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1 Einleitung

Knochendefekte im Bereich der Kiefer stellen auch heute noch eine groBe
therapeutische Herausforderung dar. Durch den zunehmenden Altersdurchschnitt in
der Bevoélkerung bekommen die Therapie von periodontalen Knochendefekten und
die Therapie von Kieferatrophien (z.B. vor implantatbasierter Rehabilitation des
Kauapparates), einen héheren Stellenwert. Allen Krankheitsbildern ist gemein, dass
die Wiederherstellung des knéchernen Gesichtsskeletts mit seinen funktionellen und
asthetischen Aspekten fir die Lebensqualitat der Patienten von groBer Bedeutung
ist. Die kndcherne Wiederherstellungschirurgie hat in den letzten Jahrzehnten einen
Wandel erfahren. In den 80er und 90er Jahren erfolgte die Skelettrekonstruktionen
haufig mittels artifiziellen Materialien wie Kalziumphosphate, Keramiken und
Polymeren (Binderman et al., 1990). Hierdurch konnte zwar die Skelettform und
teilweise auch die Funktion wiederhergestellt werden; jedoch wurden
materialspezifische Nachteile in Kauf genommen. Mittlerweile findet zunehmend
Berlcksichtigung, dass das Skelett einem dynamischen Geschehen unterworfen ist,
gekennzeichnet durch einen adaptativen Knochenan- und -abbau. Die
Knochenneubildung basiert auf der Fahigkeit des ossaren Gewebes dynamische
Umbauprozesse in Gang zu setzten, die im optimalen Fall zu einer Restitutio ad
integrum, wie beispielsweise bei der Knochenheilung nach einer Fraktur, fihren
(Rodan, 1992). Auf diesen Erkenntnissen basierend werden auch heute h&ufig
autologe Transplantate zur Knochenregeneration eingesetzt. Diese weisen im
Gegensatz zu den artifiziellen alloplastischen Materialien lebende, biologisch aktive
Zellen auf, die sowohl an der Einheilung, als auch an der Adaptation an die lokalen
mechanischen Anforderungen beteiligt sind. Auf Grund der vielen Vorteile wird bei
kérpereigenen Knochentransplantaten, auch vom ,Gold-Standard“ gesprochen
(Pretorius et al., 2005). Neben nicht vaskularisierten, freien Knochentransplantaten
werden auch mikrovaskuldr anastomosierte Transplantate (hohe mechanische
Kompetenz)(Mehta et al., 2004) verwendet, welche bei gréBeren Defekten, oder in
vorgeschadigten Geweben (ersatzschwache Transplantatlager) Vorteile bieten
(Smolka et al., 2005). Allerdings besteht neben der Entnahmemorbiditat (Nkenke et
al., 2001; Nkenke et al., 2004; Sasso et al., 2005) auch die quantitative Limitation
des zur Verflgung stehenden Knochenreservoirs als Nachteil.



In den letzten Jahren hat deshalb insbesondere in der Forschung ein Wandel
stattgefunden. Dieser zielt zunehmend auf zellbasierte Knochenregenerations- und
Rekonstruktionsansatze ab. Dabei unterstitzen die vitalen Zellen die
Wiederherstellung oder Unterhaltung der Gewebefunktionalitat (Langer et al., 1993).
Prinzipiell gibt es drei verschiedene Arten von zellbasierten
Knochenregenerationsstrategien. Neben der Transplantation von Zellen in einem
Gewebeblock (klassisches Knochentransplantat) ist auch die in situ Aktivierung von
ortsstdndigen Zellen (z.B. Distraktionsosteogenese) mdglich. Hierbei werden
kérpereigene Zellen durch verschiedene Stimuli, z.B. Dehnungsreize (Meyer et al.,
2005a; b), elektromechanische Reize (Aaron et al., 2004) und Stimulation durch
Zytokine, zur Knochenbildung stimuliert (Depprich et al., 2005; Kubler et al., 1998).
Des Weiteren besteht die Mdglichkeit der Transplantation von isolierten und/oder
extrakorporal kultivierten Zellen, ggf. auch als extrakorporal generiertes
Gewebekonstrukt. In  diesem Zusammenhang, wurde der Begriff ,Tissue
Engineering“ gepragt. Beim Tissue Engineering werden lebende Zellen in vitro auf
bzw. in einer Matrix kultiviert um ein Zielgewebe zu erhalten, welches dann in
denselben  Organismus  transplantiert ~werden kann, um  spezifische
Gewebefunktionen wiederherzustellen. Ging man friher von drei wichtigen
biologischen Saulen des ,Tissue Engineering“ aus; Zellen (Handschel et al., 2006),
Wachstumsfaktoren und Matrix (Biomaterial)(Handschel et al., 2002; Wiesmann et
al., 2004), so weiBB man heute, dass auch die Vaskularisation eine wichtige Rolle
spielt (Abb.1). Im Rahmen des Tissue Engineerings werden verschiedene Arten von
Matrices, Wachstumsfaktoren, Vaskularisation und Zellen — singuldr oder in
verschiedenen Kombinationen - flur die Entwicklung von artifiziellem Knochen
verwendet. Durch den Wegfall der Entnahmemorbiditdt und die theoretisch
unbegrenzte Verflgbarkeit bietet die extrakorporale Herstellung von Ersatzgeweben
deutliche Vorteile gegenlber der Verwendung von autologen Gewebetransplantaten.



Abb. 1: Die vier Saulen des Tissue Engineerings.

1.1 Zellen:

Zellarten die beim ,Tissue Engineering“ Verwendung finden, kdnnen theoretisch
autologen, allogenen oder xenogenen Ursprungs sein. Diese Kategorien kdnnen
noch entsprechend ihrer Differenzierungskapazitdt in ausdifferenzierte (z.B.
Osteoblasten), multipotente, pluripotente und totipotente Zelllinien unterteilt werden.
Im Gegensatz zu totipotenten Zellen, die einen kompletten Organismus generieren
kébnnen, kdnnen sich pluripotente Zelllinien in Zellen aller drei Keimbléatter
differenzieren. Ihnen fehlt aber die Kompetenz, einen komplexen Gesamtorganismus
zu bilden. Multipotente Zellen hingegen konnen in verschiedene Zelltypen
differenzieren ohne zugleich pluripotent oder totipotent zu sein. Neben dieser
Einteilung der Zellen besteht auch die Méglichkeit Zellen in natirliche und genetisch
modifizierte Zellen einzuteilen (Tabelle 1, Abb. 2).



Naturlich vorkommende Zellen Genetisch modifizierte Zellen

Toti- und Pluripotente Zellen
Embryonale Stammzellen (ESC)
Nabelschnurblutstammzellen (USSC)

Multipotente Zellen - Osteosarkom Zelllinien
ADPC - Immortalisierte Zelllinien
BMDPC a) spontan transformiert
PDPC b) nicht transformierte
Progenitorzellen aus GefaBwéanden - klonale Zelllinien

Progenitorzellen aus Plazenta

Unipotente Zellen
Praosteoblasten
“Lining cells”
Osteoblasten

Osteocyten

Tab. 1: Einteilung von Zellen fir das Tissue Engineering von Knochen. ADPC =
Progenitorzellen aus Fettgewebe, BMDPC = Progenitorzellen aus Knochenmark,
PDPC = Progenitorzellen aus Periost
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Abb. 2: Die Differenzierungskaskade

Der Vorteil bei der Verwendung von toti-, pluri- , bzw. multipotenten Zelllinien (z.B.
pluripotente embryonale Stammzellen (ESC) oder unrestricted somatic stem cells
(USSC)) ist, dass eine Differenzierung der Ausgangszellen in knochenbildende
Zellen sowie in Zellen, welche wichtige Funktionen bei der Generierung von
Geweben Ubernehmen, wie z.B. Endothelzellen erfolgen kann. Multipotente
mesenchymale Progenitorzellen (MPC) stellen eine sehr heterogene Gruppe dar und
kénnen aus verschiedenen Geweben (z.B. Knochenmark, Periost, Fett, etc.) (Covas
et al., 2005; In 't Anker et al., 2004; Moosmann et al., 2005; Ng et al., 2005; Pittenger
et al.,, 1999; Sakaguchi et al., 2004; Seo et al., 2004; Wulf et al., 2004) gewonnen
werden und in unterschiedlichen mesenchymale Zelllinien differenziert werden
(Handschel et al., 2006). Stammzellen und Vorlauferzellen entstehen embryonal und
scheinen im Gewebe adulter Organismen in geringer Anzahl zu persistieren. Dort
tragen sie durch die Differenzierung in Fibroblasten, Osteoblasten, Chondrozyten
und Adipozyten wesentlich zur Reparatur von Gewebedefekten bei (Caplan, 1991;
Pittenger et al., 1999). Die Reifung dieser Zellen inklusive Proliferation und
Differenzierung erfolgt unter dem Einfluss verschiedenster Hormone und Zytokine.
Die Differenzierung in einen Osteoblasten ist definitionsgemaB dadurch erreicht,
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dass die Zelle Knochenmatrix synthetisiert, welche sekundar mineralisiert wird. Des
Weiteren exprimieren Osteoblasten phenotypische Marker wie Alkalische
Phosphatase, Kollagen Typ | und Osteokalzin (Aubin et al., 1996). Zur Gewinnung
der autologen MPC ist jedoch analog zur Knochentransplantatentnahme eine
Entnahme, in diesem Fall durch Aspiration, erforderlich. Da die MPC in
Knochenmarksaspiraten eine zahlenmaBig geringe Subpopulation darstellen (nur
eine von 100.000 Zellen aus dem Knochenmark ist eine MPC (D'lppolito et al., 1999;
Quarto et al., 1995)), ist die Gewinnung dieser Zellen recht aufwendig. Ein weiterer
Nachteil dieser Zellen ist das begrenzte Erneuerungspotential verglichen mit z.B.
ESC und USSC (McCulloch et al., 1991). AuBerdem besitzen diese Zellen in
héherem Lebensalter ein vermindertes Proliferationspotenzial und
Differenzierungskapazitat (D'lppolito et al., 1999; McCulloch et al., 1991; Quarto et
al., 1995).

