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1 Einleitung

1.1 Allgemeiner Hintergrund

1.1.1 Korpereigene Wundheilung und Knochenregeneration

Knochengewebe zeichnet sich zwar grundséatzlich durch eine gegebene
Fahigkeit zur Eigenregeneration aus, jedoch unterliegt diese in natura dem
vorrangigen biologischen Prinzip des moéglichst schnellen sowie keimdichten
Verschlusses eines jeden entstandenen Defektes, i.e. dass zundchst die
Wiederherstellung der gegebenenfalls mitgeschédigten epithelialen Integritat
im Vordergrund steht, welche per primam in der Regel etwa zehn bis
vierzehn Tage in Anspruch nimmt.!

Ausgangspunkt flir den koérpereigenen Heilungsprozess im Knochen selbst
ist ein stabiles Blutkoagulum, in das Wachstumsfaktoren sezerniert werden,
die ihrerseits aus aktivierten Thrombozyten, anderen Blutzellen und der
verletzten Knochensubstanz stammen. Begleitet von einer tublichen
entziindlichen Reaktion mit entsprechenden zellspezifischen Abtransport —
und Umbauvorgéngen  erfolgt die  Proliferation von  einzelnen
Osteoprogenitorzellen ( OPC ) aus angrenzenden Markhoéhlen wund
dementsprechend die Bildung von Knochen, der dann langsam in den Defekt
einwéchst.2:3

Die initiale Organisation des Blutkoagulums zu einem osteoiden, noch
recht zellreichen und von Kollagenfibrillen durchsetzten " Keimgewebe "
dauert dabei ungefahr vier bis sechs Wochen, die endgultige Formierung und
komplette  Ausreifung aber zu einer vollstindig mineralisierten
Knochenstruktur hin umfasst einen Zeitraum von vielen Monaten.*

Bei ausgedehnteren Defekten respektive mechanisch oder infektios
bedingtem Zerfall des Blutkoagulums bleiben die Grundprinzipien der
Heilungsvorgdnge in Form der exsudativen, resorptiven, proliferativen und
reparativen Phasen zwar bestehen, doch tritt im Sinne der sogenannten

sekunddren Wundheilung eine zuséatzliche deutliche Zeitverzégerung des



gesamten Konsolidierungsprozesses ein. Diese ist unter anderem darin
begriindet, dass sich hierbei die intermedidre Ausbildung und Umwandlung
des obligatorischen Granulationsgewebes wesentlich aufwendiger gestaltet
sowie die Reepithelisierung einer etwaigen aufSeren
Kontinuitdtsunterbrechung wahrend der komplexeren Entziindungsabldufe
vorubergehend sistiert und erst abschliefend vollendet wird.4

Da jenes Spontanheilungssystem seine Ressourcen allein aus den
angrenzenden Knochenarealen bezieht, ist es also von entscheidender
Bedeutung, welche Ausdehnung der knécherner Defekt hat und wie er
besonders hinsichtlich seiner Morphologie und Vaskularisation umschrieben
ist.>

Haufig kommt es daher bei voluminésen, zu grofS dimensionierten
Knochendefekten ( Critical Size Defect, CSD ) mit massivem Gewebetrauma
und / oder bei solchen, die von ihrer architektonischen Konfiguration her
nicht durch ausreichende und eindeutige Wandbegrenzungen definiert sind,
nur zu einer partiellen, in erster Linie die basalen Anteile betreffenden
Wiederherstellung des urspringlichen Zustandes, und zwar dies primér
unabhéngig von jedweder Zeitachse. Als weitere Ursachen fir mogliche
Komplikationen sind dartiber hinaus eine mechanische Unruhe wahrend der
Regenerationsvorgdnge sowie eine ungunstige Lokalisation des Defektes zu
nennen.67

Diese Beobachtungen und Uberlegungen fiihrten in der Medizin dazu,
denjenigen Situationen mit neuen Ansédtzen entgegenzutreten, in denen
entweder die Tendenz zur Eigenheilung aufgrund der beschriebenen
Umstande erkennbar unzureichend ist oder sich im Zuge des
Heilungsprozesses eine Beeintrdchtigung, schlimmstenfalls gar ein Verlust
der Funktion des ladierten Bereiches mit nachfolgender Inaktivitatsatrophie

zu etablieren droht.



1.1.2 Prinzipien der gesteuerten Rekonstruktion und

Regeneration von Knochengewebe

Neben der Fixierung mit Elementen wie zum Beispiel metallischen
Schrauben oder Platten bei Frakturen und der Applikation von reinen
Barriere - Konstrukten wie etwa resorbierbaren / nicht resorbierbaren
Membranen war der Gedanke grundlegend, einen entstandenen
Knochendefekt zur Unterstiitzung und idealerweise Verbesserung der
prinzipiell gegebenen physiologischen Heilungskapazitdt mit einem
adaquaten Material zu rekonstruieren, um auf diesem Wege eine
beschleunigte, kalkulierbare und komplette Wiederherstellung, i. e. eine
etwaige restitutio ad integrum der betroffenen Gewebestrukturen zu
erzielen.8

Der mogliche Indikationsbereich flir ein solches Material liegt weit gestreut;
er reicht von allgemeinmedizinisch relevanten Defektrekonstruktionen im
Rahmen der Traumatologie, Tumorchirurgie oder chirurgischen Orthopadie
bis hin zum Fachbereich der Zahnmedizin, hier insbesondere in der
praprothetischen Chirurgie, der Implantologie und der Parodontologie.

Im Einzelnen sind diesbeztiglich zum Beispiel die rekonstruktiv -
regenerative Therapie von parodontalen infraalveolaren / intraosséren
Lasionen wund Furkationsbeteiligungen sowie die Versorgung von
oralchirurgischen Defekten nach Extraktion, operativer Entfernung
verlagerter Zadhne oder etwa  Zystektomie und  umfangreicher
Wurzelspitzenresektion zu nennen, dartiber hinaus noch sowohl die aus
implantologischer respektive praprothetischer Sicht indizierte
Kieferkammaugmentation als auch Bodenelevation der Sinus Maxillares.-11
Im Sinne der Biomimetik sowie des Tissue Engineering, also
naturwissenschaftlicher Fachrichtungen, welche die Erkenntnisse aus
Medizin, Chirurgie, Molekular - / Zellbiologie u. a. mit dem Ziel
zusammenfihren, kunstliches Gewebe zu kreieren, sind dementsprechend
an ein potentielles Knochen- oder Knochenersatzersatzmaterial diverse

Anforderungen zu stellen.8.12



Unter Beruicksichtigung des anvisierten Einsatzbereiches und Einbeziehung
gesonderter forensischer Aspekte geméfS Medizinproduktegesetz ( MPG )
lassen sich daraus folgende Eigenschaften formulieren, die es im Idealfall
aufweisen musste, als da waren :

Resorptions - / Substitutionsfahigkeit durch ortsstdndigen Knochen in
definierter Zeit; Abstimmung der Resorptions - / Degradationsrate auf die
Knochenneubildung; mogliche Unterstiitzung  einer  Regeneration
parodontaler Gewebe; gleiches Verhalten bei Kurzzeit - und
Langzeitimplantation; keine Kanzerogenitit, Infektiositdt und Zelltoxizitat;
keine Auslosung von Fremdkérperreaktionen; Sterilisierbarkeit.13-15  Aus
logistisch - technischen Grunden sind zudem eine ausreichende
Verfligbarkeit, eine problemlose Lagerfihigkeit, eine mdglichst einfache
klinische Handhabung und eine relativ kostenglinstige Herstellung zu
fordern.

Vom Grundsatz her dient ein Knochen — oder Knochenersatzmaterial primér
immer zur Stabilisierung des Blutkoagulums und fungiert als Gerust fir die
in den Defekt einwachsenden Knochenzellen bzw. deren Vorlauferzellen. Die
Osteoblasten finden ihren Weg appositionell entlang dieser eingebrachten
Matrix. Dabei kommt es zu einer Knochenneubildung. Je nach vorliegendem
Regenerationsvolumen kann die schrittweise Besiedlung allerdings einen
Zeitraum von mehreren Monaten benétigen. Bei unglinstigen Defektformen
und Lokalisationen oder mechanischer Unruhe umfasst die kndécherne
Regeneration in Analogie zum korpereigenen Reparaturprozedere unter
Umstanden sogar ebenfalls nur die basalen Anteile, widhrend die Ubrigen
Partikel des Knochenersatzmaterials bindegewebig eingeschieden werden.”
Die knocherne Durchbauung des Regenerationsareals erfolgt somit
unvollstandig.

Knochen — bzw. Knochenersatzmaterialien weisen erhebliche Unterschiede
bezltiglich ihrer Oberflachenstruktur, Biokompatibilitdt, Porositdt und ihres
( bio - ) chemischen Verhaltens auf.l® Untersuchungen konnten zeigen,
dass die Degradation bzw. Resorption eines Biomaterials zum einen

mittels hydrolytischer Halisterese ( chemische Auflésung ) und zum anderen



durch die Phagozytoseaktivitit mehrkerniger Riesenzellen geschieht.l> Die
Schwierigkeit besteht darin, diese Prozesse mit einer simultan verlaufenden
Neubildung von Knochengewebe in Einklang zu bringen, was im Sinne einer
idealen Kalkulierbarkeit zu postulieren wére.!> Bei manchen Biomaterialien
kommt es jedoch nur zu einer partiellen Resorption, sodass diese quasi als
funktionelle Fremdkérper im neu gebildeten Knochen verbleiben.l7:18 Des
weiteren wurden die Oberflichenbeschaffenheit und Partikelgréfse von
Knochen - und Knochenersatzmaterialien evaluiert, wobei eine
porose  Oberfldche ( Porengréofie 100 — 150 um ) als Voraussetzung fir das
Einsprossen von GefafS — und Knochenzellen gilt.19  Der Anteil der Poren
am Gesamtvolumen wird prozentual angegeben und liegt bei verschiedenen
Materialien in der Regel zwischen 30 und 60 %. Dartiber hinaus ist fir die
knoécherne Integration der interpartikuldre Raum von Bedeutung. Dieser
variiert je nach Morphologie wund Art des Knochen - oder
Knochenersatzmaterials und der Partikelgrofde. In klinischen Studien wurde
nachgewiesen, dass Partikelgrofien tiber 100 ym ausreichend Raum fur
einwachsende Gefafs — und Knochenzellen schaffen.20

Die positive Gesamtsumme dieser Attribute ist ein Mafs fur die Effizienz und
Qualitat eines Biomaterials, wobei hinsichtlich seiner biologischen Wertigkeit
eine absteigende Graduierung nach osteogenetischem, osteoinduktivem,
osteostimulierendem, osteokonduktivem sowie rein osseointegrativem
Wirkungsmechanismus erfolgt.21,22

Um einer echten Osteogenese folgen zu kénnen, muss ein Biomaterial vitale
Osteoblasten enthalten, welche an der Empfangerstelle anwachsen und
weiteren neuen Knochen bilden.

Osteoinduktive und osteostimulierende Effekte beruhen auf dem
Vorhandensein von spezifischen, zu den Gewebemediatoren zu z&dhlenden
Polypeptiden und Proteinen.23.24 Diese regulieren die Schliisselvorgange
der Gewebeformation wie Chemotaxis, Differenzierung, Proliferation und
Synthese der extrazellularen Matrix, indem sie in autokriner ( i.e. Zellen, die
die Faktoren produzieren, reagieren auch auf diese ) oder parakriner Weise

( i.e. die Produktion der Faktoren durch einen Zelltyp beeinflusst einen
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anderen Zelltyp ) Uber entsprechende Rezeptoren ihre Wirkung auf ihre
Zielzellen entfalten.2> Dabei unterscheidet man innerhalb der biologisch
aktiven Faktoren zwischen Signalmolektiilen mit osteostimulierendem Effekt,
welche die  Zellproliferation lenken, und  Signalmolekiilen mit
osteoinduktivem Effekt, die ihrerseits den Phanotyp von Zellen kontrollieren
und eine Differenzierung mesenchymaler Vorlauferzellen zu Zellen mit
spezifischen osteogenen Aufgaben steuern.2.26 Unter den erstgenannten
sind die origindren Wachstumsfaktoren zu subsumieren, wie zum Beispiel
platelet — derived growth factors ( PDGF ), transforming growth factors - B
( TGF - B ), insulin - like growth factor ( IGF — I und II ) u. a., welche
vorwiegend im aktivierten plattchenreichen Plasma ( Platelet — rich Plasma,
PRP ) vorkommen; die zweiten bezeichnet man als Differenzierungsfaktoren,
wie etwa die Bone Morphogenetic Proteins ( BMPs ), die besonders reich im
Knochengewebe selbst anzutreffen sind.3.27

Bei der Osteokonduktion, welche - von einem rein osseointegrativen
Mechanismus, im Rahmen dessen der Organismus einen Fremdkoérper als
bioinert lediglich toleriert, einmal abgesehen - sozusagen einer biologisch
orientierten = Minimalanforderung an ein fir den beschriebenen
Einsatzbereich gedachtes Biomaterial entspricht, dient die inkorporierte
Matrix de facto als passive Leitschiene flir einwachsende Knochenzellen und
soll nach Méglichkeit primar im Sinne eines Platzhalters in perfekter Weise

mechanische Stabilitat garantieren.12

1.1.3 Knochen — und Knochenersatzmaterialien

Die diversen zur Anwendung kommenden Knochen - und
Knochenersatzmaterialien lassen sich grundsétzlich gemé&fS der Art ihres
Ursprungs klassifizieren.

Dem autogenen, also vom selben Individuum stammenden Transplantat
wohnt naturgemé&fs, gerade wenn die Knochenzellen vital erhalten werden

koénnen, ein authentisches osteogenes Potential inne. Es wird auch
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heutzutage noch in der Regel als Goldstandard interpretiert.?28 Selbst im
Falle, dass die Vitalfunktion der Osteoblasten stark eingeschrankt ist,
kommen eindeutige osteostimulierende und osteoinduktive Eigenschaften
zum Tragen.23.24

Autogener Knochen wird als mono - oder bikortikales Blocktransplantat
sowie durch entsprechende Aufbereitungstechniken zum Beispiel mittels
Knochenmuhlen in chipdhnlicher Partikelform gewonnen.2930 Eine neuere
Methode besteht in der Verwendung eines als Kollektor fungierenden
Knochenfilters, der dem jeweiligen Absaugsystem zwischengeschaltet wird
und so unmittelbar die Sammlung feiner Knochenspéne ermdoglicht.3!

