Fiir Titan
wiesen Shanbhag et al. 1994 nach, dass Partikel mit einem Durchmesser von 1,76
um héhere IL- 1- Konzentrationen hervorriefen als Partikel der GréBe 0,15 oder 0,45
um."*? Ebenso wurde der Einfluss der PartikelgréBe auf die Biokompatibilitat einer
Aluminium- Keramik und verschiedener Knochenzemente in vitro beschrieben.*’®

Eine Kontamination der Partikel mit adharenten bakteriellen Endotoxinen wurde in
der vorliegenden Arbeit mittels Inkubation mit Limulus- polyphemus- Konzentrat
ausgeschlossen. Die zentrale Bedeutung dieser Untersuchung wurde beispielsweise
mehrfach von Bi et al. belegt, dessen Arbeiten zeigten, dass adharente Endotoxine
die Zellreaktionen in vitro stimulieren.®'® Zudem wiesen Akisue et al. nach, dass
LPS- behandelte Titan- Partikel im Gegensatz zu unbehandelten Partikeln eine
signifikant gesteigerte TNF- a- und IL- 1B- Freisetzung aus THP- 1- Zellen

verursachen.’

5.1.3. Applikation standardisierter Partikeldosen

In der vorliegenden Arbeit wurde als DosismaB eine surface- area- ratio (SAR) von
10: 1 pro Versuchsansatz gewahlt.

Shanbhag et al. wiesen 1994 darauf hin, dass bei der vergleichenden Analyse von
partikuldaren Knochenersatzmitteln verschiedener Zusammensetzung, GréBe bzw.
Form dbliche DosismaBe wie Volumen, Gewicht oder Partikelanzahl nicht
herangezogen werden kdnnen.'% Differenzen in Durchmesser, Oberflacheninhalt
oder Dichte der Partikel wirden sich auf die applizierte Menge auswirken, konstante
Reaktionsflachen zwischen Partikel und Zelle wéaren somit nicht gewahrleistet.
Deshalb empfahlen Shanbhag et al. die oberflachenbezogene Dosierung unter
Anwendung der SAR- Methode.'%'%"® Dabej gilt als DosismaB eine definierte
Partikeloberflache, die in einem festgelegten mathematischen Zahlenverhaltnis auf
die Zelloberflache bezogen wird. Zur Einhaltung des gewlnschten
Oberflachenverhaltnisses werden von den Knochenersatzmitteln unterschiedliche
Massen erforderlich. Da durch dieses Verfahren konstante Reaktionsflachen
zwischen Zellen und Partikeln erzeugt werden, kdnnen folgende Resultate
miteinander verglichen werden. Grandjean- Laquerriere et al. zeigten 2005 eine
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Aktivierung von humanen PBMC durch partikulares HA, welches in einer SAR von
10: 1 appliziert wurde.”? Ein Oberflachenverhaltnis von 1: 1 hingegen bewirkte
weniger ausgepragte Effekte.”® Shanbhag et al. dokumentierten ebenfalls eine SAR
von 10: 1 als geeignete Dosis zur Untersuchung der biologischen Wirkungen von
Titan- Partikeln in vitro.'® Die SAR- Methode wird auch von Arbeitsgruppen anderer

medizinischer Forschungsfelder angewendet.®°
5.2. Partikulares Hydroxylapatit und B- Tricalciumphosphat in vitro

HA und B-TCP der GréBe 1um fihren zu einer Entziindungsinduktion

nahezu gleichen AusmafBes

Im ersten Schritt der vorliegenden Arbeit wurden erstmals gleichzeitig die
calciumphosphat- basierten partikularen Biomaterialien HA und phasenreines - TCP
hinsichtlich ihres Einflusses auf die Produktion proinflammatorischer Zytokine in vitro
untersucht. HA und B- TCP der PrimarpartikelgréBe 1 pum bewirkten nach einer
Inkubationsdauer von 18 Stunden gleichermaBen ungefahr eine Verdopplung der
Konzentrationen an TNF- a, IL- 1 und IL- 8.

Eine Induktion der TNF- a- und IL- 8- Produktion durch partikulares HA konnte auch
von Grandjean- Laquerriere et al. dokumentiert werden.** Dort wurden Monozyten
Uber einen Zeitraum von sechs und 18 Stunden mit verschiedenen HA- Partikeln in
einer SAR von 10: 1 inkubiert. Das AusmaB der Konzentrationssteigerung schwankte
je nach Form und GréBe des HA. Nadelférmige Partikel mit einem mittleren
Durchmesser von 2 um fUhrten zur tendenziell starksten Zytokininduktion. Allerdings
wurden diese Ergebnisse nicht statistisch ausgewertet. Kim et al. wiesen eine
Steigerung der IL- 1B- Produktion von mononukledren Zellen des Knochenmarks bei
Inkubation mit HA- Partikeln nach.®® Nagase et al. zeigten auch in vivo eine
Steigerung der TNF- a- Freisetzung durch partikulares HA und p- TCP.%