Im Gegensatz zu den multipotenten MPC gehéren die embryonalen Stammzellen
(ESC) zu den pluripotenten Zellen, welche aus der inneren Zellmasse der
Blastozyste gewonnen werden und eine pluripotente embryonale Vorlauferzelle
darstellen. Vor Uber 20 Jahren gelang es erstmals ESC aus der Maus zu isolieren
und zu kultivieren (Martin, 1981). Ende der 90er Jahre konnte schlieBlich auch eine
stabile humane ESC-Zellinie etabliert werden (Thomson et al., 1998). ESC konnten
frher nur in Co-Kulturen mit mitotisch inaktiven Fibroblasten, die als sogenannte
feeder cells fungierten, kultiviert werden (Bielby et al., 2004; Heng et al., 2004; zur
Nieden et al., 2003). Durch Supplementierung mit speziellen Faktoren ist dies heute
jedoch nicht mehr notwendig. Unter speziellen Kultivierungsbedingungen kénnen
ESC in osteoblastenahnliche Zellen (OLC) differenzieren. Dies wird meistens durch
den Zusatz von Dexamethason, Ascorbinsdure und B-Glycerolphosphat zum
Nahrmedium erreicht (Bielby et al., 2004; Chaudhry et al., 2004). Aber auch Zytokine
wie BMP-2 oder Vitamin D3 kdnnen die osteoblastare Differenzierung férdern (zur
Nieden et al.,, 2003). Anhand von murinen ESCs, die in Anwesenheit von LIF
(leukemia inhibitory  factor), DAG (Dexamethason, Ascorbinsauren, -
Glycerolphosphat) oder BMP-2 kultiviert wurden, konnte unsere Arbeitsgruppe
zeigen, dass die Kultivierung mit DAG im Gegensatz zu BMP-2 eine bessere
osteogene Differenzierung zur Folge hat. Dies wurde mittels immunhistologischer
Farbungen und real-time PCR Expressionsanalyse osteogener Marker (Kollagen |1,
Osteokalzin) objektiviert (Handschel et al., 2008b). Ein Vorteil der ESCs gegeniiber
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den multipotenten mesenchymalen Progenitorzellen ist ihre Immortalitat. Dadurch
stellen sie ein unbegrenztes Reservoir zur Osteoblastendifferenzierung dar. In
diesem Zusammenhang ist eine der wesentlichen Herausforderungen der heutigen
Forschung, die immunogene AbstoBung dieser Zellen durch den immunkompetenten
Transplantatempfanger zu vermeiden. Interessanterweise konnte Burt et al. eine
MHC-mismatched ESC-Transplantation bei Mausen ohne den klinischen oder
histologischen Nachweis einer graft-versus-host Reaktion durchfihren (Burt et al.,
2004). Des Weiteren beschrieb Zavazava in einem Ubersichtsartikel die Méglichkeit,
dass ESC ein Potential zur Induktion einer Immuntoleranz besitzen (Zavazava,
2003). Neben all diesen Vorteilen gibt es auch Bedenken bezlglich der Anwendung
der ESC fur die Transplantation. So ist beispielsweise eine mdgliche maligne
Entartung der Zellen denkbar. Trounson beschrieb das vermehrte Auftreten von
Teratomen und Teratokarzinomen bei Tieren mit transplantierten undifferenzierten
ESC (Trounson, 2002). Viele Autoren haben jedoch keinen Hinweis auf eine
tumordése Entartung finden kdénnen (Zhang et al.,, 2001). Zuletzt bleiben noch
rechtliche und ethische Bedenken bei der Verwendung humaner ESC fir
wissenschaftliche Versuche und fir die klinische Anwendung. Die Diskussion bezieht
sich letztendlich auf die Frage, ob der Schutz und die Integritdt des humanen
Embryos oder aber potenzielle Therapieoptionen fir Patienten ein hdéheres Gut
darstellen. Verbunden damit ist die Diskussion, ob der absolute Respekt vor dem
individuellen menschlichen Leben bereits mit der Konzeption oder erst spater beginnt
(Cogle et al., 2003; Gilbert, 2004).

Eine mdogliche Alternative zur Verwendung humaner ESC stellen die vor wenigen
Jahren entdeckten mesenchymalen Stammzellen aus dem Nabelschnurblut, sog.
unrestringated somatic stem cells (USSC) dar (Kogler et al., 2004). Bei diesen Zellen
handelt es sich um mittels Dichtegradientenzentrifugation gewonnene pluripotente,
mononukledre Vorlauferzellen aus dem Nabelschnurblut. Diese weisen nur ein
geringes immunogenes Potenzial auf, so dass die Zellen schon seit langerem bei der
Behandlung von Leukdmien in der Hamatoonkologie genutzt werden. Trotz allogener
Transplantation  nicht  HLA-identischer  Individuen  treten  nur  selten
AbstoBungsreaktionen auf (Benito et al., 2004). Die Zellen besitzen neben einem
chondroblastaren, hdmatopetischen und neuronalen Differenzierungspotential auch

das Potential einer osteoblastaren Differenzierung.
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Bei der Verwendung autologer determinierter osteoblastarer Zellen kommt es zu
keinen immunologischen Reaktionen. Auch rechtlichen und ethischen
Einschrankungen bestehen nicht. Zur Geweberegeneration ist allerdings eine
ausreichende Anzahl von Zellen nétig, so dass die Kultivierbarkeit der Zellen von
entscheidender Bedeutung ist. Inzwischen ist die Kultivierung dieser Zellen, welche
unterschiedlichsten  Ursprungs sein kénnen, jedoch ohne Verlust des
Differenzierungspotentials problemlos méglich (Meyer et al., 2005a). Hierflr wird das
Ursprungsgewebe (Knochen, Periost, Knochenmark) explantiert, und die Zellen
mittels unterschiedlichen Techniken (mechanische Zersetzung, Enzymdigestion) aus
dem Gewebe isoliert (Handschel et al., 2006; Vacanti et al., 1993). Die isolierten

Zellen kénnen dann weiter proliferiert und differenziert werden.

1.2 Matrix:

Knochen ist ein spezialisiertes Stltzgewebe, der durch die Mineralisation von
Osteoid, der nicht kalzifizierten extrazellularen Matrix (ECM), entsteht. Die kndcherne
Regeneration wird hauptsachlich durch Osteoblasten vermittelt, welche sich aus
mesenchymalen Vorlauferzellen differenzieren. Die Osteoblasten sezernieren ECM,
welche zu 90% aus Kollagen | besteht (Loéffler, 2000). In der Folge werden der ECM
Kalzium- und Phosphationen zugefihrt und es entstehen Hydroxylapatitkristalle
(Geflechtknochen). Neben Kollagen | werden auch Osteopontin, Osteonectin,
Osteokalzin sowie Alkalische Phosphatase, die im Verlauf der Knochenbildung
gebildet (Aubin et al., 1996; McKee et al., 1996; Termine et al., 1996; Zernik et al.,
1990). Im Rahmen der Knochenregeneration bzw. beim Tissue Engineering muss die
Matrix bzw. das Tragergerist (Scaffold) vielen Anforderungen geniigen: nicht toxisch,
biokompatibel, biologisch abbaubar (unter Bildung nicht toxischer Abbauprodukte),
nicht immunogen, einfach chirurgisch fixierbar. Dabei soll die Matrix gleichzeitig die
individuelle interne und externe Knochengeometrie nachahmen, die Knochenbildung
und das Zellattachment férdern sowie durch lokale Zellen umgebaut (remodelling)
werden kénnen (Wiesmann et al., 2004). Ein optimales Tragergertst, welche alle
diese Anforderungen erflllt, existiert derzeit noch nicht.

Scaffolds kénnen in natdrliche und klnstliche Materialien unterteilt werden, wobei
jede Klasse noch einmal in organische und anorganische Gruppen unterteilt wird: Es
werden  synthetische-organische (Polylactide, Polyglykoide), synthetisch-
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anorganische (Hydroxylapatit, Kalzium-Phosphat-Composite, = Glaskeramiken),
naturlich-organische (Kollagen, Fibrin, Hyaluronsaure) und natlrlich-anorganische
Materialien (Korallenhydroxylapatit, anorganischer boviner Knochen) unterschieden.
Die Zusammensetzung der Matrixkomponenten bestimmt die Eigenschaften, wie
Formsteifigkeit und Bruchfestigkeit des Tragergeristes (Wiesmann et al., 2004). Die
Materialien existieren in verschiedenen Konsistenzen (Gele, spongiése Konstrukte,
hochkomplexe Strukturen mit Poren und Kanélen). Neben dem langsamen Abbau
und der Méglichkeit des Ersatzes durch Knochen, ist auch die Imitation der internen
und externen Knochenmorphologie entscheidend fiir die Qualitat eines Knochen-
Scaffold (Langer et al., 1993). Zu den Parametern zahlen u.a. Dreidimensionalitat,
Materialoberflache, PorengrdBe, Kanalausrichtung und Trabekelorientierung (Meyer
et al., 2005b).

Die physiko-chemischen Eigenschaften der Tragermaterialien beeinflussen direkt die
Zytokompatibilitat (Zellattachment und Zellproliferation). Da die Zellproliferation ein
direktes MaB der Zytokompatibilitdt darstellt, wurde die Proliferationsrate mittels
CyQUANT®-Assay und Elektronenmikroskopie von ESC auf verschiedenen
Tragermaterialien untersucht. Die Proliferation war am starksten auf bovinem ICBM
(insoluble collagenous bone matrix) gefolgt von B-Tricalciumphosphat multiporés
(Cerasorb M®), B-Tricalciumphosphat kleinporig (Cerasorb®), Copolymer aus
Polylactat und Polyglycolsdure (PLA/PGA ) sowie anorganischem bovinen Knochen
(Bio Oss®)(Handschel et al., 2008b). Die physiko-chemischen Eigenschaften sind
auch von entscheidender Bedeutung bei der Kompatibilitdt der Zellen mit einem
Tragermaterial. ICBM besteht Uiberwiegend aus Kollagen |, so dass die Ergebnisse
im  Einklang stehen mit verschiedenen Studien die nachwiesen, dass das
Zellattachment  von Osteoblasten von der Proteinbedeckung der
Biomaterialoberflache abhangt (Dennis et al., 1992; Meyer et al., 1998; Petrovic et
al., 2006).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass das verwendete Tragermaterial Einfluss
auf die Genexpression inkubierter Zellen, beispielsweise der ESC hat(Handschel et
al., 2008b). Ein Vergleich von mit und ohne Biomaterial kultivierten ESCs zeigt, dass
die auf ICBM kultivierten Zellen den hamatopoetischen Stammzellmarkers CD34 und
Alkalischer Phosphatase signifikant vermindert exprimieren. Auf B-TCP kultivierte

Zellen zeigten eine signifikante Abnahme der CD34- und Osteopontinexpression. Es
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ist allerdings noch unklar, wie diese Veranderung des Genexpressionsmusters den
Differenzierungsprozess der multipotenten Zellen beeinflusst.

Die Mikromassentechnologie ist ein Ansatz um den prozentualen Anteil von
artifiziellem Scaffold an knéchernen, in vitro gezlichtetem Hybridgewebe zu
minimieren. Dabei werden Zellen nach der Proliferation in einer 2-D-Monolayerkultur
abgelést und in spezielle, nicht adhasive, Kulturkammern Gberfihrt. Dort bilden sich
innerhalb von drei Tagen sphéarische Formationen (Handschel et al., 2007; Meyer et
al., 2005a). Es ist bekannt, dass die Verbindung zur ECM, z.B. (ber Integrine, viele
zellulare Funktionen wie Proliferation, Zelldifferenzierung, Zellmigration oder
Apoptose beeinflussen kann (Boudreau et al., 1999). Bei der 3-D-Kulturform im
Rahmen der Mikromassenkulturen sezernieren die Zellen die ECM selbst und
kébnnen in dem gebildeten Konstrukt, frei interagieren, weshalb in den
Mikromassenkulturen hoéhere Proliferationsraten als in den Monolayerkulturen
nachgewiesen werden konnten. Darlber hinaus zeigen Mikromassenkulturen mit
osteoblastenahnlichen Zellen eine schnellere und ausgepragtere osteoblastéare
Differenzierung als 2-D-Kulturen (Gerber et al., 2001; 2002). Dass eine chondrogene
Differenzierung in einer Mikromassenkultur méglich ist, ist bekannt (Naujoks et al.,
2008). Erst klrzlich konnte jedoch nachgewiesen werden, dass Mikromassenkulturen
auch mit ESC mdglich sind wobei knorpelahnliche Differenzierungen entstehen
kénnen (Tanaka et al., 2004). Zwischenzeitlich konnte auch gezeigt werden, dass
eine osteogene Differenzierung von ESC in Mikromassen mdglich ist (Handschel et
al., 2008b). Weiterfuhrende Arbeiten demonstrierten, dass auch eine osteogene
Differenzierung von USSC in dreidimensionalen Mikromassenkulturen méglich ist.
Ein fir den klinischen Einsatz relevantes Problem ist die ortstdndige Transplantation
von Zellen in einen Organismus. Zellsuspensionen oder Zellgele zeigen aufgrund
ihrer physikalischen Eigenschaften die Tendenz sich im Gewebe zu verteilen und
weisen nur eine geringe Ortstandigkeit am Transplantationsort auf. Ein Vorteil der
Mikromassenkultur ist ihre GréBe (ca. 1 mm Spharen) und die mechanische
Stabilitat, so dass eine Zelltransplantation mit Hilfe dieser Sphéaren eine deutlich
hdhere Ortstabilitat erwarten lasst. Es konnte gezeigt werden, dass ein Auswachsen
von osteogen differenzierten Zellen aus den Mikromassen erfolgt, und somit
wahrscheinlich eine Knochenbildung von der Mikromasse ausgehend stattfinden

kann. Der Transfer von osteogen differenzierten USSC in hoher Konzentration mittels
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Mikromassen stellt somit einen mdglichen Ansatz fir den Zelltransfer von der
Kulturschale in den Empféanger dar.