Dem korpereigenen Transplantat sind jedoch wiederum in verschiedener
Hinsicht naturliche Grenzen gesetzt. Zum einen kann das erforderliche
Knochenangebot in der Umgebung der betroffenen Defektregion nicht
ausreichend sein und somit eine zusétzliche Entnahme an anderer Stelle
notwendig werden lassen, mithin einen Eingriff also, welcher sich bisweilen
in der Abwagung von moglichen operationsbedingten Komplikationen als
unverhaltnisméfSig darstellt, zum anderen muss haufig trotz mittlerweile
verfeinerter Methoden eine zumindest zu einem gewissen Grad auftretende
Resorption des Transplantats mit begleitendem partiellen Volumenverlust in
Kauf genommen werden.30.32

Unter allogenen Implantaten sind Knochensubstanzen zu verstehen, die
primar aus den langen Réhrenknochen von artgleichen, i.e. menschlichen
Multiorganspendern gewonnen und in entsprechenden Knochenbanken
aufbereitet und registriert werden.33  Wegen des auch kommerziellen
Vertriebes sind diese in spongibser, kortikospongidoser oder kortikaler Form
erhaltlichen Biomaterialien theoretisch unlimitiert verfigbar. Es existieren
eine mineralisierte sowie eine demineralisierte Version, Freeze dried bone
allograft ( FDBA ) und Decalcified freeze dried bone allograft ( DFDBA ).
Was die biologische Wertigkeit anbelangt, so wird der letztgenannten
aufgrund der durch das Entfernen der anorganischen Bestandteile erfolgten
Freilegung der organischen Knochenmatrix und dadurch Erleichterung der

Diffusion von BMPs in das Implantatlager ein grofieres osteoinduktives
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Potential zugesprochen, welches sich je nach Alter des Spenders nochmals
differenzieren lasst.3435 Eine echte osteogene Wirkungsweise, wie sie beim
autogenen Transplantat moglich ist, liegt allerdings nicht vor, sodass hier
aus biologischer Sicht ein gewisser Kompromiss eingegangen werden muss.
Im Hinblick auf etwaige Komplikationen ist grundsatzlich die Gefahr sowohl
einer infektidsen als auch allergen - immunologischen Komponente zu
erwadgen. Obgleich die Anzahl der tatsdchlich nachgewiesenen Falle zum
Beispiel einer HIV - Ubertragung durch allogenen gefriergetrockneten
Humanknochen nicht zuletzt durch vorherige Uberpriifung der Spender,
sorgfaltige = Auswahl der entnommenen Gewebe und adaquaten
Aufbereitungsprozess zwar augenscheinlich sehr gering ist, sodass das
Risiko diesbeztiglich auf etwa 1 : 8 Mio. geschétzt wird, sollte dennoch eine
grindliche Abwigung und bei positiver Entscheidung zur Verwendung eine
ausfiihrliche praoperative Aufklarung des Patienten mit Dokumentation
geboten sein.36.37

Von speziesfremder, in der Regel boviner Herkunft sind die xenogenen
Knochentransplantate, welche in deproteinierter Form ( deproteinized bovine
bone material, DBBM ) ebenfalls kommerziell zu beziehen sind. Historisch
betrachtet ist hier als prominentester Vorlaufer bzw. Vertreter dieser
Biomaterialgruppe der Kieler Knochenspan zu nennen. Da im Zuge des
Aufbereitungsprozesses eine anndhernd vollstdndige Elimination der
organischen Bestandteile erfolgt und daher auch die bereits beschriebenen
osteoinduktiven Differenzierungsfaktoren verloren gehen, besitzen die
xenogenen Materialien als fertige Produkte wahrscheinlich nur
osteokonduktive Eigenschaften.3839  Hinsichtlich ihrer Kristallstruktur,
Porositdit und inneren Oberflaiche zeigen sie aber offensichtlich grofse
morphologische Ubereinstimmungen mit menschlichem Knochen, sodass
aber das Osteokonduktivitatspotential als hoch einzustufen ist.40 Dem
Kriterium einer gleichméafsigen Substitution respektive Degradation scheinen
sie allerdings trotz guter Osseointegration wegen TUberaus langsam

ablaufender Abbauvorgénge lediglich unzulédnglich gerecht zu werden.#!
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Unter forensischem Aspekt verdient besonders die Problematik
Aufmerksamkeit, welche mit dem in den vergangenen Jahren wieder
gehauften Auftreten von BSE in Rinderbestdnden und der, daraus abgeleitet,
noch immer nicht in Ganze geklarten Creutzfeld - Jakob — Erkrankung beim
Menschen zusammenhdngt. Trotz —umfangreicher prophylaktischer
Mafinahmen zur Inaktivierung etwaig vorhandener Prionen wahrend des
Herstellungsvorganges ist jedoch in der Realitdt ein, wenn auch als sehr
gering einzuschatzendes, Restrisiko einer Infektion nicht komplett
auszuschliefsen.42.43

Die alloplastischen Knochenersatzmaterialien als letzte, zum Teil recht
heterogene Gruppe werden entweder synthetisch hergestellt oder aus
natiirlichen Quellen gewonnen. Sie sind zwar allesamt nicht mit dem Risiko
behaftet, Infektionserkrankungen zu  Ubertragen, und gelten als
biokompatibel, zeigen aber hinsichtlich ihrer resorptiven Eigenschaften und
osteokonduktiven Potenz erhebliche Unterschiede.

Einer der Hauptreprasentanten ist das synthetische Hydroxylapatit, welches
insbesondere in der pordosen Variante durch die dreidimensionale
Ausrichtung seines sogenannten interkonnektierenden Porengefliges dem
Trabekel — Hohlraum - System der nattrlichen Knochenspongiosa sehr
ahnelt.44 Durch die auf diesem Wege erzielte innere
Oberflachenvergrofferung wird die osseointegrative Durchwachsung
geféordert. Zudem ist es eben diese pordése Form, bei der zumindest ein,
wenngleich sehr verzogertes Resorptions - bzw. Degradationsverhalten
beobachtet werden kann, wahrend solides kompaktes Hydroxylapatit
praktisch nicht resorbiert wird.4> Die osteokonduktiven Eigenschaften
stehen offenbar in Korrelation zu dem Mafs an Vaskularisation des
Lagergewebes, i.e. dass in schlecht gefdfSversorgten Bereichen grundsétzlich
die Gefahr einer lediglich bindegewebigen Einscheidung besteht.18

Aus dem Stuitzskelett bestimmter Korallen — oder Meeresalgenspezies werden
nach Trocknung, Entfernung samtlicher organischer Bestandteile und
Sterilisation die sogenannten phytogenen Knochenersatzmaterialien wie zum

Beispiel korallines  Kalziumkarbonat oder Kalziumphosphat als
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Hauptbestandteil des naturlichen Hydroxylapatits gewonnen. Mit einem
ebenfalls interkonnektierenden Porengefliige und einer Aragonit &hnlichen
Kristallstruktur besitzen diese eine im Tierexperiment nachgewiesene gute
Biokompatibilitdt und die Féahigkeit zur von einer Knochenneubildung
begleiteten vollstdndigen Resorption.+46

Die als bioaktive Glaser bezeichnete Stoffgruppe besteht aus synthetisch
hergestellten Knochenersatzmaterialien, die auf einer Zusammensetzung
verschiedener anorganischer Verbindungen basieren ( 45 % Siliziumdioxyd,
24,5 % Calciumoxyd, 24,5 % Natriumoxyd, 6 % Phosphorpentoxyd ). Sie
sind kommerziell in Partikelform erhéltlich. Grund fir das Attribut
" bioaktiv " ist ihre Eigenschaft, beim Kontakt mit Knochen bzw.
Gewebefltissigkeit an der partikularen Oberflaiche einen Ionenaustausch
in Gang zu setzen. Dabei kommt es unter einem Anstieg des pH — Wertes auf
etwa 10 zur Ablagerung einer siliziumreichen Gelschicht auf der
Partikeloberfléache, welche wiederum eine Auflagerung einer
Kalziumphosphatschicht nach sich zieht.4748 Diese negativ aufgeladene
Schicht fuhrt in der Folge zur Etablierung einer Protein — bzw. Fibrinmatrix,
wodurch  undifferenzierte  Zellen —mit osteogenem  Potential die
Partikeloberflache besiedeln und so eine multifokale Knochenneubildung
auslésen koénnen.#® In vivo wurden die daraus resultierenden
vielversprechenden Erwartungen jedoch bisher nicht oder nur unzureichend
erfullt, da in der Mehrzahl der Félle lediglich eine bindegewebige
Einscheidung zu konstatieren war.50

Bei den synthetisch hergestellten, heutzutage weitestgehend phasenreinen
Tricalciumphosphatkeramiken ( TCP ) stehen zwei 16sliche Formen zur Wahl,
das a - TCP und das B - TCP. Beide weisen ein interkonnektierendes
Porengeflige auf, unterscheiden sich laut Herstellerinformation aber
hinsichtlich des geometrischen Aufbaus der jeweiligen Einzelpartikel. Das
polygonale o - TCP wandelt sich im Kontakt mit der Gewebefliissigkeit zu
einem gewissen Prozentsatz spontan in Hydroxylapatit um, weshalb es

rontgenologisch auch nach Jahren noch am Implantationsort nachweisbar
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sein kann, wéhrend das spharische - TCP ann&hernd vollsténdig resorbiert
wird und somit seine Degradationsrate als besser einzustufen ist.51,52
Knochenersatzmaterialien aus Kunststoff gibt es als primér nicht
resorbierbare mikroporése Partikel aus Polymethylmethacrylat ( PMMA ),
zum Teil in Kombination mit Polyhydroxylethylmethacrylat ( PHEMA ) und
einer Art Ummantelung durch Kalziumhydroxyd. Ihre Inkorporation wird
zwar durchaus gut toleriert, doch verbleiben sie prinzipiell lebenslang als
Fremdkoérper, da der menschliche Organismus immunologisch weder tiber
einen zellularen noch humoralen Weg verfligt, diese Materialien wirklich
abzubauen.>3 Allerdings neigen manche solcher Polymere dazu, durch
spontane Hydrolyse in organische Sauren zu zerfallen, welche dann den
pH — Wert des Gewebes lokal zu einem sauren Milieu hin verschieben. Von
Osteoblasten ist jedoch bekannt, dass sie bei niedrigen pH — Werten ( eher )
dedifferenzieren, wahrend die osteoklastenabhéngigen
Knochenabbauprozesse zunehmend tiberwiegen.>455  Somit erfolgt also ein
Mechanismus, durch den die urspriinglich anvisierte Zielsetzung dieser
Stoffgruppe als funktionelle Knochenersatzmaterialien sogar partiell
konterkariert wird.

Schliefflich ist noch das Kalziumsulfat ( Gips ) zu nennen, bei dem es sich
um ein pordses, schnell resorbierbares wund nach Sterilisation
biokompatibles Knochenersatzmaterial handelt, mithin auch unter dem
Namen " Plaster of Paris " bekannt.56,57

Grundsatzlich lasst sich feststellen, dass sich zu den bereits in der
Vergangenheit durchgefiihrten Unternehmungen, neben dem Einsatz der
beschriebenen Einzelstoffe auch durch eine Mischung aus autogenem
Knochen und  synthetisch  hergestellten  Knochenersatzmaterialien
verbesserte Resultate einer Defektheilung zu erzielen, mehr und mehr
Therapieansatze gesellen, die im Sinne eines erweiterten Tissue Engineering
zu interpretieren sind.>8

Darunter werden alle BemuUhungen zusammengefasst, korpereigenes
Knochengewebe zu  regenerieren, indem geeignete = Mediatoren

( Signalmolektiile ) und Matrizes zur Inkorporation kombiniert werden.59.60
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Die biologisch aktiven Proteine und Polypeptide sollten diesbezliglich vom
Tragermaterial gebunden sein, um einer unspezifischen enzymatischen Lyse
vorzubeugen. Es ist zu erwarten, dass sie in Zukunft zunehmend auf
rekombinantem Wege, i. e. gentechnisch gewonnen werden und dann
anndhernd ubiquitar zur Verfiigung stehen.

Mehrere Untersuchungen konnten dabei aufzeigen, dass die Menge und
Struktur des neugebildeten Knochens wund der =zeitliche Verlauf der
Knocheninduktion weniger von der Art ( BMPs und / oder PRP — Faktoren )
der Zusétze, als vielmehr in signifikanter Weise vom jeweilig

verwendeten Carriersystem ( Tragermatrix ) abhéngig sind.61-63

Somit stellen, neben ( tier - ) experimentellen und klinischen Studien,
weiterhin in vitro - Untersuchungen ( Zell — und Gewebekulturen )
ein probates  Verfahren dar, zum Verstandnis der

Interaktionen von Osteoblasten mit Knochenersatzmaterialien und zur
Selektion geeigneter Biomatrizes im Hinblick auf neuere

Anwendungsformen beizutragen.64

1.2 Konkrete Fragestellung

Zielsetzung der durchgefiihrten in vitro - Untersuchung war es, die
Wirkung von fuinf verschiedenen Knochenersatzmaterialien auf das
Wachstumsverhalten menschlicher Knochenzellen zu evaluieren. Zur
besseren Vergleichsmoéglichkeit und Objektivierbarkeit wurden mehrere
Biomaterialien in Bezug auf dieselben humanen Zelllinien ( Populationen
von drei Zelltypen ) getestet.

Dabei kamen Zellkulturen von osteoblastendhnlichen SAOS-2  Zellen,
primaren Osteoblasten und pluripotenten Knochenmarkstammzellen ( KMS )
zum Einsatz. Als Knochenersatzmaterialien dienten zwei Reprasentanten der
xenogenen Untergruppe ( Navigraft®, PepGen P - 15° ) und drei Vertreter der

alloplastischen Untergruppe ( Frios Algipore®, BioBase®, Ostim® ).
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Im Rahmen der methodischen Parameter wurden die Zellproliferation durch
ATP - Biolumineszenz — Messung, des weiteren als biochemische Marker
die Aktivitdit der Alkalischen Phosphatase ( AP ) und die Synthese von
Osteocalcin ( Ocal ) sowie partiell die Zellmorphologie und Zelladharenz
mittels Rasterelektronenmikroskop ( REM ) und die pH - Werte der
Kulturansatze erhoben.

Zum einen galt es herauszufinden, ob diese Parameter im Vergleich zur
entsprechenden Zellkontrolle auf einer Polystyroloberflache allein tatsachlich
veranderte, im Sinne einer erh6hten und beschleunigten Wachstumsaktivitat
zu interpretierende Werte aufweisen, wenn die Zugabe eines
Knochenersatzmaterials erfolgt. Zum anderen stand im Mittelpunkt der
Betrachtung, inwiefern sich moglicherweise signifikante Unterschiede
hinsichtlich der Proliferations - respektive Differenzierungstendenz der drei
osteoblastaren Zelltypen in Abhangigkeit vom jeweilig verwendeten
Biomaterial zeigen. Dies liefSe gegebenenfalls bestimmte Ruckschliisse auf
die Qualitat der osteokonduktiven Eigenschaften und somit die biologische

Potenz der einzelnen Knochenersatzmaterialien auch in vivo zu.
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2.1

2.1.1

Material und Methoden

Material

Verwendete Zellen

In der vorliegenden Studie wurden folgende Zelltypen, jeweils humanen

Ursprungs, untersucht.

a)

b)

d)

2.1.2

SAOS-2 Zellen : Osteosarkom - Zelllinie (" osteoblast — like- cells "),
ACC Nr. 243; Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen, Braunschweig

Prim&re  Osteoblasten aus Kieferkammknochen : Gemé&fs
Ethikkommission der Med. Fakultdat der Heinrich - Heine -
Universitdt Dusseldorf, Studiennummer 2505, " Verwendung von
mittels Knochenfilter gewonnenen Knochenspanen aus
oralchirurgischen Eingriffen "

Knochenmarkstammzellen ( KMS ) : Institut far
Transplantationsdiagnostik und  Zelltherapeutika ( ITZ ),
Prof. Dr. Wernet, PD Dr. Kégler, Universitatsklinikum Dusseldorf 65
U-937 Zellen: Myelo — monozytdre Zellen, nicht adhérent in
Suspension, ACC Nr. 35; Deutsche Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig

Verwendete Knochenersatzmaterialien ( KEM )

In der vorliegenden Studie wurden folgende funf Biomaterialien

untersucht.

a)

Navigraft® : Hydroxylapatit bovinen Ursprungs in Granulatform,
Partikelgrofse 1000 — 2000 pm; Tutogen Medical GmbH, Neunkirchen

a. Br.

