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Summary

SUMMARY

The aim of this in vitro study was to evaluate the best biocompatibility of six commercially available
membranes (Bio-Gide®, RESODONT®, BioMend®, BioMend® Extend™, GENTA-FOIL resorb®
and GORE-TEX®) after the cultivation with human, osteogenic stimulated unrestricted somatic
stem cells (USSC) and human osteoblasts (HOB). The attachment and proliferation (CyQuant®
Cell Proliferation Assay Kit), the vitality of the cells (CellTiter Blue® Cell Viability Assay) as well
as in the cell culture presented cytotoxicity (CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity
Assay) were investigated. The latter was determined in the Bio-Gide®-, RESODONT®-, GENTA-
FOIL resorb®- and GORE-TEX®-cultures. A standard cell culture surface served as a control. In
addition, the native and cultured membranes were analyzed in a scanning electron microscope
(REM).

Compared with the USSC, the HOB reached significantly higher attachment on all tested
membranes. This indicates an initially better adaptability of the HOB to the respective membrane
surface. Bio-Gide® and RESODONT® proved to be the most suitable for the attachment of USSC
and HOB. Between day 1 and 7, the USSC showed on Bio-Gide® a better proliferation than the
HOB. Both cell types achieved a significant rise of the cell count only on Bio-Gide® and
RESODONT®. Thus, these two membranes provide among the six tested membranes the best
growth conditions for the cultivation of USSC and HOB.

After the attachment, the majority of the USSC and HOB on Bio-Gide® were significantly more
vital. During the attachment, Bio-Gide® provides the best cultivation conditions for both cell types.
On day 3 and 7, the vitality of the USSC on Bio-Gide® was significantly higher, followed by
RESODONT®. In the HOB-membrane cultures, this was shown in the opposite order. Bio-Gide®
and RESODONT® again showed the best conditions for cultivating USSC and HOB.

In comparison to the USSC-membrane cultures, all HOB-membrane cultures showed significantly
lower cytotoxicities on day 3 and 7. This suggests an improved resistance of the HOB in
comparison to the USSC. On day 3, the lowest cytotoxicity among the USSC-membrane cultures
was found in the GORE-TEX®-culture and among the HOB-membrane cultures in the Bio-Gide®-
culture. Four days later, this was independent of the cell type in the GENTA-FOIL resorb®-
cultures.

Native Bio-Gide® has one-sided an extremely fibrous surface with loose collagen fibers, while the
other collagen membranes present a mostly smooth surface. The native, mostly smooth surface
of GORE-TEX® partially contains regions of parallel, collagen-like PTFE fibers. During the
complete 7 days cultivation, Bio-Gide® retained its fibrous surface structure. In this period,
RESODONT® and GENTA-FOIL resorb® showed a change in the surface structure from smooth

to rough, while no surface changes were witnessed in BioMend® and BioMend® Extend™ as well




Summary

as GORE-TEX®. During the cultivation on Bio-Gide® and RESODONT®, the USSC formed long
cytoplasmatic extensions, which accumulated to collagen fibers. The HOB on Bio-Gide® showed
a similar picture. On the remaining collagen membranes, only a few, consideratley smaller cells
with a predominantly round shape and short cytoplasmatic extensions were detectable.

In conclusion, Bio-Gide® and RESODONT® showed among the tested membranes the best
biocompatibility in the in vitro cultivation of USSC and HOB. Nevertheless, these results can only
be applied limitedly to a possible in vivo use and first have to prove themselves in a living
organism. Especially in oral and maxillofacial surgery, the use of osteogenic stimulated stem cells
in combination with biomembranes already plays an important role in bony wound healing. With
regard to the tissue engineering (TE) of bone, they could be important in the near future as

scaffolds to reduce the number of necessary autologous bone grafts.
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Einleitung

1 EINLEITUNG

Knochendefekte im Schadel- und Gesichtsbereich stellen meist nicht nur einen funktionell
insuffizienten, sondern auch entstellenden Befund dar und verursachen einen hohen
Leidensdruck beim Patienten. Operative Versorgungen an menschlichen Schadeln, wie z.B. nach
curativer Trepanation, zahlen dabei zu den altesten nachgewiesenen Operationsverfahren der
Menschheit Uberhaupt. Bereits die Inkas fihrten mit der Einbringung von Muschel- und
Klrbisschalen sowie Silber- und Goldplatten in den Defektbereich eine Kranioplastie mittels
alloplastischen Materials durch (Courville, 1959; Sanan and Haines, 1997).

Ziel in der heutigen Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie ist das Erreichen einer moglichst
frihzeitigen adaquaten und korrektiven primaren Wundheilung. Abhangig von der Defektgrofe
kommen dabei verschiedenste Verfahren und operative Techniken zum Einsatz. Im Falle groRer
ossarer Defekte ist jedoch zur knéchernen Wundheilung bzw. Wiederherstellung haufig ein
augmentatives Verfahren notwendig.

Gegenwartig entspricht das autologe Knochentransplantat, das aus dem Beckenkamm, der
Fibula, der Tibia oder der Skapula enthommen sein kann, dem ,Gold Standard®, da es eine
optimale immunologische Toleranz besitzt (Taylor et al., 1975; Riediger, 1988; Papadopulos et
al., 2008). Autologes Knochenmaterial steht jedoch im menschlichen Koérper nur begrenzt zur
Verfligung. Zusatzlich ist bei dessen Verwendung die postoperative Morbiditat an der
Entnahmestelle zu berlcksichtigen.

Bei anderen Verfahren, wie der guided tissue regeneration (GTR) oder guided bone regeneration
(GBR), wird die Gewebe- bzw. die Knochenregeneration durch eine intraoperativ eingebrachte
Membran unterstitzt. Im Jahr 1959 beschrieben Hurley et al. erstmalig bei einem zugeflgten
knochernen Defekt an der Kaninchenwirbelsaule die Nutzung einer Membran zur Verbesserung
der Knochenregeneration, welche die Osteogenese von aul3en schiitzen sollte. Das Einwachsen
von Zellarten wie z.B. Fibroblasten, das die Knochenneubildung negativ beeinflusst, sollte
dadurch verhindert werden (Hurley et al., 1959). Ebenso verwendeten Melcher und Dreyer 1962
aus Zelluloseacetat gefertigte Membranen, um das im Defektbereich gebildete Koagel vor
aullerem Gewebedruck zu schitzen. Gleichzeitig sollen so die Infiltration von schneller
proliferierendem und dadurch verdrangend wachsendem angrenzenden Gewebe verhindert und
die Osteoneogenese verbessert werden (Melcher and Dreyer, 1962). Das gleiche Verfahren
nutzte Macpherson ein Jahr spater, indem er ebenfalls Zellulosemembranen zur
Knochenregeneration  einsetzte  (Macpherson, 1963). Die ersten angewandten
Barrieremembranen bestanden aus vom menschlichen Koérper nicht resorbierbaren Materialien,

wie Zelluloseester und Polytetrafluorethylen (Nyman et al., 1982; Gottlow et al., 1984).
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Die theoretischen Prinzipien dieser Eingriffe, die heute als GTR bzw. GBR bezeichnet werden,
wurden erstmalig von Melcher 1976 vorgestellt (Melcher, 1976). Bei Knochendefekten ist die
Technik der GBR hilfreich, um den ossaren Mangel unter Nutzung einer Barrieremembran zu
beheben. Die GTR beinhaltet die GBR und steht flr die Regeneration eines parodontalen
Defektes.

Beide Verfahren etablierten sich Ende der 80er Jahre des vorigen Jahrhunderts (Dahlin et al,,
1988; Nyman et al., 1990; Buser et al., 1993; Schenk et al., 1994). Eine einfache und flexible
Handhabung der verwendeten Membran ist dabei vorteilhaft (Gottlow, 1993). Das Prinzip der
GTR und GBR wurde bereits in vielen Studien vorgestellt (Gottlow et al., 1986; Hammerle and
Karring, 1998; Hammerle and Lang, 2001).

Die Therapieergebnisse beider Verfahren sind abhangig von den unterschiedlichen
Materialeigenschaften der verwendeten Membranen (Schwarz et al., 2006). Idealerweise sollte
die eingebrachte Membran biokompatibel sein, die Nahr- und Sauerstoffversorgung der
eingeschlossenen Zellen gewahrleisten sowie die Revaskularisierung des Defektbereiches
fordern (Rothamel et al., 2005).

Heute werden Uberwiegend resorbierbare Membranen verwendet, um den erforderlichen
Zweiteingriff bei Nutzung nicht resorbierbarer Membranen und deren spatere Entfernung zu
vermeiden. Dem Einwand, die resorbierbaren Membranen zeigten eine zu kurze Haltbarkeit,
konnte durch die Entwicklung verschiedener Membranmaterialien, teils durch unterschiedliche
Membranbeschichtungen als sog. quervernetzte kollagene Membranen oder als sog. Double-
Layer, entgegengetreten werden (Kodama et al.,1989).

Die medizinischen Langzeitergebnisse und die praktische Handhabung der GTR und GBR bieten
seit den 90er Jahren des letzten Jahrhunderts so gute Prognosen, so dass beide heute von vielen

Arzten bevorzugt angewendet werden (Richter et al., 1992).
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1.1 Rolle von Stammazellen in der regenerativen Medizin

Die aktuelle Definition von Stammzellen nach § 3 des Stammzellgesetzes (StZG) aus dem Jahr
2002 lautet:

“Stammzellen sind alle menschlichen Zellen, die die Fahigkeit besitzen, in entsprechender
Umgebung sich selbst durch Zellteilung zu vermehren und die sich selbst oder deren
Tochterzellen sich unter geeigneten Bedingungen zu Zellen unterschiedlicher Spezialisierung,

jedoch nicht zu einem Individuum zu entwickeln vermogen.”

Nach deutschem Recht ist die Gewinnung humaner embryonaler Stammzellen (hESC) untersagt.
Die Rechtslage beruft sich dabei auf die Wirde des Menschen sowie auf das Recht zum Leben.
Nach § 4 StZG darf in Deutschland nur an hESC geforscht werden, die nachweislich vor dem 1.
Januar 2002 gewonnen wurden.

Anfang der 80er Jahre des letzten Jahrhunderts wurden erstmals embryonale Stammzellen
(ESC) aus einer Mausblastozyste isoliert (Evans and Kaufman, 1981). Knapp zwei Jahrzehnte
spater gelang es hESC zu isolieren (Thomson et al., 1998).

Stammzellen werden in der Regel nach ihrem Entnahmeort und entsprechend ihres
Differenzierungspotentials benannt.

Demzufolge werden die in dieser Studie verwendeten Stammzellen, da sie aus menschlichem
Nabelschnurblut gewonnen wurden, als humane Nabelschnurblutstamm-zellen bezeichnet.
Entsprechend ihres zeitlichen

Entwicklungsstadiums lassen sich

Stammzellen weiter in embryonal,

fetal und adult einteilen. Zygote « totipotent

Ein bisher noch ungeklartes Verfahren

ermdglicht es Stammzellen, sich

wahrend ihrer Zellteilung in eine Blastozyste < piuripotent

Stammzelle mit demselben
* multipotent

Gastrula - ektodermale Zellen

- mesodermale Zellen

Mutterzelle sowie in eine - entodermale Zellen

Differenzierungspotential wie ihre

differenziertere Tochterzelle zu teilen
. _ Abbildung 1: Die ersten drei Entwicklungsstadien nach
(Potten and Lajtha, 1982; Hall and  ger Befruchtung einer menschlichen Eizelle und ihre

Watt, 1989; Morrison et al., 1997). Entwicklungspotentiale.
Aus der befruchteten Eizelle entsteht
eine ESC, die auch als Zygote bezeichnet wird. Die ESC der Zygote sind bis zum Erreichen des

Vierzellstadiums totipotent (Abbildung 1). Dies bedeutet, dass sich aus jeder dieser vier Zellen
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noch ein vollstandiger Organismus bilden kénnte. Die Entstehung eineiiger Zwillinge ist nur durch
die Totipotenz dieser friihen Teilungsstadien moglich und wird als spontanes Ereignis in der Natur
beobachtet.

Mit der Reifung und den damit verbundenen weiteren Zellteilungen verringert sich das
Differenzierungspotential der Stammzellen. Ab dem Achtzellstadium, bei dem der Zellhaufen als
Blastozyste bezeichnet wird, verlieren die einzelnen Zellen ihre Totipotenz und werden
pluripotent. Aus ihnen kann nun kein kompletter Organismus mehr hervorgehen. Solch
pluripotente Stammzellen werden gegenwartig vermehrt zu intensiven Forschungszwecken in der
regenerativen oder zellbasierten Therapie verwendet (Mountford et al., 2008).

Mit der Bildung der Gastrula erfolgt der Ubergang zur Dreiblattrigkeit mit ihrem Ekdoderm,
Mesoderm und Entoderm. Die Zellen der Gastrula konnen sich auf Grund ihrer fortgeschrittenen
Differenzierung nur noch in Gewebezellen des Keimblattes, aus dem sie stammen, differenzieren
(Sadler, 2003; Eckfeldt et al., 2005).

Jedoch verlieren nicht alle Zellen im Laufe der Organogenese ihr gesamtes
Differenzierungspotential. Im Gewebe verbleibt ein kleiner Anteil an undifferenziert gebliebenen
Zellen, die die organtypischen Differenzierungen nicht durchlaufen haben. In verschiedensten
menschlichen Geweben konnten multipotente adulte Stammzellen nachgewiesen werden (Jakob
et al., 2008), die bei auftretenden Gewebsdefekten Uber Chemotaxis aktiviert werden. Ein
Beispiel sind mesenchymale Stammzellen (MSC), die beim Auftreten von Knochendefekten Uber
den Blutkreislauf in den bestehenden Defektbereich gelangen, um sich dort zu den bendtigten
Zellen zu differenzieren (Shirley et al., 2005).

Das adulte Knochenmark besitzt im menschlichen Kérper die héchste Dichte an Stammzellen.
Diese Stammzellen werden je nach Bedarf nach einem Trauma oder bei einer
Geweberegeneration aktiviert und teilen sich in Tochterzellen, welche dann zur bendtigten Zellart
ausdifferenzieren (Cheng et al., 2000).

Ohne adulte Stammzellen hatte der Mensch nur eine kurze Lebenserwartung, da diese Zellen
taglich in vielen Organen, wie im Knochen, Knochenmark, Darm und in der Haut, als
“‘Reparationszellen® abgestorbene Organzellen ersetzen. Multipotente Stammzellen sind
demzufolge in der regenerativen Medizin heute ein besonderer Forschungsschwerpunkt.

Adulte Stammzellen lassen sich in vitro unter Zugabe osteogen wirksamer Substanzen im
Kultivierungsmedium in osteoblastenahnliche Zellen differenzieren (Buttery et al., 2001; zur
Nieden et al., 2003; Handschel et al., 2010).

Takahashi und Yamanaka wiesen 2006 nach, dass auch nicht-pluripotente somatische Zellen
unter Zugabe der vier Gen-Kombinationen c-Myc, Kif-4, Oct-4 und Sox-2 in induzierte pluripotente
Stammzellen (iPS) differenziert werden koénnen (Takahashi and Yamanaka, 2006). Inwieweit

dabei eine vollkommene Ubereinstimmung der iPS mit natiirlichen Stammzellen vorliegt, ist noch
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nicht vollstandig geklart. Aus menschlichen iPS kédnnen sich ebenfalls Zellen aller drei Keimblatter
bilden (Park et al., 2008).

111 unrestringierte somatische Stammzellen

Im Jahr 2004 separierten und untersuchten Kogler et al. am Institut flr Transplantationsdiagnostik
und Zelltherapeutika der Heinrich Heine Universitdt Dusseldorf Stammzellen aus
Nabelschnurblut, die heute als unrestringierte somatische Stammzellen (USSC) bezeichnet
werden (Kogler et al., 2004).

Die zu den fetalen Stammzellen gehdrenden USSC konnten lange Zeit nicht von MSC
unterschieden werden. Heute ist wegen ihres unterschiedlichen Differenzierungspotentials eine
Unterscheidung zwischen USSC und MSC anhand ihrer Hox-Gene, mdglich (Kluth et al., 2010).
So wiesen Liedtke et al. 2010 nach, dass im Gegensatz zu MSC die fetalen USSC kein HoxA9,
HoxB7, HoxC10 und HoxD8 exprimieren (Liedtke et al., 2010). USSC weisen einen normalen
Karyotyp (46XX oder 46XY) auf (Draper et al., 2004).

Die USSC nehmen eine Stellung zwischen embryonalen und adulten Stammzellen ein (Kdgler et
al., 2004; Sensken et al., 2007; Greschat et al., 2008). lhre Telomere sind wesentlich langer als
die von, aus dem Knochenmark stammenden MSC derselben Passage (Kouroupis et al., 2014).
Sie exprimieren keine hamatopoetischen Antigene wie CD34 oder CD45. Vermutlich stellen
USSC Vorlauferzellen von MSC dar (Kégler et al., 2004). Des Weiteren unterscheiden sich beide
Zellarten in ihrem mRNA-Expressionsmuster, dem Differenzierungsspektrum und dem
immunologischen Phanotyp.

Um an die fur diese Studie bendtigten humanen USSC zu gelangen, wurde mit dem
Einverstandnis der jeweiligen Mutter postnatal in verschiedenen regionalen Frauenkliniken Blut
aus der Nabelschnurvene gesammelt und anschlielend in der José Carreras Stammzellbank
Dusseldorf aufbereitet und aufbewahrt. Fur die Verwendung solchen Blutes als allogenes
hamatopoetisches Stammzelltransplantat liegen die Richtlinien der Bundesarztekammer zu
grunde. Die Verwendung von humanen USSC wird jedoch nicht durch das Stammzellgesetz
reglementiert, da sie als ethisch unbedenklich einzustufen ist.

USSC lassen sich, ohne ihr pluripotentes Differenzierungsvermdgen zu verlieren, in vitro
kultivieren (Reimann et al., 2009). Auf Grund ihres ontogenetisch jungen Ursprungs und ihrer
weitestgehenden Undifferenziertheit weisen USSC kein humanes Leukozytenantigen (HLA) und
somit in vivo nur geringe immunologische Reaktionen auf (Kogler et al., 2004). Das
Narbelschnurblut stellt somit eine ideale Quelle zur Gewinnung von Stammzellen dar. Im
Schafmodell konnte gezeigt werden, dass sich USSC in hamatopoetische Zellen, Hepatozyten,

Purkinjezellen und Kardiomyozyten differenzieren kénnen (Flake et al., 1986; Zanjani et al., 1996;
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Kogler et al., 2004). So fihrte die Applikation von USSC bei einem iatrogen hervorgerufenen
Herzinfarkt beim Schwein zu einer Myokardintegration mit anschlieRender Verbesserung der
Herzfunktion (Kim et al., 2005). Unter spezifischen Stimuli lassen sich USSC in Osteoblasten,
Chondroblasten, Adipozyten, hamatopoetische- sowie neuronale Zellen differenzieren (Koégler et
al., 2004; Kluth et al., 2013). Die Stimulation von USSC mit einer Lésung aus Dexamethason,
Ascorbinsaure und B-Glycerophosphat (DAG) fuhrt somit sowohl in vitro (Lammers et al., 2012)
als auch in vivo (Handschel et al., 2010) zur Bildung osteoblastenahnlicher Zellen.