Im weiteren Sinne stellen auch dentale Implantate, die zur Rehabilitation des
Kauapparates verwendet werden, ein mogliches Tragergerist fir Zellen und
Wachstumsfaktoren dar. Die Oberflachenbeschaffenheit von Zahnimplantaten hat
einen direkten Einfluss auf deren Osseointegration. In einer Vergleichsstudie von
Titanimplantaten und Zirkonoxidimplantaten konnte immunhistochemisch und
elektronenmikroskopisch demonstriert werden, dass der neuartige Werkstoff
Zirkonoxid eine annahernd gleich gute Osseointegration wie konventionelle
Titanimplantate zeigt (Depprich et al., 2008c; Depprich et al., 2008d). In vitro war die
Zellproliferation auf den Zirkonoxidoberflachen signifikant héher wahrend die
Zelladhasion und das Zellattachment auf den Titanoberflachen signifikant gréBer
waren (Depprich et al., 2008b). Zirkonoxid scheint u.a. auch aufgrund dieser in vivo

Untersuchungen ein geeignetes Material fir dentale Implantate zu sein.

1.3 Vaskularisation:
Ein limitierender Faktor im Bereich des Tissue Engineerings stellte die Versorgung
der gebildeten Gewebekonstrukte mit Nahrstoffen und Sauerstoff dar. Analog zu der
Situation bei einem transplantierten nativen Knochentransplantat ist insbesondere in
der Initialphase ist eine ausreichende Blutversorgung von essentieller Bedeutung.
Diese sichert das Uberleben, die Integration und schlieBlich auch die Funktionalitat
des implantierten, durch Tissue Engineering hergestellten, kndchernen
Gewebekonstrukt (Carano et al., 2003; Pelissier et al., 2003). Die Bedeutung von
einer adaquaten Durchblutung des gesamten Gewebekonstruktes wird noch einmal
durch die Tatsache hervorgehoben, dass die Diffusionsgrenze fur Sauerstoff und
Nahrstoffe nur 100 — 300 um betragt (Rouwkema et al., 2008). Die Uber gréBere
Distanzen auftretenden Diffusionslimitationen fliihren zu einem Absterben der Zellen
und zu azellularen Regionen (Gill et al., 1998; Goldstein et al., 2001). Eine
Méglichkeit gréBere Konstrukte mit einer héheren Zelliberlebensrate herzustellen,
stellt die Kultivierung von knéchernen Scaffolds in Bioreaktoren dar (Depprich et al.,
2008a; Grayson et al., 2008; Marolt et al., 2006). Hierbei ist jedoch zu bedenken,
dass die erfolgreiche Implantation in vivo weiterhin von der Vaskularisierung des

Transplantates abhangt. Im Prinzip existieren drei verschiedene Verfahren um ein
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Knochentransplantat zu vaskularisieren. Neben der in-vivo-Vaskularisation zum
Einen und der Anwendung angiogenetischer Wachstumsfaktoren zum Anderen,
besteht weiterhin die Méglichkeit der Pravaskularisation des Konstruktes (Frohlich et
al., 2008).

Bei der in-vivo-Vaskularisation werden die Knochentransplantate in eine stark
vaskularisierte Umgebung eingepflanzt und man erhofft sich ein Einsprossen der
GefaBe von der Oberflache der Implantate her. Nachteile dieses Verfahrens sind
zum Einen die nicht steuerbare Ausbildung neuer GeféaBe im Knochen und zum
Anderen die Tatsache, dass bei der Transplantation des Scaffolds in die Zielregion
die neu gebildeten GefaBe durch den chirurgischen Zugangsweg beschadigt werden
(Frohlich et al., 2008). Eine Mdglichkeit das letztere Problem zu umgehen, stellt die
sogenannte intrinsiche“ Vaskularisation dar (Kneser et al., 2006; Polykandriotis et
al., 2007). Dabei wird ein GefaB zentral in das Transplantat eingebracht, von dem die
Angiogenese ausgehen soll. Dieses zentrale GefaB wird dann mikrochirurgisch an
ein bestehendes GefaB angeschlossen oder mittels Medium perfundiert. Dies
ermoglicht die Erndhrung der sich auf der Matrix befindlichen Zellen, welche dann
neben der Neubildung von GefédBen auch Knochematrix bilden kénnen. Dies ist
natdrlich von der Potenz der angewendeten Zellen abhangig. Da sich totipotente
Stammzellen sowohl in osteogene Zellen, als auch endotheliale Zellen differenzieren
kébnnen, wéare es denkbar mit einer Stammzelle ein vaskularisiertes
Knochenkonstrukt zu erhalten (Kawamura et al., 2006). Pelissier und Mitarbeiter
konnten zeigen, dass im Vergleich zur alleinigen Anwendung, die Kombination einer
vaskularen Komponente mit Osteoprogenitorzellen des Knochenmarks, eine starkere
Neovaskularisation und Osteogenese in vivo erzielt (Pelissier et al., 2003).

Eine weitere Moglichkeit das Knochenkonstrukt zu vaskularisieren stellt die
Anwendung von angiogenetischen Wachstumsfaktoren dar die eine entscheidende
Rolle in der Angiogenese spielen, beispielsweise Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF), Platelet Derived Growth Factor (PDGF) und Fibroblast Growth Factor (FGF)
(Jain, 2003). Bei diesem Verfahren werden die Wachstumsfaktoren in die Scaffolds
auf verschiedene Arten eingearbeitet um dann das Wachstum neuer GefaBe zu
Beschleunigen. Durch die verschiedenen Methoden des Einbaus der
Wachstumsfaktoren in die Konstrukte kann die Releasekinetik dieser variiert werden
(Laschke et al., 2006). Da die Angiogenese nicht nur von einem Wachstumsfaktor
abhangt, sondern durch das Zusammenspiel von verschiedenen Wachstumsfaktoren
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in spezifischen Dosierungen zu determinierten Zeitpunkten bestimmt wird, ist es
notwendig die Releaskinetiken jedes einzelnen Faktors so anzupassen, dass die
Voraussetzungen der Angiogenese erflllt werden. Murphy und Mitarbeiter konnten
zeigen, dass verglichen mit einem solitaren Biomaterial durch die Kombination eines
Scaffolds mit VEGF nicht nur eine starkere Angiogenese, sondern auch eine
gesteigerte Mineralisierung erzielt werden kann (Murphy et al., 2004). Neben der
0.9. Kombination aus Wachstumsfaktoren und Biomaterialien ist des Weiteren eine
Kombination der Wachstumsfaktoren mit einem Biomaterial und Zellen méglich. Auch
die Kombination von angiogenetischen und osteogenen Wachstumsfaktoren ist eine
mdgliche Alternative. Letztendlich ist jede denkbare Kombination der in Abbildung 1
dargestellten Saulen des Tissue Engineerings méglich um ein Gewebekonstrukt zu
gewinnen welches neben der Mineralisation auch eine angemessene Vaskularisation
zeigt.

Die in vitro Pravaskularisation stellt einen weiteren vielversprechenden Ansatz zur
Vaskularisation eines Knochenkonstruktes dar. Hierbei erfolgt eine Co-Kultur von
endothelialen und osteogenen Zellen auf einem Biomaterial. Mesenchymale
Stammzellen beispielsweise kénnen in endotheliale Zellen differenzieren und haben
somit das Potential neue GeféaBe in einem Biomaterial auszubilden. Dabei ist zu
beachten, dass neben den endothelialen Zellen auch andere Zellarten vorhanden
sein mulssen, beispielsweise glatte Muskelzellen, um eine funktionelle
Vaskularisation mit der Ausbildung von GefaBen zu ermdglichen. Neben den
verwendeten Zellen ist auch das angewendete Biomaterial von entscheidender
Bedeutung, da das Biomaterial den Zellen erméglichen muss ein dreidimensionales
GefaBnetzwerk auszubilden.  Verschiedenste Biomaterialien wie pordses
Hydroxyapatit oder poréses Calcium-Phosphat findet dabei Verwendung (Unger et
al., 2007).

Neben der Tatsache, dass endotheliale Zellen zur Vaskularisierung und damit zur
Erndhrung des Knochens beitragen, beeinflussen die Zellen auch gegenseitig ihren
DifferenzierungsprozeB3. Es konnte gezeigt werden, dass durch die Co-Kultur von
endothelialen Zellen mit Osteoblasten zum Einen eine verlangerte Lebensdauer der
endothelialen Zellen erreicht wird (Unger et al., 2007), und zum Anderen eine
beschleunigte Expression des osteogenen Phanotyps der osteoblastaren
Vorlauferzellen erfolgte (Kaigler et al., 2005; Rouwkema et al., 2006; Villars et al.,
2002). Andererseits gibt es auch Berichte mit gegensatzlichen Aussagen, namlich
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das die Co-Kultur von endothelialen Zellen und osteoblastaren Zellen zu einer
Hemmung der osteoblastaren Differenzierung flihrt (Meury et al., 2006) bzw. die
Ausbildung tubularer Strukturen durch endotheliale Zellen gehemmt wird (Wenger et
al., 2004). Unterschiedliche Kaultivierungsbedingungen und unterschiedliche
Differenzierungsgrade der Zellen kdnnten mdgliche Grinde fur die widersprichlichen
Aussagen sein. Dies bedeutet auch, dass auf diesem Gebiet noch weitere Forschung
notwendig ist um die Vorgédnge genau zu verstehen und um ein funktionsfahiges

Modell zu erstellen.

1.4 Wachstumsfaktoren:

Neben den Zellen der Matrix und der Vaskularisation sind spezifische
Wachstumsfaktoren eine weitere wichtige Saule des Tissue Engineering. Man
unterscheidet die biophysikalische Stimulation des Knochenwachstums von der
biochemischen Stimulation.

Knochen ist ein lebendiges Gewebe, welches stindigen Umbauvorgangen unterliegt
und sich somit standig an die wechselnden Beanspruchungen anpasst. Es ist
bekannt, dass eine verminderte Belastung des Knochens zur Atrophie flhrt. Diese
biophysikalische Beeinflussbarkeit des Knochens, kann man sich im Tissue
Engineering zu Nutze machen (Wiesmann et al., 2004). Externe mechanische Krafte
haben direkten Einfluss auf die osteoblastare Proliferation, die Zellorientierung und
die Genaktivitait. Brown et al. konnte nachweisen, dass eine zyklische
Zugbeanspruchung zu einer Veranderung der Zellorientierung und der Genaktivitat
fhrt (Brown et al., 1997). Osteoblasten sind sehr sensitiv auf mechanische
Deformationen. Im Falle der Kraftiibertragung vom Scaffold auf den Osteoblast fiihrt
dies zu einer erhdhten Osteoblastenproliferationsrate (Meyer et al., 1999a; Meyer et
al., 1999b) und zur einer Veranderung der Expression knochenspezifischer Proteine
wie Alkalische Phosphatase, Osteopontin und Osteokalzin (Meyer et al., 1999a;
Meyer et al., 1999b). Der Mechanismus dieser Veranderungen ist noch nicht
vollstandig geklart.