19



b) PepGen P - 15° : Hydroxylapatit bovinen Ursprungs in Granulatform,
dem ein synthetisches, aus 15 Aminosduren bestehendes
kollagenoides Peptid zugesetzt ist, Partikelgrofie 250 - 420 pm;
Friadent GmbH, Mannheim

c) Frios Algipore® : natiirliches phytogenes Hydroxylapatit mit
100 % anorganischen Kalziumphosphatanteil in  Granulatform,
Partikelgrofse 1000 — 2000 pm; Friadent GmbH, Mannheim

d) BioBase® : synthetisches, phasenreines o - Trikalziumphosphat in
Granulatform, PartikelgréofSe S00 — 1400 pm; Centerpulse Biovision
GmbH, Freiburg

e) Ostim® : synthetisches, phasenreines, ungesintertes und
nanokristallines Hydroxylapatit in wéassriger Pastenform; Heraeus

Kulzer GmbH & Co. KG, Hanau

2.1.3 Zellkulturreagenzien / Nachweismaterialien / Gerdtschaften

DMEM - Medium 1g / 1 Glucose Art. Nr. 21885 — 025; Gibco, Karlsruhe
Fotales Kélberserum ( FKS ) Art. Nr. 10270 — 106; Gibco, Karlsruhe
Penicillin Streptomycin Lésung 10000 U / ml Art. Nr. 15140148; Gibco,
Karlsruhe

DMSO D 2650; Sigma — Aldrich, Taufkirchen

EDTA ( Versen ) 1 % Art. Nr. L2113; Biochrom AG, Berlin

PBS Art. Nr. 14190094; Gibco, Karlsruhe

Trypanblau Losung 0,4 % Art. Nr. 15250 — 061; Gibco, Karlsruhe

4 % Paraformaldehyd (mit Methanol stabilisiert) CHB 6452038;
Otto Fischer GmbH, Saarbriicken

30 % Wasserstoffperoxid; Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Peroxidase Blocking Reagent Dako S 2001; DakoCytomation,
Hamburg

Protein Block Serum - free Reagent Dako X 0909; DakoCytomation,
Hamburg
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Antibody Diluent with background reducing components Dako S 3022;
DakoCytomation, Hamburg

Spezifischer Anti — Osteocalcin — AK, Mouse IgG 1, 1mg / ml Acris BM
2002; DPC Biermann, Bad Nauheim

Negativ — Kontrolle : Mouse IgG 1 Dako X 0931; DakoCytomation,
Hamburg

Sekundarer AK Anti - Goat, Mouse, Rabbit IgGs ( biotiniliert) Dako
E 0453; DakoCytomation, Hamburg

Peroxidase — Conjugated Streptavidin Dako P 0397; DakoCytomation,
Hamburg

AEC Substrate — Chromogen System Dako K 3464; DakoCytomation,
Hamburg

Hamatoxylin Dako S 2020; DaKoCytomation, Hamburg

Crystal Mount Aqueous Mounting Medium Sigma C0612; Sigma -
Aldrich, Taufkirchen

ATP - Assay Cell Titer — Glo Luminescent Cell Viability; Promega GmbH,
Mannheim

Alkalische Phosphatase Sigma 86R AP Leucocyte Kit; Sigma — Aldrich,
Taufkirchen

Levamisol Sigma L — 9756; Sigma — Aldrich, Taufkirchen

Osteocalcin Elisa, Gla — Type Osteocalcin EIA Kit, TaKaRa Art. Nr. MK
111; Mo Bi Tec, Gottingen

4 % Glutardialdehyd; Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Ethanol ( > 99,9 % ); Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Hexamethyldisilazan ( HMDS ); Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Zellkulturflaschen; Nunc, Wiesbaden

Kryo Tubes; Nunc, Wiesbaden

Culture Slides ( aus Polystyrol ); Nunc, Wiesbaden

NBS - Platten; Corning GmbH, Wiesbaden

Well Platten ( 24er / 96er ); Nunc, Wiesbaden

Membranen / Membranhalter; Nunc, Wiesbaden

Reaktionsgefafse; Eppendorf, Hamburg
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Deckglaser; Menzel — Glaser, Braunschweig

Pipetten, 10 — 200 pl; Eppendorf, Hamburg

Pipettierspitzen; Eppendorf, Hamburg

Waage ED 200; Shimadzu GmbH, Duisburg

Tischzentrifuge Heraeus Biofuge A; Heraeus Kulzer GmbH & Co. KG,
Hanau

Autoklav; Westima — Moller KG, K6ln

Brutschrank CO2 — Auto — Zero; Heraeus Kulzer GmbH & Co. KG, Hanau
Neubauer — Zahlkammer; VWR International, Darmstadt

Lichtgeschuitzte, feuchte Kammer ( Eigenbau )

Durchlichtmikroskop Olympus BX 50; Olympus Deutschland GmbH,
Hamburg

Photokamerasystem Olympus Color View III; Olympus Deutschland
GmbH, Hamburg

Luminometer Top Count; Canberra Packard GmbH, Dreieich

ELISA — Reader Emax; Molecular Devices GmbH, Ismaning / Miinchen
Low Voltage Cool Sputter Coater (mit Goldelektrode) S 150 B; BOC
Edwards GmbH, Kirchheim

Rasterelektronenmikroskop Zeiss DSM 950; Carl Zeiss Jena GmbH, Jena
pH — Meter Hydrus 300; Fisher Scientific GmbH, Schwerte
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2.2 Methoden

2.2.1 Versuchsspezifische Vorbereitungen

Bevor der eigentliche Hauptversuch mit den Knochenersatzmaterialien
durchgefihrt werden konnte, mussten die zur Verfligung stehenden Zellen
in Kultur gebracht werden. Wahrend die SAOS-2 Zellen sowie die
Knochenmarkstammzellen bereits als solche identifiziert vorlagen, war
dartiber hinaus bezliglich der primaren Osteoblasten zunéachst noch eine
vorherige Charakterisierung erforderlich.

Dazu wurden die tiefgefrorenen Zellen im Wasserbad aufgetaut und jeweils
mit 10 ml des hergestellten Vollmediums ( 90 % DMEM - Medium,
10 % FKS; additiv : 1 % Penicillin / Streptomycin ) fir 8 min. bei 800 RPM
zentrifugiert. Das nach der Zentrifugation erhaltene Zellpellet wurde in
1 — 2 ml Medium resuspendiert und in Zellkulturflaschen uberftihrt. Die
Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Der
Mediumwechsel erfolgte grundsatzlich alle 2 — 3 Tage ( Mo., Mi., Fr. ).

2.2.1.1  Charakterisierung und Identifizierung der priméren
Osteoblasten als osteoblastare Zellen durch

immunhistochemischen Nachweis von Osteocalcin ( Ocal )

Osteocalcin ( Ocal ), auch " bone gla protein " genannt, ist ein kleines Protein
( 49 Aminosduren ), das neben Odontoblasten und hypertrophierenden
Chondrozyten in erster Linie von reifen Osteoblasten wahrend der
Matrixmineralisationsphase synthetisiert wird. Sein Nachweis dient als
Charakterisierungs - wund Differenzierungsmerkmal fir osteoblastéire
Zellen.%6-68 Es ist nach dem Typ I — Kollagen das quantitativ bedeutendste,
non - kollagene Protein der organischen Matrix.69.70 Charakteristisch sind
zum einen die drei y - Carboxy - Glutaminsduren ( Gla ), die in der

"

sogenannten " Gla — Helix " eine kompakte, calciumabhéngige a — helikale
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Konformation einnehmen. Zum anderen ist das sogenannte COOH -
terminale " B - Faltblatt " fir die chemotaktische Aktivitdt gegenuber
Monozyten, den mutmafilichen Vorlduferzellen der Osteoklasten,
verantwortlich.%6.71  Vitamin K — abhangig kommt es im Knochen zu einer
direkten Interaktion zwischen Hydroxylapatit und Gla - Resten des
Osteocalcins. Somit verbleibt der Hauptanteil des synthetisierten Ocal in der
Knochenmatrix. Ein kleiner Part wird ins Blut abgegeben, wo es jedoch einer
raschen proteolytischen Biodegradation unterliegt.”2

Zum hier angewandten immunhistochemischen Nachweis wurden die Zellen
auf Culture Slides mit einem finalen Volumen von 1 ml angezlichtet.”3
Nach 1, 3, 6 Tagen wurden der Zelliberstand genommen, die Zellen mit
phosphate — buffered saline ( PBS; ph - Wert 7,4 ) gewaschen, mittels 4 %
Paraformaldehyd bei 4 ° C 10 min. in PBS fixiert und anschliefiend wieder in
PBS gewaschen. Fortan mussten die Zellen fir die weiteren Schritte in einer
lichtgeschtiitzten, feuchten Kammer aufbewahrt werden. Die Culture Slide
Kammern wurden in den nachfolgenden Arbeitsgdngen mit 350 pl Volumen
beftillt. Zunachst erfolgte mit 1 % H2O> in PBS bei Raumtemperatur ( RT)
Uber S5 - 10 min der Block der endogenen Peroxidase. Nach nochmaligem
Waschen in PBS wurden ebenfalls bei RT Uber 15 min die unspezifischen
Bindungsstellen mit dem Protein - Block Serum - free Reagent belegt.

Nun kam es zur Inkubation der dementsprechend vorbehandelten Zellen mit
den verschiedenen Antikdérpern, die ihrerseits jeweils in Antibody Diluent
verdinnt wurden. Als erstes wurden die Zellen mit dem primé&ren Ocal -
Antikoérper ( Verdiinnung 1 : 50 ) Uiber mindestens 60 min. bei RT inkubiert.
Als Negativ — Kontrolle wurde unspezifisches Mouse IgG1l in der gleichen
Verdinnung zugesetzt. Dann erfolgte nach zwischenzeitlichem Waschen in
PBS ebenfalls tiiber 60 min. bei RT die Inkubation mit dem sekundiren
Antikérper, Anti — Goat, Mouse, Rabbit IgGs, ( biotiniliert; Verdinnung
1 : 60 ). Im Anschluss wurden die Zellen erneut in PBS gewaschen und
wieder fir 15 min. bei RT inkubiert, nun mit Peroxidase — Conjugated
Streptavidin ( Verdinnung 1 : 300 ). Die Culture Slides wurden dreimal mit

PBS gewaschen und mit dem AEC Substrate — Chromogen System fur
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5 — 30 min. unter mikroskopischer Kontrolle bei RT inkubiert. AnschliefRend
wurde erneut mit PBS gewaschen. Die entsprechende Gegenfarbung der
Zellkerne erfolgte flir 1 — 2 min. mit H&matoxylin. Die Zellen wurden mit
Leitungswasser differenziert. Die Culture Slides wurden mit Crystal

Mount Aqueous Mounting Medium eingedeckelt.

2.2.1.2 Kulturverfahren der humanen Knochenzellen

Mit dem Ziel, eine fir die Versuche ausreichende Zellzahl zu erhalten,
wurden die Osteoblasten bis kurz vor Erreichen der Konfluenz geziichtet.
Das Splitintervall betrug in der Regel 7 Tage. Die Zellen wurden nun mit
EDTA / PBS passagiert. Dazu wurden das Medium abgesaugt und die
Flaschen mit PBS gespult. EDTA in einer finalen Konzentration von 0,1 g / 1
wurde hinzugegeben und die entstandene Mischung fir 5 - 15 min. im
Brutschrank inkubiert. Nach Kontrolle des durch Calciumentzug aus den
Zellen anzustrebenden Ablésungszustandes wurden die Zellkulturflaschen
ein — bis zweimal geklopft, um die Zellen vollstdndig vom Boden abzul®sen.
Die Zellsuspension wurde mit PBS nachgespilt und in den Zelliberstand
eingefillt. Danach wurden die Zellen mit dem Zelliberstand in ein
Zentrifugenrdhrchen gegeben und 8 min. zentrifugiert. Nach Uberpriifung
des Zellpellets wurde der Uberstand abgesaugt und im Falle des
Splitvorganges mit Vollmedium resuspendiert, in Zellkulturflaschen
eingefillt und nach mikroskopischer Beurteilung in den Brutschrank gelegt.
Fur das Einfrieren von Zellen erfolgte ein dem Splitten dhnliches Prozedere,
nur dass die Zellen, nachdem sie zentrifugiert worden waren, gezéahlt
wurden. Der Uberstand wurde nach der Zentrifugierung abgesaugt und den
Zellen 1 ml frisches Medium zugesetzt. Anschlieffend wurde gut
durchgemischt. Der Farbstoff, der das Zahlen der Zellen erméglichte, war in
diesem Falle Trypanblau. Zur Zahlung wurden 50 pl Zellsuspension in einem
Mischungsverhéltnis von 1 : 1 mit Trypanblau gemischt und vorsichtig auf

die Zahlkammer pippetiert. Die Zellen wurden Uber den aus sechzehn
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Quadraten zusammengesetzten GrofSquadraten in den Ecken des Zahlfeldes
unter dem Mikroskop ausgezahlt. Die Rander der Grofiquadrate waren beim
Typ " improved " durch Dreifachlinien markiert. In jedem Quadrat wurden
Zellen mitgezédhlt, die auf der jeweiligen linken oder oberen Linie lagen.
Zellen auf der rechten oder unteren Linie wurden nicht bertcksichtigt.
Wahrend das Zytoplasma vitaler Zellen hell durchscheinend imponierte,
fullten sich abgestorbene Zellen mit dem mit dem  zugesetzten
Trypanblau und erschienen daher dunkler. Die Vitalitdt sollte bei grofier
oder gleich 95 % liegen.

Der daraus errechnete Mittelwert, multipliziert mit 10* und dem
Verdunnungsfaktor, ergibt die Zellzahl pro ml. Die absolute Zellzahl ist
das Produkt aus Zellzahl pro ml und dem Gesamtvolumen.