Im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen induzieren USSC wahrscheinlich keine Teratome
(Andrews et al., 1998), worunter Tumore verstanden werden, die, da sie sich aus pluripotenten
Stammzellen entwickeln, Komponenten aller drei Keimblatter enthalten koénnen. In
Tierversuchsmodellen konnten nach Verwendung von USSC keine Tumore nachgewiesen
werden (Kogler et al., 2004). Aus den oben angeflhrten Grinden stellen USSC ideale
Stammzellen fir Forschungszwecke dar.

USSC kénnen auch ohne vollstandige Ubereinstimmung mit den Gewebemerkmalen
transplantiert werden (Kogler et al., 2009). Bis heute konnten aus kryokonservierten Stammzellen
keine relevanten Mengen an nicht-hamatopoetischen Stammzellen angeztichtet werden. Auch
durch Anreicherung von Stammzellen aus dem Nabelschnurblut kann kein kryokonservierter Pool
gebildet werden, der spatere mogliche Organschaden gefahrlos ausgleichen konnte. (Reimann
et al., 2009).

Die Isolierung und Kultivierung von USSC erfolgt nach einem von Kogler et al. 2004 publizierten
Verfahren (Kogler et al., 2004). Hierzu werden Erythrozyten zunachst aus Nabelschnurblut
abzentrifugiert. Die gewonnenen mononuklearen Zellen, zu denen auch die USSC gehoren,
werden mit phosphatgepufferter Kochsalzldsung gewaschen und anschlieRend erneut
zentrifugiert. Der Plasmauberstand wird verworfen, das verbliebene Zellpellet in Nahrmedium
resuspendiert und anschlieBend in Zellkulturflaschen angezichtet. Die Kultivierung erfolgt im
Brutschrank. Das Dexamethason enthaltende Nahrmedium wird wochentlich gewechselt, bis sich
adharierende USSC-Kolonien gebildet haben. Haben sich diese angeheftet, wird die Kultur
anschlieBend mit dexamethasonfreiem N&hrmedium versorgt. Unter Verwendung einer
Gefrierschutzlésung werden die so gewonnenen USSC-Stammzellkonzentrate tiefgefroren und
kodnnen bis zur Nutzung in flissigem Stickstoff bei -196°C aufbewahrt werden.

Bis zur zwanzigsten Passage behalten USSC ihre Pluripotenz bei und sind in der Lage sich in
ekto-, meso- und endodermale Richtungen zu differenzieren (Kogler et al., 2004; Sensken et al.,
2007; Greschat et al., 2008).
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1.2 humane Osteoblasten

Der menschliche Knochen setzt sich zu zwei Dritteln aus anorganischen und zu einem Drittel aus
organischen Bestandteilen zusammen (Robbins and Cotran, 2005). Hierzu gehdren auch Zellen
des Knochens, wie humane Osteoblasten (HOB).

Unter dem Einfluss entsprechender lokaler und systemischer Stimuli differenzieren HOB aus
MSC (Lilienfeld-Toal, 1992; Aubin et al., 1996; Schiebler, 2000) und lagern sich der periostalen
und endostalen Knochenoberflache sowie im Knochenmarkstroma den Knochenbalkchen
palisadenférmig an (Hinrichs et al., 1993). Die Osteoblasten sind miteinander verbunden und
kénnen Uber gap junctions miteinander kommunizieren (Miller et al., 1980). Die primare Aufgabe
der Osteoblasten ist es, den Knochenaufbau aufrecht zu halten. lhre Aktivitat wird tber Hormone
gesteuert, zu denen das Parathormon, Ostrogen, Androgen und das Vitamin D zéhlen (Hadjidakis
and Androulakis, 2006).

Das von Osteoblasten synthetisierte und iberwiegend aus Kollagen Typ | bestehende Osteoid
dient bei der Knochenbildung als Matrix und beginnt ab dem 3. Tag zu verkalken. Unter normalen
Umstanden ist die Matrix nach 6 Wochen komplett mineralisiert (Marks et al., 1988). Als nicht-
kollagenes Protein synthetisieren Osteoblasten das knochen- und dentinspezifische Osteocalcin.
Die Knochenneubildung kann bei der Osteoneogenese eine Geschwindigkeit von bis zu 1 um pro
Tag erreichen (Datta, 2008).

Wahrend der Osteogenese mit ihrer Kollagensynthese und anschlieBenden Kalzifizierung
verbleiben einige Osteoblasten in der neu gebildeten Knochenmatrix und werden zu sog.
Osteozyten, die auch als bone lining cells bezeichnet werden (Aarden et al., 1994; Aubin et al.,
1996).

1.3 Membranen

Eine Membran stellt eine Trennschicht zwischen zwei Kompartimenten dar, die jedoch weiterhin
einen Stoffaustausch ermdglicht. Barrieremembranen werden in der Mund-, Kiefer- und
Gesichtschirurgie zum Schutz von osteogen wirksamen Zellen vor destruierenden Wirkungen von
schnell proliferierenden Gewebezellen, wie Fibroblasten, verwendet. Im Idealfall sollen
eingebrachte  Barrieremembranen  biokompatibel, zellundurchlassig, gewebeintegrativ
(bioadharend) und leicht formbar sein. Darlber hinaus sind eine Formstabilitat, einfache
Handhabung sowie eine vollstandige Sterilisierbarkeit erwlinscht (Buser et al., 1994).

Die Gewebereaktion auf die verwendeten Barrieremembranen ist stets unterschiedlich und
sowohl abhangig vom Applikationsort, der Applikationszeit, dem Alter als auch dem

Gesundheitszustand des Patienten (Schwarz et al., 2006).
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verwendete Membranen

| |
nicht resorbierbar

resorbierbar | I |

naturlich synthetisch

¢ Polytetrafluorethylen -
(PTFE) M  Polylaktid (PLA)

e expandiertes « Kollagen e Polyglycolid (PGA)
Polytetrafluorethylen (allogener oder e PLA/PGA-co-Polymere
(ePTFE) AL « Polyethylen-Glykol-Hydrogele

e Polyesterurethan (PUR) erkunft) (PEG)

Abbildung 2: Einteilung der in der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie verwendeten Membranen.

Entsprechend ihres Ausgangsmaterials konnen Membranen in resorbierbare und nicht
resorbierbare sowie in naturliche und synthetische Materialien eingeteilt werden (Abbildung 2).
Synthetische resorbierbare Membranen werden in der Regel aus Polymeren, wie z.B.
Polylaktiden (PLA), Polyglykosiden (PGA) sowie deren Kombinationen (PLA/PGA-co-Polymere)
oder aus Polyethylen-Glykol-Hydrogelen (PEG), hergestellt. Zu den natirlichen resorbierbaren
Membranen zahlen insbesondere die Kollagenmembranen allogener und xenogener Herkunft.
Die ersten fur den oralen Bereich verwendeten Membranen waren nicht resorbierbar. Sie
bestanden aus Zelluloseestern und expandiertem Polytetrafluorethylen (ePTFE) (Nyman et al.,
1982; Gottlow et al, 1984). Nicht resorbierbare Membranen bestehen heute meist aus
Polytetrafluorethylen (PTFE), expandiertem Polytetrafluorethylen (ePTFE) oder Polyesterurethan
(PUR) (Buser et al., 1994). Als nachteilig erweist sich hier jedoch der erforderliche Zweiteingriff
zur spateren Membranentfernung mit Exposition des neugebildeten noch jungen Knochens im
ehemaligen Defektbereich (Donnenfeld et al., 1970).

Bei nicht resorbierbaren Membranen wird gehauft von Membranexpositionen berichtet, die sich
durch vermehrte bakterielle Infektionen negativ auf die Knochenregeneration auswirken kénnen
(Zitzmann et al., 1997). Blumenthal sowie eine Forschergruppe um Christgau wiesen in
Vergleichsstudien jedoch keine signifikanten Unterschiede anhand der klinischen und
rontgenologischen Ergebnisse zwischen nicht resorbierbaren ePTFE-Membranen und

resorbierbaren Membranen nach (Blumenthal, 1993; Christgau et al., 1997).
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Nach Buser et al. (1994) ist die nicht resorbierbare ePTFE-Membran GORE-TEX® biokompatibel
und flhrt klinisch zu einem guten Defektverschluss.

Resorbierbare Membranen werden aus allogenem und xenogenem Kollagen oder synthetischen
Polymeren hergestellt. Semipermeable Kollagenmembranen wirken chemotaktisch auf die
Gewebeintegration und gewahrleisten eine Versorgung des abgedeckten Knochengewebes
sowohl mit Sauerstoff als auch mit Nahrstoffen (Yaffe et al., 1984; Hutmacher et al., 1996; Locci
et al., 1997). Resorbierbare Membranen sollten keine toxischen Abbauprodukte enthalten und
moglichst keine immunologischen Reaktionen im menschlichen Kérper hervorrufen.
Kollagenmembranen werden in physiologischer Umgebung durch Enzyme, wie Kollagenasen
oder Proteasen und anschlieRende Phagozytose von Makrophagen abgebaut (Tatakis et al.,
1999). Synthetische resorbierbare Membranen, die Polylaktide (PLA) oder Polyglykolide (PGA)
enthalten, werden in vivo zu Sauren abgebaut und teilweise mit Entziindungsreaktionen in
Verbindung gebracht (Daniels et al., 1992). Die aus der Hydrolyse entstandenen Fragmente
werden schliellich phagozytiert (Heinz et al., 1998). Dieses kann bei zu schneller
Membranresorption zu einer verklrzten Barrierefunktion mit unzureichender Stabilitat im
Defektbereich fuhren, wodurch die Knochenregeneration negativ beeinflusst und die bakterielle
Infektionsgefahr erhéht wird.

Der enzymatische Abbau durch Kollagenasen lasst sich durch eine Quervernetzung der
Kollagenmembranen mittels UV-Licht, Diphenylphosphorylazid, Glutaraldehyd,
Hexmethylenediisocyanat oder enzymatische Behandlungsverfahren hinauszogern und somit die
Resorptionszeit verlangern (Kodama et al, 1989). Bei diesem Vorgang wird die
Membranoberflache durch eine zusatzliche Queranordnung von Kollagenfibrillen so verandert,
dass es zu einer langeren Degradationzeit kommt (Locci et al., 1997). Die teils verstarkte
Formstabilitat steigt dabei proportional zum Grad der Quervernetzung an (Brunel et al., 1996).
Somit hat die Quervernetzung einen direkten Einfluss auf die knécherne Wundheilung (Minabe
et al., 1989; Quteish et al., 1992; Zahedi et al., 1998). Ein mdglicher Nachteil der Quervernetzung
ist in einer groReren Wunddehiszenzrate von 39 bis 64% sowie in einer verringerten
Vaskularisierung zu sehen (Friedmann et al., 2001; Moses et al., 2005). Weitere Autoren wiesen
nach, dass eine chemische Quervernetzung die Biokompatibilitdt von Membranen signifikant
senken kann (Minabe et al, 1989; Paul et al, 1992; Rothamel et al., 2004). Auch in
tierexperimentellen  Untersuchungen konnte nach Quervernetzung eine verminderte
Biokompatibilitat (Pitaru et al., 1988; Paul et al., 1992; Rothamel et al., 2005) sowie zusatzlich
eine vermehrte Anzahl von Entzindungen mit sekundaren Wundheilungsstérungen
nachgewiesen werden (Rothamel et al., 2005).

Insgesamt zeigt das Verfahren der Quervernetzung jedoch nach primarer Wundheilung eine gute

Gewebevertraglichkeit.
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1.4 guided tissue regeneration/quided bone regeneration

Die guided tissue regeneration (GTR) und die guided bone regeneration (GBR) bezeichnen
chirurgische Verfahren, bei denen durch eine zusatzlich eingebrachte Barrieremembran die
Regeneration eines Gewebe- bzw. Knochendefektes unterstlitzt werden und dieser gleichzeitig
vor negativen Einfissen des umgebenden Weichgewebes (Schleimhautepithel, Binde- und
Narbengewebe) geschitzt werden soll (Gottlow et al., 1984; Dahlin et al., 1994).

In der Medizin steht der Begriff “Regeneration” fiir die Bildung eines adaquaten kdrpereigenen
Ersatzes fUr zuvor verlorengegangenes Gewebe. Im Idealfall besitzt Knochengewebe das
Potential, sich vollstandig zu regenerieren, welches auch als “restitutio ad integrum® bezeichnet
wird.

Im gunstigsten Fall reicht zur Regeneration eines parodontalen oder eines rein ossaren Defektes
die alleinige Einbringung einer Barrieremembran aus. Jedoch stellen das Bindegewebe als auch
das Epithelgewebe auf Grund ihrer hohen Proliferation das Haupthindernis einer erfolgreichen
Gewebe- bzw. Knochenregeneration dar. Ergebnisse hierzu wurden bereits 1959 von Hurley und
Ham verdffentlicht (Hurley and Ham, 1959).

Far die Knochenregeneration ist neben dem Vorliegen eines Blutkoagels sowie vitaler
Osteoblasten auch ein Kontakt zu vitalem Knochengewebe erforderlich (Murray et al., 1957;
Dahlin et al., 1994). Aulderdem ist fUr die schnelle ossare Regeneration eine moglichst frihzeitige
Angiogenese notwendig (Schwarz et al., 2006).

Der Erfolg beider Verfahren hangt davon ab, ob der Defekt von vitalem Knochen umgeben ist,
eine adaquate Vaskularisierung gewahrleistet ist, das Wundgebiet Uber die gesamte
Heilungsperiode mechanisch stabil bleibt, die Membran ausreichend Raum fir die ossare
Regeneration ermoglicht sowie gleichzeitig ein Einwachsen von Zellen des angrenzenden
Gewebes verhindert (Buser et al., 1994).

Im Gegensatz dazu wird die Heilung eines parodontalen- bzw. eines reinen Knochendefektes
jedoch durch das Aufeinandertreffen konkurrierender Gewebe mit unterschiedlich hohen
Zellproliferationsraten, eine fehlende Vaskularisierung im Regenerationsbereich, die Groe des
Defektes, eine mangelnde mechanische Stabilitédt im Defektbereich sowie eine moglicherweise
lokal auftretende Wundinfektionen beeintrachtigt (Schenk et al., 1994).

Bei der GTR/GBR wird zuerst das dem parodontalen Defekt/Knochendefekt aufliegende
Bindegewebe/Mukoperiost ausreichend weit abprapariert. AnschlieRend wird die zum Einsatz
kommende Membran mittels Schere oder Skalpell dem Defekt angepasst. Scharfe Kanten und
Ecken beim Zuschnitt sind dabei zu vermeiden. Die Membran sollte Uber den Defektbereich
hinaus direkten Kontakt zum Knochen besitzen. Durch Benetzen des Randbereiches lassen sich
insbesondere resorbierbare Membranen bis zu einem gewissen Grad dehnen und so dem Defekt

im Operationsgebiet besser anpassen. Das Koagel, das sich im Hohlraum gebildetet hat, kann
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somit vor negativen Einflissen von auf’en geschitzt und die notwendige Nahrstoffversorgung
aufrechterhalten werden. Zum Schutz vor einer Infektion ist nach dem Verankern der Membran
ein moglichst dichter Weichteilverschluss mit dem zuvor abpraparierten Mukoperiost
anzustreben.

In den ersten Wochen nach einer Knochenaugmentation werden bei der GBR die Zellen zunachst
ausschlieflich Uber Diffusion versorgt bis sich ein versorgungsfahiges Gefallsystem ausbildet
(Liu and Kerns, 2014). Zu den Anwendungsgebieten der GTR/GBR zahlen die Parodontologie,
die zahnarztliche Implantologie sowie die kndécherne Defektchirurgie (Dahlin et al., 1995;
Hagewald, 1999).

1.5 Ziel der wissenschaftlichen Arbeit

Ziel dieser in vitro Studie war es, unter sechs kommerziell erhaltlichen Membranen die Membran
mit der besten Biokompatibilitat zu ermitteln.

Uber einen Zeitraum von 7 Tagen wurden dabei das Attachment, die Zellproliferation, die
Zellvitalitat an humanen, osteogen vordifferenzierten USSC und HOB sowie die in den
Zellkulturen auftretende Zytotoxizitdtsveranderung evaluiert. Als Kontrolle diente eine
Standardzellkulturoberflache. Die Zellmorphologie beider Zellarten auf den verwendeten

Membranen wurde im Rasterelektronenmikroskop dargestellt und verglichen.

11



Material und Methoden

2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien und Gerate

211 Medien, Enzyme und Puffer fiur die Zellkultivierung

Name Firma Sitz

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

mit 1 g/l Glucose, ohne L-Glutamine Lonza Cologne GmbH | K3In /D

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline Life Technologies

(DPBS) GmbH Darmstadt /D

Fetal Bovine Serum (FBS) (10%) aus

o . PAN-Biotech GmbH Aidenbach /D
Siuidamerika

L-Glutamin (200mM) Biochrom GmbH Berlin/ D
Osteoblast Growth Medium (Ready-to-use) PromoCell GmbH Heidelberg / D
Penicillin/Streptomycin (10000U/10000ug/ml) | Biochrom GmbH Berlin/ D
Trypsin (2,5%) Lonza Cologne GmbH | Kéin /D

Tabelle 1: Auflistung der fir die Zellkultivierung zum Einsatz gekommenen Medien, Enzyme
und Puffer.

21.2 Chemikalien

Name Firma Sitz

Aceton Merck KGaA Darmstadt / D

Ascorbinsaure Sigma-Aldrich Chemie GmbH | Steinheim /D

Dexamethason Sigma-Aldrich Chemie GmbH | Steinheim /D

gNa§e/RNase-Free Life Technologies Carlsbad /
istilled Water USA

Glutardialdehyd (25%) | Merck KGaA Darmstadt / D

Trypan-Blau (0,4%) Sigma-Aldrich Chemie GmbH | Steinheim / D

B-Glycerophosphat Sigma-Aldrich Chemie GmbH | Steinheim /D

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Chemikalien.