Neben der mechanischen Stimulation besteht die M&glichkeit der Stimulation mit
piezoelektrischen Potentialen, welche Osteoblasten Uber elektrische Felder

beeinflussen (Hartig et al., 2000). Eine elektirische Langzeitstimulation von
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Osteoblasten flhrt zu einer Veranderung des Genexpressionsmusters und zu einer
erhéhten Synthese von extrazellularer Matrix (Wiesmann et al., 2001).

Eine weitere Mdglichkeit die osteogene Differenzierung einzuleiten oder zu férdern ist
die biochemische Stimulation durch Zytokine und bioaktive Proteine (Schliephake et
al., 2002). Wahrend der Knochenbildung werden viele verschieden biologisch aktive
Moleklle exprimiert, wovon einige das Potential zur Foérderung der
Knochenregeneration besitzen (Schliephake et al., 2002; Terheyden et al., 2001). Zu
diesen Faktoren zahlen wu.a. transforming growth factor-p (TGF- B), bone
morpheogenic proteins (BMP), fibroblast growth factor (FGF), platelet-derived growth
factor (PDGF) und insulin-like growth factor (IGF). Im Jahre 1988 gelang es die
Aminosauresequenzen und nachfolgend auch die kodierenden Gene mehrerer
ostoinduktiver Proteine zu entschlisseln (Wozney et al., 1988). Aufgrund von
Homologien wurden die BMPs der TGF- B Superfamilie zugeordnet. Die Proteine
dieser Familie sind an der Regulation einer Reihe von zellularen Aktivitidten wie
Wachstum, Differenzierung und Synthese extrazellularer Matrix beteiligt.
Zwischenzeitlich wurden 15 BMP-Isoformen identifiziert, wobei nach derzeitigem
Wissensstand die BMPs-2,-4 und -7 durch die Differenzierung von mesenchymalen
Zellen zu Osteoblasten, eine wichtige Rolle bei der Knochenheilung bzw. —bildung
Ubernehmen (Schmitt et al., 1999). Durch die genetische Modifikation dieser
Wachstumsfaktoren versucht man die Faktoren dahingehend zu modifizieren, dass
sie eine optimale Férderung der Knochenbildung bedingen. Beispielsweise kann das
Bindungsverhalten der BMPs an Komponenten der ECM gezielt beeinflusst werden
(Kubler et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, dass Steigerung der
Heparinbindungsfahigkeit von BMP-2 zu einer gesteigerten osteoinduktiven Wirkung
fohrt. So zeigten im Tierversuch BMP-Variantenmit einer  erhdhten
Heparinbindungsfahigkeit (durch Einfligung zusatzlicher Tripletts basischer Reste am
N-terminalen Ende) eine deutlich bessere Knochenbildung als das natirliche BMP-2.
Die gesteigerte Osteoinduktivitat der modifizierten BMPs wurde durch die verstarkte
Bindung an die ECM und damit reduzierten Abdiffusion der Molekile erklart
(Depprich et al., 2005). Ein ahnlicher Effekt wurde auch fir andere
Wachstumsfaktoren wie FGF-2 nachgewiesen (Richard et al., 1995).
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1.5 Ziel der Arbeit

Das Tissue Engineering stellt einen alternativen Therapieansatz zur Versorgung
kndcherner Defekte dar. Neben der Auswahl geeigneter Ausgangsgewebe bzw.
Zelllinien ist die Entwicklung geeigneter Tragermaterialien, welche biokompatibel,
biologisch abbaubar sind und gleichzeitig die biophysikalischen und biochemischen
Anforderungen erfillen, von entscheidender Bedeutung. Wachstumsfaktoren kénnen
sowohl die Zelldifferenzierung als auch die Zellproliferation stark beeinflussen. Des
Weiteren ist die Vaskularisation der Gewebekonstrukte von entscheidender
Bedeutung, da dadurch die GroBe der Konstrukte ausgeweitet werden kann und ein
sicherer Transfer in Zielregionen (mikrovaskulare Anastomosen) ermdglicht wird.
Auch wenn noch langst nicht alle Probleme und Fragen geldst sind, er6ffnet die in
vitro Zlchtung von Knochengewebe vielversprechende Perspektive fir den
Knochenersatz in der Zukunft.
USSCs stellen eine viel versprechende Zellart im Rahmen des osteogenen Tissue
Engineerings dar und besitzen deutliche Vorzige verglichen mit anderen pluri- und
totipotenten Stammzellen. Ziel dieser Studie ist daher, die Eignung dieser Zellen fir
das osteogene Tissue Engineering durch die Kombination mit einem Biomaterial zu
analysieren.
Im Einzelnen sollen dabei folgende Fragen geklart werden:

1. Welche gangigen Biomaterialien (Matrix) zeigen eine hohe Biokompatibilitat

mit osteogen vordifferenzierten USSCs?
2. Beeinflusst das Biomaterial den osteogenen DifferenzierungsprozeB von
USSCs?
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2 Material und Methode

2.1 Materialliste
Zellen:

Fir die Versuche wurden humane Nabelschnurstammzellen (Unrestricted Somatic
Stem Cells, USSC) verwendet. Die Zellen wurden vom Institut fir
Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika der Heinrich-Heine-Universitat
Dusseldorf durch Frau Professor G. Kogler, Leiterin der José Carreras

Stammzellbank, zur Verfligung gestellt.
Biomaterialien:

Boviner ICBM (insoluble collagenous bone matrix)

Die Herstellung erfolgte im eigenen Labor aus Rinder-Femurknochen.
Anorganischer boviner Knochen, Bio-Oss®

(Fa. Geistlich Biomaterials, Wolhusen, Schweiz)
B-Trikalziumphosphat kleinporig, Cerasorb®

(Fa. Curasan, Kleinostheim, Deutschland)

B-Trikalziumphosphat multipords, Cerasorb M®

(Fa. Curasan, Kleinostheim, Deutschland)

equines Kollagen, KOLLAGEN-resorb®

(Resorba Wundversorgung GmbH & Co KG, Nirnberg, Deutschland)

Zellkulturmedien und Chemikalien

Ethanol 99,5%, 96%
Fa. Merck KGaA, Darmstadt (D)

Formaldehydlésung 4% (gepuffert, pH 6,9)
Fa. Merck KGaA, Darmstadt (D)

23



Chloroform ACS-Grade
Fa. Merck KGaA, Darmstadt (D)

Methanol-Lésung
Fa. Merck KGaA, Darmstadt (D)

H2O2 3%
Fa. Merck KGaA, Darmstadt (D)

Salzs&ure 0,5 M (HCI)
Fa. Merck KGaA, Darmstadt (D)

4M Guanidin-HCI/50 mM Tris-HCI (pH 7,0)
Fa. Merck KGaA, Darmstadt (D)

50 mM Tris-HCI (pH 7,0)/0,15 M NaCl
Fa. Merck KGaA, Darmstadt (D)

Basismedium zur USSC-Kultivierung:
350ml Dulbecco’s modified eagle medium
Fa. Lonza, Verviers (B)

50ml Fetal Bovine Serum (FKS)
Fa. Biochrom AG, Berlin (D)

5ml L-Glutamin (200mM)
Fa. Biochrom AG, Berlin (D)

5ml Penicillin/Streptomycin (10000U/10000ug/ml)
Fa. Biochrom AG, Berlin (D)
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Herstellung von DAG
Ascorbinsdure
Fa. Sigma, Taufkirchen (D)
Dexamethason
Fa. Sigma, Taufkirchen (D)
B-Glycerolphosphat
Fa. Sigma, Taufkirchen (D)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) 1X
Fa. Invitrogen GmbH, Karlsruhe (D)

Phosphate Buffered Saline (PBS) (pH 7,4) 10X
Fa. Invitrogen GmbH, Karlsruhe (D)

Trypsin-EDTA (0,25%), flissig
Fa. Gibco, Karlsruhe, (D)
Enzymassay:
CyQuant Cell Proliferation Assay Kit®
Fa. Invitrogen GmbH, Karlsruhe (D)
real time PCR
Primer fur die real time RT-PCR:
GAPDH
Sequenz:
mgapd5 5°- CAA TGA ATA CGG CTA CAG CAA C-3

mgapd3 5- AGG GAG ATG CTC AGT GTT GG-3°
Fa. MWG-Biotech AG, Ebersberg (D)
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Alkalische Phosphatase

Sequenz:
malp5 5-AAG GCTTCT TCT TGC TGG TG-3°
malp3 5-GCC TTACCC TCATGATGT CC-3°

Fa. MWG-Biotech AG, Ebersberg (D)

Osteonectin
Sequenz:
mostne5 5-CTT TGG CAT CAA GGA GCA G-3°

mostne3 5°- TCA GAG GGA GAG AGT TCA GGA-3°

Fa. MWG-Biotech AG, Ebersberg (D)

Kollagen |
Sequenz:
mprocol5  5°- AAG GGG TCT TCC TGG TGA AT-3°
mprocol3  5- GGG GTA CCA CGT TCT CCT C-3°
Fa. MWG-Biotech AG, Ebersberg (D)

RNeasy Mini Kit®
Fa. Quiagen, Hilden (D)

SuperScript® Il Reverse Transcriptase
Fa. Invitrogen, Karlsruhe (D)

Oligoid dT-Primers®
Fa. Peqglab, Erlangen (D)

QuantiTect SYBR Green PCR Kit
Fa. Quiagen, Hilden (D)
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Rasterelektronenmikroskopie

Glutaraldehyd 2,5 %
Fa. Merck KGaA, Darmstadt (D)

Phosphate Buffered Saline (PBS) (pH 7,4) 10X
Fa. Invitrogen GmbH, Karlsruhe (D)

Aceton, getrocknet

Fa. Merck KGaA, Darmstadt (D)

Geréte, Laborhilfsmittel und weiter Materialien

iCycler Thermal Cycler Base
Fa. Bio-Rad Labaratories GmbH, Minchen (D)

Rasterelektronenmikroskop REM S 3000
Fa. Hitachi High-Technologies Europe GmbH, Krefeld (D)

Cressington Sputter 108Auto
Cressington Scientific Instruments Ltd., Watford (UK)

BAL-Tec Dryer CPD-030
Fa. BAL-TEC GmbH, SchalksmUhle (D)

Dampfstrahlgerat D-S100
Fa. Harnisch & Rieth GmbH & Co KG, Winterbach (D)

6, 48 und 96 Well Cell Culture Cluster, costar
Fa. Corning Incorporated, New York (USA)

T25 Kulturflaschen, costar
Fa. Corning Incorporated, New York (USA)

27



Autoklav: D-65
Fa. Systec GmbH, Wettenberg (D)

Gefrierschranke
Fa. Liebherr, Ochsenhausen (D)
Fa. Thermo Fisher Scientific, Waltham (Massachusetts, USA)

Heracell 240 CO2 Inkubator
Fa. Kendro Laboratory Products, Langenselbold (D)

Kihlschranke

Fa. Liebherr, Ochsenhausen (D)

Kulturschalen
Fa. Vitaris, Baar (Schweiz)

Low Temperature Freezer Vials, 1,2 ml
Fa. VWR International bvba, Leuven (B)

MBT PAP-PEN,
Fa. Micro-Bio-Tec-Brand, GieBen (D)

Mikroliterpipette Research

Fa. Eppendorf, Wesseling-Erzdorf (D)

Millipore-Anlage Direct-Q UV3
Fa. Millipore, Billerica (Massachusetts, USA)

Messzylinder, B, blau graduiert 100: 1ml
Fa. Hirschmann, Eberstadt (D)

Messzylinder, B, blau graduiert 500: 5 ml
Fa. Hirschmann, Eberstadt (D)
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Multifuge
Fa. Kendro Laboratory Products, Langenselbold (D)

Pinzette
Fa. Hammacher, Solingen (D)