Nachdem die Zellzahl errechnet und die Kryo Tubes mit der Anzahl
beschriftet worden waren, wurde die Zellkultur mit einem definierten
Vollmediumvolumen resuspendiert und in die Kryo Tubes eingeftillt. Das
Freeze — Medium ( 40 % Vollmedium, 40 % FKS, 20 % DMSO ) wurde im
Verhéltnis von 1 : 1 den Zellen hinzugefiigt und gut durchgemischt. Danach
erfolgte das Einfrieren auf minus 80 °C. Fur eine lédngere Lagerfahigkeit
Uberfiihrte man die gefrorenen Zellen nach einem Tag in flissigen Stickstoff.
Zum Auftauen wurden die Zellen aus dem flissigen Stickstoff entnommen.
Um unter anderem die toxische Wirkung der Schutzmittel nicht zur
Entfaltung kommen zu lassen, wurde ein relativ schneller Auftauvorgang
bevorzugt, ohne jedoch wiederum die Zellen zu uberhitzen. Nun musste
gewdhrleistet werden, dass das DMSO wieder vollstdndig ausgewaschen
wurde. Dazu wurden die aufgetauten Zellkulturen mit Vollmedium
suspendiert und im Anschluss fiir 8 min. zentrifugiert. Nach Uberpriifung
des Zellpellets wurde der Uberstand abgesaugt, erneut mit Vollmedium
suspendiert und zentrifugiert. Danach wurden die Zellpellets in einer
definierten Menge Vollmedium resuspendiert, auf Zellkultur - Flaschen

ausgesat und im Brutschrank inkubiert.
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2.2.2 Hauptversuch

2.2.2.1 Adenosintriphosphat ( ATP ) — Biolumineszenz

Adenosintriphosphat ( ATP ) ist der zentrale Energieibertrager im
Zellstoffwechsel. Es wird unter enzymatischer Vermittlung der in der
Mitochondrienmembran angesiedelten H* - ATPsynthase gewonnen. Diese
koppelt einen transmembranen Protonentransport, durch den im Rahmen
der Atmungskette Energie freigesetzt wird, mit der Anbindung eines weiteren
Phosphatmolektils an Adenosindiphosphat ( ADP ). Das entstandene ATP
zerfallt leicht wieder und gibt dabei die seinerseits gespeicherte Energie an
diejenigen biochemischen Reaktionen ab, welche gerade im Zellstoffwechsel
bendtigt werden ( Muskelbewegung, Biosynthesen, Ionentransport an
Membranen etc. ). Es lasst sich somit als Hauptindikator des zelluldren
Energiestoffwechsels interpretieren, der u. a. auch zum Erhalt der
Zellmembranen selbst von entscheidender Bedeutung ist. Ein Absinken des
ATP - Niveaus fuhrt demzufolge sowohl zu einer verminderten Zellaktivitat
als auch zu einer verdnderten Zellmorphologie.74-76

Das Biolumineszenz — Verfahren basiert auf dem sogenannten Luciferin —
Luciferase — System. Luciferasen sind in der Lage, in einer entsprechenden
biochemischen Reaktion unter Zugabe von ATP ( Energie ) und Sauerstoff die
Umwandlung, i.e. die oxidative Decarboxylierung von Luciferin zu
Oxyluciferin zu katalysieren. Das dabei emittierte ( Kalt - ) licht kann als
Signal gemessen werden und ist proportional zur vorliegenden ATP -
Konzentration. Die quantitative Menge des ATP wiederum korreliert direkt
mit der Anzahl an vitalen und metabolisch aktiven Zellen, die sich in Kultur
befinden. Als Quelle fur die Luciferase - Enzyme koénnen sowohl
Gesamtextrakte aus den Licht - emittierenden Organen, firely lanterns, als
auch gereinigte Komponenten von Photinus pyralis, dem Glihwirmchen,

dienen.””
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Luciferase

Luciferin + ATP + O ---------—--——-——- > Oxyluciferin + AMP + PP + COg + Licht

Abbildung 1 Schema  der Reaktionsgleichung  des Luciferin -

Luciferase — Systems

Im durchgefiihrten Versuch kam der Cell Titer — Glo™ Luminescent Cell
Viability Assay zur Anwendung.”® Nach Bestimmung der Hohe des durch
die = Mediumkontrolle  induzierten @ Grundsignals, Erhebung  der
Standardkurven ( progrediente Zunahme des ATP - Signals bei steigender
Zellzahl ) und Ausschluss einer etwaigen Eigenlumineszenz der Biomatrizes
selbst wurden die fiinf Knochenersatzmaterialien auf einer 96 Well — Platte

mit den drei Zelllinien zum Ansatz gebracht.

Abbildung 2 96 Well - Platte mit Anséatzen

Je Knochenersatzmaterial, Zellkontrolle sowie Mediumkontrolle wurden 6

Wells belegt. Die eingesetzte Zellzahl betrug 104 Zellen ( S0 pl
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Zellsuspension ) pro Well. Die Biomaterialien bedeckten einheitlich den
Boden der Wells. Zur Portionierung diente ein ( standardisiertes )
Schaufelchen. Beim in fliissiger Pastenform vorliegenden Ostim entsprach

dies einer Menge von 2,5 mm des Spritzenvolumens.

Tabelle 1 Mengenangaben der verwendeten Knochenersatzmaterialien

Knochenersatz - | Gewicht in mg Mittelwert Standard -
material in mg abweichung

Navigraft 29,3 (28,7 [26,4 28,1 1,3
PepGen P- 15 |27,1 |33,3 |32,2 30,9 2,7
Frios Algipore 23,4 30,0 (24,5 26,0 2,9
Biobase 25,2 (25,6 (26,0 25,6 0,3
Ostim 89,4 |93,8 88,6 90,6 2,3

Nachdem die Knochenersatzmaterialien in die Wells gegeben worden waren,
wurden PBS dazupippetiert und im Sinne einer Aquilibrierung die Anséitze
zwei Stunden stehen gelassen. AnschliefSend wurde PBS wieder entnommen
und 150 pl Medium dazugegeben. Die jeweilige Zelllinie wurde gezahlt und
die Zellsuspension vorbereitet. Dann wurde jeweils 50 pl Zellsuspension
zugefligt, sodass daraus ein finales Gesamtvolumen von 200 pl pro Well fir
das ATP — Assay resultierte. Die Messungen erfolgten an den finf Tagen O, 3,
6, 10, 14 unter Zugabe von jeweils 100 pl Cell Titer - Glo™, nachdem zuvor
das alte Medium abgesaugt und 100 pl neues Medium nachgefiillt worden
waren. Die 96 Well — Platte wurde daraufhin fir 10 min. vor Licht geschutzt
bei RT inkubiert. AbschliefSend wurde das Lichtsignal tiber 1 Sekunde pro
Well mittels eines Luminometers gemessen. Fur die Messung am Tage O
wurden lediglich 50 pl Medium, 50 pl Zellsuspension und 100 pl Cell Titer
Glo vorgelegt.

Um hinsichtlich einer etwaigen Einflussnahme durch ausgepragte adharente
Eigenschaften der Knochenzellen einerseits und durch eine potentielle

Toxizitdt der Knochenersatzmaterialien andererseits eine adaquate
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Interpretationsgrundlage fir die gemessenen Signalwerte zu schaffen,
wurden zum einen auch die U-937 Zellen, also nicht adharente myelo —
monozytare Zellen, und zum anderen die Knochenzellen auf neuartigen NBS
( Non Binding Surface ) - Platten in gleicher Weise mit den Biomaterialien

zum Ansatz gebracht und ebenfalls die Lumineszenzen erfasst.

2.2.2.2  Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase ( AP)

Die alkalische Phosphatase ( AP ) gehort mit ihren Isoenzymen in Leber,
Knochen, Niere, Intestinum und Plazenta zu einer komplexen Gruppe von
Proteinen, die durch einen carboxyterminalen Glykanphosphatidylinositol —
Anker an die extrazelluldre Oberflache von Zellmembranen geheftet sind.”®
Den AP - Isoenzymen der Leber und des Knochens liegt das gleiche Gen
zugrunde; sie unterscheiden sich lediglich im Grad der posttranslationalen
Glykosylierung. Die ( knochenspezifische ) alkalische Phosphatase wird von
Osteoblasten als zweite  Stufe deren  Reifung wahrend der
Knochenneubildung in groffen Mengen produziert und ist an der
Plasmamembran lokalisiert. Durch die Phospholipase C und D wird das
urspringlich als Homotetramer vorliegende Glykoprotein prozessiert und als
Dimer in den Blutkreislauf abgegeben. Das im Serum zirkulierende Dimer
besitzt zwei aktive Seiten, wovon jede zwei Zink - Atome und ein
Magnesium - Atom aufweist. 66 Thre grundséatzliche Funktion als Marker
des Knochenaufbaus erweist sich zwar zum Beispiel aufgrund der transient
erh6hten Werte wahrend der kindlichen Wachstumsphasen als evident, die
genauen Mechanismen fir ihre Beteiligung im Mineralisationsprozess aber
sind noch nicht in Gé&nze bekannt.80 Im Detail werden verschiedene
Moglichkeiten der Wirkungsweise diskutiert, als da waren : ein Anstieg der
lokalen Konzentration von anorganischem Phosphat; die Zerstéorung lokaler
Inhibitoren des Knochenkristallwachstums; der Transport von Phosphat; als
calciumbindendes Protein, als Calcium / Magnesium - ATPase oder als
tyrosinspezifische Phosphoproteinphosphatase.8! Unstrittig lasst sich

jedenfalls festhalten, dass die alkalische Phosphatase durch die Verwendung
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in einer Vielzahl von wissenschaftlichen Arbeiten als der am héufigsten
genutzte biochemische Index fiir die osteoblastische Aktivitat dient.82-87

Die AP ist in der Lage, die hydrolytische Spaltung von ( Mono - )
Phosphatestern zu katalysieren.®® Diese Spaltprodukte lassen sich mittels
zyto - / histochemischen Nachweises durch den Zusatz bestimmter
Farbstoffe ( Fast Red Violet Substrate System ) als rote Pigmente sichtbar
machen.89

Im vorliegenden Versuch wurden die Zellen ( 104 Zellen pro Einzelkammer )
auf ein finales Volumen von 1 ml auf Tissue — Culture — Slides ausgesat und
in Kultur gehalten. Die Knochenersatzmaterialien wurden in 8er Chamber
Slides gegeben, wobei je Biomaterial zwei Chambers geftillt wurden. Nach
3, 6, 10, 14 Tagen wurden jeweils der Zelliberstand abgesaugt, die Zellen
fir 5 min. in PBS gewaschen, Uiber etwa 35 sec. in 4 % Formaldehyd fixiert
und anschlieffend dreimal mit Aqua dest. gewaschen. Nun wurde die
Herstellung der Farbelésung vorgenommen. Dazu wurden 22,2 pl Sodium
Nitrite Solution und 22,2 pl FRV - Alkaline Solution gut gemischt, danach
1 ml Aqua dest. sowie 22,2 pl Naphtol AS - BI Alkaline Solution
hinzugegeben. Diese Farbelosung wurde den Zellen zugesetzt und fur
15 min. bei RT inkubiert, bis ausreichend Farbung mikroskopisch sichtbar
war. Bevor die Kammerseiten abgetrennt wurden, wurde erneut mit Aqua
dest. durchgewaschen. Die entsprechende Gegenfdrbung der Zellkerne
erfolgte durch Hematoxylin tiber 2 min. und darauffolgender Differenzierung
mit Leitungswasser. Im Sinne einer Negativkontrolle diente zur Blockade der
endogenen AP als spezifischer Hemmstoff das Levamisol. AbschliefSend
wurden die Culture Slides in Sigma Crystal Mount Aqueous Mounting

Medium eingedeckelt.
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2.2.2.3 Synthese von Osteocalcin ( Ocal)

Wie bereits ausgefiihrt, stellt die Osteocalcin ( Ocal ) - Synthese einen
Indikator fur die Gesamtaktivitdit von knochenformierenden Zellen dar.68
Zum Nachweis des Ocal wurde ein ELISA ( Enzyme - linked immunosorbent
assay ) vom zweischrittigen Sandwich — Typ verwendet. Bei allen ELISAs
handelt es sich um eine klassische Reaktion der Solid Phase Teste, i.e. dass
mit enzymmarkierten Antigenen die entsprechenden Antikdérper respektive
im umgekehrten Falle die jeweiligen Antigene nachgewiesen werden. Das
mittels eines ELISA - Readers gemessene Signal der Nachweisreaktion
der enzymmarkierten Strukturen ist dabei direkt proportional zur
Konzentration der korrespondierenden Gegenstrukturen.90

Beim hier verwendeten Gla — Osteocalcin ELISA Kit wurde zu dem auf der
Mikrotiterplatte festgebundenen Ocal — Antikérper die Antigen — Losung
gegeben und inkubiert. Nach Entfernen von uberschiissigem Antigen
wurden nun enzymmarkierte, spezifische und mit Peroxidase gekoppelte AK
zugefligt. Die Peroxidase setzt dabei das Substrat x um, welches in einer
Farbentwicklung blau imponiert. Durch Abstoppen der Enzymreaktion
mittels HoSO4 wird das blaue Farbsignal in ein gelbes umgewandelt, das
entsprechend bei einer Wellenldnge von 450 nm messbar ist.

Vorbereitend auf den Ocal — ELISA wurde wahrend des ATP — Assays an den
Messtagen 3, 6, 10, 14 der Uberstand der Wells abpippetiert, in markierte
Eppendorf — Tubes gegeben und eingefroren. Diejenigen Proben, welche bei
den Ergebnissen der ATP - Biolumineszenz eine zu  grofSe
Standardabweichung aufwiesen, blieben dabei unberticksichtigt. Die sechs
Proben eines Knochenersatzmaterials mit der zu bestimmenden Zelllinie
wurden auf drei Eppendorf — Tubes verteilt. Fir den ELISA wurden zwei
Lésungen ( Solution 1 und Solution 2 ) hergestellt. Fur die Solution 1 wurde
die Antibody — POD - Lésung in 11 ml Aqua dest. rekonstituiert und unter
zwischenzeitlichem vorsichtigen Schtitteln fir 10 min. stehen gelassen. Pro
Streifen ( 8 Wells ) wurden ca. 1 ml benétigt. Fiir die Solution 2 wiederum

wurde die Standard — Lésung ( 16 ng Gla — Osteocalcin pro ml ) in 1 ml Aqua
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dest. rekonstituiert und ebenfalls unter intermedidarem Schuitteln fir 10 min.
stehen gelassen. Bezlglich der ersten Lésung erfolgte eine Aliquotierung
a 1,5 ml, fur die zweite a 250 pl. Beide wurden danach bei minus 30 °C

tiefgefroren.

Tabelle 2 Verdinnungsreihe der Standardlésung

Konzentration | Volumen Vol. Sample |Gesamtvolumen |Finale Konz.
Ausgangslsg. |Ausgangslsg. Diluent
ng / ml ul ul ul ng / ml
16 240 240 460 8
240 240 460 4
240 240 460 2
240 240 460 1
1 240 240 460 0,5
0,5 140 140 260 0,25

Als Stopplosung wurde 1 N HoSO4 verwendet.

100 pl Probe bzw. Standard ( Solution 2 ) wurden innerhalb von 5 min. in die
Wells pippetiert. Die Platte wurde dann mit Folie abgedeckt und fir zwei
Stunden bei RT inkubiert. AnschliefSend wurden die Probelésung entfernt
und die Platte respektive die Wells dreimal mit ca. 400 ul PBS gewaschen.
Zwischen den Waschschritten wurde die Platte jeweils gut ausgeklopft,
besonders nach dem letzten. Nun wurden 100 ul der Antibody — POD -
Lésung ( Solution 1 ) zugegeben und die Platte abermals mit Folie abgedeckt.
Die Inkubationszeit betrug eine Stunde bei RT. Im Anschluss wurden die
Antibody — POD - Loésung entfernt und die Platte bzw. Wells ebenfalls mit
ca. 400 pl PBS gewaschen. Jetzt erfolgte die Zugabe von 100 ul Substrat —
Lésung und eine Inkubation tiber 15 min. bei RT. Zuletzt wurde 100 pl der

Stoppléosung hinzugegeben und vorsichtig durchgemischt. Die Messung
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mittels ELISA - Reader erfolgte bei einer Absorption von 450 nm

Wellenldnge. Das entsprechende Signal war ca. 60 min. lang stabil.