12
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21.3

Gerate, Laborhilfsmittel und Verbrauchsmaterialien
Name Firma Sitz
Heraeus Sorvall 7500 Heraeus Holding GmbH | Hanau / D
Autoklav D-65 Systec GmbH Linden/D
Brutschrank Cytoperm 2 Heracell 240 Heraeus Holding GmbH | Hanau / D
Cell Scraper Greiner Bio-One GmbH | Frickenhausen / D
Critical Point Dryer CPD 030 BAL-TEC AG Balzers / FL
Gefrierbehélter Mr. Frosty ™ ng::;ﬁfientiﬁcm Rochester / USA
Feinwaage Chyo IL-180 A. Hartenstein GmbH Wiirzburg / D
Gefrierschrank Liebherr GmbH Ochsenhausen / D
Fluorometer GENios Tecan Group Ltd. Mannedorf/ CH
Fluorometer infinite M200 Tecan Group Ltd. Méannedorf/ CH

Kryordhrchen (Cryo Tube™ Vials, 1ml)

Thermo Scientific™

Rochester / USA

Nalgene™
Kiihlschrank Liebherr GmbH Ochsenhausen / D
. . . Eppendorf Vertrieb .
Mikroliterpipette Research Deutschland GmbH Wesseling / D
. Leica Mikrosysteme
Mikroskop DM5000 B Vertrieb GmbH Wetzlar / D
.. Glaswarenfabrik Karl .
Neubauer-Zahlkammer Hecht GmbH & Co KG Sondheim / D
Pipetten aus Polysterol (5, 10 und CORNING Tewksbury / USA
25mL)
Pipettenspitzen TipOne (0,1-10, 1-200
und 101-1000 pl) STARLAB GmbH Hamburg / D
® - - g
Pipettierhelfer (accu-jet® pro) ﬁ:;andTech Scientific Essex/ USA
Scanning-Electron-Microscope S-3000N | HITACHI Tokio / J
Sputter Coater 108 auto Cressington Warford / GB
Sterilbank HeraSafe Heraeus Holding GmbH | Hanau / D
Taumler: ProBlot™ Rocker 25 :_nacbnet International Edison / USA
Wasserbad Kottermann GmbH & Uetze /D

Co KG

Wellplatten schwarz (96 Well)

Greiner Bio-One GmbH

Frickenhausen /D

Wellplatten transparent (24, 48 und 96
Well)

Greiner Bio-One GmbH

Frickenhausen /D

Zellkulturflasche (25 und 75 cm?)

Greiner Bio-One GmbH

Frickenhausen / D

Zentrifuge: Multifuge 1S-R

Heraeus Holding GmbH

Hanau /D

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Gerate, Laborhilfsmittel und Verbrauchsmaterialien.
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21.4  Test-Kits/[Enzymassays

Name Firma Sitz
CellTiter-Blue® Cell Viability Assay Promega GmbH |Mannheim /D

Life Technologies

® - - -
CyQUANT?® Cell Proliferation Assay Kit GmbH

Darmstadt /D

CytoTox-ONE™ Homogeneous
Membrane Integrity Assays

Tabelle 4: Auflistung der Test-Kits/Enzymassays.

Promega GmbH |Mannheim /D

2.2 Zellarten und Zelllinien

unrestringierte somatische Stammzellen (USSC)

Die bei dieser Studie verwendeten humanen USSC wurden in ihrer Verwendung als ethisch
unbedenklich eingestuft (Ethikvotum 3376) und wurden als anonymisierte Spenderzellen ohne
Ruickschluss auf den Spender freundlicherweise von Frau Prof. Dr. Gesine Kogler (Leiterin der
José Carreras Stammzellbank) vom Institut flr Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika

zur Forschung Uberlassen. Folgende USSC-Linien wurden verwendet:

» USSC-18 (%, Passage 8)
» USSC-8 (Passage9)
> USSC-8/77 (4, Passage 8)

humane Osteoblasten (HOB)

Die in dieser Arbeit eingesetzten HOB stammten von der Fa. PromoCell GmbH (Heidelberg / D).
Laut Herstellerangaben stammten die HOB aus den Spenderegionen Knie oder Beckenkamm.
Vor der Auslieferung wurde jede HOB-Zellcharge nach standardisierten Qualitatskontrollen bez.
ihres Adharenzverhaltens, ihrer Zellmorphologie und ihrer Vitalitdt durch die Fa. PromoCell
GmbH Uberpruft. Ferner erfolgten histochemische Testkontrollen zur Bestimmung der alkalischen
Phosphatase und der Knochenmineralisierung sowie Prifungen des Zellwachstums Uber 10
Passagen unter Kulturbedingungen. Die Zellen wurden des Weiteren auf das Fehlen von HIV-1,
HBV, HCV und auf evtl. weitere mikrobielle Verunreinigungen, wie z.B. Pilze, Bakterien und

Mykoplasmen getestet. Folgende HOB-Linien wurden bezogen:

» HOB-1 (57-jahrige Spenderin, Passage 5; Lot.No. 8101502.1)
» HOB-2 (72-jahrige Spenderin, Passage 6; Lot.No. 9011508.1)
» HOB-3 (62-jahriger Spender, Passage 7; Lot.No. 9021702)
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2.3 Zellkulturmedien und Zellkulturzusatze

Das Ansetzen der nun folgenden Medien erfolgte unter sterilen Bedingungen.

2.3.1 USSC-Nahrmedium

Ansetzung des USSC-Nahrmediums (510ml):

350 ml | DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
+150 ml [FBS (Fetal Bovine Serum)
+ 5ml |[Penicillin/Streptomycin (10000U/10000ug/ml)
+ 5ml |[L-Glutamine (200 mM)

2.3.2 USSC-Differenzierungsmedium (DAG)

Die Stammldsungen setzten sich wie folgt zusammen:
50uM Dexamethason in DMEM (bei 4°C maximal eine Woche haltbar)
50mM Ascorbinsaure in PBS (bei 4°C maximal 4 Wochen haltbar)

1M B-Glycerophosphat in PBS (bei 4°C maximal 4 Wochen haltbar)

Das Differenzierungsmedium wurde wie folgt hergestellt:

Menge Komponente Arbeitskonzentration
100ml USSC Nahrmedium n.a.
+0,2ml 50uM Dexamethason 100nM
+0,1ml 50mM Ascorbinsaure 50uM
+1ml 1M B-Glycerophosphat 10mM
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2.3.3 HOB-Nahrmedium

Ansetzung des HOB-Nahrmediums (555ml):

500 ml | DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
+ 50 ml |[FBS (Fetal Bovine Serum)
+ 5 ml |Penicillin/Streptomycin (10000U/10000ug/ml)

234 Trypsin

Die 2,5%ige Trypsinlésung wurde mit PBS auf 0,25%ige Trypsinlésung verdinnt.

2.3.5 Einfriermedium

Ansetzung des Einfriermediums (7,5ml):

5 ml USSC bzw. HOB Nahrmedium
+2,5ml FBS (Fetal Bovine Serum)

2.4 Anlage der Zellkulturen

Alle Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank unter Standardbedingungen bei 37°C mit 21%
O2- und 5% CO2-Séattigung.

Das Zentrifugieren der USSC erfolgte fir 7 min bei 4°C mit 1.500U/min, das der HOB flir 3 min

bei 4°C mit 220U/min im Heraeus Sorvall Ausschwingrotor.

241 Auftauen und Kultivierung der Zellen

USSC:
Die im Kryoréhrchen in flissigem Stickstoff tiefgefrorenen USSC wurden solange im 37°C

warmen Wasserbad aufgetaut bis von aufden nur noch ein winziger Eisklumpen im Kryoréhrchen
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sichtbar war. Die anschlieRende Desinfektion des Kryoréhrchen erfolgte mit 70%igem Ethanol.
Nach dem Offnen des Réhrchens unter der Sterilbank wurde der Inhalt in ein 14ml USSC-
Nahrmedium enthaltendes Falcon Tube Uberflihrt, zentrifugiert und anschlieBend der Uberstand
verworfen. Das verbliebene Zellpellet wurde in 15ml frischem Nahrmedium suspendiert und
schlieBlich in einer 75 cm? Zellkulturflasche im Brutschrank kultiviert. Der erste
Nahrmediumwechsel erfolgte nach 24 Stunden. Nach Erreichen einer 70- bis 90%igen Konfluenz
wurden die Zellen gesplittet.

Vor dem Aussaen der USSC auf den Membranen bzw. einer Standardzellkulturoberflache wurde
das USSC-Nahrmedium fur 3 Tage durch 15ml des angesetzen USSC-Differenzierungsmediums

ersetzt.

HOB:

Zunachst wurden 9ml des Osteoblast Growth Mediums in eine 75 cm? Zellkulturflasche pipettiert
und im Brutschrank auf 37°C erwarmt. Nun wurde das Kryoréhrchen mit den HOB aus dem Tank
mit dem flissigen Stickstoff enthommen, im Wasserbad bei 37°C fir 90 Sekunden erwarmt,
anschlielend mit 70%igem Ethanol desinfiziert und unter der Sterilbank gedffnet. Der Inhalt
wurde in die vorbereitete Zellkulturflasche pipettiert und diese zur Kultivierung in den Brutschrank
zurlickgestellt. Der erste Mediumwechsel erfolgte nach 24 Stunden. Sobald die HOB eine 70- bis

90%ige Konfluenz erreicht hatten erfolgte eine Zellsplittung.

24.2  Splittung der Zellen

Mit dem Erreichen einer 70 bis 90%igen Konfluenz wurden die adharent wachsenden USSC und
HOB gesplittet. Nach AbgieRen des Mediums, kurzem Waschen der Zellen mit 15ml PBS sowie
erneuter Zugabe von 15ml PBS in die Zellkulturflasche erfolgte deren Inkubation fir 7 Minuten im
Brutschrank. AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen, die Zellen mit 7ml 0,25%iger
Trypsinldsung Uberschichtet und diese erneut fir weitere 8 Minuten im Brutschrank inkubiert.
Durch weitere Zugabe von 8ml Nahrmedium erfolgte eine Sattigung des Trypsins. Die restlichen
am Flaschenboden adharierenden Zellen wurden unter Zuhilfenahme eines Cell Scrapers
abgeldst. Die Zellsuspension konnte nun in ein 50ml Falcon Tube Uberfuhrt und anschlieRend
zentrifugiert werden. Der so entstandene Uberstand wurde verworfen und das verbliebene Pellet
in einer definierten Menge Nahrmedium geldst. Die Zahlung der Zellen erfolgte in einer Neubauer-
Zahlkammer.

Nun konnten die Zellen in gewlinschter Menge in einem Kryoréhrchen tiefgefroren sowie in einer

neuen Zellkulturflasche oder auf den getesteten Membranen ausgesat werden.
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243 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neubauer-Zahlkammer. Nach dem Lésen des
Zellpellets in einer bekannten Menge Nahrmedium wurden 20ul der Zellsuspension mit 20ul
Trypan-Blau versetzt, eine Neubauer-Zahlkammer damit befillt und anschlielend die Zellzahl in
100ul bestimmt. Die Berechnung der Gesamtzellzahl (Zellzahlges) in der Zellsuspension erfolgte

nach folgender Formel:

Zellzahlges = (Zellzahl in 100ul) x 2 x 10* x Volumen der Zellsuspension in ml

244 Kryokonservierung der Zellen

Zur Zwischenlagerung der Zellen wurden diese bis zu 4 Wochen im Gefrierschrank bei -80°C
oder danach in flissigem Stickstoff bei -196°C kryokonserviert.

Hierzu wurden zunachst 100yl DMSO in ein 1ml fassendes Kryoréhrchen pipettiert und auf 4°C
abgekuhlt. Das durch das Zentrifugieren entstanden Zellpellet wurde in 1ml, auf 4°C temperiertes
Einfriermedium, bestehend zu zwei Dritteln aus Nahrmedium und zu einem Dittel aus FBS,
aufgeldst. Es folgte die Zellzahlbestimmung. AnschlieRend wurde die Zellsuspension mit
Einfriermedium verdiinnt, bis eine Zellkonzentration von 1x10°6 Zellen pro 900yl Einfriermedium
vorlag. Nun konnten 900pl dieser Lésung in das mit DMSO vorgeftllte Kryoréhrchen gefillt, kurz
durchgemischt und anschlieRend in eine auf 4°C vortemperierte Kryobox (Mr. Frosty™) gestellt
werden, die beim Lagern in einem Gefrierschrank ein gleichmaRliges abkihlen um 1°C/min
bewirkte.

Nach dem Erreichen einer Temperatur von -20°C wurden die Kryordhrchen in einen auf -80°C
abgekihlten Gefrierschrank gebracht. Aus diesem konnten die Kryoréhrchen nach 24 Stunden
fur eine langerfristige Lagerung in einem Tank mit flissigem Stickstoff bei -196°C uberfuhrt

werden.

2.5 verwendete Membranen

Bei der Membranwahl wurde auf bereits zugelassene Medizinprodukte zurtickgegriffen, um eine
hohe Vergleichbarkeit mit bereits publizierten und zukinftigen Studien zu ermoéglichen.
Die unten genannten Membranen wurden von den jeweiligen Herstellern gro3zlgig zur

Verfligung gestellt und ermdglichten so die Durchfiihrung dieser Arbeit.
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Dabei wurden sowohl resorbierbare als auch nicht resorbierbare Membranen eingesetzt.

Folgende resorbierbare Membranen wurden getestet:

Bio-Gide®
RESODONT®
GENTA-FOIL resorb®
BioMend®

BioMend® Extend™

Y V V V V

Als nicht resorbierbare Membran wurde eingesetzt:

> GORE-TEX®

2.5.1 Bio-Gide®

Laut der Fa. Geistlich Pharma AG (Wolhusen / CH) soll die nicht quervernetzte porcine
Kollagenmembran Bio-Gide® die Bildung neuen Knochengewebes fordern und somit die
Knochenregeneration beschleunigen. Wahrend der Heilungsphase soll sie in das angrenzende
Gewebe integriert und schrittweise vom Korper resorbiert werden sowie bereits nach wenigen
Monaten vollstandig vom menschlichen Korper abgebaut sein. Darlber hinaus soll die naturliche
Proteinstruktur der Bio-Gide®-Membran die Wundheilung fordern, indem sie als Schutzbarriere
fungiert.

Bio-Gide® besitzt eine glatte und eine raue Oberflache. Letztgenannte soll wahrend der
Einbringung in Richtung Defekt positioniert werden.

Sie ist gamma-sterilisiert in den Grofen 25 x 25mm und 30 x 40mm erhaltlich.

252 RESODONT®

Nach Angaben der Fa. RESORBA Wundversorgung GmbH & Co. KG (Nirnberg / D) soll die
beidseits verwendbare, nicht quervernetzte equine RESODONT®-Membran nach ihrer
Einbringung schrittweise in korpereigenes Gewebe umgebaut werden. Sie soll in Form eines
dinnen Gewebestlickes eine nach strengsten Qualitatsanforderungen gefertigte komprimierte
reil¥feste Kollagenmembran aus aufbereiteter Pferdesehne darstellen, wobei 1cm? 2,8mg native

Kollagenfibrillen enthalten. Dartber hinaus soll sie strukturstabil sein und auch im feuchten
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Zustand ihre Form behalten. RESODONT® soll sich dem menschlichen Gewebe ahnlich zeigen
und somit eine bessere Vertraglichkeit und Einheilung bewirken.
Die RESODONT®-Membran ist Ethylenoxidgas-sterilisiert in den GréRen 30 x 35mm, sowie 30 x

70mm erhaltlich.

2.5.3 GENTA-FOIL resorb®

Die ebenfalls nicht quervernetzte Kollagenmembran GENTA-FOIL resorb® der Fa. RESORBA
Wundversorgung GmbH & Co. KG (Nurnberg / D) wird aus equiner Sehne hergestellt. Als
bakteriellen Schutz enthalt sie das Antibiotikum Gentamicin. 1cm? enthalt 5,6mg Kollagen sowie
4mg Gentamicinsulfat. Nach kurzem Anfeuchten mit Kochsalzlésung soll die im
Ausgangszustand aulerst steife transparente Kollagenmembran gut modellierbar sein und die
Anheftung teilungsaktiver Zellen unterstitzt sowie eine Leitschiene fir angrenzendes Gewebe
darstellen. Nach ihrer Einbringung soll sie temporar dem postoperativen Adhasionsschutz diene
und somit zur besseren Wundregeneration beitragen. Das beim Abbau freigesetzte Gentamicin
soll vor einer intra- und postoperativen Kontamination schitzen. Somit soll die GENTA-FOIL
resorb®Membran besonders geeignet bei Eingriffen mit erhdhtem Infektionsrisiko sein.

Die Kollagenmembran ist Ethylenoxidgas-sterilisiert in den Grofden 25 x 25mm sowie 25 x 50mm

erhaltlich.

2.5.4 BioMend® und BioMend® Extend™

Die mit Glutaraldehyd quervernetzten Kollagenmembranen BioMend® und BioMend® Extend™
der Fa. Zimmer Dental GmbH (Freiburg / D) bestehen aus boviner Achillessehne und sollen nach
Anfeuchten mit NaCl-Losung ein gutes Haftvermogen besitzen. Ihre spezielle dreidimensionale
Struktur mit iherer integrierten durchschnitlichen PorengroRe von 4nm soll die Migration
epithelialer Zellen verhindern, einen Nahrstoffaustausch fordern und somit die
Knochenregeneration unterstitzen.

Der Unterschied zwischen BioMend® und BioMend® Extend™ soll lediglich in ihrer Resorptionszeit
liegen. Laut Herstellerangaben soll BioMend® nach ihrer Einbringung innerhalb von 8 Wochen
vollstéandig vom menschlichen Kérper resorbiert sein, wohingegen BioMend® Extend™ 10 Wochen
langer in vivo verweilen soll. Die verlangerte Resorptionszeit bei BioMend® Extend™ soll dabei
auf ihre starkere Quervernetzung, die durch eine langere Einwirkzeit von Glutaraldehyd erreicht

wird, zurlickzufiihren sein.
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Sowohl BioMend® als auch BioMend® Extend™ sind Ethylenoxidgas-sterilisiert in den Gréfken 15
x 20, 20 x 30 und 30 x 40mm erhaltlich.

255 GORE-TEX®

Die GORE-TEX®-Membran der Fa. W.L. Gore & Associates, Inc. (Flagstaff / USA) besteht aus
nicht resorbierbarem expandiertem Polytetrafluorethylen (ePTFE, Teflon®). Laut
Herstellerangaben soll die Moglichkeit einer transgingivalen, bei der ein Zahn oder ein Implantat
durch die Gingiva in die Mundhdhle reicht, wie auch einer geschlossen Anwendung, bei der der
Defekt vollstandig von der Gingiva Uberdeckt wird, bestehen. Ein im Inneren eingearbeitetes
Titangitter soll der Membran zusatzliche Steifigkeit verleihen und somit ein postoperatives
Einbrechen verhindern. Darlber hinaus soll die Membran sich wahrend der Einbringung sicher
an den angrenzenden Knochen adaptieren und fixieren lassen.

Wahrend des gesamten Heilungsprozesses soll die nicht resorbierbare GORE-TEX®-Membran
selbst im Falle einer Membranexposition ihre Barrierefunktion aufrecht erhalten. Nach
Defektheilung soll sie sich leicht wieder entfernen lassen.

Die GORE-TEX®-Membran ist Ethylenoxidgas-sterilisiert in den unterschiedlichsten GréRen und

Formen von 13 x 18 bis 28 x 37mm erhaltlich.
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Uberblick der verwendeten Membranen
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Abbildung 3: Alle getesteten Membranen im Uberblick.
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2.6 Versuchsablauf

Nachfolgend wird der Ablauf exemplarisch beschrieben. Er wurde flr alle sechs Zelllinien (USSC-
18, -8 und -8/77 sowie HOB-1, -2 und -3) in dieser Weise durchgefihrt.

2.6.1 Zuschnitt der Membranen

Die unsteril vorliegenden Bio-Gide®-Membranen wurden unsererseits mit einer Dosis von
25,0kGy gamma-sterilisiert (Fa. Gamma-Service Produktbestrahlung GmbH; Radeberg / D).

Die verschiedenen Membranen wurden unter der Sterilbank mithilfe eines Skalpells sowie einer
Schere in Rechtecke mit einer Flache von 0,785cm?, entsprechend der Flache eines Kreises mit

einem Durchmesser von 1cm, zugeschnitten.