Pipettenspitzen TipOne (0,1 — 10; 1-100; 101-1000 pl)
Starlab GmbH, Ahrensburg (D)

Sterile Zentrifugen- und Probenréhrchen, 50 mli
Fa. Greiner Bio-One, Frickenhausen (D)

Stoppuhr
Fa. neoLab®, Heidelberg (D)

Zentrifuge, Multifuge 1 S-R
Fa. Hereaus, Osterode (D)

2.2 Kultivierung der Zellen und osteogene Vordifferenzierung

Fir den Versuch zur Knochengewinnung in vivo wurden humane
Nabelschnurstammzellen (USSC) verwendet. Die humanen
Nabelschnurstammzellen wurden vom Institut flr Transplantationsdiagnostik und
Zelltherapeutika der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf durch Frau Professor G.
Kdégler, Leiterin der José Carreras Stammzellbank, zur Verfigung gestellt. Gewonnen
werden die Zellen ausschlieBlich mit Einverstandnis der Mutter. Gewinnung und
Kultivierung erfolgen standardisiert nach einen bereits von der Arbeitsgruppe
publizierten Protokolls (Kogler et al, 2004). Im Prinzip erfolgt eine Ficoll (Biochrom)
Gradientenzentrifugation um die mononukledren Zellen zu isolieren. AnschlieBen
erfolgt die Aussaht von 5 — 7 x 10° Zellen mit DMEM-Medium (Cambrex) in T25
Kulturflaschen (costar) unter dem Zusatz von 30% fetalem Kélber Serum (FCS),
Dexamethason (10-7 M; Sigma-Aldrich), Penicillin (10U/ml;  Grinenthal),
Streptomycin (100 mg/ml; Hefa-pharm) und Ultraglutamin (2mM; Cambrex).
Wéhrend der folgenden Zellexpansion wurde das Dexamethason aus dem Medium
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weggelassen. Die Inkubation der Zellen erfolgte in einer befeuchteten Atmosphare
bei 37° C in 5% CO.. Bei einer Konfluenz von 80% erfolgte eine Aufsplittung der
Zellen nachdem sie mittels 0.25% Trypsins (Lonza) abgelést wurden. Es erfolgte eine
erneute Aussaht der Zellen in einem Verhaltnis von 1:3. Nach der Proliferation der
Zellen erfolgte die osteogene Vordifferenzierung der Zellen durch den Zusatz von 0.1
UM Dexamethason, 50 uM Ascorbinsaure und 10 mM B-Glycerolphosphat (DAG, alle
von Sigma) zum normalen Kulturmedium geman bereits veroéffentlichen Protokollen
anderer Autoren (Bielby et al., 2004; Buttery et al., 2001; Chaudhry et al., 2004;
Depprich et al., 2008d).

2.3 Kultivierung der osteogen vordifferenzierten USSCs auf den
Biomaterialien

Nach einer dreitdgigen osteogenen Vordifferenzierung der USSCs mit DAG wurden
200.000 Zellen suspendiert in 300ul Medium auf jeden Biomaterialprobenkdrper
aufgebracht und unter den o.g. Bedingungen ohne den Zusatz von DAG fir 24
Stunden in 48-Well-Platten kultiviert. Vor der Besiedelung mit den Zellen erfolgte eine
24stindige Einlage der Biomaterialprobenkérper in das Medium. Um die Oberflache
der Probenkérper der verschiedenen Biomaterialien zu standardisieren wurden
genormte Probenkdrper von 1 cm Durchmesser und 0,5 cm Dicke verwendet. Nach
24 Stunden wurden die Probenkérper in 6-Well-Platten Gberflihrt um den Einfluss
nicht an die Probenkdrper gebundene Zellen zu minimieren. Um das Zellattachment
zu untersuchen wurde die Halfte der Probenkérper zu diesem Versuchszeitpunkt
(Tag 1) mittels CyQuant® -assay analysiert. Die zweite Hélfte der Probentrager
wurde unter den oben genannten Kultivierungsbedingungen ohne DAG-Zusatz fir
weitere sieben Tage kultiviert. Ein Wechsel des Kulturmediums erfolgte jeden
zweiten Tag. Am Tag sieben erfolgte dann eine CyQuant®-Analyse der restlichen
Probenkdrper um die Proliferation der Zellen auf dem Biomaterial bestimmen zu

kdénnen.

2.4 Herstellung von ICBM
Die Herstellung erfolgte im eigenen Labor aus Rinder-Femurknochen und Rinder-
Tibiaknochen gemaB einem bereits etablierten Protokoll (Depprich et al., 2005;
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Wourzler et al., 2004). Zur Herstellung der ICBM-Probenkérper wurden zunachst 1 cm
dicke Scheiben aus den spongiésen Anteilen von mindestens 24 Stunden bei -80°C
tiefgefrorenen Rinderknochen herausgesagt und diese anschlieBend mit der
Bandsage zu 0,5 cm dicken Spongiosascheiben halbiert. Dabei wurden in erster
Linie die knienahen Anteile der Fibula und der Tibia verwendet. Nach Entfernung von
Muskelansatzen, Periost und Kompakta wurde das Knochenmark mittels eines
Dampfstrahlers (D-S 100, Fa. Harnisch & Rieth GmbH & Co KG, Winterbach,
Deutschland) und Druckluft entfettet. Es folgten drei weitere Entfettungsschritte
mittels einer Chloroform-Methanol-Lésung (Verhéltnis 3:1, Merck) fir jeweils 24
Stunden unter kontinuierlicher Durchmischung der L6sung. Nach erfolgter Entfettung
erfolgte ein 30 minttiger Waschvorgang in destilliertem Wasser und anschlieBend die
Bleichung der Probenkdrper mit 3% H>O. (Merck) sowie ein erneuter Waschvorgang
in destilliertem Wasser fir 15 Minuten. Zur Demineralisierung der Probenkdrper
wurden sie nun dreimal in 0,5 M Salzsaure (HCI, Merck) far jeweils 90 Minuten unter
standiger Durchmischung der L&sung gewaschen. Danach wurden mit einem
Trepanbohrer (1 cm Innendurchmesser) Probenkérper herausgebohrt. Somit hatten
die gewonnenen Probenkdérper einen Durchmesser von 1 cm und eine Héhe von 0,5
cm (Abb. 3).

1cm

A
v

IO,S cm

Abb. 3: Schemazeichnung eines Probenkdrpers

Es folgte eine Inkubation der Probenkérper in 4 M Guanidin-HCI/50 mM Tris-HCI (pH
7,0) (Merck) far 16 Stunden bei 4°C zur Inaktivierung osteoinduktiver Matrixproteine.
AnschlieBend erfolgte ein weiterer Inkubationsschritt in 50 mM Tris-HCI (pH 7,0)
/0,15 M NaCl (Merck) fir 4 Stunden bei 4°C, gefolgt von einer erneuten Waschung
der Probenkdrper in destilliertem Wasser fir 30 Minuten. AbschlieBend wurden die
Probenkérper erneut fir mindestens 24 Stunden bei -80°C eingefroren und
anschlieBend lyophilisiert flir 24 Stunden bei -4°C und 0,05 mbar. Die fertigen
Probenkérper wurden im Kiihlschrank bei -4°C gelagert.
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Abb. 4: REM-Aufnahme eine ICBM-Probenkdérpers. Es sind
deutlich die groBen, interkonnektierenden Poren sichtbar.

Links oben ist der flr die Mikroskopie technisch

notwendige Graphit-Kontakt zu erkennen.

2.5 Verwendete Biomaterialien
Folgende Biomaterialien wurden auf ihre Biokompatibilitdt zu humanen USSCs
getestet:
e Boviner ICBM (insoluble collagenous bone matrix)
e Anorganischer boviner Knochen, Bio-Oss®
(Fa. Geistlich Biomaterials, Wolhusen, Schweiz)
e B-Trikalziumphosphat kleinporig, Cerasorb®
(Fa. Curasan, Kleinostheim, Deutschland)
e B-Trikalziumphosphat multipors, Cerasorb M®
(Fa. Curasan, Kleinostheim, Deutschland)
e equines Kollagen, KOLLAGEN-resorb®
(Resorba Wundversorgung GmbH & Co KG, Nirnberg, Deutschland)
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Bei Bio-Oss® handelt es sich um ein haufig in der Klinik eingesetztes xenogenes
Knochenersatzmaterial das kommerziell bei der Firma Geistlich Biomaterials,
Schweiz erwerblich ist. Hierbei handelt es ich um ein spongiéses Hydroxylapatit
bovinen Ursprungs, welchem durch thermische und chemische Behandlung
samtliche organische Bestandteile entzogen wurden. Bei diesem Vorgehen bleibt die
urspringliche Mineralstruktur erhalten. Das Biomaterial zeigt eine variable
PorengréBe von mehreren hundert um und besitzt eine &hnliche Makro- und
Mikrostruktur wie die humane Spongiosa mit einer spezifischen Oberflache von ca.
80 m?%g (Weibrich et al., 2000). Im Rahmen der Knochenregeneration wird es als
osteokonduktiv eingestuft (Schlegel et al., 2003). Zur Anwendung kamen die 100g
Bléckchen, welche auf die normierte GréBe von 1 x 0,5 cm zugeschnitten wurden.
Fir den Versuch wurden die Bio Oss® Blécke vor dem Aufbringen der Zellen fiir 24
Stunden in NaCl gewassert.

Bei Cerasorb® und Cerasorb M® handelt es sich um vollstandig resorbierbare
Praparate aus phasenreinem (= 99%) pB-Trikalziumphosphat unterschiedlicher
Porositat. Dabei hat Cerasorb M® interkonnektierende Poren und gilt als multipords
mit unterschiedlichen PorengréBen von 5 - 500um. Die Gesamtporositat betragt nach
Angaben des Herstellers 65%. Im Rahmen der Knochenregeneration werden beide
Praparate als osteokonduktiv angesehen.

KOLLAGEN-resorb® hat eine schwammartige Struktur und besteht aus Kollagen
equiner Herkunft. Durch einen speziellen HerstellungsprozeBB3 wird das Praparat
durch den Hersteller derart aufgereinigt, dass es eine hohe Biokompatibilitat und nur
geringe Antigenitdt aufweist. Dabei enthalt 1 cm? KOLLAGEN-resorb® ca. 2,8 mg
equine, native Kollagenfibrillen. Im Rahmen der Knochenregeneration wird es als
osteokonduktiv bezeichnet. Zur Normierung der Oberflache wurden unter sterilen
Bedingungen Probenkérper von 1 cm Durchmesser und einer Héhe von 0,5 cm aus

7x3 cm groBen Kérpern gefertigt.

2.6 CyQuant-Assay zur Bestimmung des Attachments und der Proliferation
Um das Attachment und die Proliferation der Zellen auf den verschiedenen
Biomaterialien zu analysieren wurde ein CyQuant®-assay am Tag 1 und Tag 7
geman dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt (CyQuant Cell Proliferation Assay
Kit®, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) . Dabei spiegelten die Ergebnisse an Tag
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eins das Zellattachment und die Ergebnisse des Tag 7 die Proliferation der Zellen auf
den Biomaterialien wieder. Der CyQuant®-assay ist eine hoch sensitive,
fluoreszenzbasierte Analyse zur Ermittlung der Zellzahl. Das Prinzip beruht auf einer
Messung der Gesamt-DNA mittels eines Fluoreszenzfarbstoffes (CyQuant GR dye)
mit hoher Affinitdt zu zellularer DNA nach erfolgter Zelllyse. Zunachst erfolgte das
Ansetzten des Reagenzien gemaB den Angaben des Herstellers, bestehend aus
einer Mischung des mit destilliertem Wasser 20-fach verdinnten Lysepuffers (Cell
Lysis Buffer Stock Solution) und dem darin 400-fach verdliinnten Fluoreszenzfarbstoff
(CyQuant GR Working Solution). Das Prinzip dieser Lésung besteht in der Lyse der
Zellen und somit Freisetzung der DNA durch den Lysepuffer. Nun kann der
Fluoreszenzfarbstoff an die Nukleinsauren binden und einen Farbstoff-DNA-Komplex
bilden. Dieser Komplex emittiert Licht der Wellenlange 480 - 520 nm
(Emissionsmaxima). Mit einem Fluorometer erfolgt die quantitative Detektion der
Lichtemission. GemaB Jones et al. korreliert der gemessene Wert linear mit der
Zellzahl in einem Bereich von 50 — 50.000 Zellen (Jones et al., 2001). Unter den o.g.