2.2.2.4 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung der

Zellmorphologie sowie Zelladhédrenz ( REM )

Das Rasterelektronenmikroskop ( REM ) bietet die Moglichkeit, Oberfldchen
massiver Prdparate abzubilden. Dabei wird in einer Vakuumkammer die
Probenoberfliche mit einem geblindelten Elektronenstrahl abgerastert. Das
Relief der Probenoberflaiche bewirkt eine charakteristische Reflexion der
Elektronen. Durch die auf diesem Wege entstehenden Sekundérsignale wird
die Helligkeitsmodulation einer Bildschirmréhre gesteuert, auf welcher dann
ein Abbild der entsprechenden Probenoberflache entsteht.9!

Hinsichtlich der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung wurden
zusatzliche Ansétze vorbereitet und nach einer Kulturdauer von 3, 6, 10, 14
Tagen fir das weitere Prozedere prapariert. In einer 24 Well Platte wurden
dazu Polycarbonat Membranen eingesetzt. Pro Knochenersatzmaterial
wurden zwei Wells benétigt. Jedes Well hatte ein Flussigkeitsvolumen von
300 pl. Jede Probe wurde dreimal mit PBS gespult und anschliefSend mit
Hilfe von 4 % Glutardialdehyd in 0,15 M PBS ( pH — Wert 7,4 ) bei RT fur
30 min. fixiert. Daraufhin erfolgte erneut eine Spuilung mit der Pufferlésung
uber 15 min. Die Ansdtze wurden nun mit Ethanol in aufsteigender
Konzentration ( 40 % / 50 % / 60 % / 70 % / 80 % / 90 % / 100 % )
dehydriert und zum Abschluss in Hexamethyldisilazan ( HMDS ) getrocknet.
Die so aufbereiteten Materialproben wurden auf einen Projekttrager geklebt
und mittels eines Low Voltage Cool Sputter Coater mit Gold

( Verbrauchselektrode ) in einer Schichtdicke von 30 nm bedampft.
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2.2.2.5 Messung der pH — Werte

Fur die aus einem Organismus isolierten Zellen muss unter in vitro -
Bedingungen eine Umgebung geschaffen werden, welche Proliferation,
Wachstum sowie gegebenenfalls sogar auch Differenzierung und Austibung
von typischen Zellfunktionen erméglicht und i.d.R. mit einem pH - Wert von
idealerweise 7,2 bis 7,4 verbunden ist.7475

Um den Einfluss der jeweiligen Knochenersatzmaterialien auf das Milieu der
Kulturen 2zu evaluieren, wurden die Biomaterialien, wie bereits oben
beschrieben, portioniert in Wells gegeben, mit 200 pl PBS befillt und nach
zwei Stunden entnommen. Der pH - Wert im PBS wurde dann mit einer

speziellen Elektrode bestimmdt.

2.2.3 Statistische Datenanalyse

Die statistische Analyse erfolgte mittels des Softwarepaketes SPSS 12.0
( SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA ). Dabei wurden die Mittelwerte und
Standardabweichungen fir jeden Parameter pro Prufkérper errechnet. Zur
Untersuchung der Signifikanz der in den Proliferationsassays beobachteten
Unterschiede kam aufgrund des geringen Parallelansatzes ( n = 6 )
der Mann - Whitney - Test flir ungepaarte Stichproben zur Anwendung.
Dieser erfolgte hinsichtlich der SAOS-2 Zellen, primaren Osteoblasten und
Knochenmarkstammzellen anhand der Tage O und 6 ( 1. Zeitabschnitt )
sowie der Tage 6 und 14 ( 2. Zeitabschnitt ). Das Signifikanzniveau wurde

auf p < 0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Studie erfolgte eine primar biochemische sowie
ergdnzende morphologische Analyse der Zellkulturansatze auf den
Biomatrizes.

Dabei sind die entsprechenden Versuchsergebnisse in Analogie zu den

beschriebenen Methoden dargestellt.

3.1 Versuchsspezifische Vorbereitungen

3.1.1 Immunhistochemie von Osteocalcin (Ocal) zur

Charakterisierung der primaren Osteoblasten

In den aus Kieferknochen auswachsenden Zellen konnte auf
immunhistochemischem Wege eine Synthese von Osteocalcin ( Ocal )

nachgewiesen werden. Somit waren diese erfolgreich als osteoblastare Zellen

identifiziert.
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Abbildung 3 Immunhistochemische Farbung Ocal, prim. Osteoblasten,

Tag 3; Negativkontrolle unten rechts
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3.2 Hauptversuch
3.2.1

ATP - Biolumineszenz

3.2.1.1 Standardisierung der ATP — Messung

SAOS-2 Zellen in aufsteigender Zellkonzentration ( ohne KEM )

Mittels der SAOS-2 Zellen wurde eine ATP - Standardkurve ermittelt. Die

Zellen wurden daftir in einer aufsteigenden Konzentrationsreihe auf der

Kontrolloberflache Polystyrol ausgeséat.

Der ATP - Gehalt der Kulturen wurde fir Zellkonzentrationen von 0,1 x

104 Zellen/well, 1,5 x
104 Zellen/well, 3

104 Zellen/well, 4,5 x

Zellen/well, 0,5 x
Zellen/well, 2 x
Zellen/well, 3,5 x

104 Zellen/well, 1 x
10* Zellen/well, 2,5 x
104 Zellen/well, 4 x

Zellen/well und 5 x 10% Zellen/well gemessen.

X

104
104
104
104

SAOS-2 Zellen in verschiedenen Zellkonzentrationen
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Abbildung 4 ATP - Standardkurve der SAOS-2 Zellen

Das Diagramm zeigt einen kontinuierlichen Anstieg des Signals bei

Erhéhung der Zellzahl. Die entsprechenden Messungen erfolgten nach zwei
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Stunden. Mittelwerte und Standardabweichungen ergaben sich aus jeweils

sechs Ansétzen.

Uberpriifung der Knochenersatzmaterialien ohne Zellen auf

Eigenlumineszenz

Eigenlumineszenz der KEM
o 4000000
o 3500000 - OTag0
¥ 3000000 -
£ s
8 500000 - BTag 10
0 MTag 14
N\ ) & @ & D
> N O & v
N4 12 o@‘?“ \}
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12
KEM

Abbildung 5 Eigenlumineszenz der Knochenersatzmaterialien

Eine etwaige Einfluss nehmende Eigenlumineszenz der
Knochenersatzmaterialien konnte lediglich in  vernachlassigbarer
Groflenordnung nachgewiesen werden. Die Zellkontrolle wurde mit den
Osteosarkomzellen durchgefiihrt. Mittelwerte und Standardabweichungen

ergaben sich aus jeweils sechs Ansétzen.
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SAOS-2 Zellen in aufsteigender Zellkonzentration  auf den
Knochenersatzmaterialien
Navigraft mit SAOS-2
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Abbildung 6 Verkurzte ATP - Messreihe mit Navigraft auf SAOS-2
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Abbildung 7 Verkurzte ATP - Messreihe mit PepGen P-15 auf

SAOS-2 Zellen
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Frios mit SAOS-2
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Abbildung 8 Verkurzte ATP - Messreihe mit Frios Algipore auf
SAOS-2 Zellen
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Abbildung 9 Verkurzte ATP
Zellen

Messreihe mit

BioBase auf SAOS-2
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Ostim mit SAOS-2
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Abbildung 10 Verkurzte ATP - Messreihe mit Ostim auf SAOS-2
Zellen

Wie die Abbildungen verdeutlichen, stieg mit zunehmender Zellkonzentration
auch der ATP - Gehalt der Zellkulturen auf den ausgewéhlten
Knochenersatzmaterialien.

Die Konzentration der Zellkontrolle betrug 1 x 10% Zellen. Es war zu
beobachten, dass die ATP — Werte derjenigen Kulturen, in denen die gleiche
Konzentration wie in der Zellkontrolle verwendet wurde, zusammen mit
einem Biomaterial tendentiell hoher ausfielen als die der Zellkontrolle auf
Polystyrol allein.

Eine Ursache hierfir kénnte darin liegen, dass die Knochenersatzmaterialien
- in unterschiedlicher Ausprdgung - eine zusétzliche Reflexion der
Lumineszenzsignale der Zellen verursachen. Dementsprechend musste bei
einer adaquaten Interpretation der Diagramme grundsétzlich eine Art
" Hintergrund " in Abzug gebracht werden.

Die Tatsache, dass beziiglich von PepGen P - 15 zunachst hinsichtlich
kleinerer Zellkonzentrationen der gemessene ATP - Gehalt remittierte,

scheint dadurch begriindet 2zu sein, dass hier anfanglich die
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Lumineszenzsignale der Zellen vom Knochenersatzmaterial selbst tiberdeckt
und somit abgeschwacht wurden.

Diese in Abhéngigkeit von der jeweilig verwendeten Matrix unterschiedlichen
Messwerte des ATP — Signals machen dartiber hinaus ersichtlich, warum im
Rahmen des Hauptversuches trotz identischer Zellzahl ein variierender,
individueller Ausgangswert der einzelnen Knochenersatzmaterialien vorlag.
Die Messungen erfolgten nach zwei Stunden. Mittelwerte und

Standardabweichungen ergaben sich aus jeweils drei Ansatzen.

3.2.1.2  ATP - Assays des Hauptversuches im Einzelnen

Die ATP - Messungen der drei Zelllinien erfolgten auf fanf
Knochenersatzmaterialien.

Ausgewertet und dargestellt wurden im Folgenden zum einen die
Lumineszenzen der Zelllinienkulturen tUber die Zeit fir jedes
Knochenersatzmaterial im Einzelnen und zum anderen die Lumineszenzen
der Zellkulturen auf den Knochenersatzmaterialien Uber die Zeit fir jede
Zelllinie im Einzelnen. Um die oben beschriebenen Unterschiede hinsichtlich
der fur die jeweiligen KEM ermittelten Ausgangssignale zu eliminieren und
somit einen besseren Vergleich der Matrizes untereinander zu gewéahrleisten,
erfolgte innerhalb der fur jede Zelllinie separat erstellten Diagramme ( siehe
im Folgenden Abbildungen 17 - 19 ) die Berechnung einer gemeinsamen
Baseline der Grofie 1. Dazu wurden samtliche Messwerte eines jeden KEM
durch den entsprechenden individuellen Ausgangswert des KEM dividiert
und der y — Achse als Einheit der Proliferationsquotient zugeordnet.

Die Messungen wurden an den finf Tagen 0, 3, 6, 10, 14 vorgenommen.
Mittelwerte und Standardabweichungen ergaben sich aus jeweils sechs
Ansatzen. Die statistische Auswertung erfolgte, wie beschrieben, anhand der

Tage O und 6 ( 1. Zeitabschnitt ) sowie der Tage 6 und 14 ( 2. Zeitabschnitt ).
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ATP - Assay mit den Zelllinien ( ohne KEM )

Cell Control
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Abbildung 11 ATP - Messung mit den Zellkontrollen der Zelllinien

Der ATP - Gehalt der jeweiligen Zellkontrolle ohne KEM auf Polystyrol alleine
stieg bei den drei Zelllinien proportional zur Zeit deutlich an. Die statistische
Signifikanz der zu beobachtenden Unterschiede betrug bezliglich der
SAOS-2 Zellen, prim. Osteoblasten und KMS in beiden Zeitabschnitten

jeweils p < 0,05 und lag damit unterhalb des festgelegten Niveaus.
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ATP — Assay mit Navigraft®

Navigraft
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Abbildung 12 ATP - Messung mit Navigraft®

Bei allen drei Zelllinien war in der Proportionalitdt zur Zeit ein anndhernd
progredienter Anstieg des ATP — Gehaltes zu konstatieren. Im Rahmen der
statistischen Auswertung lag die Signifikanz bezliglich der SAOS-2 Zellen
allerdings lediglich im 1. Zeitabschnitt, flir die prim. Osteoblasten sowie
KMS jedoch in beiden Zeitabschnitten jeweils bei p < 0,05 und unterschritt

damit das festgelegte Niveau.
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ATP — Assay mit PepGen P - 15®

P15
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Abbildung 13 ATP - Messung mit PepGen P — 15%

Sowohl die Osteosarkomzell - als auch die Knochenmarkstammzellkulturen
nahmen im zeitlichen Verlauf insgesamt deutlich an Zellzahl zu. Beztglich
der priméren Osteoblasten war dagegen nach transientem Anstieg am Tag 6
ein ungefidhr konstanter Endwert im Vergleich zu Tag O zu vermerken.
Hinsichtlich der statistischen Auswertung erreichten allerdings die SAOS-2
Zellen wegen ihres Ruckgangs zu Beginn lediglich im 2. Zeitabschnitt und
die KMS wiederum nur im 1. Zeitabschnitt das festgelegte Signifikanzniveau

von p < 0,05, wahrend ansonsten p > 0,05 war.
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ATP — Assay mit Frios Algipore®

Frios
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Abbildung 14 ATP - Messung mit Frios Algipore®

Bei samtlichen drei Zelllinien war im Vergleich zum Ausgangswert ein
erheblicher Abfall des ATP — Gehaltes Uiber die Zeit zu verzeichnen. Wahrend
die Zellzahlen der prim. Osteoblasten durchweg progredient sanken, fiel
bezliglich der SAOS-2 Zellen sowie der KMS besonders ein Ruickgang bis
zum Tage 6 auf, der sich dann im 2. Zeitabschnitt sogar wieder auf einem
leicht erh6éhten Level stabilisierte. Die statistische Signifikanz ergab fir die
SAOS-2 Zellen ein Niveau von p > 0,05, fir die prim. Osteoblasten in beiden
Zeitabschnitten und fir die KMS im 1. Zeitabschnitt von p < 0,05.
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ATP — Assay mit BioBase®

BioBase
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Abbildung 15 ATP - Messung mit BioBase®

Wahrend die Zellzahlen der prim&ren Osteoblasten im zeitlichen Verlauf
nahezu progredient anstiegen, war bezlglich des ATP - Gehaltes der
Osteosarkomzellen erst von Tag 6 an eine deutliche, die
Knochenmarkstammzellen betreffend insgesamt nur eine relativ gering
ausgepragte Zunahme desselben zu verzeichnen. Die statistische Signifikanz
betrug fur die SAOS-2 Zellen nur im 2. Zeitabschnitt sowie fur die prim.
Osteoblasten in beiden Zeitabschnitten p < 0,05, fur die KMS jeweils
p > 0,05.
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ATP — Assay mit Ostim®
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Abbildung 16 ATP — Messung mit Ostim®

Bei allen drei Zelllinien war besonders von Tag 0O zu Tag 6 ein ausgepragtes
und deutliches Absinken des ATP - Gehaltes festzustellen, welcher im
zeitlichen Verlauf gar langsam gegen Null tendierte. Die statistische
Auswertung ergab fUr die SAOS-2 Zellen, prim. Osteoblasten und KMS im
1. Zeitabschnitt ein Signifikanzniveau von jeweils p < 0,05, im

2. Zeitabschnitt von p > 0,05.
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ATP — Assay mit SAOS-2 Zellen
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Abbildung 17 ATP - Messung mit SAOS-2 Zellen

auf Knochenersatzmaterialien

Auf Navigraft war eine deutliche Zunahme der Zellzahlen der
Osteosarkomzellen besonders bis zum Tag 6, auf BioBase besonders ab Tag
6 zu verzeichnen. Mit einem leichten Ruickgang zum zeitlichen Beginn
zeigten auch die auf PepGen P - 15 gemessenen Lumineszenzen eine
signifikante Anstiegstendenz im 2. Zeitabschnitt. Auf Frios und noch
eindrucksvoller auf Ostim kam es insgesamt zu einem ausgepragten

Absinken des ATP — Gehaltes innerhalb des Kulturzeitraumes.