2.6.2 Befullung der Well-Platten

Mit einer Pinzette wurden die zurechtgeschnittenen Membranstlicke in 24er-Well-Platten gelegt,
so dass sich in jedem Well ein Membranstick befand. Von jeder Membranart wurden 27
Membranstiicke, also jeder Mefdtag mit n=9 Proben pro Zelllinie geplant. Von den neun
Membranstiicken eines Messtages wurden funf flr die Zellproliferationsmessung, drei fur die
Bestimmung der Zellvitalitat und Zytotoxizitat sowie einer fur die rasterelektronenmikroskopische
Untersuchungen genutzt. Eine schematische Darstellung der Well-Platten-Beflllung fir die
Zellproliferations- und REM-Untersuchung zeigt sich in Abbildung 4. Die Beflillung der Well-Platte
zur Zellvitalitats- und Zytotoxizitatsbestimmung ist in Abbildung 5 dargestellt.

Da die RESODONT®- und die GENTA-FOIL resorb®Membranstiicke nach der Benetzung mit
dem Nahrmedium auf der Oberflache schwimmen, wurden sie mit auf eine Lange von 17mm
gekurzten, Pipettenspitzen (Pipettenvolumen von 0,1 bis 10ul) untergetaucht und am Well-Boden
fixiert.

Anschliellend wurde in die beflllten Wells sowie die Kontrollansatze jeweils 610 pl Nahrmedium

pipettiert und in den Brutschrank zur spateren Besiedelung gestellt.
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Platte 1: Zellproliferation REM
Kontrolle . . .
Bio-Gide® . . .
RESODONT® . . .
GENTA-FOIL resorb® . . .

Platte 2:

Zellproliferation REM

BioMend®

BioMend® Extend™

GORE-TEX®

0000 0000

O00®

OO00®
0000 0000

0000 0000

OO00®

Abbildung 4: Schematische Darstellungen der Well-Plattenbefillung fir die Messung der Prolife-
ration und die qualitative Bestimmung der Zellmorphologie fir eine Zelllinie an einem Messtag. Platte
1 (oben) wurde mit Bio-Gide®, RESODONT® und GENTA-FOIL resorb®, Platte 2 mit BioMend®,
BioMend® Extend™ und GORE-TEX® befillt.

Kontrolle . . . . . . Bio-Gide®
RESODONT® GENTA-FOIL
resorb®
. BioMend®
®
wreree | () (O OO OO

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Well-Plattenbefillung fur die Messung der Zellvitali-
tat und Zytotoxizitat fir eine Zelllinie an einem Messtag.
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2.6.3 Zellaussaat

Nach Ermittlung der Zellzahl wurden die Zellen unter Nahrmediumzugabe auf eine Konzentration
von 1x10° Zellen/ml verdiinnt. Sowohl die Membranoberflachen, als auch die Kontrolloberflache
wurden mit 190ul Zellsuspension entsprechend 19.000 Zellen besiedelt. Durch mehrmaliges Ein-
und Auspipettieren konnten die Zellen gleichmafig auf der Membranoberflache sowie auf der
Kontrolloberflache verteilt werden. AnschlieRend wurden die Well-Platten im Brutschrank
inkubiert.

2.6.4 Platten- und Mediumwechsel

Nach 24 Stunden erfolgte sowohl fur den dreitagigen- wie auch fir den den siebentagigen
Versuchsansatz ein Well-Platten- und Mediumwechsel. Hierzu wurden die Membranen mit
sterilen Pinzetten von den alten 24er-Well-Platten in neue 24er-Well-Platten mit frischem
Nahrmedium Uberfihrt. Die verbliebenen 24er-Well-Platten des eintagigen Versuchsansatzes
dienten weiterhin der Zellkultivierung des Kontrollansatzes. Hier erfolgte der Nahrmediumwechsel
direkt in der Well-Platte. FUr die Well-Platten mit dem siebentagigen Versuchsansatz wurde nach

4 Tagen ein erneuter Mediumwechsel vollzogen.

2.6.5 Probennahme, Einfrieren und Fixieren der Membranen

Die Probennahme, das Einfrieren und das Fixieren erfolgten, je nach Versuchsansatz, nach 24
Stunden sowie 3 bzw. 7 Tagen. Die Zellvitalitat wurde direkt in der Zellkultur, die der Zytotoxizitat
aus dem vorhandenen Zellkulturiberstand ermittelt. Fur die Zellzahlbestimmungen und die
Membranfixierungen zur REM-Untersuchung wurden die Membranen zunachst mit zehnfach
verdunnter PBS-Losung gewaschen und anschlieBend die Membransticke fur die
Zellzahlbestimmung bei -80°C tiefgefroren. Die Membransticke fur die REM-Untersuchung
wurden in eine 5%ige Glutardialdehydldsung Uberflhrt. Der zeitliche Versuchsablauf ist

schematisch in Tabelle 5 dargestellt.
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Zeit- . . o pees - REM- Platten- Medium-
Proliferation Zellvitalitdt Zytotoxizitat
unkt Untersuchung wechsel wechsel
nach Ansatzrags; Ansatzrags;
Ansat Ansat — Ansat
24 h 2rag1 2Tag 1 el Ansatzrags Ansatzrag 7
Nach 3
Ansatzrag s Ansatzrag s Ansatzrags Ansatzrags — —
Tagen
Nach 4
_ _ — — — Ansatzrag 7
Tagen
Nach 7
Ansatzrag 7 Ansatzrag 7 Ansatzrag7 Ansatzrag 7 — —
Tagen

Tabelle 5: Schematische Darstellung des zeitlichen Versuchsablaufs.

2.7 Testverfahren

271 Bestimmung der Zellzahl in den Kulturen

Die Ermittlung der Zellzahl in den Zellkulturen erfolgte durch das CyQuant® Cell Proliferation
Assay Kit. Dieses Verfahren beruht auf der Eigenschaft eines Farbstoffs, der, nachdem er an frei
liegende Nukleinsdure gebunden hat, sehr viel starker grun fluoresziert. Zuerst wurde die Zellen
mit CyQuant® GR working solution lysiert, dann wurde der Farbstoff zugegeben, der sich an die
freigewordene Nukleinsdure anlagerte. Dabei steigt die Fluoreszenz bei geeigneter Verdinnung
linear zum Nukleinsauregehalt an.

Mittels einer zuvor erstellten Kalibriergeraden kann das gemessene Fluoreszenzsignal der Probe
in die entsprechende Zellzahl umgerechnet werden (Jones et al., 2001). Fir 20ml Lyselésung
wurden 19ml DNAse/RNAse freies destilliertes Wasser, 1ml Cell lysis buffer und 75ul CyQuant®

GR reagent in ein schwarzes, 50ml fassendes Falcon Tube pipettiert und vermischt.

2.7.1.1 Erstellung der Kalibriergeraden und Ermittlung der Zellzahl

Zur Erstellung der Kalibriergeraden wurden 6 x 10° Zellen der jeweiligen Zellkultur in ein 10ml
PBS enthaltendes Falcon Tube pipettiert und anschlieBend zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das im Falcon Tube verbliebene Zellpellet bis zur Zellzahlmessung bei -80°C

tiefgefroren.
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Am Tag der Zellzahlmessung wurde das Falcon Tube bei Raumtemperatur aufgetaut und
anschlielRend das Zellpellet in 2,4ml Lyseloésung aufgeldst. Die Verdlinnungsreihe wurde in
dreifacher Ausfiihrung nach dem in Tabelle 6 dargestellten Schema in einer lichtundurchlassigen
96er-Well-Platte angelegt.

CyQuant GR working

. 200 196 192 184 168 136 72
solution (ul)

Zellsuspension (ul) 0 4 8 16 32 64 128

lysierte Zellzahl 0 1.000 | 2.000 | 4.000 | 8.000 | 16.000 | 32.000

Tabelle 6: Die Verdiinnungsreihe zur Erstellung der Kalibriergeraden.

Zur Zellzahlbestimmung wurden die tiefgefrorenen Well-Platten bei Raumtemperatur aufgetaut.
Anschliellend wurde in jedes Well 650ul Lyseldésung pipettiert und die Well-Platte flr 5 Minuten
auf einem Taumler (Labnet International Inc.) bei einer Frequenz von 80 Bewegungen pro Minute
positioniert.

FUr einen dreifachen Ansatz wurden anschlieRend aus jedem Well dreimal 200pul der die lysierten
Zellen enthaltenen Lésung entnommen und in eine 96er-Well-Platte pipettiert. Es wurde auf jeder
96er-Well-Platte eine  Verdinnungsreihe mitgemessen. Anschlieiend erfolgte die
Fluoreszenzmessung mittels GENios bei 485nm Exzitation und 535nm Emission.

Aus dem Fluoreszenzsignal lield sich Gber die zuvor erstellte Kalibriergerade die Zellzahl anhand
folgender Formel ermitteln (3,25 = Verdinnungsquotient 650ul/200ul und m = Steigung der
Kalibriergeraden):

Zellzahl = gemessene Fluoreszenz x 3,25/m

2.7.1.2 Berechnung der relativen Zellproliferation

Die relative Zellproliferation (rel. Zellprol.) von Tag 1 bis Tag 3, Tag 3 bis Tag 7 sowie Tag 1 bis
7 wurde wie folgt berechnet:

rel. Zellprol.tag1-3 = (Zellzahlrag 3 - Zellzahlrag 1) X 100% / Zellzahlrag
rel. Zellprol.tags-7 = (Zellzahlrag 7 - Zellzahlrag 3) X 100% / Zellzahlrag

rel. Zellprol.tag1-7 = (Zellzahlrag 7 - Zellzahlrag 1) X 100% / Zellzahlrag
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2.7.2 Bestimmung der Zellvitalitat in den Kulturen

Mit dem CellTiter-Blue® Cell Viability Assay laRt sich fluorometrisch die metabolische Zellaktivitat
in den Zellkulturen bestimmen. Bei diesem Testverfahren reduzieren vitale Zellen blauliches
Resazurin in rosafarbenes Resorufin. Avitale Zellen sind hierzu nicht mehr in der Lage.
AnschlieRend 14t sich die Resorufinkonzentration fluorometrisch messen. (Zhang et al., 2011).
Das detektierte Fluoreszenzsignal korrelliert mit der gebildeten Menge an Resorufin und steigt
somit proportional zur Vitalitat der Zellen in den Kulturen an.

Zellvitalitdtsbestimmungen erfolgten an den Tagen 1, 3 und 7. Dazu wurde eineinhalb Stunden
vor der Fluoreszenzbestimmung das Nahrmedium der Zellkulturen durch frisches Medium ersetzt
und im Brutschrank inkubiert. Fiir die Messung wurden 160ul des CellTiter-Blue®-Reagenz direkt
auf die Zellkultur pipettiert.

Das enzymatisch erzeugte Resorufin reicherte sich im Uberstand an. Nach einstindiger
Inkubation wurden dreimal 120l aus dem Kulturiberstand in eine schwarze 96-Well-Platte
pipettiert. Bei 560nm Exzitation und 590nm Emission erfolgte die fluorometrische Messung mittels

infinite M200 der Vitalitat als relative fluorescence units (rfu).

2.7.2.1 Ermittlung der Vitalitat pro Zelle

Uber den Quotienten aus der gemessenen Zellvitalititt und der Zellzahl des jeweiligen

Messzeitpunktes wurde die Vitalitat (in rfu) pro Zelle berechnet.

2.7.3 Bestimmung der Zytotoxizitat in den Kulturen

Mit Hilfe des CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assays lasst sich die

Zytotoxizitat indirekt Uber die Konzentration an Laktatdehydrogenase (LDH) aus dem Uberstand

LDH einer Zellkultur messen. Mit dem Tod der Zelle geht die

tactat f Pyt Integritét ihrer Zellmembran verloren, wodurch das
NAD+ NADH ausschliefllich intrazellular vorliegende LDH aus der

B Q‘ j Rt Zelle geschwemmt wird. Die sich im

Abbildung 6: Umwandlung von Zellkulturiberstand anreichernde LDH oxidiert das im
Laktat zu Pyruvat. CytoTox-ONE™ Reagenz enthaltene Laktat zu
Pyruvat. Die hierbei auf das NAD* Ubertragenen Reduktionsaquivalente werden in einer

Folgereaktion auf den blauen Redoxfarbstoff Resazurin Gbertragen, wodurch dieser zum pink
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fluoreszierenden Resorufin reduziert wird (Abbildung 6). Das detektierte Fluoreszenzsignal ist
proportional zur LDH-Konzentration.

Fur die Messung der Zytotoxizitat wurden 50ul des Kulturliberstandes in eine schwarze 96-Well-
Platte pipettiert. Anschliefiend wurde das CytoTox-ONE™ Reagenz im Verhaltnis 1:1 in den
KulturGiberstand gegeben und die Reaktionskaskade gestartet. Mit der Zugabe von 25ul des
Stopp-Puffers erfolgte ein Stopp der Reaktion nach zehn Minuten. Nun konnte die gebildete
Menge an Resorufin fluorometrisch mittels infinite M200 bei 560nm Exzitation und 590nm
Emission in rfu bestimmt werden. Hintergrundaktivitdt von LDH aus bovinem Serum in den
Nahrmedien wurde durch die Bestimmung von Kontrollproben ermittelt und von den Messwerten

subtrahiert.

274 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung

Die qualitative Beurteilung des Wachstumsverhaltens der Zelle sowie deren Morphologie auf den
Membranen erfolgten durch rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der

Membranoberflachen an den Tagen 1, 3 und 7.

2.7.4.1 Fixieren der Membranen mit Glutardialdehyd

Fur eine 5%ige Glutardialdehydlésung wurden 5ml 25%iges Glutardialdehyd mit 20ml PBS
verdinnt. Die besiedelten Membranen wurden an den jeweiligen Versuchstagen mittels einer
Pinzette aus ihrem Well entnommen, zum Waschen kurz in ein mit PBS gefllltes Gefalt getaucht
und schlief3lich in ein PBS enthaltendes Well einer 24-Well-Platte Uberfuhrt. Die anschlieRende
Membranfixierung mit Zwischenlagerung im Kuhlschrank erfolgte bis zur kritischen Punkt-

Trocknung mit Glutardialdehyd.

2.7.4.2 Acetonreihe und kritische Punkt-Trocknung

Vor der kritischen Punkt-Trocknung musste das in den Proben noch enthaltene Wasser in einer
aufsteigenden Acetonreihe entfernt werden. Hierzu wurden die in Glutardialdehyd fixierten
Membranen mit einer Pinzette in ein Acetonldésung enthaltendes Falcon Tube Uberflhrt und fir 6
Stunden in einer 50%igen Acetonldsung (Aceton und H20 im Mischungsverhaltnis 1:1) gelagert.

Es folgte die weitere Lagerung der Membranreihe fur jeweils zwei Stunden in 70%iger, gefolgt
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von 90%iger Acetonldésung und abschlieBend in 100%igem Aceton. SchlieRlich wurden die
Membranen zusatzlich fir weitere zwei Stunden in getrocknetem Aceton aufbewahrt.
Die kritische Punkt-Trocknung der fixierten Membran erfolgte in einem Critical Point Dryer CPD

030, wobei das in den Proben verbliebene Aceton durch CO. ersetzt wurde.

2.7.4.3 Sputtern der Membranen

Um die Membranen elektrisch leitfahig zu machen, wurden diese mittels Sputter Coater 108 auto
gesputtert. Dieses Gerat ist fur die routinemalige Probenvorbereitung in der
Rasterelektronenmikroskopie geeignet. Beim Sputtern werden mittels Kathodenzerstaubung
Goldatome unter Vakuum aus einer Goldfolie mit energiereichen lonen herausgeldst und als
strukturfreie gleichmafige Beschichtung auf der Membranoberflache zur Vorbereitung auf die
Rasterelektronenmikroskopie aufgetragen.

AnschlieRend konnten die jeweiligen besiedelten Membranoberflachen im

Rasterelektronenmikroskop Scanning-Electron-Microscope S-3000N untersucht werden.
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3 ERGEBNISSE

Ziel dieser Studie war es, unter den sechs getesteten Membranen Bio-Gide®, RESODONT®,
GENTA-FOIL resorb®, BioMend®, BioMend® Extend™ und GORE-TEX® die biokompatibelste zu
ermitteln. Hierzu wurden das Attachment, das Proliferationsverhalten, die Zellvitalitat und die
Zellmorphologie von osteogen vordifferenzierten USSC und von HOB auf den Membranen sowie
einer als Kontrolle dienenden Standardzellkulturoberflache untersucht. Ferner wurde die in den
Zellkulturen auftretende Zytotoxizitat analysiert. Die Kultivierung erfolgte Uber einen Zeitraum von

7 Tagen.

3.1 Zellproliferation

Das Attachment und die Zellproliferation wurden auf einer Standardzellkulturoberflache sowie
den sechs Membranen ermittelt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte fluorometrisch
(485Ex/535Em) mittels CyQuant® Cell Proliferation Assay nach 24 Stunden, 3 und 7 Tagen.

3.11 Attachment auf den Membranen verglichen mit einer
Standardzellkulturoberflache

Das Attachment (Zellzahl nach 24 Stunden) der USSC und HOB auf einer
Standarzellkulturoberflache und den sechs getesteten Membranen ist in Abbildung 7 ersichtlich.
Im Vergleich zu den Membranen wiesen beide Zellarten auf einer Standardzellkulturoberflache
mit 6.481+1.088 Zellen bei den USSC und 6.459+1.031 Zellen bei den HOB ein nahezu
identisches und das mit Abstand signifikant beste Attachment aller getesteten Oberflachen auf
(p<0,0005).

USSC mit HOB
Tagl Tag3 Tag 7
Kontrolle n.s. * kK *ok ok
Bio-Gide® * ¥ n.s. % %
RESODONT® * n.s. n.s.
GENTA-FOIL resorb® kk n.s. n.s.
BioMend® *ok ok * % o
BioMend® Extend™ ok ok ok *%
GORE-TEX® * %k * %k % 5k %

* = p<0,05; ** = p<0,005; *** = p<0,0005; n.s. = nicht signifikant
Tabelle 7: Signifikanzen zur Zellproliferation der USSC und HOB
an den Tagen 1, 3und 7.
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Auf allen Membranen erreichten die HOB ein signifikant héheres Attachment als die USSC

(p<0,05 bis p<0,0005; Tabelle 7). Bei beiden Zellarten zeigte sich unter den Membrankulturen

W USSC mHOB

7000 -
kkk
6000 - !
kekk
5000 -
=
(1]
N 4000 A *%*
™~
3000 -
2000 -
1000 -
0
L K - = S % =<
° o £
g % & . & 8% E
S : a < o = S g w
o K] o E = o o o
x [ @ s a @ il o
o o 2 v

Abbildung 7: Attachment der USSC und HOB auf den sechs
Membranen sowie einer Standardzellkulturoberflache. Die
eingebrachten zellartabhangigen Signifikanzen beziehen sich
jeweils auf die hoéchste gemessene Zellzahl auf den
Membranen nach 24 Stunden, anschaulich durch einen
verbreiterten Balken markiert. ** =p<0,005 und *** = p<0,0005

das starkste Attachment auf
Bio-Gide® (HOB: 2.735+378
Zellen und USSC: 2.435+384
Zellen), dicht gefolgt von
RESODONT® (HOB:
2.612+550 Zellen und USSC:
1.842+1.363 Zellen). Sowohl
die mit USSC als auch mit
HOB besiedelten GENTA-
FOIL  resorb®Membranen
(HOB: 1.252+143 Zellen und
USSC: 7494130 Zellen)
lieRen das schlechteste
Attachment erkennen.