Bedingungen lagen die in dieser Studie ermittelten Zellzahlen in diesem Intervall.

2.7 Real time Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Um den Einfluss der Biomaterialien auf das osteogene Genexpressionsmuster zu
analysieren wurde eine quantitative real time Polymerasekettenreaktion durchgefihrt.
Da das Hauptaugenmerk dieser Studie auf die osteogene Differenzierung der Zellen
gelegt wurde, wurden Gene mit einer Schlisselfunktion in der osteogenen
Differenzierung analysiert. Neben der Alkalische Phosphatase (AP) wurden Kollagen
| und Osteonectin untersucht. Die ausgewahlten Primer entstammen der
Gendatenbank des NCBI (National Center for Biotechnology Information). Die
Sequenzen sind in der Materialliste aufgelistet. Entsprechende Sonden wurden aus
der Universal ProbeLibary (Fa. Roche) ausgewahlt. Die Versuche wurden dreimal
wiederholt und die Ergebnisse als Mittelwerte dargestellt. Die Isolierung der DNA
erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit® (Quiagen, Hilden, Deutschland) gemaB den
Angaben des Herstellers. Die Herstellung der cDNA erfolgte unter Einsatz von 800
ng RNA (Matrize) mittels SuperScript® Il Reverse Transcriptase (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland) und Oligoid dT-Primers® (Peglab, Erlangen, Deutschland).
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Far die Quantitative RT-PCR wurden alle Reagenzien zu einem Mastermix vereinigt.
Pro Reaktionsansatz bestand dieser aus 6,4 ul DNAse/RNAse freies Wasser 0,3 pl
Primer (forward’ und 0,3 pl Primer ,reverse’, 0,5 pyl Sonde und 12,5 pl Master Mix
(Reaktionspuffer, dNTPs (inklusive dUTP), HotGoldStar DNA Polymerase, MgCl,,
Uracil-N-Glycosylase, Stabilisatoren); Gesamtvolumen 20 pul. Fir jeden
Reaktionsansatz wurde jeweils ein Well einer 96 Well Platte mit 20 pl Mastermix
gefullt, anschlieBend 5 pl cDNA (1:10 in DNAse/RNAse freiem Wasser verdinnt)
hinzugegeben und die Wells wurden dicht verschlossen. Somit wurde die
Amplifizierung mit insgesamt 1uL cDNA (Verdinnung 1:10) und des spezifischen
Primern durchgefuhrt. Sdmtliche Pipetierschritte erfolgten auf Eis um die Aktivitat der
Polymerase zu hemmen. Die quantitative RT-PCR erfolgte mit dem iCycler Thermal
Cycler Base (Fa. Bio-Rad Labaratories GmbH, Minchen, Deutschland). Tabelle 2
gibt das gewahlte Temperatur-Zeit-Profil wieder.

Zyklen Nr. Anzahl der Steps Temperatur Dauer
Zyklen innerhalb  der
Zyklen
1 1 Step 1: 50°C 10 min
2 1 Step 1: 95°C 10 min
35 Step 1: 95°C 20 sec
Step 2: 60°C 45 sec
4 1 Step 1: 4°C HOLD

Tabelle 2: Temperatur-Zeit-Profile der RT-PCR

Der Anstieg der Reaktionsprodukte wahrend der PCR wurde durch eine Messung der
Fluoreszenzzunahme Uberwacht. Die Fluoreszenzzunahme ist durch die
zunehmende Bindung des SYBR® Green Farbstoffes (QuantiTect SYBR Green PCR
Kit, Fa. Quiagen, Hilden, Deutschland) an die amplifizierte doppelstrangige DNA
bedingt.

Die Genexpressionswerte der untersuchten Gene wurden gegen GAPHDH normiert

und die Werte von Tag 7 wurden mit den Werten der Ausgangskultur (Tag 0, ohne
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Biomaterial) verglichen. Diese Ausgangskultur wurde unter den gleichen
Bedingungen drei Tage osteogen vordifferenziert, hatte danach jedoch keinen
Kontakt zu einem Biomaterial.

Um praparationsbedingte Fehler zu minimieren, wurde ein durch Pfaffl und
Mitarbeiter publiziertes Rechenmodell zur Analyse einer RT-PCR angewendet (Pfaffl,
2001). Um diese Modell anzuwenden ist es notwendig ein Housekeeping-
Referenzgen  auszuwahlen, beispielsweise = GAPDH, um die relativen
Expressionslevel der Gene errechnen zu kdnnen. Die Unterschiede wurden
statistisch mittels der 22 2" Methode analysiert. Diese Methode stellte einen
praktischen Weg zur Analyse der relativen Anderungen der Genexpression in der
qguantitativen real-time PCR dar. Bei dieser Methode erfolgt die Normierung der
Expression eines Zielgenes mit der Expression eines konstant exprimierten Genes
(housekeeping gene), in diesem Fall GAPDH:

(ACtZielgen = CJ[Zielgen - CtHaushaltsgen)

Das ACtziegen wird dann mit der normierten Expression eine Kontrollgruppe
verglichen.

Die vollstaindige Formel zur Berechnung der relativen Anderungen der
Genexpression stellt sich somit folgendermaBen dar:

-A ACt
2 = (CtZieIgen - CJ[Haushaltsgen)Probe - (CtZieIgen - CtHaushaItsgen)KontroIle

2.8 Rasterelektronenmikroskopie
Zur morphologischen Analyse wurden Aufnahmen mit dem
Rasterelektronenmikroskop nach sieben Tagen Kultivierung angefertigt. Zu diesem
Zweck erfolgte eine Fixierung der Probenkérper mit 2,5 %igem Glutaraldehyd in 0,1
M PBS (pH = 7,3). AnschlieBend wurden die Probenkérper dreimal in 0,1 M PBS
gewaschen und folgend ein einer ansteigenden Azetonreihe dehydriert. Begonnen
wurde mit 50%igem Aceton ansteigend zu 100%igem Aceton in 10% Schritten. Im
Anschluss erfolgte die Kritische-Punkt-Trocknung der Proben mit CO,-basierten BAL-
Tec Dryer CPD-030) gemaB dem Protokoll des Herstellers. Eine Besputterung der
Probenkérper erfolgte mit Gold mittels Cressington Sputter 108Auto, Cressington
Scientific Instruments Ltd., Watford, GroBbritannien. AnschlieBend erfolgte die
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Aufnahme der REM-Bilder mit dem REM S 3000 (Hitachi) mit einer angelegten
Beschleunigungsspannung von 15kV.

2.9 Statistische Analyse:
Alle statistischen Analysen wurden mittels SPSS-Software (Version 17.0)
durchgefiihrt. Die statistische Auswertung der CyQuant®-Untersuchung um den
Einfluss der Biomaterialien auf das Attachment und die Proliferation der Zellen zu
analysieren, erfolgte mittels einer ANOVA. Das Signifikanzniveau wurde dabei auf
5% festgelegt. Wie bereits unter 2.7 erwahnt, erfolgte die Analyse der Anderungen
der relativen Expressionen der Gene mittels der 222! Methode.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebinisse der CyQuant®-Auswertung

Um die Biokompatibilitat humaner USSCs mit den verschiedenen Biomaterialien zu
untersuchen erfolgte die Messung der Zellzahl an Tag eins und Tag sieben des
Experimentes. Dabei spiegelt die Messung der Zellzahl an Tag eins das Attachment
der USSCs auf dem Biomaterial und die Messung am Tag sieben die Proliferation
der Zellen auf dem Biomaterial wieder. Das Attachment und die Proliferation von
Zellen auf einem Biomaterial kbnnen als MaB fir deren Biokompatibilitat auf diesem
Material angenommen werden.

ICBM und Cerasorb M® zeigten die héchste Zellzahl an Tag eins gleichbedeutend mit
der Tatsache, dass die USSCs auf diesen Biomaterialien ein signifikant besseres
Attachment als auf den anderen Biomaterialien zeigten (Abb. 5 und 6). Ein Vergleich
des Attachements zwischen Cerasorb M® und ICBM zeigte keinen signifikanten
Unterschied.
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Cerasorb M¥ Kollagen | Cerasorb® ICBM Bio Oss®

Abb. 5: Vergleich des Zellattachments auf den verschiedenen Biomaterialien mittels
CyQuant® am Tag eins. Dargestellt sind die Mittelwerte, Standardabweichungen und
das Signifikanzniveau. Die USSCs zeigen ein signifikant besseres Attachment auf
ICBM verglichen mit Kollagen, Cerasorb® und Bio Oss®.
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2Zellzahl auf dem Biomaterial

Abb. 6: Vergleich des Zellattachments auf den verschiedenen Biomaterialien mittels
CyQuant® am Tag eins. Dargestellt sind die Mittelwerte, Standardabweichungen und
das Signifikanzniveau. Die USSCs zeigen ein signifikant besseres Attachment auf
Cerasorb M® verglichen mit Kollagen, Cerasorb® und Bio Oss®.

Die USSCs zeigten eine signifikant bessere Proliferation von Tag eins zu Tag sieben
auf ICBM (p < 0.05) und Cerasorb® (p < 0.05). Samtliche anderen Biomaterialien
zeigten einen Abfall der Zellzahl Uber die Dauer des Experimentes, allerdings
erreichte dieser Abfall der Zellzahl nur bei Bio Oss® ein statistisches
Signifikanzniveau (p < 0.05) (Abb. 7).
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Abb. 7: Vergleich der Zellproliferation auf den verschiedenen Biomaterialien mittels
CyQuant® von Tag eins zu Tag sieben. Dargestellt sind die Mittelwerte,
Standardabweichungen und das Signifikanzniveau. Die USSCs zeigen eine
signifikant bessere Proliferation auf Cerasorb® und ICBM verglichen mit Kollagen,
Cerasorb M® und Bio Oss®. Bio Oss® zeigt als einziges Biomaterial einen
signifikanten Abfall der Zellzahl Gber den Versuchszeitraum.

Ein Vergleich der absoluten Zellzahl auf den Biomaterialien an Tag sieben zeigte,
dass auf ICBM signifikant héhere Zellzahl vorlag als auf allen anderen Biomaterialien
(Abb. 8). In der Tabelle 3 sind die errechneten Mittelwerte und dazugehdrigen
Standardabweichungen zusammengefasst.
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Abb 8: Vergleich der absoluten Zellzahl auf den verschiedenen Biomaterialien mittels

CyQuant® am Tag sieben. Dargestellt sind die Mittelwerte, Standardabweichungen

und das Signifikanzniveau. Die absolute Zellzahl ist am Tag sieben auf ICBM

signifikant héher als auf allen verglichenen Biomaterialien.