Harada et al. hingegen konnten keine Induktion von TNF- a oder IL- 1B durch
gesintertes HA und BCP nachweisen. Allerdings fluhrten ungesinterte HA- Partikel,
die bei 110°C getrocknet wurden und sich durch ihre unregelmaBige und
scharfkantige Form von gesinterten Partikeln unterschieden, zu einer signifikanten
Steigerung der Zytokine.*® Eine Verdopplung der extrazellularen TNF- a- und IL- 1p-

Konzentration konnten zwar auch Curran et al. nach einer Inkubation von 24 Stunden
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nicht zeigen, doch wurden dort BCP- Partikel mit einem Durchmesser von einigen
Millimetern verwendet.?? Dies stiitzt die Hypothese, dass insbesondere Partikel im
Mikrometerbereich immunologische Effekte bewirken.

Schlussfolgernd  bestétigt die eigene Arbeit den mehrfach gezeigten
proinflammatorischen Effekt von partikularem HA und erganzt die Erkenntnis, dass
phasenreines - TCP gleicher GréBe in vitro denselben proinflammatorischen Effekt
auf humane PBMC besitzt. In vivo wurde eine ahnliche Beobachtung bereits 1994
von van der Meulen & Koerten dokumentiert."" Dort wurde eine gleichméaBige
granulozytére Infiltration der Bauchhéhle von Mausen nach Injektion von partikularem

HA und B- TCP nachgewiesen.

Die Entziindungsinduktion durch p-TCP ist gréBenspezifisch und

mit einer gesteigerten Zytotoxizitat assoziiert

In einem zweiten Schritt dieser Studie wurden erstmals p- TCP- Partikel
unterschiedlicher PrimargréBe untersucht. B- TCP 3, 13, 32 und 40 um zeigte einen
starkeren proinflammatorischen Einfluss auf humane PBMC und rief teilweise bereits
nach sechs Stunden signifikante Zytokinsteigerungen hervor. GréBere Partikel (dso=
32 bzw. 40 um) verursachten stets héhere Zytokinspiegel als kleinere (dsp= 1 pm)
(Abbildung 10, S. 41). Die gleiche Abhangigkeit wurde von Shanbhag et al. 1994
nachgewiesen: gréBere Titan- Partikel bewirkten eine starkere IL- 1- Produktion
durch eine Monozyten- Makrophagen- Zelllinie als kleinere.'®

Diese gréBenabhangige Zytokininduktion kdnnte mdglicherweise dadurch erklart
werden, dass die Partikel aufgrund ihrer GrdBe (in der eigenen Arbeit bis zu 40 um)
oder Oberflachenstruktur nicht erfolgreich von PBMC phagozytiert werden kdnnen.
Diesen Zusammenhang zeigte Shimizu bereits 1988: wahrend HA- Partikel mit einem
Durchmesser von wenigen Mikrometern in vivo phagozytiert wurden, verblieben
groBere Partikel extrazellular und verursachten eine andauernde
Fremdkdrperreaktion mit Granulom- und Kapselbildung.'® Weiterhin wiesen mehrere
Arbeitsgruppen nach, dass Partikel und Fasern unterschiedlicher Art nur bis zu einer
GréBe von 20 um phagozytiert werden konnten.'*®? Champion et al. beschrieben
auBerdem, dass die Partikelgeometrie entscheidenden Einfluss auf das
Phagozytoseverhalten von Makrophagen hat. So muss flir eine erfolgreiche
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Phagozcytose die Partikelform die Bildung eines bestimmten Aktinkomplexes
ermdglichen. ™

Auf dem Hintergrund dieser Daten ist zu vermuten, dass die gréBeren - TCP-
Partikel mit teils unregelmaBiger Oberflache in der eigenen Studie entweder gar nicht
phagozytiert werden kénnen und so eine prolongierte Inflammation bewirken oder
aber zu einer Schadigung der Zellmembranintegritit beim Versuch einer
Phagozytose fihren. Dabei zugrunde gehende Zellen kénnten wiederum die
entziindliche Reaktion unterhalten. Diese Hypothese wird zusatzlich dadurch
gestltzt, dass in den Versuchen von Grandjean- Laquerriere et al. nadelférmige HA-
Partikel und bei Harada et al. scharfkantige HA- Partikel die hdchsten
Konzentrationen an TNF- a und IL- 8 bzw. IL- 1B induzierten.** ¢ Auch in vivo konnte
gezeigt werden, dass durch langgezogene Polyethylen- Partikel eine starkere
proinflammatorische Reaktion hervorgerufen wird als durch globuldre Partikel."'” Es
ist vorstellbar, dass derart geformte Partikel ebenfalls nicht erfolgreich phagozytiert
werden kdnnen und UOber einen resultierenden Zelluntergang zu einer starkeren
Entzindungsinduktion flhren.