Mit Ausnahme von
RESODONT® konnte in den
HOB-Kulturen auf Bio-Gide®
mit p<0,005 bis p<0,0005 ein
signifikant starkeres
Attachment nachgewiesen

werden als auf den Ubrigen

verwendeten Membranen (p<0,0005). In den USSC-Kulturen erfolgte auf Bio-Gide® das

signifikant beste Attachment aller getesteten Membranen.

HOB

TaglzuTag3 Tag3zuTag7 TaglzuTag3 Tag3zuTag?

USSC
Kontrolle ek E®
Bio-Gide® * Erx
RESODONT® n.s. n.s.
GENTA-FOIL resorb® n.s. n.s.
BioMend® ok *xk
BioMend® Extend™ ek k ok ok
GORE-TEX® ok ok n.s.

* %k %k

n.s.

n.s.
*kk

& %k
k% %k

kkk

* k%
k%
*kk
n.s.
*kk
*kk

% %k k

* = p<0,05; *** = p<0,0005; n.s. = nicht signifikant

Tabelle 8: Signifikanzen zur Zellproliferation der USSC und HOB fur die Kultivierungs-

zeitraume Tag 1 bis 3 und Tag 3 bis 7.
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3.1.2 Proliferationsverhalten auf den Membranen verglichen mit
einer Standardzellkulturoberflache

Das Proliferationsverhalten der USSC und HOB auf den sechs Membranen und einer

Standardzellkulturoberflache Uber einen Zeitraum von 7 Tagen ist in Abbildung 8 dargestellt.

H Kontrolle M Bio-Gide® = RESODONT® B GENTA-FOIL resorb®

® BioMend® m BioMend® Extend™ = GORE-TEX®

14.0134.453 20.91713.780 *%** 10.52912.338
* %

8000

7000 -

6000

5000 -

4000

Zellzahl

3000 -

2000

1000 -

Tagl

Abbildung 8: Wachstumsverhalten der USSC und HOB auf den sechs Membranen und einer
Standardzellkulturoberflache nach 24 Stunden, 3 und 7 Tagen. Die eingebrachten Signifikanzen
beziehen sich jeweils auf die hochste gemessene Zellzahl auf den Membranen des jeweiligen Tages,
anschaulich durch einen verbreiterten Balken markiert. * = p<0,05, ** = p<0,005 und *** = p<0,0005

Auf der Standardzellkulturoberflache proliferierten die USSC und HOB sowohl zwischen Tag 1
und 3 (USSC: +7.532 und HOB: +2.412 Zellen) als auch zwischen Tag 3 und 7 (USSC: +6.904
und HOB: +1.658 Zellen) signifikant (p<0,0005; Tabelle 8). Dabei lagen die Zellzahlen auf der
Kontrolloberflache an Tag 3 (USSC: 14.01314.453 und HOB: 8.817+1.492 Zellen) sowie an Tag
7 (USSC: 20.917+£3.780 und HOB: 10.529+2.338 Zellen) signifikant GUber denen der
Membrankulturen (p<0,0005), wobei die USSC an Tag 7 eine nahezu doppelt so grol3e Zellzahl
aufwiesen wie die HOB.

Unter den besiedelten Membrankulturen konnte zwischen Tag 1 und 3 einzig auf den mit USSC
besiedelten Bio-Gide®-Membranen ein signifikanter Zellzahlanstieg (+511 Zellen; p<0,05)
gemessen werden (Tabelle 8). Auf den weiteren Membranen erfolgten wahrend desselben
Zeitraums keine signifikanten  Zellzahlveranderungen. Dagegen zeigten sich im
Kultivierungszeitraum Tag 3 bis 7 signifikante Zellzahlzunahmen auf den mit HOB besiedelten
Bio-Gide®- (+1.293 Zellen) und RESODONT®-Membranen (+2.345 Zellen), wahrend es auf den
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restlichen vier mit HOB- und USSC kultivierten Membranen GENTA-FOIL resorb®, BioMend?®,
BioMend® Extend™ und GORE-TEX® teilweise zu signifikanten Zellzahlriickgangen kam
(p<0,0005). An Tag 7 wurden im Vergleich mit den restlichen getesteten Membranen in den
USSC-Kulturen auf Bio-Gide® mit 5.749+2.526 Zellen signifikant hohere Zellzahlen gemessen
(p<0,005 bis p<0,0005). In den HOB-Kulturen zeigte sich selbiges auf RESODONT® mit
4.7121816 Zellen (p<0,0005; Tabelle 7).

Relativer Zellzahlanstieg:

In Abbildung 9 sind die relativen Zellzahlveranderungen bezogen auf die nach 24 Stunden
ermittelten Zellzahl der USSC und HOB auf einer Standardzellkulturoberflache und den
getesteten sechs Membranoberflachen fur die Zeitintervalle Tag 1 bis 3, Tag 3 bis 7 sowie Tag 1

bis 7 dargestellt.
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Abbildung 9: Relatives Proliferationsverhalten der USSC und HOB auf den sechs Membranen
und einer Standardzellkulturoberflache zwischen Tag 1 und 3 sowie zwischen Tag 3 und 7, jeweils
in Relation zur an Tag 1 gemessene Zellzahl.

Uber den gesamten Kultivierungszeitraum von 7 Tagen konnten lediglich auf der
Standardzellkulturoberflache (USSC: +223% und HOB: +63%), Bio-Gide® (USSC: +136% und
HOB: +48%) und RESODONT® (USSC: +88% und HOB: +81%) relative Zellzahlanstiege
verbucht werden. Diese waren in den USSC-Kulturen deutlich ausgepragter. Dabei wurde die
starkste relative USSC-Zunahme zwischen Tag 1 und 3 auf der Standardzellkulturoberflache mit
+116% sowie zwischen Tag 3 und 7 auf Bio-Gide® mit +115% ermittelt. Auch in den HOB-Kulturen

konnten zunachst die hochsten relativen Zellzahlzunahmen auf der Standardzellkulturoberflache

34



Ergebnisse

mit +63% gemessen werden. In den nun folgenden vier Kultivierungstagen zeigten sich diese auf
RESODONT® mit +90%, gefolgt von Bio-Gide® mit +47%. Auf den restlichen vier getesteten

Membranen kam es Uber den gesamten Kultivierungszeitraum zu relativen Zellzahlverlusten.

3.1.3  Wertigkeitsdiagramm zum Attachment und

Proliferationsverhalten

Das Wertigkeitsdiagramm des Attachments und der Zellproliferation erlaubt einen Uberblick
Uber die farblich dargestellte prozentuale Zellzahlveranderung auf den einzelnen Membranen
sowie einer Standardzellkulturoberflache zwischen den jeweiligen Zeitintervallen (Tag 1 bis 3,
Tag 3 bis 7 und Tag 1 bis 7; Tabelle 9). Referenzwerte sind flr Tag 1 bis 3 und fiir Tag 1 bis
7 die an Tag 1 ermittelten sowie fur Tag 3 bis 7 die an Tag 3 ermittelten jeweiligen Zellzahlen
der Standardzellkulturoberflache bzw. Membranoberflachen. Grine Farben kennzeichnen
eine Zunahme, gelbe Farben eine Stagnation und rote Farben eine Abnahme der Zellzahlen.

Abgesehen vom relativ guten Attachment der UCCS und HOB auf der Standardzellkulturober-

GENTA-FOIL BioMend®
Kontrolle Bio-Gide® RESODONT® BioMend® GORE-TEX®
resorb® Extend™

o e GENTA-FOIL ~ BioMend®
Kontrolle Bio-Gide® RESODONT® - o - c GORE-TEX®

o [ o | <o | s nesva

Tabelle 9: Wertigkeitsdiagramme zum Attachment und zur Zellproliferation der USSC und HOB
Uber die Zeitraume Tag 1 bis 3, Tag 3 bis 7 sowie Tag 1 bis 7.

flache (vierfach +) zeigten beide Zellarten auf Bio-Gide® mit einfach - noch das beste Attachment.
Dieses war vergleichbar mit den HOB auf RESODONT®, GENTA-FOIL resorb® und BioMend®.
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Das schlechteste Attachment (dreifach -) erzielten die USSC auf GENTA-FOIL resorb®. Die
Zellzahlen nach 24 Stunden der tbrigen Membrankulturen lagen mit zweifach — dazwischen.
Zwischen Tag 1 und 3 zeigte die mit USSC besiedelte Standardzellkulturoberflache mit dreifach
+ die starkte Zellzahlzunahme, gefolgt von mit USSC besiedeltem RESODONT® (zweifach +).
Uber denselben Zeitraum verbuchten das mit beiden Zellarten kultivierte BioMend® sowie das mit
USSC besiedelte GORE-TEX® die starkste Zellzahlabhnahme (dreifach -).

In den folgendne vier Tagen zeigte sich die Zellzahlzunahme beider Zellarten auf Bio-Gide®,
RESODONT® und der Standardzellkulturoberflache nahezu gleichgut (einfach bis zweifach +),
wohingegen es auf den Ubrigen vier Membranen zellartunabhangig zu &hnlich hohen
Zellzahlverlusten kam (einfach bis zweifach -).

Uber die gesamte Kultivierungszeit zeigten Bio-Gide®, RESODONT® und die Standardzellkultur-
oberflache bei beiden Zellarten eine Zunahme der Zellzahl, welche auf letztgenannter, mit USSC
besiedelter am kraftigsten ausfiel (vierfach +). Auf GENTA-FOIL resorb®, BioMend®, BioMend®
Extend™ und GORE-TEX® kam es im selben Zeitraum zu Zellzahlabnahmen, welcher auf mit

HOB besiedeltem BioMend® am deutlichsten auftrat (vierfach -).

3.2 Zellvitalitat

Die Zellvitalitat wurde fluorometrisch (560Ex/590Em) in den Kulturen mittels CellTiter-Blue® Cell
Viability Assay nach 24 Stunden, 3 und 7 Tagen bestimmt. Der zum jeweiligen Messzeitpunkt
gebildete Quotient aus Zellvitalitdét und Zellzahl ergab die Vitalitat pro Zelle. Auch bei der

Bestimmung der Zellvitalitat diente eine Standardzellkulturoberflache als Kontrolle.

3.2.1 Zellvitalitat auf den Membranen verglichen mit einer
Standardzellkulturoberflache

Aus der in Abbildung 10 dargestellten Vitalitat ist ersichtlich, dass zu jedem Messzeitpunkt die mit
Abstand signifikant hochsten Werte bei beiden Zellarten auf der Standardzellkulturoberflache
gemessen wurden (p<0,0005). Mit Ausnahme der HOB auf BioMend® zeigten nach 24 Stunden
sowohl die USSC mit 4.987+1.065 rfu als auch die HOB mit 4.967+1.392 rfu auf Bio-Gide® im
Vergleich zu allen Ubrigen getesteten Membranen eine signifikant hohere Zellvitalitat (USSC:
p<0,0005 und HOB: p<0,05).
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H Kontrolle M Bio-Gide® m RESODONT® B GENTA-FOIL resorb®
B BioMend® W BioMend® Extend™ I GORE-TEX®
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Abbildung 10: Vitalitdt der USSC und HOB auf den sechs Membranen und einer Standardzellkul-
turoberflache nach 24 Stunden, 3 und 7 Tagen. Die eingebrachten Signifikanzen beziehen sich
jeweils auf die hochste gemessene Zellvitalitat auf den Membranen des jeweiligen Tages,
anschaulich durch einen verbreiterten Balken markiert. * = p<0,05, ** = p<0,005 und *** = p<0,0005

Bis zum Versuchsende verlief die gemessene Zellvitalitat auf Bio-Gide® bei beiden Zellarten
nahezu identisch. In den ersten 3 Versuchstagen fiel sie zunachst signifikant (USSC: -2.072 rfu,
p<0,0005 und HOB: -823 rfu, p<0,05), stieg dann jedoch in den folgenden vier Versuchstagen
signifikant und leicht Gber den Ausgangsvitalitatswert nach 24 Stunden an (USSC: +2.356 rfu und
HOB: +2.192 rfu; jeweils p<0,0005; Tabelle 10). Im Gegesatz zu Bio-Gide® wiesen die USSC und
HOB auf RESODONT® sowie die HOB auf GORE-TEX® sowohl zwischen Tag 1 und 3 (USSC:
+745 rfu, HOB auf RESODONT®: +1.385 rfu und HOB auf GORE-TEX®: +356 rfu; p<0,05 bis
p<0,0005) als auch zwischen Tag 3 und 7 (USSC: +1.280 rfu, HOB auf RESODONT®: +4.992 rfu

und HOB auf GORE-TEX®: +1.093 rfu; p<0,05 bis
ussc HOB
TaglzuTag3 Tag3zuTag7 TaglzuTag3 Tag3zuTag?
Kontrolle *ok ok ok ok ok *ok ok
Bio-Gide® * %k * % % * * % %
RESODONT® *k * ook *k ok
GENTA-FOIL resorb® *k n.s. *kok sk
BioMend® ook *% ok *k ok
BioMend® Extend™ * ok ok *kk k% Rtk
GORE-TEX® n.s. sk % * o

* = p<0,05; ** = p<0,005; *** = p<0,0005; n.s. = nicht signifikant

Tabelle 10: Signifikanzen zur Zellvitalitat der USSC und HOB fiir die Kultivierungszeitrdume
Tag 1 bis 3 und Tag 3 bis 7.
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p<0,0005) signifikante Vitalititszunahmen auf. Auf den restlichen Membranen kam es zu
weitestgehend signifikanten Vitalitatsabnahmen (p<0,05 bis p<0,0005).

Auf RESODONT® zeigten die HOB an Tag 3 (5.362+601 rfu) sowie auch an Tag 7 (10.354+2.595
rfu) die hochsten Zellvitalitaten Diese lagen signifikant Gber denen der USSC (p<0,0005; Tabelle
11).

USSC mit HOB
Tagl Tag 3 Tag7

Kontrolle *kk %% n.s.
Bio-Gide® n.s. ok ok *

RESODONT® skok * %% k%
GENTA-FOIL resorb® *kk *% ok n.s.
BioMend® *% ¥ * s,
BioMend® Extend™ * %k *k %
GORE-TEX® * %k *k ¥ sk ok

* = p<0,05; ** = p<0,005; *** = p<0,0005; n.s. = nicht signifikant
Tabelle 11: Signifikanzen zur Zellvitalitat der USSC und HOB an den
Tagen 1,3 und 7.

3.2.2 Wertigkeitsdiagramm zur Zellvitalitat

Das Wertigkeitsdiagramm zur Zellvitalitat in Tabelle 12 erlaubt einen Uberblick tber die farblich
dargestellte prozentuale Veranderung der Zellvitalitdt auf den sechs Membranen und einer
Standardzellkulturoberflache Gber die jeweiligen Zeitintervalle (Tag 1 bis 3, Tag 3 bis 7 und Tag
1 bis 7). Als Referenzwerte flr die Standardzellkulturoberflache bzw. Membranoberflachen

dienten fur Tag 1 bis 3 und fur Tag 1 bis 7 die an Tag 1 ermittelten sowie fir Tag 3 bis 7 die an

e GENTA-FOIL . BioMend®
Kontrolle Bio-Gide® RESODONT® BioMend® GORE-TEX®
resorb® Extend™

| 2120% | >s0% [ 240% | 20% | <o%

Tabelle 12: Wertigkeitsdiagramm zur Vitalitat der USSC und HOB Uber die Zeitraume Tag 1 bis 3,
Tag 3 bis 7 sowie Tag 1 bis 7.
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Tag 3 ermittelten jeweiligen Vitalitatswerte. Griine Farben stehen flr eine Zunahme, gelbe fir
eine Stagnation und rote fur eine Abnahme der Zellvitalitat.

Unter allen Zellkulturen zeigten die USSC mit dreifach + auf RESODONT®, dicht gefolgt von der
Standardzellkulturoberflache mit zweifach + zwischen Tag 1 und 3 die héchste Zellvitalitat. Leicht
positiv fiel sie auch in den mit HOB besiedeltem RESODONT®, GORE-TEX® und der
Standardzellkultur aus (einfach +). Auf den restlichen Membranen sank die Zellvitalitat,
wohingegen die geringsten Werte die USSC auf BioMend® und die HOB auf GENTA-FOIL
resorb®, BioMend®und BioMend® Extend™ erreichten (jeweils vierfach -).

Zwischen Tag 3 und 4 zeigten beide Zellarten auf Bio-Gide®, RESODONT®, GORE-TEX® und auf
der Standardzellkulturoberflache sowie zusatzlich die USSC auf GENTA-FOIL resorb® eine
Zunahme der Zellvitalitat. Dabei waren die USSC auf GORE-TEX® am vitalsten (vierfach +), dicht
gefolgt von den USSC auf Bio-Gide® und den HOB auf RESODONT® (jeweils dreifach +). In den
ubrigen Membrankulturen kam es zu Vitalitdtsabnahmen, welche in den mit USSC besiedeltem
BioMend® und BioMend® Extend™ sowie mit HOB besiedeltem BioMend® am kréftigsten
ausfielen (jeweils vierfach -).

Uber die gesamte Versuchszeit von sieben Tagen zeigten sowohl die USSC als auch die HOB
auf Bio-Gide®, RESODONT®, GORE-TEX® und der Standardzellkulturoberflache Zunahmen ihrer
Vitalitat. Diese fiel auf RESODONT® zellartunabhangig und auf dem mit USSC kultiviertem
GORE-TEX® am besten aus (jeweils vierfach +), dicht gefolgt von den USSC auf der
Standardzellkulturoberflache mit dreifach +. Auf GENTA-FOIL resorb®, BioMend® und BioMend®
Extend™ wurden Uber denselben Zeitraum bei beiden Zellarten deutliche Vitalitatsverluste
verbucht, welche sich bis auf die USSC auf GENTA-FOIL resorb® als vierfach — zeigten.

3.2.3 \Vitalitat pro Zelle auf den Membranen verglichen mit einer
Standardzellkulturoberflache

In Abbildung 11 ist die Vitalitat pro Zelle gegen die Kultivierungszeit nach 24 Stunden sowie an
Tag 3 und 7 dargestellt.

Nach 24 Stunden erreichten die HOB im Vergleich zu den USSC eine deutlich hohere Vitalitat
pro Zelle. Dabei erzielten die USSC mit 2,05 rfu pro Zelle auf Bio-Gide® die hochste und mit 0,34
rfu pro Zelle auf GENTA-FOIL resorb® die niedrigste Vitalitdt pro Zelle. In den HOB-Kulturen
wurde die starkste Vitalitat pro Zelle auf BioMend® Extend™ (2,69 rfu/Zelle) und die geringste auf
GORE-TEX® (1,24 rfu/Zelle) gemessen.