Cerasorb M® | Kollagen Cerasorb® | ICBM Bio Oss®
Tag 1 7 1 7 1 7 1 7 1 7
Mittelwert 54015 | 37964 | 17584 | 15681 | 20486 | 28300 | 45910 | 58095 | 19753 | 11494
Standardabweichung | 10447 | 861 | 7834 | 3624 |3304 |2066 |5628 | 2973 | 3440 | 2347

Tabelle 3: Mittelwerte und Standardabweichungen der durch die CyQuant®-Analyse

bestimmten Zellzahlen nach Tag eins und sieben.
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3.2 Ergebnisse der Rasterelektronenmikroskopie

Die Untersuchung der Zellbesiedelung der Biomaterialien und die Analyse der
Veranderungen der Zellmorphologie erfolgten durch rasterelektronenmikroskopische
Aufnahmen am Tag sieben. Insbesondere dem Einfluss des Biomaterials auf den
Differenzierungsproze3 der USSCs und damit auf deren Zellmorphologie wurde hier
Beachtung geschenkt.

Die rasterelektronenmikroskopischen Bilder bestatigten die Ergebnisse der
CyQuant®- Untersuchung. Wahrend auf Bio OSs® keine Zellen nachweisbar waren,
wurde auf samtlichen anderen getesteten Biomaterialien eine dichte Zellschicht
beobachtet (Abb. 9-18). Dabei zeigten die Zellen einen direkten Kontakt zu den
Biomaterialien. Ein Einwachsen der Zellen in die Poren des Biomaterials konnte nur
bei ICBM nachgewiesen werden (Abb. 14). Es hatte den Anschein, dass die
PorengréBe von beiden B-Trikalziumphosphatmaterialien zu klein fir ein Einwachsen
der Zellen war (Abb. 9-12).

Die Analyse der Zellmorphologie zeigte insbesondere bei den Zellen auf Cerasorb®,
Cerasorb M® und Kollagen, dass sie morphologisch nicht mehr undifferenzierten
USSCs glichen, sondern eher der Morphologie mesenchymaler Zellen &hnelten. Die
Zellen zeigten ein kuboides, abgeflachtes Erscheinungsbild und hatten eine enges
Attachment untereinander, vergleichbar mit einer epithelialen Zellschicht. Die Zellen
auf ICBM zeigten ebenfalls ein dichtes Zellattachment untereinander und &hnelten

morphologisch eher dem Phanotyp von Osteoblasten.
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Abb. 9: Cerasorb® nach sieben Tagen Kultivierung. Einige Bereich
der Oberflache sind mit Zellen bedeckt.

Abb. 10: Cerasorb® nach sieben Tagen Kultivierung. Ausschnitts-

vergréBerung der mit Zellen bedeckten Oberflache. Man
sieht dem Material direkt aufliegende Zellen, die aber nicht

in dieses hineinwachsen.
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Abb. 11: Cerasorb M® nach sieben Tagen Kultivierung. Die Oberflache
ist dicht mit Zellen bedeckt. Ein Einwachsen der Zellen kann

nicht nachgewiesen werden.

Abb. 12: Cerasorb M® nach sieben Tagen Kultivierung in

héherer VergrdBerung. Die Oberflache dicht mit Zellen
besiedelt, ein Einwachsen der Zellen ins Material kann nicht
nachgewiesen werden.
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Abb. 13: ICBM nach sieben Tagen Kultivierung. Die Oberflache
ist dicht mit Zellen bedeckt. Gut erkennbar sind die groBen

Poren des Materials.

Abb. 14: ICBM nach sieben Tagen Kultivierung in héherer

VergrdBerung. Die Oberflache dicht mit Zellen
besiedelt die dem Material direkt aufliegen und
untereinander in Kontakt stehen.
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Abb. 15: Kollagen nach sieben Tagen Kultivierung. Die Oberflache
ist dicht mit Zellen bedeckt. Gut erkennbar sind die groBen

Poren des Materials.

Abb. 16: Kollagen nach sieben Tagen Kultivierung in héherer
VergrdBerung. Die Oberflache dicht mit Zellen
besiedelt die dem Material direkt aufliegen und
untereinander in Kontakt stehen. Trotz der groBen Poren

wachsen die Zellen nicht in das Material ein.
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Abb. 17: Bio Oss® nach sieben Tagen Kultivierung. Es sind keine Zellen
auf der Oberflache zu erkennen.

Abb. 18: Bio Oss® nach sieben Tagen Kultivierung in héherer

VergrdBerung. Auch bei dieser VergréBerung sind keine
Zellen auf der Oberflache erkennbar.
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3.3 Ergebnisse der PCR-Analyse

Die Untersuchung des Einfluss des Biomaterials auf die osteogene Differenzierung
der USSCs erfolgte mittels einer Analyse des Genexpressionsmusters mit einer
guantitativen real-time PCR. Diese Analyse ergab sehr variable Ergebnisse. Die
Genexpression der analysierten osteogenen Markergene (Alkalische Phosphatase,
Kollagen | und Osteonectin) variierte auf jedem der untersuchten Biomaterialien, so
dass jedes Biomaterial sein eigenes, spezifisches Genexpressionmuster erzeugte.
Auch das Genexpressionsmuster der beiden B-TPC-Materialien war unterschiedlich
(Abb. 19). Verglichen mit den Genexpressionsleveln der anderen Materialien
exprimierten die Zellen Kollagen | und Osteonectin am héchsten auf Cerasorb M®
und Kollagen (Abb. 19). Analog zu den Ergebnissen der CyQuant®-Analyse und den
REM-Bildern wurde bei Bio Oss nicht geniigend Material gefunden um cDNA zu
generieren und eine real time PCR durchzufiihren.

BALP @Kollagenl ©Osteonektin

Viclfachesder Genexpression

0 il

ICBM Cerasorb® Cerasorb M® Collagen

Abb. 19: Genexpressionsanalyse der Biomaterialien. Dargestellt sind die Vielfachen
der Genexpressionslevel einer USSCs-Kultur ohne Kontakt zu einem Biomaterial.
Auf Bio Oss® war nicht genligen Material um eine Genexpressionsanalyse

durchfihren zu kénnen.
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4 Diskussion

Neben den Wachstumsfaktoren und der Vaskularisation stellen die verwendeten
Biomaterialien (Matrix) mit ihren materialspezifischen Eigenschaften sowie die
verwendete Zellart die vier wichtigsten Saulen des osteogenen Tissue Engineerings
dar. Humane Nabelschnurstammzellen stellen eine vielversprechende Zellart fir das
osteogene Tissue Engineering dar. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
beachtliche Unterschiede bezilglich der Biokompatibilitdt von USSCs auf
unterschiedlichen Biomaterialien bestehen und das auBerdem das Biomaterial
offensichtlich das osteogene Genexpressionsprofil der USSCs beeinflusst.

Die Biokompatibilitdt der USSCs auf den unterschiedlichen Biomaterialien wurde
Uber eine Bestimmung der Anzahl der sich auf dem Biomaterial befindlichen Zellen
am Tag eins und sieben ermittelt. Die Bestimmung dieser Zellzahlen erfolgte mittels
eines fluoreszenzbasiertem Enzymassay (CyQuant®). Verglichen mit anderen
Assays zur Zellzahlbestimmung die ATP detektieren ist ein Vorteil des CyQUANT®-
Assays, dass eine Messung der intrazellularen Nukleinsduremenge im Vergleich zur
ATP-Konzentration eine geringere Fehleranfélligkeit aufweist. Dies fuhrt zu einer
hohen Korrelation zwischen gemessener Konzentration und Zellzahl im CyQuant®-
Assay (Jones et al., 1991).

Die Ergebnisse der CyQuant® Untersuchung zeigen eindrucksvoll, dass nach sieben
Tagen die hoéchste Zellzahl auf den ICBM-Tragern gefunden wurde. Die
Unterschiede zu den anderen Biomaterialien erreichten dabei eine hohe statistische
Signifikanz (Abb. 8).

Betrachtet man das Attachment der Zellen auf den Biomaterialien mittels einer
Analyse der auf den Biomaterialien befindlichen Zellen durch einen CyQuant® assay
an Tag eins, so zeigt sich, dass die USSCs das beste Attachment auf ICBM und
Cerasorb M® zeigen. Diese Unterschiede des Attachments der USSCs erreichten
eine hohe statistische Signifikanz (Abb. 5 & 6). Interessanter Weise jedoch kam es
jedoch nur auf ICBM und Cerasorb®zu einer Proliferation der Zellen, nicht jedoch auf
Cerasorb M®. Dies kann man aus dem Vergleich der mittels CyQuant® bestimmten
Proliferationsraten auf den verschiedenen Biomaterialien von Tag 1 zu Tag 7
schlieBen (Abb. 7). Auch diese Unterschiede erreichten ein hohes statistisches
Signifikanzniveau. Nimmt man nun die oben genannten Ergebnisse zusammen, so

kann man schlieBen, dass die USSCs nicht nur das beste Attachment auf den ICBM-
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Tragern zeigen, sondern auch die beste Proliferation auf den ICBM-Tragern gezeigt
haben.

Darlber hinaus bestatigen die Rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung die
Ergebnisse der CyQuant®-Analyse. Auch die Rasterelektronenmikroskopischen
Bilder der Biomaterialien zeigten einen dichten Zellrasen auf ICBM, Cerasorb® und
Cerasorb M®. Auf Bio Oss® dagegen waren keine Zellen nachweisbar. Auch andere
Autoren konnten eine Korrelation zwischen den Ergebnissen eines Proliferations-
assays und den Ergebnissen der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung
nachweisen (Bandyopadhyay-Ghosh et al., 2006).

Durch die Rasterelektronenmikroskopie war es weiterhin méglich Aussagen Uber die
Veranderungen der Zellmorphologie zu machen. Es zeigte sich, dass die USSCs ihre
charakteristische spharoidale Form am Tag sieben verloren hatten und eine eher
kuboide Form zeigten. Des Weiteren bestanden insbesondere auf Kollagen,
Cerasorb®, Cerasorb M® und ICBM Kontakte zwischen den Zellen, und auch
zwischen den Zellen und den Biomaterialien. Zusammengefasst kann man sagen,
dass das morphologische Zellbild osteoblastaren Zellen ahnelt. Man darf allerdings
nicht auBer Acht lassen, dass das erhobene Genexpressionsmuster nicht dem von
osteoblastaren Zellen gleicht und die Zellmorphologie auch auf mesenchymale
(Stamm-)Zellen hindeuten kdnnte. Die oben genannten Resultate stehen im Einklang
mit einer Arbeit Uber die Biokompatibilitdt muriner Embryonaler Stammzellen (ESC)
auf verschiedenen Biomaterialien unserer Arbeitsgruppe (Handschel et al., 2008a).
Auch in dieser Studie zeigten die ESCs die beste Biokompatibilitat auf den ICBM-
Probenkérpern und zeigten die gleichen morphologischen Veradnderungen. Des
Weiteren konnte auch in dieser Studie eine Beeinflussung des osteogenen
Genexpressionsmusters von ESCs durch die Biomaterialien nachgewiesen werden.
Die Biokompatibilitdt von Biomaterialien wird durch multiple Faktoren beeinflusst.
Neben der dreidimensionalen Topographie spielen auch die physiko-chemischen
Eigenschaften der Biomaterialien eine entscheidende Rolle (Meyer et al., 2004).
Auch andere Arbeitsgruppen konnten eine Beeinflussung von Osteoblasten durch die
Topographie der Biomaterialoberflache nachweisen (Dalby et al., 2000; Dennis et al.,
1992; Goshima et al., 1991). In Abhangigkeit von der Struktur der Oberflache passen
die Zellen ihre Orientierung, Migration und auch die Attachmentkinetik an die
Umgebung an (Chehroudi et al., 1997; den Braber et al., 1995; Wojciak-Stothard et
al., 1995). Neben weiteren Faktoren beeinflusst maBgeblich die Porositat des
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Materials, insbesondere die PorengréBe, die Struktur der Oberflache und damit die
Biokompatibilitdt des Materials. O'Brien und Mitarbeiter haben in einer Studie mit
osteoblastaren Mauszellen den Einfluss der Porengr6Be, und damit der
Oberflachenstruktur, auf das Zellattachment untersucht. Dabei stellte sich heraus,
dass eine PorengrdBe von ca. 100 um Durchmesser eine Oberflachenstruktur ergibt
die im Vergleich mit anderen PorengréBen den Zellen das beste Attachment
ermoglichte (O'Brien et al., 2005). Betrachtet man nun die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Biomaterialien, so weist ICBM die gréBten Makroporen der
untersuchten Materialien auf. Des Weiteren handelt es sich bei ICBM um
interkonnektierende  Poren, wodurch mdglicher Wiese die Bildung von
Knochengewebe unterstiitz wird. Einen positiven Einfluss auf die Vaskularisierung
und die Knochenbildung solcher Probenkdrper mit interkonnektierenden Poren
konnte auch die Arbeitsgruppe von Mahmood nachweisen (Mahmood et al., 2001).
Es scheint naheliegend, dass ICBM als ein natirliches, aus bovinem Knochen
hergestelltes Produkt eine héhere Biokompatibilitat aufweist als die verglichenen
Biomaterialien. Im Gegensatz dazu handelt es sich bei den beiden Produkten von
Cerasorb® und dem Kollagenschwamm um synthetisch hergestellte Konstrukte, die
versuchen die biologischen Eigenschaften eines idealen Biomaterials nachzuahmen.
Des Weiteren kénnte der oben beschriebene Einfluss der Porengr6Be auf die
Biokompatibilitat eines Biomaterials eine mogliche Erklarung fir die Unterschiede im
Proliferationsverhalten der USSCs auf Cerasorb® und Cerasorb M® sein. Da beide
Materialien aus [B-TCP bestehen, kbénnen die Unterschiede nur durch die
Oberflachenstruktur der Materialien bedingt sein. Die multiporése Oberflache von
Cerasorb M® scheint weniger proliferationsférdernd zu sein als die kleinporige
Oberfliche von Cerasorb®. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den
Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die ebenfalls einen Einfluss der Porositat und
der Oberflachenstruktur auf die Biokompatibilitdt der beiden untersuchten B-TCP-
Produkte nachweisen konnten. Kasten und Mitarbeiter beispielsweise konnten
ebenfalls eine geringere Proliferation von osteogen differenzierten humanen
mesenchymalen Stammzellen in vitro und in vivo auf Cerasorb M® verglichen mit
Cerasorb® nachweisen (Kasten et al., 2008).