49



ATP — Assay mit priméren Osteoblasten
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Abbildung 18 ATP - Messung mit prim. Osteoblasten auf

Knochenersatzmaterialien

Auf Navigraft und auf BioBase stieg der ATP - Gehalt innerhalb der
Zellkulturen der primaren Osteoblasten Uber die Zeit signifikant an. Die
Anzahl an metabolisch aktiven Zellen fiel auf Frios und auf Ostim, hier
besonders bis zum Tag 6, jeweils in signifikanter Weise ab, um letztendlich
gar gegen Null zu tendieren. Bei PepGen P — 15 entsprach der Endwert
ungefdhr dem Niveau des Ausgangswertes, wobei es intermedidr sowohl zu
einem Anstieg als auch zu einem erneuten Absinken des ATP - Gehaltes

kam.
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ATP — Assay mit Knochenmarkstammzellen
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Abbildung 19 ATP - Messung mit KMS auf Knochenersatzmaterialien

Sowohl auf Navigraft als auch auf PepGen P —15, hier jedoch primar bis zum
Tag 6, kam es zu einem nachgewiesenermafSen signifikanten Anstieg des
ATP - Gehaltes in der Zellkultur der Knochenmarkstammzellen. Bei BioBase
war zwar ebenfalls eine Zunahme der Lumineszenzsignale zu konstatieren,
diese erwies sich jedoch insgesamt als weniger eindrucksvoll und somit in
beiden Zeitabschnitten als nicht statistisch signifikant. Auf Frios und noch
ausgepragter, weil gegen Null tendierend, auf Ostim sank die Anzahl an

metabolisch aktiven Zellen Uiber die Zeit deutlich ab.
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3.2.1.3 Potentielle Zytotoxizitat der Knochenersatzmaterialien /

Adharenzverhalten der Knochenzellen

Im Rahmen dieser beiden Versuchsansédtze bestand das Anliegen darin,
hinsichtlich einer geeigneten Interpretationsgrundlage fiir die gemessenen
ATP - Werte zum einen nochmals der Frage nachzugehen, ob tatsdchlich
und, wenn ja, warum in manchen Féllen die Zellen in den Kulturen
abstarben. Zum anderen sollte ein grundsatzlicher Klarungsversuch
unternommen werden, den etwaigen Einfluss des adhéarenten
Wachstumsmusters der Osteoblasten bezliglich der Grofienordnung der
resultierenden Lumineszenzsignale zu beleuchten. Auch hier wurde analog
zu den die Abbildungen 17 - 19 betreffenden Erlduterungen eine

gemeinsame Baseline fiir die KEM zugrunde gelegt.
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Abbildung 20 Nicht adharente U-937 Zellen auf den

Knochenersatzmaterialien

In diesem Teilversuch sollte eruiert werden, ob die Knochenersatzmaterialien

ein ungestortes Wachstum der nicht adhirenten myelo — monozytaren Zellen
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gestatteten oder etwa gegebenenfalls irgendeinen Einfluss auf die Zellkultur
ausubten.

Offensichtlich schien es derart zu sein, dass die Vitalitat der U-937 Zellen in
Anwesenheit von Frios Algipore und Ostim nachhaltig beeintrachtigt war.
Somit war ein gewisses MafS an einer von diesen beiden Biomaterialien
ausgehenden Zytotoxizitdt in vitro nicht auszuschliefSen. Auf den ubrigen
Tragermatrizes konnte ein weitestgehend unauffilliges, auf BioBase sogar
ein im Vergleich zur Zellkontrolle nochmals erhdéhtes Zellwachstum auf der
Polystyroloberflache festgestellt werden.

Die Messungen wurden an zwei Tagen (0, 3) vorgenommen. Mittelwerte

und Standardabweichungen ergaben sich aus jeweils sechs Ansatzen.

Adhéarenzverhalten

SaOs-2 auf NBS

1,8 |
1,6 |
1,4 1
1,2

Obaseline
ETag 10

0,8 1
0,6 1
0,4 1
0,2 1

Proliferationsquotient

Navigraft P15 Frios BioBase Ostim Zell KO Med KO
KEM

Abbildung 21 SAOS-2 Zellen mit Knochenersatzmaterialien auf
NBS - Platten

In diesem Teilversuch wurde den obligat adhérent wachsenden
Knochenzellen bewusst die Option entzogen, sich auch auf den
Kulturschalen anzusiedeln. Da eine Proliferation nur bei Adharenz

stattfindet, sollten die gemessenen ATP - Lumineszenzen durch die
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Verwendung von neuartigen NBS ( Non Binding Surface ) - Platten rein auf
diejenigen  Zellen zurtckzufihren sein, welche sich auf den
Knochenersatzmaterialien anlagern konnten. Die Tatsache, dass die Anzahl
an lebenden Zellen in der Zellkontrolle allein im Laufe der Zeit deutlich
remittierte, war somit flir ansonsten adharent wachsende Osteosarkomzellen
zu erwarten. Offenkundig konnten sich dementsprechend hier die
Knochenzellen sowohl auf PepGen P — 15 als auch auf BioBase erfolgreich
anheften, wihrend es ihnen auf Frios Algipore und Ostim nicht gelang. Auf
Navigraft war  Uberraschenderweise und wider Erwarten kein
Adhéarenzverhalten der SAOS-2 Zellen nachzuweisen.

Die Messungen wurden an zwei Tagen (0, 10 ) vorgenommen. Mittelwerte

und Standardabweichungen ergaben sich aus jeweils sechs Ansétzen.

3.2.2 Histochemie der Alkalischen Phosphatase ( AP )

Die histomorphologische Auswertung der Zellschnitte erfolgte mit den
jeweiligen Zelllinien fir den 10. Messtag, da die Zellen an den vorherigen
Tagen teilweise konfluent und zu dicht erschienen.

In der nachfolgenden Tabelle sind die entsprechenden Resultate der

durchgefiihrten Lichtmikroskopie zusammengetragen.

Tabelle 3 AP - Farbung der Zelllinien mit den Knochenersatzmaterialien (*)

Zellkontrolle | Navigraft | P 15 Frios | BioBase Ostim

SAOS-2 ++ ++ +(+) (+) ++ (+)
Priméare
++ +(+) + (+) + (+)
Osteoblasten
KMS ++ ++ - - + -
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(*) Die Anzahl der + - Zeichen entspricht in Abstufung der Intensitédt der AP —
Farbung, unabhdngig von der Anzahl an Zellen. In Klammern gesetzte
Zeichen besagen, dass die entsprechende Intensitdtsstufe nur grenzwertig

erreicht wurde.

Wie der Tabelle zu entnehmen ist, zeigten sowohl die Osteosarkomzellen als
auch die primdren Osteoblasten mit den Knochenersatzmaterialien eine
positive AP — Farbung. Dabei hoben sich besonders Navigraft, BioBase und
mit leichter Einschrdnkung PepGen P - 15 durch eine recht ausgepréigte
Intensitat hervor. Auf Frios Algipore und auf Ostim war dagegen sogar nur
bei vereinzelten Zellen eine grenzwertige Anfarbung festzustellen, so dass
hier das Differenzierungsverhalten als ( deutlich ) eingeschrankt angesehen
werden musste.

Bei den Knochenmarkstammzellen wiesen ausschlieflich Navigraft und
BioBase eine AP - Farbung auf. Der Logik folgend schien also auf den
uUbrigen Tragermatrizes keine osteogene Differenzierung der KMS erfolgt zu
sein, wobei es schon ein wenig verwunderte, warum fur PepGen P — 15 in
Anbetracht der sonst recht guten Ergebnisse in den ATP - Assays keine
positive Wertung zu verzeichnen war.

Die zudem  erstaunliche Tatsache, dass die Zellkontrolle der
Knochenmarkstammzellen allein eine durchaus intensive AP — Farbung
offenbarte, konnte nach  Rucksprache mit dem Institut far
Transplantationsdiagnostik der Universitat Dusseldorf ( Frau PD Dr. Kogler )
eruiert werden und sei darauf zurtckzufihren, dass sich jene gemaf
verschiedener erfolgter Beobachtungen tatsdchlich partiell bereits spontan
zu osteoblastaren Zellen differenzierten.

Auf den nachfolgenden Abbildungen sind zum einen die jeweiligen
Zellkontrollen ( SAOS-2, priméare Osteoblasten und KMS ) allein und zum
anderen zwei exemplarisch ausgewahlte Knochenersatzmaterialien mit der
entsprechenden Zelllinie ( KMS auf Navigraft und SAOS-2 auf BioBase ) zur

Veranschaulichung dargestellt.
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Abbildung 22 Histochemische Farbung AP, Zellkontrolle SAOS-2 Zellen,

Tag 10; Negativkontrolle unten rechts

Abbildung 23 Histochemische Farbung AP, Zellkontrolle prim.

Osteoblasten, Tag 10; Negativkontrolle unten rechts
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Abbildung 24 Histochemische Farbung AP, Zellkontrolle KMS, Tag 10;

Negativkontrolle unten rechts

Abbildung 25 Histochemische Farbung AP, SAOS-2 Zellen auf

BioBase®, Tag 10 ( exemplarisch )
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Abbildung 26 Histochemische Farbung AP, KMS auf Navigraft®, Tag 10

( exemplarisch )

3.2.3 Osteocalcin ( Ocal ) — ELISA

Bedauerlicherweise ist an dieser Stelle zu konstatieren, dass die Versuche
bezltiglich des osteoblastaren Differenzierungsmarkers Osteocalcin mittels
ELISA - Verfahrens zu keinerlei Ergebnissen gefihrt haben, die eine
wissenschaftlich begriindete Aussage zuliefSen.

Die Problematik bestand hierbei im Wesentlichen darin, dass das im fotalen
Kélberserum ( FKS, welches neben anderen Mediumbestandteil ist )
befindliche bovine Ocal bei den Messungen zugleich ebenso miterfasst
wurde, obgleich laut expliziter Herstellerangabe der verwendete ELISA — Test
spezifisch fir humanes Ocal in Zellkulturiiberstdnden gedacht sei.

Dadurch bedingt stellten sich insgesamt verfdlschte, extrem erhéhte Werte

ein, die auch durch das mégliche in Abzug Bringen eines bestimmten

n "

Sockelbetrages nicht addquat modifiziert und interpretiert werden
konnten. Auch wenn der hier zum Einsatz gekommene ELISA sicherlich von
besonders ausgepragter Sensitivitdt war, so ist doch im Rahmen von in

Zellkulturen anhand ELISA - Methodik ermittelten Osteocalcinresultaten
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diese offenkundig grundsatzliche Problematik in der Retrospektive genauso

wie zukunftig stets mitzubedenken.

3.2.4 Auswertung der Rasterelektronenmikroskopie

Die  rasterelektronenmikroskopische  Auswertung  hinsichtlich  der
Zellmorphologie sowie Zelladharenz wurde fir die hergestellten Praparate am
10. Tag vorgenommen. Zur Anschauung diente als Zelllinie die
SAOS-2 — Kultur. Im Folgenden sind zum einen die Zellkontrolle allein und
zum anderen die Zellen mit jeweils einem = entsprechenden

Knochenersatzmaterial dargestellt.

Abbildung 27 REM - Darstellung, Zellkontrolle SAOS-2, Tag 10

Die Zellkontrolle zeigt zahlreiche Osteosarkomzellen in offensichtlich gutem

Zustand, welche sich teilweise mit ihren Ausldufern tiberlappen.
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Abbildung 28 REM - Darstellung, SAOS-2 Zellen auf Navigraft®, Tag 10

Die Abbildung zeigt einen Ausschnitt mit einigen Osteosarkomzellen, die
wegen ihrer relativ flachen Gestalt auf einen guten Zustand schliefSen lassen

und dem Navigraft adharent aufsitzen.

Abbildung 29 REM - Darstellung, SAOS-2 Zellen auf PepGen P - 15%,
Tag 10
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Die Abbildung zeigt mehrere Osteosarkomzellen, welche als Ausdruck ihres
offensichtlich guten Zustandes eine recht flache Morphologie aufweisen und

sich in Adhdrenz zum PepGen P — 15 befinden.
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Abbildung 30 REM - Darstellung, SAOS-2 Zellen auf Frios Algipore®,
Tag 10

Die Abbildung zeigt eine Osteosarkomzelle auf Frios Algipore, welche jedoch
aufgrund ihres eher kugeligen Erscheinungsbildes zum einen auf einen
relativ schlechten Zustand schliefsen lasst und zum anderen praktisch kaum

ein Adharenzverhalten offenbart.
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Abbildung 31 REM - Darstellung, SAOS-2 Zellen auf BioBase®, Tag 10

Die Abbildung zeigt viele Osteosarkomzellen von recht flacher Gestalt und

damit gutem Zustand, die das BioBase in ausgepriagt adharenter Weise

besiedeln.

Abbildung 32 REM - Darstellung, SAOS-2 Zellen auf Ostim®, Tag 10
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Die Abbildung zeigt keinerlei Osteosarkomzellen. Die Oberflache des Ostim

gleicht insgesamt einer ebenen und feinporigen Kraterlandschaft.

3.2.5 pH — Werte

Wahrend der Versuchsansétze wurden die pH - Werte an den Tagen 1 und 8

gemessen.

Tabelle 4 ph - Werte; Tag 1 und Tag 8

pH — Wert
Knochenersatzmaterialien

Tag 1 Tag 8
Navigraft 7,73 7,77
PepGen P - 15 7,83 7,83
Frios Algipore 7,74 7,81
BioBase 7,73 7,76
Ostim 7,79 7,81
Zellkontrolle 7,71 7,86
Mediumkontrolle 7,70 7,43

Wie der Tabelle zu entnehmen ist, lagen die pH — Werte — obleich samtlich

geringgradig alkalisch — im Normbereich.
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4 Epikritische Diskussion

Bereits in einer Vielzahl von in vitro - Studien wurden das
Wachstumsverhalten und die Interaktionen von osteoblastdren Zellen mit
Knochenersatzmaterialien anhand diverser biochemischer Methoden
evaluiert, haufig jedoch allerdings entweder mit nur einer stofflichen Gruppe
als Tragermatrix oder lediglich an einer ( zum Teil artfremden, i. e. von
Tieren stammenden ) Zelllinie.92-96

Die Besonderheit der vorliegenden Untersuchung bestand darin, dass
zugleich funf repridsentative Biomaterialien mit Populationen von drei
ausnahmslos humanen, osteogenen Zelltypen in Ansatz gebracht und
getestet wurden. Infolge der dadurch bedingt insgesamt recht komplexen
Anlage der Studie sollte demnach weitestgehend sichergestellt werden, dass
die entsprechenden Resultate zum einen untereinander objektiv verglichen,
zum  zweiten unter Berlcksichtigung der Ergebnisse anderer
Untersuchungen besser eingeordnet werden kénnen und zum dritten einen
bereits tendentiell in die Zukunft gerichteten Ausblick herbeizufihren
vermogen.