Im Gegensatz zu dieser Hypothese stehen Daten anderer Arbeitsgruppen, die
insbesondere eine erfolgreiche Phagozytose als wesentlichen Entziindungsstimulus
deklarieren und damit das proinflammatorische Potential kleiner Partikel erklaren. So
haben Silva et al. dokumentiert, dass sich Makrophagen in vitro an BCP- Partikel (dsg
~ 10 um) heften und nach 48- stindiger Inkubation ihrerseits Partikel in das
Kulturmedium abgeben.'”” Diese Partikel weisen dasselbe Calcium- Phosphat-
Verhaltnis wie die Testpartikel auf, was eine erfolgreiche Phagozytose sowie
intrazellulare Prozessierung der Partikel voraussetzt. Es ist zu vermuten, dass diese
extrazellularen Ablagerungen zu einer Unterhaltung der Entziindungsreaktion flhren
kénnten. Diese Annahme wird auch durch Ergebnisse von in vivo- Experimenten
gestitzt. So zeigten Koerten und van der Meulen 1994 und 1999 die Bildung
extrazellularer Depots nach Injektion von Calcium- Phosphat- Partikeln einer GréBe
von 11,3 um in die Bauchhdhle von Mausen.®”'" Diese Ablagerungen enthielten wie
bei Silva et al. Calcium und Phosphat, was ebenfalls fur eine Aufrechterhaltung der
Inflammation durch die Exozytose zuvor phagozytierter Partikel sprechen kdnnte.
Allerdings wurde in diesen drei Arbeiten kein Nachweis Uber eine evtl. Kontamination
der Partikel mit bakteriellen Endotoxinen geflihrt. Somit ist nicht auszuschlieBen,

dass unterschiedliche biologische Reaktionen durch Endotoxine verursacht waren.
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Weiterhin existieren in Bezug auf partikulare Knochenersatzmittel anderer
chemischer Zusammensetzung vielfache Hinweise auf eine schlechtere
Biokompatibilitdt kleinerer Partikel. So belegen mehrere Arbeiten zu Polyethylen,
dass kleine Partikel héhere TNF- a- und IL- 1B- Konzentrationen induzieren als
groBe.43;59;84;85

Um auf dem Hintergrund dieser gegensatzlichen Daten nun zu klaren, ob zu groBe
oder zu unregelmaBig geformte Partikel tatséchlich die Zellmembranintegritat stéren
und maéglicherweise durch einen Zelluntergang die Entziindungsreaktion verstarken,
wurde in der vorliegenden Arbeit die Freisetzung des obligat intrazellularen Enzyms
Lactatdehydrogenase (LDH) ermittelt. GréBere - TCP- Partikel fihrten zu einer
signifikant hdheren LDH- Konzentration in der Umgebung der Zellen (Abbildung 9, S.
33). Demnach muss angenommen werden, dass - TCP- Partikel mit einem
Durchmesser im nicht- phagozytierbaren Bereich (> 20 um) eine zellschadigende
Wirkung besitzen und dadurch starkere entziindliche Reaktionen hervorrufen.

Die erhdhte Freisetzung vor allem von TNF- a durch B- TCP mit gréBerem
Primardurchmesser kénnte infolge der Entzlindungsinduktion auch zu einem Anstieg
der Knochenresorption im Bereich des Implantats fihren (Abbildung 1, S. 3).
Hinweise fUr eine direkte Stimulation von Osteoklasten durch TNF- a finden sich in
vitro und in vivo.5*"%®" Der Einsatz eines TNF- a- Blockers (Etanercept) kénnte
deshalb in Zukunft zur Vermeidung oder Therapie Partikel- induzierter Osteolysen in
Bezug auf B- TCP relevant werden. Die Wirksamkeit dieser Strategie konnte

hinsichtlich partikuldren Titans bereits im Tierversuch belegt werden.?°
HA der GréBe 1 um induziert RANKL in vitro

Im Gegensatz zu B- TCP induziert HA gleicher GrdBe die Produktion von RANKL
(Abbildung 10, S. 41). Dieser Effekt wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals in vitro
gezeigt. Somit wurde hier eine mdgliche Erklarung fir die in klinischen Studien
beschriebene Inzidenz von Osteolysen nach HA- Implantation geliefert.>°
AuBerdem stltzt dieses Ergebnis die Beobachtung von Zerbo et al., dass sechs
Monate nach B- TCP- Ersatz immunhistochemisch keine multinuklearen TRAP-
positiven Zellen (Osteoklasten), sondern Runx2/ Cbfal- positive Zellen
(Osteoblasten) nachweisbar sind.'® Es ist daher anzunehmen, dass HA im

Gegensatz zu B- TCP die Bildung von RANKL beglnstigt und somit die
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Osteoklastogenese und folglich die Knochenresorption foérdert. In diesem
Zusammenhang konnten Childs et al. bereits in vivo zeigen, dass die Gabe von
RANKL- Antikérpern das Auftreten von Osteolysen verhindert.?! Somit wurde diese
Strategie als mégliche Methode zur Verhitung von Implantatlockerungen diskutiert.