Sowohl in den USSC- als auch in den HOB-Kulturen kam es Uber die gesamte Kultivierungszeit
von 7 Tagen lediglich auf RESODONT® und GORE-TEX® (USSC auf RESODONT®: +0,35
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o Kontrolle mBio-Gide® m RESODONT® m GENTA-FOIL resorb® m BioMend® m BioMend® Extend™ © GORE-TEX®
3,66 4,95
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N

Fluoreszenz (560Ex/590Em)/Zelle
=

Abbildung 11: Vitalitat pro Zelle der USSC und HOB auf einer Standardzellkulturoberflache und
den sechs Membranen nach 24 Stunden, 3 und 7 Tagen.

rfu/Zelle, USSC auf GORE-TEX®: +3,24 rfu/Zelle, HOB auf RESODONT®: +0,67 rfu/Zelle und
HOB auf GORE-TEX®: +3,70 rfu/Zelle) zu einem Anstieg der Vitalitat pro Zelle. In allen Gbrigen
Zellkulturen nahm auf den restlichen vier getesteten Membranen tber denselben Zeitraum die
Vitalitat pro Zelle wieder ab.

Somit zeigten an Tag 7 auf GORE-TEX® sowohl die USSC mit 3,60 rfu pro Zelle als auch die
HOB mit 4,95 rfu pro Zelle die kraftigste Vitalitat pro Zelle. Die geringste wurde mit 0,12 rfu pro
Zelle in den USSC- und mit 0,11 rfu pro Zelle in den HOB-Kulturen auf BioMend® erfasst.

3.3 Zytotoxizitat

Zur Ermittlung der von den Membranoberflachen ausgehenden zytotoxischen Wirkung auf die
osteogen vordifferenzierten USSC und die HOB wurde die sich in den Kulturiberstanden
angereicherte LDH-Konzentration mittels CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity
Assay fluorometrisch bestimmt. Die Zytotoxizitatsbestimmung erfolgte auf den Membranen Bio-
Gide®, RESODONT®, GENTA-FOIL resorb® und GORE-TEX® an den Tagen 3 und 7. Als

Kontrolle diente eine Standardzellkulturoberflache.
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3.3.1 zytotoxische Wirkung der Membranoberflaichen und der
Standardzellkulturoberflache

Die Zytotoxizitat der USSC und HOB auf den vier Membranen wund einer

Standardzellkulturoberflache an den Tagen 3 und 7 ist in Abbildung 12 ersichtlich.

B Kontrolle M Bio-Gide® m RESODONT® M GENTA-FOIL resorb® B GORE-TEX®
35000 * % %

30000

25000

20000

15000

10000

Zytotoxizitat [rfu]

5000

Abbildung 12: Zytotoxische Wirkung einer Standardzellkulturoberflache und der vier Membranen
auf die USSC und HOB nach 3 und 7 Tagen. Die Signifikanzen beziehen sich jeweils auf die
niedrigsten gemessenen Zytotoxizitdtswerte aller Ansatze des jeweiligen Tages anschaulich
markiert als verbreiterte Linie. ** = p<0,005 und *** = p<0,0005

Bei beiden Zellarten zeigte sich, dass die von der Standardzellkulturoberflache ausgehende
Zytotoxizitat (USSC: 11.207+2.284 rfu und HOB: 5.347+740 rfu) signifikant geringer war als die
von den Membranen (p<0,005 bis p<0,0005). An Tag 3 lagen in den USSC-Kulturen signifikant
héhere LDH-Konzentrationen vor als in den HOB-Kulturen (p<0,0005; Tabelle 13). Nicht nur in
den USSC- sondern auch in den HOB-Kulturen wies GENTA-FOIL resorb® (USSC: 26.159+5.569
rfu und HOB: 11.686+1.521 rfu) am selben Tag die hdchste Zytotoxizitat aller getesteten
Membranen auf. Im Vergleich dazu waren die GORE-TEX®-Oberflache mit 22.143+6.632 rfu in
den USSC-Kulturen und die Bio-Gide®-Oberflache mit 9.279+2.671 rfu in den HOB-Kulturen am
geringsten zytotoxisch.

Zwischen Tag 3 und 7 nahm die LDH-Konzentration auf allen Membranoberflachen der USSC-
Kulturen (Bio-Gide®: -8.324 rfu, RESODONT®: -8.550 rfu, GENTA-FOIL resorb®: -13.201 rfu und
GORE-TEX®: -6.878 rfu) signifikant ab (p<0,0005), auf der Standardzellkulturoberflache
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ussc HOB USSC mit HOB

Tag3zuTag7 Tag3zuTag7 Tag3 Tag7
Kontrolle n.s. Hokk okok *
Bio_Gide® k¥ k * KKk kK
RESODONT® wokk n.s. *dx **
GENTA-FOIL resorb® *kk *Ex *Ex *ok*
GORE-TEX® wokk n.s. *Ex *okk

* = p<0,05; ** = p<0,005; *** = p<0,0005; n.s. = nicht signifikant
Tabelle 13: Signifikanzen zur Zytotoxizitat der USSC und HOB.

blieb sie jedoch mit 11.157+1.875 rfu nahezu unverandert. An Tag 7 wurden auf allen getesteten
Membranoberflachen in den USSC-Kulturen signifikant hdhere LDH-Konzentrationen als in den
HOB-Kulturen gemessen (p<0,005 bis p<0,0005). In den USSC-Kulturen zeigte die
Kontrolloberflache mit 11.157+1.875 rfu die signifikant geringste Zytotoxizitat (p<0,0005). Zum
selben Zeitpunkt wiesen die USSC unter den Membranoberflichen auf Bio-Gide® mit
16.250+3.513 rfu und auf RESODONT® mit 16.186+4.799 rfu die hochsten Zytotoxizitatswerte
auf. Die geringsten wurden auf GENTA-FOIL resorb® mit 12.958+1.478 rfu nachgewiesen.

Die LDH-Konzentration stieg in den HOB-Kulturen auf der Standardzellkulturoberflache mit
+3.853 rfu sowie auf Bio-Gide® mit +1.970 rfu lber die letzten vier Versuchstage signifikant an
(p<0,05 bis p<0,0005), wahrend auf GENTA-FOIL resorb® eine signifikante Abnahme der LDH-
Konzentration um -3.163 rfu erfolgte (p<0,0005). In den HOB-Kulturen zeigte sich zum
Versuchsende auf RESODONT® mit 12.098+2.408 rfu unter Einbeziehung aller getesteten
Oberflachen die hochste Zytotoxizitat, wohingegen auf GENTA-FOIL resorb® mit 8.523+1.387 rfu
sowie auf GORE-TEX® mit 8.579+1.783 rfu die niedrigsten Zytotoxizitatswerte nachgewiesen
werden konnten. Die Standardzellkulturoberflache war zeitgleich signifikant weniger zytotoxisch
als die Bio-Gide®- und RESODONT®-Oberflache (p<0,05 bis p<0,005).

3.3.2 Wertigkeitsdiagramme zur Zytotoxizitat

Die Wertigkeitsdiagramme zur Zytotoxizitdt an Tag 3 und 7 (Tabelle 14) sowie zur
Zytotoxizitatsveranderung zwischen Tag 3 und Tag 7 (Tabelle 15) geben einen farblich
dargestellten Uberblick wieder. Referenzwerte sind fir Tag 3 bis 7 die an Tag 3 ermittelten
Zytotoxizitatswerte der jeweiligen Membran- bzw. Standardzellkulturoberflache. Grine Farben
kennzeichnen eine Abnahme, gelbe eine Stagnation und rote eine Zunahme der Zytotoxizitat.

An Tag 3 war die Zytotoxizitat in den HOB-Membrankulturen deutlich geringer (zwischen einfach

und zweifach +) als in den USSC-Membrankulturen (zwischen zweifach und dreifach -),
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] : GENTA-FOIL
Kontrolle Bio-Gide® RESODONT® GORE-TEX®
resorb®

| £14.000 | <18.000

<22.000

Tabelle 14: Wertigkeitsdiagramm der von den Membranoberflachen ausgehenden zyto-
toxischen Wirkung in den USSC- und HOB-Kulturen an den Tagen 3 und 7.

. 5 GENTA-FOIL
Kontrolle Bio-Gide® RESODONT® GORE-TEX®
esorb®

T I T

Tabelle 15: Wertigkeitsdiagramm zur Zytotoxizitatsveranderung in den Zellkulturtiber-
standen der USSC und HOB zwischen Tag 3 und 7.

Wohingegen sie sich in der Standardzellkultur zellartunabhangig mit zweifach + zeigte. Dabei fiel
die Zytotoxizitdt neben der Standardzellkultur auch in der mit HOB besidelten GENTA-FOIL
resorb®-Kultur am schwachsten aus. Die hochste Zytotoxizitat zeigte sich mit dreifach - in der
USSC-Kultur von GENTA-FOIL resorb®.

Zwischen Tag 3 und Tag 7 kamm es in allen USSC-Kulturen zu Zytotoxizitatsabnahmen, welche
in der GENTA-FOIL resorb®-Kultur mit dreifach + am starksten und in der Standardzellkultur am
geringsten ausfiel. In den HOB-Kulturen zeigten sich lediglich in den GENTA-FOIL resorb®- und
GORE-TEX®-Kulturen Zytotoxizitatsriickgange, wohingen in den Bio-Gide®-, RESODONT®- und
Standardzellkulturen Zytotoxizitatszunahmen verzeichnet wurden. In letztgenannter lag die
Zytotoxizitat mit vierfach — am hochsten.

Im Vergleich zum Tag 3 war die Zytotoxizitat zum Versuchsende nach 7 Tagen in allen Kulturen
deutlich geringer. Sie lag in der Standardzellkultur mit vierfach + am tiefsten und in den USSC-
Kulturen von GENTA-FOIL resorb® sowie den HOB-Kulturen von Bio-Gide® und RESODONT®

mit jeweils zweifach + am hochsten.
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34 Membranoberflache und Zellmorphologie

Zur Analyse der Zellmorphologie wurden Bilder der kultivierten Membranoberflachen mit dem
Rasterelektronenmikroskop angefertigt. Als Kontrolle dienten die unbesiedelten nativen

Membranoberflachen.

3.41 native- und mit USSC besiedelte Membranoberflachen

nativ

RESODONT®

GENTA-FOIL resorb®
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BioMend® Extend™ BioMend®

GORE-TEX®

Tag 7

Abbildung 13: Darstellung der nativen- und mit osteogen vordifferenzierten USSC besiedelten
Membranoberflachen nach 24 Stunden, 3 und 7 Tagen bei 500-facher VergroRerung. Teilweise sind
die USSC durch Ablagerungen auf der Zellmembran erkennbar. Fir Tag 7 wurde beispielhaft eine
Zelle bzw. deren Rest in Rot hervorgehoben. Es befanden sich noch weitere Zellen auf den
Membranen. weil3e Pfeile: Zellen; schwarze Pfeile: Zellauslaufer

Die einseitig raue Oberflache der Bio-Gide®-Membran ist von locker aneinanderliegenden
Kollagenfasern unterschiedlicher Starke und Lange gepragt (Abbildung 13A+). Hierdurch bilden
sich Poren unterschiedlicher GroRe. Nach 24 Stunden bilden die USSC lange Zellauslaufer, die

sich an die Kollagenfasern der Bio-Gide®-Membran anheften (Abbildung 13A;). Uber die
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Kultivierungszeit von 7 Tagen richten sich die Zellen entlang der Kollagenfasern aus, erscheinen
langgestreckter und mit sichtbar weniger Zellauslaufern (Abbildung 13As).

Im Vergleich zur Bio-Gide®-Membran besitzen die restlichen finf Membranen RESODONT®,
GENTA-FOIL resorb®, BioMend®, BioMend® Extend™ und GORE-TEX® in nativer Form eine
weitestgehend glatte Oberflache.

Uber eine Kultivierungszeit von 7 Tagen verandert sich die RESODONT®-Oberflache (Abbildung
13B+ bis B4). Nach 24 Stunden zeigt die nativ glatt erscheinende RESODONT®-Membran eine
schwammartig aufgetriebene, porése Oberflache (Abbildung 13B). Die USSC bilden lange
Zellauslaufer, die sich an die zum Vorschein getretenen Kollagenfasern anlagern (Abbildung
13B2). Nach siebentagiger Kultivierung ist ein dichter Zellrasen entstanden (Abbildung 13B4). Die
Zellen haben sich weitestgehend parallel ausgerichtet, wodurch sie eine langliche Form mit
kurzen Zellauslaufern angenommen haben.

Wie RESODONTP® bildet auch GENTA-FOIL resorb® tiber eine Kultivierungszeit von 7 Tagen eine
schwammartige, porose Oberflache aus, welche jedoch nicht ganz so deutlich ausfallt. Auf
GENTA-FOIL resorb® zeigen sich nach 24-stindiger Kultivierung langlich ausgestreckte USSC
mit nur wenigen kurzen Zellauslaufern (Abbildung 13C;). Bis Tag 3 nimmt ihre Zellgrofde zu und
sie erscheinen jetzt sternférmig mit mehreren langen Zellauslaufern (Abbildung 13Cs). Ab Tag 3
zeigt die GENTA-FOIL resorb®-Oberfliche eine Zunahme der porigen, faserigen
Membranstruktur (Abbildung 13Cs und C4). Nach 7 Tagen erscheinen die USSC langgestreckter
und kleiner mit nur wenigen kurzen Zellauslaufern (Abbildung 13Ca).

Im Vergleich zu den anderen Kollagenmembranen zeigen sowohl BioMend® (Abbildung 13D+ bis
D4) als auch BioMend® Extend™ (Abbildung 13E+ bis E4) Uiber eine Kultivierungszeit von 7 Tagen
fast keine Veranderung der Oberflaiche. Darlber hinaus sind Uber den gesamten
Kultivierungszeitraum nur schwach adhéarierende USSC mit wenigen kurzen Zellauslaufern
nachweisbar.

Lediglich auf der nativen GORE-TEX®-Membran treten zur glatten Membranoberflache teilweise
parallel verlaufende, in der Ebene verbleibende, kollagenahnliche PTFE-Fasern hervor
(Abbildung 13F1). Uber die gesamte Versuchszeit von 7 Tagen finden sich nur wenige

adharierende USSC, die nahezu keine Zellauslaufer ausgebildet haben (Abbildung 13F: bis Fj).
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Bio-Gide®

RESODONT®

GENTA-FOIL resorb®

3.4.2

native- und mit HOB besiedelte Membranoberflachen
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BioMend® Extend™ BioMend®

GORE-TEX®

nativ

‘

Abbildung 14: Darstellung der nativen- und mit HOB besiedelten Membranoberflache nach 24
Stunden, 3 und 7 Tagen bei 500-facher VergréRerung. Teilweise sind die HOB durch Ablagerungen
auf der Zellmembran erkennbar. Fur Tag 7 wurde beispielhaft eine Zelle bzw. deren Rest in Rot
hervorgehoben. Es befanden sich noch weitere Zellen auf den Membranen. weil3e Pfeile: Zellen;
schwarze Pfeile: Zellauslaufer

In Abbildung 14A; ist erneut die einseitig durch Kollagenfasern gebildete raue Oberflache der
nativen Bio-Gide®-Membran dargestellt. Die HOB-Zellen weisen nach 24 Stunden langliche, sich
an die Kollagenfasern anhaftende Zellauslaufer auf (Abbildung 14A:). Bis zum Tag 7 bleibt ihre

Morphologie nahezu unverandert (Abbildung 14As).
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Die bis zum 3. Tag auf RESODONT® kultivierten HOB weisen zunachst eine kleine rundliche
Form auf (Abbildung 14B, und Bs). lhre Morphologie andert sich anschlieRend bis zum 7. Tag zu
einer eher langlichen Zellgestalt mit kurzen Zellauslaufern (Abbildung 14B.).

Sowohl auf den GENTA-FOIL resorb®- (Abbildung 14C+ bis C4) als auch auf den BioMend®-
(Abbildung 14D+ bis D4) und den BioMend® Extend™ Oberflachen (Abbildung 14E+ bis E4) sind
Uber den gesamten Kultivierungszeitraum von 7 Tagen schwach adharierende HOB mit nur
wenigen kurzen Zellauslaufern nachweisbar.

Nach einer Kultivierungszeit von 24 Stunden lassen sich auf GORE-TEX® vereinzelt adharente
HOB mit vielen langen Zellauslaufern erkennen (Abbildung 14F2). Mit zunehmender
Kultivierungsdauer (bis zum 7. Tag) nimmt die Grofe der HOB ab, ebenso verringert sich die
Zahl und Lange ihrer Zellauslaufer (Abbildung 14F.).

3.5 Membranranking

USSC:

g o GENTA-FOIL __ BioMend®
Bio-Gide® RESODONT® = BioMend® GORE-TEX®
resorb® Extend™

Attachment nach 24h
Tag 1-3
Zellproliferation
Tag 3-7
Tag 1-3

Tag 3-7

Zellvitalitst

Zytotoxizitdt Tag 3-7 2 |
Tabelle 16: Membranranking fir die USSC

HOB:

g o GENTA-FOIL __ BioMend®
Bio-Gide® RESODONT® = BioMend® GORE-TEX®
resorb® Extend™

Attachment nach 24h
Tag 1-3

Zellproliferation
Tag 3-7

Tag 1-3
Tag 3-7

Zellvitalitst

Zytotoxizitdt Tag 3-7
Tabelle 17: Membranranking fir die HOB
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4 DISKUSSION

Ziel diese in vitro Studie war es, aus den sechs medizinisch zugelassenen Membranen Bio-Gide®,
RESODONT®, GENTA-FOIL resorb®, BioMend®, BioMend® Extend™ und GORE-TEX® die
biokompatibelste zu ermitteln. Dazu wurden an humanen, osséar vordifferenzierten USSC und
HOB das Attachment, die Proliferation, die Zellvitalitat sowie die in den Zellkulturen auftretende
Zytotoxizitat Uber einen Zeitraum von sieben Tagen ermittelt. Als Kontrolle diente eine
Standardzellkulturoberflache einbezogen. Ferner wurde die Zellmorphologie auf den Membranen
im REM analysiert.

Da die in dieser Studie verwendeten Bio-Gide®-Membranen unsteril vorlagen, wurden sie
unsererseits mit einer Dosis von 25,0kGy gamma-sterilisiert. Hierdurch ergaben sich aus unserer
Sicht weder Vor- noch Nachteile in den Versuchsablaufen und Messungen.

Unter den verwendeten Membranen erweist sich Bio-Gide® als die bisweilen weltweit am
haufigsten eingesezte Membran bei der GTR, GBR und dem TE (Marinucci et al., 2003; Kasaj et
al., 2008; Warnke et al., 2009; Gassling et al., 2013).

Um eine ideale Biokompatibilitdt der Membranen, die sich durch ein gutes Zellwachstum auf
dieser zeigt, zu erreichen, ist es erforderlich, deren Oberflache an die jeweils verwendete Zellart
anzupassen (McNamara et al., 2010). Bereits Warnke et al. konnten bei der Kultivierung von
humanen Periostzellen nachweisen, dass Kollagenmembranen flirs TE von Knochen als
maogliche Scaffolds geeignet sind (Warnke et al., 2009). Auch fiir die GBR zeigte sich Bio-Gide®
in vitro als gut geeignet (Liu et al., 2011). Jedoch erwiesen sich als Scaffold dienende Platelet
Rich Fibrin-Membranen (PRF-Membran) bei der Kultivierung von humanen Periostzellen
(Gassling et al., 2010) und HOB (Gassling et al., 2013) im Vergleich zu Bio-Gide® als besser
geeignet.