Neben der hauptsachlichen Beurteilung einer reinen Proliferationstendenz
der Zellen dominierten mithin auch der Gedanke sowie das Streben danach,
durch die Verwendung von sich in ihrem Differenzierungsgrad
unterscheidenden Zelltypen eine nochmals subtilere Betrachtungsweise der
Thematik zu ermoglichen. Dabei dienten die standardmaéafdig eingesetzten
Osteosarkomzellen sozusagen als Grundlage eines BewertungsmafSstabes fur
das jeweilige biomaterialeigene Osteokonduktivitatspotential, wahrend die
differenzierten, primaren Osteoblasten als eine qualitativ fundiertere und
aussagekraftigere osteogene Zellkultur im Hinblick auf die
Proliferationsversuche anzusehen waren. Trotz der bisweilen aufgrund einer
deutlich héheren Empfindlichkeit erschwerten Kulturbedingungen sind es
allerdings gerade die adulten Knochenmarkstammzellen ( in der Literatur
allgemein als sogenannte mesenchymal stem cells, MSC, beschrieben ),

denen ein ausgesprochen interessanter Aspekt innewohnt. Dieser basiert auf
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der mittlerweile anerkannten Hypothese, dass neben rein hadmatopoetischen
Zellen vereinzelt auch pluripotente Teilpopulationen im Knochenmark
existieren, die in der Lage sind, sich in Myo -, Adipo -, Chondro — oder
Osteoblasten zu differenzieren.97-99

Ihre innerhalb dieser Arbeit angedachte Funktion als eine Zellkultur, an der
die osteokonduktiven Eigenschaften von Knochenersatzmaterialien
Uberpruft wurden, liefSe sich somit um den Gedanken erweitern, sie
technischerseits mittels Punktion in Form eines Zellaspirats zu gewinnen
und anschliefSend auf einer adaquaten Tragermatrix sozusagen als potentiell
osteogenes " Knochenersatzmaterial " selbst zur Regeneration eines Defektes
einzusetzen. Dieses zundchst experimentell - theoretische Ansinnen erfuhr
bereits in Zligen eine beginnende Umsetzung in der Praxis. Im Rahmen der
sogenannten  heterotopen, autologen Stammzelltherapie konnten
beispielsweise in der Orthopadischen Klinik der Heinrich - Heine -
Universitdt Duisseldorf anhand zweier klinischer Studien offensichtlich erste
Erfolge verbucht und die Effektivitadt des Verfahrens demonstriert werden.100
Insbesondere die noch ungeklarten Fragen zur Immunogenitdt sowie zu
einer eventuell zu berticksichtigenden neoplastischen Entdifferenzierung der
transplantierten Zellen machen jedoch allem Anschein nach eine Reihe
weiterer Forschungen notwendig, bevor man diesbeziiglich von einer Art
Standardtherapiemoglichkeit wird ausgehen kénnen.

Ein nochmals gréfieres Potential an etwaig medizinisch zu nutzendem
Differenzierungsverhalten weisen nach Ansicht der Wissenschaft
frihkindliche Stammzellen aus dem Nabelschnurblut auf.!9! Sie scheinen
dartber hinaus durch eine erhdhte Proliferationskapazitidt gekennzeichnet
zu sein und eine entsprechend langere Lebensdauer zu besitzen.102 Es ware
daher durchaus uberlegenswert, diese Zellart in zukunftigen, auf der
vorliegenden Untersuchung aufbauenden Studien ebenfalls mit in das
Versuchsdesign einzubinden.

Hinsichtlich der getroffenen Auswahl der hier zum Einsatz gebrachten

methodischen Verfahren sowie biochemischen Markern ist zu erwéhnen,
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dass diese a priori aus einer kritischen Abwégung der aktuell labortechnisch
zur Verfigung stehenden Optionen herrtihrte.

Was die Erfassung der metabolischen Aktivitdt der Zellen im eigentlichen
Hauptversuch betraf, wurde einem ATP - Determination Kit der Vorzug
gegeben.l93  Da, wie Dbereits ausgefihrt, die Anwesenheit von
Adenosintriphosphat einen Marker fir " Leben " darstellt, bestand somit eine
probate Moglichkeit von hoher Sensitivitdt, sowohl die Menge an Zellen in
einer Population als auch ihr Proliferationsverhalten in einem Ansatz zu
messen. Dadurch konnte auf getrennte Testverfahren verzichtet werden, die
sonst Ublicherweise in Form von Viability -, Cytotoxicity — oder Proliferation —
Assays einzeln Anwendung finden.104,105

Die im Rahmen der Vorversuche aufgetretenen Beobachtungen, dass - trotz
keinerlei von den Knochenersatzmaterialien selbst ausgehenden
Eigenlumineszenz - die Zellkulturen zusammen mit einer Trigermatrix im
Verhaltnis zu den Kontrollkulturen der gleichen Zellkonzentration allein mit
Ausnahme des PepGen P -15® tendentiell leicht erhdéhte Signalwerte
aufwiesen, gaben keinen Anlass dazu, die Lumineszenzmessung als
Prozedere an sich in Frage zu stellen. Obwohl dieses wahrscheinlich auf eine
zum Teil zusatzliche Reflexion zurtckzufiihrende Phadnomen interpretativ
zwar vom Grundsatz her nur im Sinne eines in Abzug zu bringenden

"

" Hintergrundes " einzuordnen war, wurde hier dennoch insgesamt mit
einiger Zuruckhaltung eher eine relative als eine absolute Benennung der
entsprechenden  Zahlenwerte  vorgenommen. Bei den = zunachst
vergleichsweise leicht erniedrigten Werten des PepGen P — 15® war davon
auszugehen, dass es versuchstechnisch zu einer initialen Uberdeckung der
Zellen mit dem Biomaterial kam und daraus eine Abschwichung der
Lumineszenzsignale resultierte.

Im Hinblick auf die Auswahl der weiteren Parameter wurde bewusst auf eine
Erhebung  der sogenannten Prokollagen - I -  Propeptide
( " Extensionspeptide "; PICP / PINP ), welche von Osteoblasten wahrend

ihrer ersten Reifungsstufe exprimiert werden, verzichtet, da ihre Spezifitat

als Indikatoren einer Zelldifferenzierung und Knochenneubildung im
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Gegensatz zur hier untersuchten Alkalischen Phosphatase ( Osteoblasten
der zweiten Reifungsstufe ) und zum Osteocalcin ( vollstdndig ausgereifte
osteoblastare Zellen ) wissenschaftlich nach wie vor umstritten ist.106

So wunschenswert und wichtig es erschien, die im erst recht
fortgeschrittenen =zeitlichen Verlauf stattfindende Synthese von Ocal zu
beleuchten, so sehr muss an dieser Stelle noch einmal betont werden, wie
unbefriedigend die Tatsache war und ist, dass aufgrund der dem zum
Einsatz gebrachten ELISA - Kit innewohnenden, leider zu spat bemerkten
FKS - Problematik, i. e. der Miterfassung des im Zellkulturmedium
vorhandenen bovinen Osteocalcins und damit extrem erhohten Messwerte,
diesbeztiglich wissenschaftlich begriindete Aussagen unmoglich gemacht
wurden. Als ausweichende Option béte sich mitunter eine serumfreie
Anzucht der Zellen an, wobei es allerdings zu berticksichtigen galte, dass
ohne fotales Kalberserum keine Proliferation von Knochenmarkstammzellen
erfolgt. Eine gegebenenfalls aus den gemachten Erfahrungen allgemein
abzuleitende Relevanz fiir die objektive Interpretation und Bewertung von
mittels ELISA — Methodiken erzielten Ocal — Werten vieler anderer Studien in
der Retrospektive soll hier nur am Rande Erwdhnung finden. Etwaige
Schlussfolgerungen und modifizierte Betrachtungsweisen wiren demnach
entsprechend umfangreich angelegten und fundierten
Vergleichsuntersuchungen in Verantwortung zu  Uberlassen und
gegebenenfalls im Anschluss daran einer kritischen Diskussion zuzufiihren.
Die in Ergdnzung zum eigentlichen ATP - Hauptassay durchgefihrten
Teilversuche mit den NBS — Plates zur Abkldrung einer materialtechnischen
Zytotoxizitdt / Biokompatibilitat einerseits und den nicht adharenten U-937
Zellen zur Einschétzung des zellbedingten Adharenzverhaltens andererseits
skizzierten letztendlich beide Seiten ein - und derselben Medaille, indem
konsequent die Moglichkeit einer Zelladharenz sowie das reine Zellwachstum
auf den Biomaterialien selbst beurteilt wurden. Auch wenn sich dabei die
Kultivierung der Zellkontrolle aufwendiger gestaltet und in vivo sicherlich
dadurch bedingt, dass ein realer Knochendefekt eine weitaus komplexere

biologische Struktur aufweist und beispielsweise das Einbringen eines
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Knochenersatzmaterials in Anwesenheit des ( zudem osteogene Faktoren

beinhaltenden ) Serums im Blutkoagulum stets mit einer Hydrierung

" "

einhergeht, etwas andere " Rahmenbedingungen " vorherrschen, ware es
hinsichtlich einer Einflussnahme durch die materialspezifischen
Eigenschaften der entsprechenden Tradgermatrizes auf ( bio - ) chemischer
Ebene dennoch von Wichtigkeit, eben nur diejenigen Interaktionen
quantitativ wie qualitativ zu bestimmen, welche auf einem unmittelbaren
Kontakt der Zellen mit jenen beruhen. Dieser Gedanke sollte in der
Prospektive dazu ermutigen, im Rahmen einer weiterfihrenden Studie
einmal ausschliefSlich diese neuartigeren Non Binding Surface - Plates
durchgangig zum Einsatz kommen zu lassen.

Wéahrend die Ergebnisse von ohnehin obligaten, allerdings rein
physikochemischen Analysen zwar zweifelsohne eine grundlegende
Hilfestellung beim Verstindnis bieten und stets als materialkundliche
Basisinformationen zu berutcksichtigen sind, kénnte jedoch somit zuktinftig
ein dartber hinaus reichender Beitrag in der Form geleistet werden, anhand
von eben auf den NBS - Plates erforschten Zellkulturen bereits in vitro
vorweg besser Materialattribute herauszufiltern, die wohlmoéglich als
Zytotoxizitdtspotential in Betracht kommen koénnten, bevor gegebenfalls in
vivo entweder entsprechende Situationen ( eventuell durch die komplexen,
biologischen Mechanismen kaschiert ) unbemerkt blieben oder sogar erst
infolge eines nicht erwartungsgemafs eintretenden Behandlungserfolges nach
ursachlichen Grinden gesucht wtrde.107

Hinsichtlich der morphologischen Eigenschaften sind die Auspragung der
kristallinen Struktur und das Vorliegen eines der naturlichen
Knochenspongiosa dhnlichen Trabekel — Hohlraum - Systems von grofSer
Bedeutung fuir das osteokonduktive Potential einer Trdgermatrix, wobei die
Architektur innerhalb eines Zelltragers derart gestaltet sein sollte, dass in
vitro ein guter Zu — und Abfluss des Kulturmediums sowie in vivo eine
schnelle Vaskularisierung erfolgen kann.40,108

Zur exakteren Beurteilung der aus den ATP - Assays gewonnenen

Proliferationsaktivitdten der Zellkulturen auf den entsprechenden Matrizes
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wurde der Versuch unternommen, den jeweiligen Messgrofien im Vergleich
zu den als Referenz dienenden Zellkontrollen allein eine Stufe an
biologischer Wertigkeit zuzuordnen.

Wie bereits ausfiihrlich in der Einleitung dargestellt, erfolgt prinzipiell eine
Graduierung im  Sinne eines osteogenetischen, osteoinduktiven,
osteostimulierenden, osteokonduktiven und rein osseointegrativen
Mechanismus.2! Dabei sind in Bezug auf die hier getesteten
Knochenersatzmaterialien, welche zum Teil der xenogenen und zum Teil der
alloplastischen Untergruppe angehoéren, eine mogliche Osteogenese sowie
eine echte Osteoinduktion per definitionem von vorneherein aus biologischer
Sicht auszuschliefSen, widhrend eine reine Osseointegration sozusagen das
unterste Ende der Skala reprasentiert und einer eigentlich nur
unzulanglichen und nicht befriedigenden Materialqualitdt entspréache.
Hinsichtlich der Begriffsbestimmung war das Proliferationsverhalten der
osteogenen Zellen primarer Gegenstand der Betrachtung innerhalb der
ATP - Assays und also entsprechend mit dem Mafd des
Osteokonduktivitatspotentials zu belegen. Ein etwaiges weitergehendes
Differenzierungsvermoégen der Zellpopulationen ware dagegen demnach
unter zusatzlicher und besonderer Berucksichtigung der Ergebnisse der
Histochemie der Alkalischen Phosphatase mit dem Terminus der
Osteostimulation zu umschreiben.

Da die Zellkontrollen der Osteosarkomzellen, der priméren Osteoblasten und
der adulten Knochenmarkstammzellen jeweils in signifikanter Weise einen
progredienten Anstieg der Lumineszenzen und somit des ATP — Gehaltes
Uber die Zeit zeigten, konnte man davon ausgehen, dass die
Ansatze  kulturtechnischerseits einwandfrei gelungen waren und
berechtigterweise als eine Art Referenzwert fir das Ausmafs an proliferativer
Aktivitat fungierten.

Ausgewertet und dargestellt wurden grundsatzlich zum einen die
Lumineszenzen der Zelllinienkulturen tUber die Zeit fir jedes
Knochenersatzmaterial im Einzelnen und zum anderen die Lumineszenzen

der Zellkulturen auf den Knochenersatzmaterialien Uber die Zeit fir jede
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Zelllinie im  Einzelnen. Zur besseren Vergleichsmoglichkeit der
Knochenersatzmaterialien untereinander erfolgte daher innerhalb der pro
Zelllinie erstellten Diagramme die Berechnung einer gemeinsamen Baseline,
indem samtliche Messwerte eines jeden KEM durch den entsprechenden
individuellen Ausgangswert des KEM dividiert wurden und die y — Achse als
Einheit den Proliferationsquotienten zugeordnet bekam.

Anhand der ermittelten Lumineszenzen war zu beobachten, dass sowohl
Frios Algipore® als auch Ostim® eine Proliferation der im Zusammenhang mit
den NBS - Platten - Teilversuchen verwendeten SAOS-2 Zellen sowie der als
U-937 Zellen deklarierten myelo — monozytaren Zellen offensichtlich nicht
nur kaum gestatteten, sondern der ATP - Gehalt als Marker far
metabolische Aktivitat in den jeweiligen Zellkulturen am zweiten Messtag
signifikant abfiel und schliefSlich gar gegen Null tendierte.

Das phytogene Hydroxylapatitpraparat Frios Algipore® weist hinsichtlich
seiner morphologischen Eigenschaften nur ein mafdiges, das synthetische
und ungesinterte Ostim® wegen seiner zugunsten einer verbesserten
Resorptionsfdhigkeit entwickelten sogenannten Nanotechnologie praktisch
kein dreidimensionales Leitschienengefiige auf.l97? Demnach ware eine
integrative Besiedlung beider durch osteogene Zellen wahrscheinlich
prinzipiell als beeintrachtigt anzusehen; ob dieses strukturelle " Handicap "
allein jedoch zwangsldufig dazu fihren muss, dass Zellen deshalb in vitro
auf jenen nicht oder nur bedingt lebensfdhig sind, ist allerdings zumindest
in Zweifel zu ziehen. Somit lasst sich bis zu einer endgultigen Klarung der
Thematik ein gewisses MafS an einer von diesen beiden
Knochenersatzmaterialien ausgehenden, zuséatzlichen Zytotoxizitdt trotz
neutraler pH — Werte nicht ganzlich wegdiskutieren.