Im Gegensatz dazu detektierten Koulouvaris et al. statt eines erhéhten RANKL eine
verringerte Expression von OPG in Gewebeproben von Patienten mit aseptischer
Prothesenlockerung.®® Dieser Einfluss wurde in der eigenen Arbeit nicht bestatigt,
allerdings wurden bei Koulouvaris et al. Titan- und PMMA- Partikel als urséachlich

identifiziert, so dass ein direkter Vergleich nicht ohne weiteres mdglich ist.

g

HA B- TCP
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Abbildung 10: Zusammenfassung. HA und - TCP der Gr6Be 1 um flihren in gleichem AusmaB zu
einer signifikanten Induktion von TNF- a, IL- 13 und IL- 8. Im Gegensatz zu B- TCP verursacht HA
einen RANKL- Anstieg. Dies erklart méglicherweise die gesteigerte Inzidenz von Osteolysen nach
Implantation von HA. GrdBere B- TCP- Partikel bewirken héhere Zytokinkonzentrationen als kleine.
Gleichzeitig induzieren diese Partikel die Freisetzung von LDH. Dies spricht fiir eine schlechtere
Biokompatibilitat von B- TCP- Produkten mit einer PrimarpartikelgréBe von 10- 40 um im Vergleich zu

Partikeln mit einer PrimargréBe von ca. 1 um.
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Der Einsatz von synthetischen Knochenersatzmitteln stellt eine effektive Methode zur
Behandlung von Knochendefekten dar und bildet somit eine viel versprechende
Alternative zur autologen Knochentransplantation. Trotz guter klinischer Ergebnisse
bleibt die Bildung von partikularem Abrieb mit konsekutiver Aktivierung von
Immunzellen ein haufiges Problem. Aufgrund einer zytokinvermittelten
Entzindungsreaktion kommt es zu aseptischen Implantatlockerungen und
Osteolysen, die in einem Versagen des Implantats mit erforderlicher Revision
resultieren kénnen (particle disease).

FOr Hydroxylapatit (HA) und biphasisches Calciumphosphat wurde bereits der
Einfluss auf die Produktion proinflammatorischer Zytokine in vitro untersucht. Fir
phasenreines B- Tricalciumphosphat (B- TCP), das seit einigen Jahren in breiter
klinischer Anwendung steht, fehlen diese Daten bisher. Ebenso existieren keine
Studien Uber eine mdgliche gréBenspezifische Entziindungsinduktion durch B- TCP
sowie Uber den Einfluss von HA und B- TCP auf die Differenzierung myeloischer
Vorlauferzellen.

Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit sowohl die Wirkung von HA und B- TCP
gleicher PartikelgréBe (1 um) als auch von B- TCP variabler GréBe (1- 40 um) auf die
Bildung von TNF- a, IL- 1B, IL- 8, GM- CSF, M- CSF, RANKL und OPG durch
humane mononukleédre Zellen untersucht.

HA und B- TCP bewirkten erst nach 18 h Inkubation einen Anstieg von TNF- a, IL-
1B, IL- 8 und GM- CSF. Im Gegensatz zu B- TCP induzierte HA den
osteoklastogenen Mediator RANKL. GréBere B- TCP- Partikel verursachten bereits
nach sechsstindiger Inkubation eine Induktion von TNF- a, IL- 1B und IL- 8, die bis
zum Ende des Versuchs weiter gesteigert wurde. 3- TCP- Partikel der Gr6Be 32 und
40 um bewirkten stets héhere Zytokinkonzentrationen als Partikel der GréBe 1 um.
Diese Daten lassen einen starkeren osteoklastogenen Einfluss von HA vermuten und
liefern eine mogliche Erklarung fur die in einigen Studien beschriebene Inzidenz von
Osteolysen nach HA- Implantation. Weiterhin wird durch diese Arbeit erstmals eine
schlechtere Biokompatibilitat von B- TCP- Produkten mit héherer Primarpartikelgré Be
belegt. Mdglicherweise kdnnen darauf basierend neue B- TCP- Keramiken entwickelt

werden, die durch eine definierte Partikelstruktur eine particle disease vermeiden.
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