Andererseits konnten Schwarz et al. in vivo nachweisen, dass das Zellwachstum auf einer
Membran nicht nur von der Materialwahl und deren Oberflachenbeschaffenheit abhangig ist,
sondern auch von dem Applikationsort, der Applikationszeit sowie dem Alter und
Gesundheitszustand des Patienten (Schwarz et al., 2006). Aus diesem Grund lassen sich die hier
in vitro gewonnenen Ergebnisse nur bedingt auf eine mdgliche in vivo Anwendung Ubertragen

und mussten sich erst in einem lebenden Organismus beweisen.

4.1 Zellproliferation

Das CyQuant® Cell Proliferation Assay Kit zur Bestimmung der Zellzahl in einer Kultur hat sich

bereits in vielen Studien bewahrt und ermoglichte in dieser Studie die photometrische
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Bestimmung der Zellzahl auf den Membranen und der Standardzellkulturoberflache (Zhu et al.,
2009; Liu and Leung, 2015).

Sowohl das Attachment der USSC als auch das der HOB auf den sechs Membranen Bio-Gide®,
RESODONT®, GENTA-FOIL resorb®, BioMend®, BioMend® Extend™ und GORE-TEX® zeigte
sich signifikant schlechter als auf einer Standardzellkulturoberflache (p<0,0005). Demzufolge
kénnen beide Zellarten auf der Standardzellkulturoberflache besser adhéarieren als auf den
getesteten Membranoberflachen. Obwohl beide Zellarten auf der Standardzellkulturoberflache
ein nahezu identisches Attachment aufwiesen erreichten die HOB verglichen mit den USSC auf
den sechs Membranen ein signifikant héheres Attachment (p<0,05 bis p<0,0005; Abbildung 7).
Dies spricht zu Gunsten der HOB fir eine bessere Anpassungsfahigkeit an die jeweilige
Membranoberflache. Unter allen Membrankulturen erreichten die HOB auf Bio-Gide®, nicht
signifikant gefolgt von RESODONT®, das hochste Attachment. Ebenfalls wurde unter
ausschliel3licher Betrachtung der USSC-Membrankulturen das héchste Attachment auf Bio-
Gide®, signifikant gefolgt von RESODONT®, erzielt (p<0,05). Auf den restlichen vier Membranen
lag das Attachment zumeist signifikant darunter. Somit zeigten sich Bio-Gide® und RESODONT®
fur die Anheftung von USSC und HOB besser geeignet als die restlichen getesteten
Membranoberflachen. Tabelle 9 bestatigt diese Ergebnisse im Wertigkeitsdiagramm zum
Attachment.

Vergleichbare Ergebnisse konnte bereits eine Studie von Marinucci et al. aus dem Jahr 2001
liefern, in der ebenfalls das Attachment von HOB auf resorbierbaren und nicht resorbierbaren
Membranen evaluiert wurde. Darin zeigte sich, dass im Vergleich zu resorbierbaren Membranen
aus Hyaluronsaure bzw. nicht resorbierbaren Membranen aus ePTFE, resorbierbare Membranen
aus Kollagen oder Poly-D,L-Lactid ein signifikant besseres Attachment aufweisen (Marinucci et
al., 2001). Auch Kasaj et al. konnten in vitro an humanen Gingivafibroblasten, periodontalen
Ligamentzellen sowie osteoblastenahnlichen Zellen nachweisen, dass resorbierbare Membranen
ein besseres Attachment beinhalten als nicht resorbierbare Membranen (Kasaj et al., 2008).
Trotzdem lassen sich diese Erkenntnisse nur bedingt mit unseren HOB-Attachmentergebnissen
vergleichen, da sich auf den drei Kollagenmembranen Bio-Gide®, RESODONT® und BioMend®
ein besseres Attachment als auf GORE-TEX® zeigte, zeitgleich jedoch GENTA-FOIL resorb® und
BioMend® Extend™ ein schlechteres Ergebnis lieferten. Ebenso wie in dieser Arbeit erwies sich
in einer Studie von Rothamel et al. aus dem Jahr 2004 BioMend® fiir die Adherenz von humanen
osteoblastenahnlichen Zellen als eher ungeeignet (Rothamel et al., 2004). Dartiber hinaus lief3
sich auf mit Platelet Rich Plasma Uberzogenen Membranen - verglichen mit ihrer nativen Form -
bei einer Kultivierung mit humanen Periodontalligament- und humanen Gingivafibroblasten ein
signifikant besseres Attachment erkennen (Chang et al., 2007). In einer Studie Uber
antibakterielle Membranen konnten Ye et al. nachweisen, dass osteoblastendhnliche Zellen auf

einer silberhaltigen Membran, wie der Ag-nHA-nTiO(2)/PA66-Membran, verglichen mit einer nicht
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silberhaltigen Membran, wie der nHA/PA66-Membran und einer e-PTFE-Membran, kein besseres
Attachment erzielten (Ye et al., 2011).

Auf der Standardzellkulturoberflache zeigten die USSC und HOB im Anschluss an die
Attachmentphase bis zum Tag 7 die héchsten Zellzahlzunahmen. Diese verlief bei den USSC
signifikant kraftiger (p<0,0005), so dass die USSC an Tag 7 eine nahezu doppelt so hohe Zellzahl
aufwiesen wie die HOB (Abbildung 8). Dies spricht fir ein schnelleres Proliferationsverhalten der
USSC im Vergleich zu den HOB und kann mdglicherweise auf die weiter fortgeschrittene
Differenzierung der HOB zurtickgefuhrt werden. Ebenso kann das drei Tage vor Versuchsbeginn
den USSC verabreichte Differenzierungsmedium DAG mit daraus resultierender vorzeitig
einsetzender Mineralisation als weitere Erklarung angesehen werden (Kulterer et al., 2007).
Zwischen Tag 1 und 7 kam es in beiden Zellkulturen sowohl auf Bio-Gide® als auch auf
RESODONT® zu signifikanten Zellzahlzunahmen (p<0,05 bis p<0,0005), wohingegen die tbrigen
getesteten Membranen, mit Ausnahme der USSC auf GENTA-FOIL resorb®, signifikante
Zellzahlabnahmen verzeichneten (p<0,0005). So erzielten die USSC und HOB auf Bio-Gide® und
RESODONT® sowohl an Tag 3 als auch an Tag 7 signifikant hohere Zellzahlen verglichen mit
den Ubrigen getesteten Membranen (Abbildung 8; p<0,0005). Dies spricht in erster Linie fur
bessere Wachstumsbedingungen auf diesen beiden Membranen und zeichnet sie somit unter
den sechs getesteten Membranen fur die Kultivierung von USSC und HOB fir die geeignetsten
aus. Unter allen Membrankulturen wiesen die USSC an Tag 7 die signifikant hochste Zellzahl auf
Bio-Gide® auf (p<0,05). Obwohl die HOB das bessere Attachment auf den Membranen vorweisen
konnten, zeigten die USSC und HOB vor allem auf Bio-Gide® das beste Proliferationsverhalten.
Dies spiegelt sich ebenso im Wertigkeitsdiagramm wieder (Tabelle 9).

Das gute Proliferationsverhalten beider Zellarten auf Bio-Gide® und RESODONT® ist vermutlich
auf ihre raue Membranoberflaiche (Abbildung 13 und 14) sowie auf ihre
Kollagenzusammensetzung zuriickzufihren. Bio-Gide® enthalt als einzige der verwendeten
Membranen eine Mischung aus Kollagen Typ | und Ill, wahrend die anderen getesteten
xenogenen Membranen vollstandig aus Kollagen Typ | bestehen. Moglicherweise geht vom
Kollagen Typ lll ein positiver Einfluss auf die Zellproliferation von USSC und HOB aus. Bereits
2004 wiesen Rothamel et al. in einer Studie zu Biomembranen ebenfalls auf Bio-Gide® die
starksten Proliferationswerte, hier jedoch von Osteoblasten, nach (Rothamel et al., 2004). Auch
bewiesen Liu et al. bei der Kultivierung humaner MSC, dass Bio-Gide® als Kulturoberflache eine
gute Biokompatibilitdt besitzt (Liu et al., 2011). Dies verdeutlicht die Kultivierungsabhangigkeit
der jeweiligen Zellart zur Oberflache und der Materialbeschaffenheit. Desgleichen zeigten sich
auf den nicht quervernetzten Kollagenmembranen Bio-Gide® und Mucograft® (Geistlich Pharma
AG, Wolhusen / CH) bei der Kultivierung von HOB auf erstgenannter Membran hohere
Zellzahlanstiege (Willershausen et al., 2014). Humane Periostzellen auf Kollagenmembranen

Uber eine Kultivierungszeit von sieben Tagen erreichten ebenfalls eine gute Proliferation (Warnke
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at al., 2009). Auch bei der Kultivierung von humanen Periodontalligamentfibroblasten liel3 sich
auf Bio-Gide® nach 7 Tagen die hochste Zellzahl messen, gefolgt von OSSIX® (OraPharma Inc.,
Horsham / USA) und Tutodent®. Die geringste Zellzahl zeigte sich ahnlich wie bei uns auf
BioMend®. Dort waren nach 7 Tagen keine humanen osteoblastendhnliche Zellen mehr zu
erkennen, was sie flur eine Kultivierung ungeeignet macht (Rothamel et al., 2004). Jedoch
konnten Wiedmann-Al-Ahmad et al. in einer in vitro Studie, bei der sechzehn unterschiedliche
Biomaterialien furs TE getestet wurden, nachweisen, dass humane osteoblastenahnliche Zellen
sehr wohl auf BioMend® adhérieren und wachsen (Wiedmann-Al-Ahmad et al., 2005). Auch wenn
BioMend® bei letztgenannter Studie zu den vier besten Biomaterialoberflachen zahlte, konnten
wir durch unsere Studie nachweisen, dass BioMend® unter den kommerziell erhaltlichen
Membranen eher nicht fir eine Kultivierung von USSC und HOB geeignet ist. Andererseits wurde
eine verminderte Proliferation von Stammzellen auf BioMend® bereits von mehreren Autoren
bestatigt (Takata et al., 2001; Rothamel et al., 2004). Die schlechte Zellproliferation auf BioMend®
und BioMend® Extend™ sehen verschiedene Autoren in dem zur Quervernetzung verwendeten
Glutaraldehyd, da dieses sowohl in vitro als auch in vivo nachweislich die Biokompatibilitat negativ
beeinflusst und vermehrt zytotoxisch wirkt (Speer et al., 1980; Wiebe et al., 1988).

Im Vergleich zu Bio-Gide® konnten jedoch Gassling et al. nachweisen, dass PRF-Membranen bei
der Kultivierung humaner Periostzellen (Gassling et al., 2010) sowie auch HOB (Gassling et al.,
2013) signifikant bessere Zellproliferationen erzielen. Ebenso erwies sich die Zellproliferation von
osteoblastendhnlichen Zellen auf Bio-Gide® verglichen mit der porcinen Perikardmembran
Remotis® (Thommen Medical AG, Grenchen / CH) lber einen Kultivierungszeitraum von sieben
Tagen als signifikant schwacher (Rothamel et al., 2012).

Daruber hinaus zeigte sich das Waschen und Anfeuchten einer Membran vor der Zellbesiedelung
fur die spater erzielte Zellzahl von Vorteil (Liu et al., 2011). Andererseits wurde in vivo bereits die
hohe Biokompatibilitat von Bio-Gide® nachgewiesen, da ihre Integration in das umgebende
Gewebe entziindungsfrei ablief. Bio-Gide® ermdglicht so eine friihzeitige GefalReinsprossung in
den Defektbereich, wodurch die Knochenheilung unterstitzt wird (Rothamel et al., 2012).

Bei der Suche nach einem geeigneten Scaffold firs TE von Knochen erfolgte das Wachstum von
Ratten-MSC auf Bio-Gide® schwécher als auf TissuFleece E (Baxter AG, Wien / AT) und war
vergleichbar mit Tutodent® (Zimmer Dental GmbH, Freiburg / D) (Gierloff et al., 2014). Ebenso
zeigten aus dem Fettgewebe von Ratten isolierte Stammzellen auf Bio-Gide® eine hohere
Zellproliferation im Vergleich zu Tutodent® (Acil et al., 2014). Jedoch wurden bei der Kultivierung
mit humanen osteoblastenahnlichen Zellen auf Bio-Gide® ahnlich hohe Zellzahlen erzielt wie auf
Tutodent® (Rothamel et al., 2004).
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4.2 Zellvitalitat

Bereits in vielen Studien kam der CellTiter-Blue® Cell Viability Assay zur Ermittlung der Zellvitalitat
in Zellkulturen erfolgreich zum Einsatz (Maduray et al., 2011; Genov et al., 2016).

Mit ihm konnten wir nachweisen, dass USSC und HOB auf der Standardzellkulturoberflache zu
jedem Messzeitpunkt signifikant héhere Zellvitalitatswerte erzielen als auf den sechs getesteten
Membranen Bio-Gide®, RESODONT®, GENTA-FOIL resorb®, BioMend®, BioMend® Extend™ und
GORE-TEX® (p<0,0005; Abbildung 10). Somit zeigte sich erneut die Standardzellkulturoberflache
zur Kultivierung von USSC und HOB besser geeignet als die evaluierten Membranoberflachen.
Im Vergleich zu den USSC lag die Zellvitalitdt der HOB auf der Standardzellkulturoberflache nach
24 Stunden signifikant héher (p<0,0005), stieg jedoch in den USSC-Kulturen bis Tag 7 signifikant
an (p<0,0005). Auch wenn die HOB nach ihrer Attachmentphase auf der
Standardzellkulturoberflache vitaler als die USSC waren, so zeigten beide Zellarten an Tag 7 eine
ahnlich hohe Zellvitalitdt. Die Vitalitdtszunahmen beider Zellarten erfolgten auf der
Standardzellkulturoberflache Uber die gesamte Kultivierungszeit von 7 Tagen signifikant
(p<0,0005; Tabelle 10 und 12).

In den sechs Membrankulturen zeigten beide Zellarten nach 24 Stunden auf Bio-Gide® eine
nahezu identische Zellvitalitat, welche in den USSC-Kulturen signifikant Gber den Ubrigen
getesteten Membranen (p<0,0005) und in den HOB-Kulturen signifikant Gber GENTA-FOIL
resorb®, BioMend®, BioMend® Extend™und GORE-TEX® (p<0,05) lag (Abbildung 10). Dies
verdeutlicht erneut, wie bereits die Ergebnisse der Proliferation gezeigt haben, dass Bio-Gide®
wahrend der Attachmentphase ideale Kultivierungsvoraussetzungen fir USSC und HOB bietet.
In allen USSC-Membrankulturen konnte auch an Tag 3 und 7 die signifikant hochste Zellvitalitat
auf Bio-Gide® gemessen werden (p<0,005 bis p<0,0005). Signifikante Zellvitalitatsanstiege Uber
die gesamte Kultivierungsdauer der USSC-Membranen erfolgten lediglich auf RESODONT®
(p<0,005) und GORE-TEX® (p<0,0005; Tabelle 12). Im Gegensatz hierzu kam es bei beiden
Zellarten auf Bio-Gide® zwischen Tag 1 und 3 zu einem signifikanten Zellvitalitatsriickgang
(p<0,0005), auf den jedoch bis zum Versuchsende wieder ein signifikanter Zellvitalitatsanstieg
folgte (p<0,0005). Auf den weiteren getesteten Membranen GENTA-FOIL resorb®, BioMend® und
BioMend® Extend™ zeigten die USSC zumeist signifikante Zellvitalitatsabnahmen. Somit liefern
Bio-Gide® und RESODONT® im Vergleich zu den (ibrigen getesteten Membranen auch fiir die
Kultivierung von USSC bis zum 7. Kultivierungstag beste Bedingungen. In den HOB-Kulturen liel3
sich ein anderes Bild erkennen. Obwohl an Tag 1 in den HOB-Kulturen auf Bio-Gide® noch die
hochste Zellvitalitat gemessen wurde, zeigte sich diese sowohl an Tag 3 als auch an Tag 7 auf
RESODONT® signifikant am hochsten (p<0,0005). Abgesehen von dem Vitalitatseinbruch der
HOB auf Bio-Gide® zwischen Tag 1 und 3 erfolgten auf Bio-Gide®, RESODONT® und GORE-
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TEX® Uber die gesamte Versuchszeit signifikante Anstiege der Zellvitalitat (p<0,05 bis p<0,0005).
Auf allen weiteren Membranen nahm die Zellvitalitat signifikant ab (p<0,005 bis p<0,0005). Somit
erwies sich RESODONT® nach der Attachmentphase in den folgenden sechs Kultivierungstagen
fur das Zellwachstum der HOB als besser geeignet. Auch zeigten sich die drei Membranen
GENTA-FOIL resorb®, BioMend® und BioMend® Extend™ fuir die Kultivierung von USSC und HOB
bezogen auf ihre gewonnenen Vitalitdtsergebnisse als eher ungeeignet. Dies spiegelt auch das
Wertigkeitsdiagramm wieder (Tabelle 12). GORE-TEX® hingegen erreichte eine vergleichbare
Zellvitalitat zu Bio-Gide® und RESODONT®.

Die unterschiedlichen Zellvitalitatswerte der USSC und HOB auf den Membranen wahrend des
gesamten Versuchszeitraums von sieben Tagen sind in erster Linie auf die unterschiedliche
Biokompatibilitat der Membranen zurickfihren. Die Ursache der verminderten Zellvitalitat auf
BioMend® und BioMend® Extend™ ist vermutlich in der chemischen Vorbehandlung zur
Quervernetzung mittels Glutaraldehyd zu suchen. So berichteten bereits mehrere verschiedene
Forschungsgruppen Uber Biokompatibilitatseinbufien der Membranen nach deren
Quervernetzung (Kodama et al., 1989; Minabe et al., 1989; Rothamel et al., 2004). Im Falle von
GENTA-FOIL resorb® kann das in der Membran vorhandene und mit der Zeit austretende
Gentamicin fur die Abnahme der Zellvitalitat mit verantwortlich sein. Mdglicherweise wurden von
der GORE-TEX®-Membran wahrend der Zellkultivierung Substanzen freigesetzt, die den
CellTiter-Blue® Cell Viability Assay positiv beeinflussen und so eine gute Zellvitalitat vortauschten.
Andererseits hat sie, da sie komplett synthetisch ist, ahnlich wie die Standardzellkulturoberflache
eine aulerst geringe zytotoxische Wirkung auf die Zellen.