Ein weiterer, nicht unentscheidender Verdachtsmoment begriindet sich in
der Tatsache, dass bei Frios Algipore® und Ostim® insgesamt und
unabhéngig davon, auf welcher der drei osteogenen Zelllinien sie getestet
wurden, auch in den proliferationsbezogenen ATP - Assays des
Hauptversuches auf herkémmlichen, also eine Zelladharenz zulassenden

Well Platten im zeitlichen Verlauf kaum noch Lumineszenzsignale zu
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erfassen waren. Vergleichbares galt flir die mittels histochemischer Farbung
vollzogene Beurteilung der Aktivitdit der Alkalischen Phosphatase als
ausgewiesenes Differenzierungsmerkmal, im Rahmen derer in beiden Fallen
far die SAOS-2 Zellen und primaren Osteoblasten nur an vereinzelten Zellen
jeweils grenzwertig positive und bei den Knochenmarkstammzellen gar keine
Nachweise erbracht werden konnten. Dies ist umso bemerkenswerter, da ja
fur samtliche untersuchte Biomaterialien Zellkulturen der jeweils selben
Zelllinien Verwendung fanden wund hierdurch anndhernd gleiche
Voraussetzungen bzw. Ausgangsbedingungen fir die Kulturanséatze
geschaffen wurden. Zuletzt zeigten auch die REM - Bilder der
Osteosarkomzellkulturen - sofern Uberhaupt - nur Zellen von eher
kugeligem Erscheinungsbild, die auf einen ( relativ ) schlechten Zustand
schliefSen liefsen, da sie praktisch kein Adharenzverhalten offenbarten.

In der Konsequenz muss ein moglicher osteostimulierender Effekt seitens
dieser beiden Knochenersatzmaterialien demnach komplett negiert werden.
Trotz der in den Spatphasen nachweisbaren, minimalen Wachstumsaktivitat
der SAOS-2 Zellen und der KMS zumindest auf Frios Algipore® ist das hier
offenbarte osteokonduktive Potential in der Gesamtbetrachtung dennoch als
nur sehr mafig und unterdurchschnittlich zu beschreiben; gesichert kann
im Rahmen einer angemessen kritischen Wertung der vorliegenden
Studienergebnisse vielmehr sogar nur von einem tendentiell rein
osseointegrativen Wirkungsmechanismus ausgegangen werden.

Somit ist zu konstatieren, dass die ansonsten durchaus optimistisch
stimmenden, jedoch fast ausschliefSlich in vivo respektive tierexperimentell
ermittelten Resultate von Frios Algipore® wund Ostim® in der
vorliegenden Untersuchung in vitro nicht bestétigt werden konnten.46,109-111
Es soll jedoch an dieser Stelle und in diesem Kontext nicht unerwdhnt
bleiben, dass zumindest Frios Algipore® offensichtlich imstande war, in einer
anderen, recht aktuellen in vitro — Untersuchung positivere Einschitzungen
nach sich zu ziehen, dort allerdings unter der Verwendung eines alternativen
Viability — Assays, welcher die metabolische Aktivitdt von Zellen anhand der

Reduktion des Tetrazoliumsalzes WST - 1 zu Formazan mittels eines
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ELISA — Readers bestimmt.64 Bezliglich des Ostim® liegen derzeit iberhaupt
noch keine auf breiter Dokumentationsbasis evidenten Daten vor.112

Die drei Uibrigen Knochenersatzmaterialien Navigraft®, PepGen P - 15® und
BioBase® offerierten prinzipiell durchweg gute Wirkungseinflisse auf das
Wachstumsverhalten der osteogenen Zellkulturen, die anhand der
Osteosarkomzellkultur auch rasterelektronenmikroskopisch in der Form
bestdtigt werden konnten, als dass die Zellen aufgrund ihres doch
deutlichen Adharenzverhaltens jeweils von relativ flacher Gestalt waren und
somit auf einen guten Zustand schliefSen liefden.

Der theoretische Hintergrund fir die das PepGen P - 15® betreffende
Technologie, ein bovines Hydroxylapatit ( konkret : Osteograf® ) mit einer
Sequenz aus 15 Aminosduren zu kombinieren, die in natura dem Abschnitt
766 bis 780 der alpha — Kette des sogenannten Typ I — Kollagens entspricht,
besteht darin, eben diesen als Bindungsdoméane flir Osteoprogenitorzellen
( OPC ) erforschten und bekannten Bereich des extrazelluldren Proteins auf
synthetischem  Wege zu  imitieren, um so den  kompletten
Regenerationsmechanismus zu beschleunigen.113

Die diesbezliglich in der vorliegenden Studie ermittelten Lumineszenzsignale
brachten sowohl in der Spatphase bei den SAOS-2 Zellen als auch besonders
auf den adulten Knochenmarkstammzellen ein recht hohes und
signifikantes Proliferationsverhalten innerhalb der Kulturen zum Vorschein,
welches nur etwas unter dem Referenzwert der Zellkontrollen allein
rangierte. Allerdings konnten die zum einen aus der allgemeinen Theorie,
zum anderen aus den gewonnenen Resultaten der ATP - Assays
erwachsenden Erwartungen im Hinblick auf eine etwaig induzierte
Zelldifferenzierung beim histochemischen Nachweis der Aktivitdt der
Alkalischen Phosphatase ( AP ) gerade fur die Knochenmarkstammzellen
nicht addquat untermauert werden.

Hinsichtlich des unstrittig vorhandenen guten Osteokonduktivitdtspotentials
von PepGen P - 15® in der verwendeten partikulér - porésen Version fanden
somit die Beobachtungen manch anderer Untersuchungen zur positiven

Einflussnahme auf die Proliferationsrate von osteoblastidren Zellen zwar eine
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eindeutige Bestatigung, zusatzliche Effekte im Sinne einer echten
osteostimulierenden Tendenz waren aber hier — wenn Uberhaupt - nur in
aufSerst schwach ausgepragter Form in vitro nachzuweisen.t4114
Dementsprechend ist der Frage nach einem prinzipiellen Vorteil von
synthetischen Peptidzusatzen auf das Wirkvermégen von ( bovinen )
Knochenersatzmaterialien bis auf Weiteres eher mit einiger Zurtickhaltung
zu begegnen.

Das in der durchgefihrten Untersuchung getestete alpha -
Tricalciumphosphat - Praparat BioBase® offerierte innerhalb der
ATP - Assays sowohl auf den Osteosarkomzellen als auch mit leichter
Einschrankung auf den priméren Osteoblasten ein Mafs ein Lumineszenz,
welches in seiner Signifikanz ungefihr dem der jeweiligen Zellkontrollen
nahe kam. Allein auf den Kulturen der adulten Knochenmarkstammzellen
fiel die Proliferationsaktivitdt im zeitlichen Verlauf geringer aus. Demnach
liegt diesbeztiglich die Schlussfolgerung nahe, dass seitens des BioBase®
seine Funktion als Leitschienenstruktur umso besser ausgeliibt werden
kann, je starker die beteiligten osteogenen Zellkulturen bereits differenziert
sind. Nichtsdestotrotz ist auch hier das aus der in vitro - Situation
abzuleitende Osteokonduktivitatspotential insgesamt als durchaus hoch
einzustufen, eine Einschatzung, die von diversen anderen Studien in
Ubereinstimmung geteilt wird.115,116

Hinsichtlich eines moglichen osteostimulierenden Effektes, welcher sich aus
den positiven Resultaten des Nachweises der Alkalischen Phosphatase
insbesondere auf den pluripotenten, noch undifferenzierten
Knochenmarkstammezellen entlehnen liefde, ist darauf zu verweisen, dass
Aussagen hier bewusst nur unter gewissem Vorbehalt zu tatigen sind, da
nach Angaben des Institutes fir Transplantationsdiagnostik und
Zelltherapeutika der Universitdt Dusseldorf zum Teil bereits spontane
Ausdifferenzierungstendenzen ( wie auch hier geschehen ) seitens der
verwendeten MSC beobachtet werden konnten. De facto erscheint jedoch ein
derartiges osteostimulierendes Potential eines alpha — Tricalciumphosphat —

Praparates wie BioBase® nicht als ganzlich ausgeschlossen.!17
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Auf vergleichbar hohem, eventuell nochmals geringfligig gesteigertem Niveau
bewegten sich die Ergebnisse der Proliferations — und Differenzierungsraten
fir das abschliefSend zu nennende Knochenersatzmaterial Navigraft®. Als
xenogenes Hydroxylapatit bovinen Ursprungs, bei dem partiell die
mineralisierte Kollagenmatrix bewahrt wurde, wies es im Rahmen der
ATP - Lumineszenz — Messungen auf sadmtlichen drei osteogenen Kulturen
im zeitlichen Verlauf eine signifikante Progredienz an metabolischer
Zellaktivitat auf, die im Groffen und Ganzen derjenigen der als Referenz
dienenden Zellkontrollen entsprach, auf den SAOS-2 Zellen und priméaren
Osteoblasten diese sogar ein wenig Uberragte. Nicht zuletzt aufgrund der die
Morphologie betreffenden, nachgewiesenermafien ausgeprigten Ahnlichkeit
mit der menschlichen Knochenstruktur gestattete Navigraft® in vitro also
durchweg hohe Zellproliferationsraten, die im Sinne eines sehr guten
Osteokonduktivitatspotential dieser Matrix zu interpretieren sind. Warum
allerdings auf den NBS - Platten keine Adharenztendenz der
Osteosarkomzellen festzustellen war, konnte nicht eruiert werden und bleibt
somit bis auf Weiteres unbeantwortet.

Wiederum unter Berlicksichtigung und Einbeziehung des beobachteten
Phanomens, dass sich pluripotente Knochenmarkstammzellen bisweilen
spontan zu osteoblastaren Zellen differenzieren, zeugt jedoch der auf jeder
Zelllinie stets stark positiv gelungene histochemische Nachweis der Aktivitat
der Alkalischen Phosphatase von einem offensichtlich realiter vorhandenen,
gewissen Maf$ an osteostimulierender Wirkung des Navigraft®.

Da in den vergangenen Jahren zunehmend eine Fokussierung auf die
Erforschung und Bewertung alternativer, rein synthetischer Biomaterialien
zum rekonstruktiv - regenerativen Knochenersatz stattfand, datieren
adaquate detaillierte Vergleichsstudien, die samtlich mit den hier gemachten
Erfahrungen in etwa Uiberein kommen, diesbezliglich primér aus den spaten
Neunziger Jahren des letzten Jahrhunderts.118-120

Gerade im Hinblick auf die eingangs angesprochenen zukunftigen
Einsatzbereiche im Rahmen des erweiterten Tissue Engineering, welches

zunehmend eine Kombination aus Knochenersatzmaterial mit
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( rekombinanten ) osteogenen Faktoren avisiert, sind also dementsprechend
nicht zuletzt aufgrund der Summe ihrer an dieser Stelle gezeigten
Eigenschaften zunachst im Besonderen das Navigraft®, das BioBase® und
mit leichter Einschrankung ebenso das PepGen P - 15® als geeignete
" Fullstoffe mit Leitschienenfunktion " respektive als potentielle
Tragermatrizes zu empfehlen.12!

Unter streng forensischem Gesichtspunkt bedarf es allerdings hinsichtlich
der den bovinen Bestandteilen innewohnenden, quasi intrinsischen
Problematik seitens des Navigraft® und des PepGen P - 15® nach wie vor des
Hinweises darauf, dass, obgleich umfangreiche Anstrengungen zur
Inaktivierung etwaiger Prionen ( BSE / Creutzfeld — Jakob - Erkrankung )
unternommen werden, ein zwar minimales, aber prinzipielles Restrisiko
einer Infektion per se nicht komplett zu negieren ist.+2

Im Sinne eines abschliefSlenden Restimés bleibt demnach festzuhalten,
dass einmal mehr — sozusagen aller gewonnenen Erkenntnisse zum Trotz -
auf eindrucksvolle Art und Weise die Notwendigkeit und Sinnhaftigkeit von
voraussichtlich zahlreichen weiteren Untersuchungen unterstrichen und
verdeutlicht werden konnte, im Rahmen derer noch diverse Aspekte
bezliglich der Interaktionen von osteoblastaren Zellen mit
Knochenersatzmaterialien zu eruieren sind, um sich sukzessive und mit
Bedacht einer fundierten und wirklich evidenzbasierten Therapie kndécherner

Defekte in der ( Zahn - ) medizin erfolgreich zu n&hern.
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7 Zusammenfassung ( Abstract )

Das Anliegen der durchgefihrten in vitro - Studie war es, das
Wachstumsverhalten und die Proliferationsaktivitit von humanen
osteogenen Zellkulturen auf verschiedenen Knochenersatzmaterialien zu
evaluieren.

Dabei kamen sich in ihrem Differenzierungsgrad unterscheidende Zelllinien
von osteoblastendhnlichen SAOS-2 Zellen, prim&ren Osteoblasten aus
Kieferkammknochen und adulten Knochenmarkstammzellen zum Einsatz.
Seitens der funf verwendeten Tragermatrizes wurden die Wirkungsweisen
und Effekte von bovinem Hydroxylapatit ( Navigraft® ), bovinem
Hydroxylapatit mit einem synthetischen kollagenoiden Peptid ( PepGen
P - 15® ), phytogenem Hydroxylapatit ( Frios Algipore® ),
alpha — Tricalciumphosphat ( BioBase® ) und synthetischem, ungesintertem
und nanokristallinem Hydroxylapatit ( Ostim® ) untersucht.

Die Lebendigkeit respektive die Proliferation der Zellen ( CellTiter - Glo™
Luminescent Cell Viability Assay ) wurde nach jeweils 0, 3, 6, 10 und 14
Tagen ermittelt. Die entsprechenden Zellkontrollen allein erfolgten auf einer
Polystyroloberflache. Als weitere methodische Parameter dienten an
denselben Messtagen die Alkalische Phosphatase ( AP ) als friithzeitiger
Marker des Knochenstoffwechsels und das Osteocalcin ( Ocal ) als spater
Indikator einer Differenzierungstendenz. Die Zellkulturen wurden
hinsichtlich ihrer osteoblastdren Eigenschaften und Zellmorphologie primér
mittels eines Lichtmikroskopes beurteilt. Die humanen Knochenzelllinien
zeigten in Abhdangigkeit vom jeweilig verwendeten Knochenersatzmaterial
eine unterschiedliche Proliferationsaktivitdt. Die hochsten Proliferations —
sowie Differenzierungsraten konnten bei Navigraft® und BioBase®
nachgewiesen werden, gefolgt von PepGen P -15®. Frios Algipore® und
Ostim® offerierten hier das mit Abstand am geringsten einzuschéatzende, aus
der in vitro — Situation abgeleitete Osteokonduktivitatspotential. Eine weitere
Bestatigung fanden diese Resultate anhand der partiell zusétzlich

unternommenen rasterelektronenmikroskopischen Auswertung.
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