Neben der Oberflachenstruktur haben auch die physikochemischen Eigenschaften
des Biomaterials einen Einfluss auf das Verhalten der Zellen. Es ist bekannt, dass
das Attachment von Osteoblasten an Biomaterialien unter anderem von der Prasenz
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bestimmter Adhasionsproteine abhangt. Diese Adhé&sionsproteine sind der
essentielle Beginn einer Kaskade die in einer sicheren Verankerung der Zellen auf
dem Biomaterial endet. Die Adhasion der Zellen auf dem Biomaterial ist eine
Grundvoraussetzung fir die Proliferation der Zellen auf dem Biomaterial und somit
auch far die Generierung von Knochen. Verschiedene Studien {ber die
Attachmentkinetik und die Proliferationsraten von Zellen auf verschiedenen
Biomaterialien konnten zeigen, dass insbesondere das Attachment der ersten
Stunden von dem Vorhandensein spezifischer Adhasionsproteine abhangt (Dennis et
al.,, 1992; Meyer et al.,, 1998). Diese Autoren beschreiben in ihren Studien, dass
Biomaterialien mit einem hohen Kollagenanteil die beste Attachmentkinetik flr
mesenchymale Stammzellen zeigen. Im Einklang mit diesen Studien zeigte in der
vorliegenden Arbeit das hauptsachlich aus Kollagen | bestehende ICBM die besten
Ergebnisse fir das Attachement und die Proliferation der Zellen (Abb. 5 & 7). Somit
scheint die Tatsache das ICBM hauptsachlich aus Kollagen | besteht, eine méglich
Erklarung far die in unserer Studie nachgewiesenen beste Biokompatibilitat der
USSCs auf ICBM zu sein. Andererseits erklart dies auch die schlechten Ergebnisse
von Bio Oss®beziiglich des Zellattachments und der Proliferation in unserer Studie.
Da es sich bei Bio Oss® um ein spongiéses Hydroxylapatit bovinen Ursprungs
handelt, dem durch thermische und chemische Behandlung samtliche organische
Bestandteile entzogen worden sind, kann mdglicherwiese kein Attachment zwischen
den Zellen und dem Biomaterial stattfinden, da keine Adhasionsproteine vorhanden
sind. Turhani et al. konnte beispielsweise zeigen, dass das Attachment humaner
Osteoblasten auf Bio Oss® schlechter ist als auf mit dem Peptid P15 beschichtetem
Hydroxylapatit (Turhani et al., 2005). Des Weiteren korrelieren die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit mit den Ergebnissen von Petrovic et. al., die eine signifikant
hdhere Proliferation und héheres Attachment von Zellen auf Biomaterialien mit einem
groBen Kollagenanteil nachweisen konnte verglichen mit Materialien mit nur einem
geringen oder gar keinem Kollagenanteil (Petrovic et al., 2006). Interessanter Weise
konnten wir Unterschiede der Biokompatibilitat zwischen ICBM und dem
untersuchten Kollagenschwamm (KOLLAGEN-resorb®) nachweisen, obwohl beide
Biomaterialien aus einem hohen Kollagenanteil bestehen. Eine mégliche Erklarung
fir diese, auf den ersten Blick widersprichlichen Ergebnisse, kdénnte die
unterschiedliche Oberflachenstruktur der beiden Biomaterialien sein. Wie bereits
oben beschrieben, haben die Porositat und die PorengrdéBe einen direkten Einfluss
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auf die Biokompatibilitat der Probenkdrper. KOLLAGEN-resorb® weist verglichen mit
ICBM deutlich kleinere Poren auf was ein Einwachsen der Zellen méglicher Weise
verhindert und somit die Biokompatibilitdt des Materials herabsetzt.

Eine weitere Hypothese flir die gute Biokompatibilitdt des ICBMs in der vorliegenden
Studie konnte die Anwesenheit von den HerstellungsprozeB unbeschadet
Uberstandener Wachstumsfaktoren sein. Da es sich bei ICBM um ein natirliches
Produkt aus bovinem Knochen handelt, kbnnten osteogene Wachstumsfaktoren den
Herstellungsprozess (berdauern und dann das Wachstum oder die osteogene
Differenzierung der Zellen stimulieren. Insbesondere die Bone Morphogenetic
Proteins (BMPs) spielen eine wichtige Rolle in der osteogenen Differenzierung von
Zellen und dem Attachment bzw. der Proliferation der Zellen (Kubler et al., 2000).

Die Untersuchung der Genexpressionsmuster brachte sehr variable Ergebnisse.
Trotz gleicher Behandlung der Zellen zeigten die USSCs unterschiedliche
Genexpressionsmuster auf den verschiedenen Biomaterialien. Dies bedeutet, dass
die Biomaterialien das Genexpressionsmuster und somit den Differenzierungsproze3
zu beeinflussen scheinen. Die genauen Grinde fir diese Beeinflussung des
Genexpressionsmuster und deren Auswirkungen sind nicht bekannt. Dennoch
stehen die Ergebnisse im Einklang mit den Ergebnissen unserer Vorarbeiten mit
ESCs. Auch bei den ESCs zeigten die Zellen trotz gleicher Behandlung ein
unterschiedliches Genexpressionsmuster auf den verschiedenen Biomaterialien
(Handschel et al.,, 2008a). Somit kann geschlussfolgert werden, dass die
Biomaterialien den Differenzierungsprozess der Zellen beeinflussen.
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5 Zusammenfassung

Die im Rahmen des osteogenen Tissue Engineering angewendeten, zellbasierten
Knochenregenerationstechniken stellen ein biologisch orientiertes Verfahren zur
Rehabilitation von Patienten mit Knochendefekten dar. Eine erfolgversprechende
Zellart fur diese zellbasierten Rekonstruktionsansdtze stellen die humanen
mesenchymalen Stammzellen aus dem Nabelschnurblut (unrestricted somatic stem
cells, USSC) dar. Ein entscheidender Vorteil neben ihrer Pluripotenz und somit der
mdglichen osteogenen Differenzierung ist, dass sie nur geringes immunogenes
Potential aufweisen.

Um die Form des Knochens nachzuahmen, einen Zelltransfer zu erméglichen und
den Zellen eine Leitschiene zu geben, ist die Kombination des zellbasierten Ansatzes
mit einem Biomaterial sinnvoll. Durch die Zusammensetzung des Biomaterials
werden nicht nur die physikalischen Eigenschaften des Tragermaterials bestimmt,
sondern auch dessen Biokompatibilitdt. Des Weiteren ist bekannt, dass die
Biomaterialien Einfluss auf den Differenzierungsprozess der Zellen haben.

Ziel dieser Studie war es, die Biokompatibilitdt von verschiedenen Biomaterialien
(Cerasorb®, Cerasorb M®, Bio Oss®, KOLLAGEN-resorb® und ICBM) mit osteogen
vordifferenzierten USSCs zu untersuchen. Des Weiteren sollte der Einfluss der
Biomaterialien auf den Differenzierungspross der Zellen untersucht werden. Dazu
erfolgte die osteogene Vordifferenzierung von humanen USSCs durch den Zusatz
von DAG zum Nahrmedium. AnschlieBend erfolgte die Aussaht der USSCs auf den
verschiedenen Biomaterialien und deren Kultivierung far 7 Tage. Als MaB flar die
Biokompatibilitdt wurden das Zellattachment und die Proliferation der Zellen auf den
verschiedenen Biomaterialien an Tag eins und sieben mittels CyQuant®-assay
bestimmt. Des Weiteren erfolgte eine morphologische Analyse der Zellen mittels
Rasterelektronenmikroskopie. Um den Einfluss der Biomaterialien auf das osteogene
Genexpressionsmuster zu analysieren wurde eine quantitative real time
Polymerasekettenreaktion  durchgefihrt. Hierbei wurden Gene mit einer
Schlusselfunktion in der osteogenen Differenzierung analysiert (alkalischen
Phosphatase, Kollagen | und Osteonektin).

Die CyQuant®-Analysen zeigten, dass die Zellen auf ICBM und Cerasorb M® das
signifikant beste Attachment aufwiesen. Zu einer signifikanten Proliferation der Zellen
kam es nur auf ICBM und Cerasorb® wohingegen auf samtlichen anderen
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Materialien ein Abfall der Zellzahl Uber den Versuchzeitrum zu verzeichnen war.
Neben der Bestdtigung der Ergebnisse des CyQuant®-assays konnten die
Rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen weiterhin eine Veranderung der
Zellmorphologie auf den Biomaterialien nachweisen. Insbesondere auf ICBM und
den B-Trikalziumphosphatmaterialien zeigten die Zellen einen eher mesenchymalen
oder osteoblastaren Phanotyp. Die Zellen wiesen eine Anderung der Morphologie
der Zellen Mit der PCR-Analyse konnte gezeigt werden, dass das Biomaterial einen
EinfuB auf das osteogene Genexpressionmuster und somit den
DifferenzierungsprozeB der Zellen hat.

Die Ergebnisse zeigen, dass ICBM gefolgt von Cerasorb® geeignete Biomaterialien
fir das knécherne Tissue Engineering mit humanen Nabelschurstammzellen
(USSCs) darstellen. Die Anwendung von ICBM und osteogen differenzierten
humanen USSCs kdnnten neue Mdglichkeiten in der Therapie von periodontalen
Knochendefekten, traumatisch bedingten Knochenverlust, Zahnverlust und

Kieferatrophien bieten.
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