Ein vergleichbares Ergebnis konnten Agcil et al. an isolierten Stammzellen aus dem Fettgewebe
von Ratten liefern. Diese zeigten sich, ahnlich wie in unserer Studie, bei der Kultivierung auf Bio-
Gide® im Vergleich zu Tutodent® (Zimmer Dental GmbH, Freiburg / D) vitaler (Acil et al., 2014).
Ebenso konnten Marinucci et al. nachweisen, dass Membranen auf Basis von Kollagen und
Chondroitinsulfat biokompatibler sind als Membranen aus reinem Kollagen (Marinucci et al.,
2003). Demgegeniiber lieferte in vitro eine PRF-Membran im Vergleich zu Bio-Gide® bei der
Besiedelung mit humanen Periostzellen (Gassling et al., 2010) wie auch mit HOB hoéhere
Zellvitalitadtswerte (Gassling et al.,, 2013). Auch war zu erkennen, dass osteoblastenahnliche
Zellen auf silberhaltigen Membranen, wie bspw. die Ag-nHA-nTiO(2)/PA66 Membran, verglichen
mit der silberlosen Membran nHA/PAGG sowie einer e-PTFE-Membran, eine signifikant geringere
Zellvitalitat aufwiesen (Ye et al., 2011).

Bis auf die Bio-Gide®-HOB-Kulturen lag die Vitalitat pro Zelle nach der Attachmentphase in allen
HOB-Kulturen - die Standardzellkulturen mit einbegriffen - iber denen der USSC (Abbildung 11).
Diese Ergebisse resultieren aus einer ahnlich hohen Vitalitat beider Zellarten an Tag 1 bei
entsprechend geringerer Zellzahl der HOB zu den USSC an selbigem Tag. Sowohl in den USSC-

als auch in den HOB-Kulturen kam es bis Tag 7 auf RESODONT® zu einem sichtbaren sowie auf
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GORE-TEX® zu einem ausgepragten kontinuierlichen Anstieg der Vitalitat pro Zelle. In den
Standardzellkulturen sowie den Ubrigen Kollagenmembrankulturen (Bio-Gide®, GENTA-FOIL
resorb®, BioMend® und BioMend® Extend™) lieR sich tber denselben Zeitraum hinweg teilweise
eine deutliche Abnahme der Vitalitat pro Zelle nachweisen. Die mit Abstand héchste Vitalitat pro
Zelle unter allen Membrankulturen an Tag 7 erzielten die HOB auf GORE-TEX®, gefolgt von den
USSC auf selbiger Membran. Dies lasst sich in erster Linie auf die aullergewdhnlich gute
Zellvitalitat bei sehr geringer Zellzahl auf GORE-TEX® zurlckfuhren. Nach der auf GORE-TEX®
gemessenen hochsten Vitalitat pro Zelle folgten bei beiden Zellarten die Messergebnisse der Bio-
Gide® und RESODONT®-Kulturen, danach die der Standardzellkultur. Abgesehen von GORE-
TEX® liefern somit Bio-Gide® und RESODONT® bei der Bestimmung der Vitalitat pro Zelle erneut
bessere Ergebnisse als die Ubrigen drei Membranen GENTA-FOIL resorb®, BioMend® und
BioMend® Extend™ und in diesem Fall auch als die Standarzellkulturoberflache. Unsere
Ergebnisse zur Vitalitat pro Zelle lassen sich schlecht mit anderen Studien vergleichen, da in

diesen zumeist die Vitalitat pro Zelle nicht mitbestimmt wurde.

4.3 Zytotoxizitat

Der CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay zur Bestimmung der Zytotoxizitat
in einer Zellkultur erwies sich bereits in mehreren Studien als erfolgreich (Berckmans et al., 2007;
Dasari et al., 2013).

Die auf diese Weise ermittelte Zytotoxizitat zeigte sich auf der Standardzellkulturoberflache an
den Tagen 3 und 7 in den USSC- sowie am Tag 3 in den HOB-Kulturen signifikant geringer als
auf den vier getesteten Membranoberflachen Bio-Gide®, RESODONT®, GENTA-FOIL resorb®
und GORE-TEX® (p<0,005 bis p<0,0005; Abbildung 12). An Tag 7 war die Zytotoxizitat in der
HOB-Standardzellkultur dhnlich hoch wie in den HOB-Kulturen mit GENTA-FOIL resorb® und
GORE-TEX®, lag dabei jedoch signifikant unter denen von Bio-Gide® und RESODONT®
(p<0,005). Somit erwies sich die Standardzellkulturoberflache als weniger zytotoxisch verglichen
mit den vier getesteten Membranen. Lediglich an Tag 7, nach vorausgegangenem zweifachen
Mediumwechsel entsprach ihr Wert in etwa dem auf GENTA-FOIL resorb® und GORE-TEX®.
Sowohl an Tag 3 als auch an Tag 7 lag die Zytotoxizitat in der Standardzellkultur der USSC
signifikant Uber der der HOB (p<0,005). Demzufolge scheinen die HOB wahrend des gesamten
Kultivierungszeitraums widerstandfahiger zu sein als die USSC. Zwischen Tag 3 und 7 stieg die
Zytotoxizitat in den HOB-Standardzellkulturen jedoch signifikant an (p<0,0005), wohingegen sie

in den USSC-Standardzellkulturen nahezu unverandert blieb.
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Sowohl an Tag 3 als auch an Tag 7 wurden in allen USSC-Membrankulturen signifikant hohere
Zytotoxizitatswerte als in den HOB-Membrankulturen gemessen (p<0,005 und p<0,0005), was
sich vermutlich erneut auf die hohere Widerstandsfahigkeit der HOB zurtickflhren lasst. An Tag
3 konnte die hochste Zytotoxizitat in den USSC-Kulturen auf GENTA-FOIL resorb®, nicht
signifikant gefolgt von RESODONT® und Bio-Gide®, nachgewiesen werden. Erstaunlicherweise
zeigte sich die geringste Zytotoxizitat in der GORE-TEX®-Kultur. Andererseits fand sich in den
HOB-Membrankulturen die niedrigste Zytotoxizitat zeitgleich in der Bio-Gide®-Kultur, nicht
signifikant gefolgt von GORE-TEX® und RESODONT® sowie signifikant gefolgt von GENTA-FOIL
resorb® (p<0,05). Somit lieB sich bei beiden Zellarten die hochste Zytotoxizitat an Tag 3 auf
GENTA-FOIL resorb® erkennen, wohingegen die geringste in den USSC-Membrankulturen auf
GORE-TEX® und in den HOB-Membrankulturen auf Bio-Gide® ermittelt wurde. Vergleicht man
die Zytotoxizitdten mit den entsprechenden an Tag 3 gemessenen Zellzahlen, so weisen Bio-
Gide® und RESODONT® trotz einer deutlich hoheren Anzahl an Zellen &hnlich hohe
Zytotoxizitatswerte wie GORE-TEX® auf, aber sichtbar geringere als GENTA-FOIL resorb®. Dies
spricht fUr eine von diesen Membranen ausgehende deutlich geringere Zytotoxizitat.

Bis zum Versuchsende nach 7 Tagen kam es in allen USSC-Membrankulturen zu signifikanten
Zytotoxizitatsabnahmen (p<0,0005). Durch den am 3. Kultivierungstag erneut vollzogenen
Mediumwechsel schienen in den USSC-Kulturen die von den Membranen freiwerdenden und das
Zellwachstum negativ beeinflussenden Substanzen vermehrt aus dem Kulturiberstand eleminiert
zu werden. In den HOB-Membrankulturen zeigten sich auf Bio-Gide® zwischen Tag 3 und 7 eine
signifikante (p<0,05) und auf RESODONT® eine nicht signifikante Zunahme der Zytotoxizitat.
Dagegen fand in den HOB-Membrankulturen auf GENTA-FOIL resorb® ein signifikanter
(p<0,0005) und auf GORE-TEX® ein nicht signifikanter Zytotoxizitatsriickgang statt, welcher
vermeintlich ebenfalls auf die geringe gemessene Zellzahl zuriickzufihren ist. An Tag 7 wurde
die hochste Zytotoxizitat in den USSC-Kulturen auf Bio-Gide®, nicht signifikant gefolgt von
RESODONT® und GORE-TEX® sowie signifikant gefolgt von GENTA-FOIL resorb®, ermittelt
(p<0,0005). Zum selben Zeitpunkt konnte die niedrigste Zytotoxizitat in den HOB-Kulturen auf
GENTA-FOIL resorb®, nicht signifikant gefolgt von GORE-TEX®, bestimmt werden. Mit
signifikantem Abstand folgten Bio-Gide® und RESODONT® (p<0,0005).

Das unterschiedliche Verhalten der beiden Zellarten bzgl. lhrer Zytotoxizitat kdnnte dadurch
bedingt sein, dass sich nach einer Zellteilung eine hdhere zelltypische Zytotoxizitat der sich weiter
ausdifferenzierenden Tochterzelle entwickelt (Jakob et al., 2008).

In einer Studie von Marinucci et al. erwiesen sich Diphenylphosphorylsdure quervernetzte
Membranen als geringer zytotoxisch im Vergleich zu solchen, die mit Glutaraldehyd quervernetzt
wurden (Marinucci et al., 2003). Da BioMend® und BioMend® Extend™ glutaraldehydvernetzt
sind, ist davon auszugehen, dass bei einer Zytotoxizitatsbestimmung dieser beiden Membranen

deutlich héhere Werte erzielt worden waren. Des Weiteren konnten Acil et al. zeigen, dass Bio-
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Gide® im Vergleich zu Tutodent® (Zimmer Dental GmbH, Freiburg / D) keinen signifikanten
Zytotoxizitatsunterschied bei der Kultivierung von aus dem Fetigewebe gewonnener

Rattenstammzellen aufwies (Acil et al., 2014).

4.4 Membranoberflachen und Zellmorphologie

In nativer Form zeigte Bio-Gide® einseitig eine duBerst fibrose Oberflachenstruktur mit locker
aneinanderliegenden Kollagenfasern unterschiedlicher Starke (Rothamel et al., 2012). Die
Ubrigen unsererseits getesteten Kollagenmembranen RESODONT®, GENTA-FOIL resorb®,
BioMend® und BioMend® Extend™ wiesen nativ eine weitestgehend glatte Oberflache auf
(Abbildung 13 und 14). Dagegen liefl3 die vorwiegend glatte native Oberflache der synthetischen
GORE-TEX®-Membran partielle Bereiche von parallel verlaufenden, nicht die Ebene
verlassenden, kollagenahnlichen PTFE-Fasern erkennen.

Uber die gesamte Kultivierungszeit von 7 Tagen behielt Bio-Gide® seine fibrose
Oberflachenstruktur bei. Im Fall von RESODONT® und GENTA-FOIL resorb® erfolgte eine
Anderung der Oberflachenstruktur von glatt nach rau. Diese vollzog sich bei RESODONT® bereits
nach vierundzwanzigstiindiger Kultivierung, bei GENTA-FOIL resorb® erst nach dem 3.
Kultivierungstag, jedoch im Vergleich zu erstgenannter Membran in wesentlich geringerer
Auspragung. BioMend® und BioMend® Extend™ zeigten bis zum Versuchsende nach 7 Tagen
keine Oberflachenveranderung und blieben glatt. Dies ist mdglicherweise durch die
Quervernetzung bei der Herstellung zu erklaren. Ebenso blieb die Oberflache der synthetischen
GORE-TEX®-Membran (iber den gesamten Kultivierungszeitraum unverandert.

Das gute Attachment mit anschlieRendem guten Proliferationsverhalten sowohl der USSC als
auch der HOB auf Bio-Gide® und RESODONT® lasst sich aus unserer Sicht auf die raue
Oberflache beider Membranen zurtickflihren. Bereits in mehreren Studien wurde belegt, dass
eine raue Membranoberflache die Kultivierung von Zellen verbessert. So konnten Dalby et al. im
Jahr 2000 bei der Untersuchung der Zellmorphologie mittels Elektronen- und Laserscanning-
Mikroskopie den groRRen Einfluss der Oberflachenstruktur auf das Attachment und die
Proliferation von Zellen wahrend der Kultivierung zeigen (Dalby et al., 2000). Bereits Bowers et
al. wiesen nach, dass eine raue Membranoberflache das Attachment und die Proliferation bei
Osteoblasten fordert, wahrend sich Fibroblasten besser auf glatten Oberflachen kultivieren lassen
(Bowers et al., 1992). Vergleichbare Ergebnisse lieferten Wang et al. (2002). Im Falle von
GENTA-FOIL resorb® setzte aus unserer Sicht die Veranderung von der glatten Oberflache hin
zu einer raueren mit dem 3. Versuchstag erst sehr spat ein, so dass sich die Zellen wahrend der

Attachmentphase nicht verniinftig an die der Membranoberflache anlagern konnten. Dies kdnnte
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auch das verminderte Attachment mit anschlieliendem geringen Wachstumsverhalten erklaren.
Hier ware vermutlich eine Kultivierung mit USSC und HOB nach vorausgegangener dreitagiger
Benetzung mit Nahrmedium, um die Aufrauung der Oberflache zu verstarken, von Vorteil. Ebenso
erschweren die weitestgehend glatten Oberflachen von BioMend® und BioMend® Extend™ das
Anhaften von Zellen, woraus auch deren anschlieRendes schlechtes Wachstum resultiert.
Wahrend der siebentégigen Kultivierung bildeten die USSC sowohl auf Bio-Gide® als auch auf
RESODONT® lange Zellauslaufer aus, die sich an die Kollagenfasern hefteten. Ein
vergleichbares Bild zeigten die HOB auf Bio-Gide® (Abbildung 13 und 14). Demzufolge scheint
Bio-Gide® auch im REM sowohl fiir die USSC als auch HOB als Kultivierungsoberflache geeignet
zu sein, wodurch die bereits gewonnenen Ergebisse des Attachments sowie der Proliferation
bekraftigt werden. Auch stellt sich die RESODONT®-Oberflache rasterelektronenmikroskopisch
fur die USSC-Kultivierung als angemessen dar. Jedoch stehen die REM-Ergebnisse der HOB auf
RESODONT® im Gegensatz zu den gemessenen Zellzahlen, da diese
rasterelekronenmikroskopisch eine weniger geeignete Kultivierungsoberflache vortauschen.
Moglicherweise haben sich wahrend der Fixierung der RESODONT®-Membran flr die REM-
Untersuchung einige Zellen von der Membranoberflache geldst. Da jeweils nur eine Membran
pro Zellkultur far die REM-Untersuchung verwendet wurde, konnte hier kein Vergleich gezogen
werden. Ahnliche Ergebnisse wiesen Willershausen et al. wahrend der Kultivierung mit HOB auf
Bio-Gide® und der weiteren nicht quervernetzten Kollagenmembran Mucograft® (Geistlich
Pharma AG, Wolhusen / CH) in Form eines kompakten Zellrasens nach (Willershausen et al.,
2014). Auch zeigten humane MSC nach siebentégiger Kultivierung auf Bio-Gide® eine gut
verzweigte Zellmorphologie (Liu et al., 2011). Ebenso bildeten die vier Kollagenmembranen Bio-
Gide®, Chondro-Gide® (Geistlich Pharma AG, Wolhusen / CH), Tutodent® (Zimmer Dental GmbH,
Freiburg / D) und OSSIX® PLUS (OraPharma Inc., Horsham / USA) nach siebentagiger
Kultivierung mit humanen Periostzellen im REM oberflachlich einen dichter Zellrasen aus
(Warnke et al., 2009). Humane Periodontalligamentfibroblasten lieRen auf Bio-Gide®, OSSIX®
(OraPharma Inc., Horsham / USA) und Tutodent® eine spindelférmige flache Form ahnlich der
auf einer herkdbmmlichen Zellkulturoberflache erkennen. Hingegen bildeten humane
osteoblastenahnliche Zellen auf einer gewohnlichen Zellkulturoberflache eine flache sternférmige
Gestalt aus, die sich auf Bio-Gide®, OSSIX® und Tutodent® vermehrt rundlich zeigte (Rothamel
et al., 2004).

Auf den Ubrigen getesteten Kollagenmembranen GENTA-FOIL resorb®, BioMend® und BioMend®
Extend™ waren in beiden Zellkulturen Gber denselben Kultivierungszeitraum nur wenige, deutlich
kleinere Zellen mit eher rundlichem Erscheinungsbild und kurzen Zellauslaufern nachweisbar.
Auf GORE-TEX® bildeten die USSC und HOB nur wenige adharente Zellen mit nahezu keinen
Zellauslaufern aus. Auch nahmen beide Zellarten Gber den gesamten Kultivierungszeitraum

zunehmend ab. Das geringe Attachment der USSC und HOB mit anschlieRend abnehmender
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Proliferation auf GORE-TEX® ist laut Brunette durch eine verringerte Benetzungsfahigkeit der
synthetischen Membran bedingt (Brunette, 1998). Somit sind BioMend®, BioMend® Extend™ und
GORE-TEX® als Oberflache fir die Kultivierung von USSC und HOB eher ungeeignet. Im Falle
von GENTA-FOIL resorb® gilt es kinftig zu evaluieren, ob eine der Kultivierung 3 Tage
vorausgegangene Benetzung mit Zellkulturmedium Vorteile fir das Attachment und die
anschlie®ende Proliferation von USSC und HOB mit sich bringt.

Ein interessanter Ansatz, das Attachment von Membranen zu verbessern, liegt in der
Veranderung der nativen Membranoberflache. So konnten Gassling et al. auf mit humanen
Periostzellen besiedelten Platelet Rich Fibrin-Membranen gegeniiber Bio-Gide® im REM deutlich
mehr Zellen nachweisen (Gassling et al., 2010). Des Weiteren zeigten mit Platelet Rich Plasma
benetzte und anschlieRend mit humanen Periodontalligamentfibroblasten und humanen
Gingivafibroblasten kultivierte Membranen nach der Attachmentphase Zellen mit deutlich gréfRere
Zellauslaufern, die sich verstarkt um einzelne Membranfasern wanden im Vergleich zu derselben

nativen Membranoberflache (Chang et al., 2007).
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Diese in vitro Studie zielte darauf ab, nach einer Kultivierung mit humanen, osteogen
vordifferenzierten  unrestringierten somatischen Stammzellen (USSC) und humanen
Osteoblasten (HOB) unter sechs kommerziell erhaltlichen Membranen (Bio-Gide®, RESODONT®,
BioMend®, BioMend® Extend™, GENTA-FOIL resorb® und GORE-TEX®) diejenige mit der besten
Biokompatibilitat zu evaluieren. Dazu wurden sowohl das Attachment und Proliferationsverhalten
(CyQuant® Cell Proliferation Assay Kit) als auch die Vitalitat (CellTiter-Blue® Cell Viability Assay)
der Zellen sowie die in der Zellkultur vorhandene Zytotoxizitat (CytoTox-ONE™ Homogeneous
Membrane Integrity Assay) untersucht. Letztgenannte wurde in den Bio-Gide®-, RESODONT®-,
GENTA-FOIL resorb® und GORE-TEX®-Kulturen ermittelt. Eine Standardzellkulturoberflache
diente als Kontrolle. Zusatzlich wurden die nativen und kultivierten Membranen im REM
analysiert.

Verglichen mit den USSC erreichten die HOB auf allen getesteten Membranen ein signifikant
hoheres Attachment. Dies spricht fur eine initial bessere Anpassungsfahigkeit der HOB an die
jeweilige Membranoberflache. Bio-Gide® und RESODONT® erwiesen sich fur die Anheftung von
USSC und HOB als am besten geeignet. Zwischen Tag 1 und 7 zeigten die USSC auf Bio-Gide®
ein besseres Proliferationsverhalten als die HOB. Lediglich auf Bio-Gide® und RESODONT®
erreichten hier beide Zellarten signifikante Zellzahlzunahmen. Somit liefern diese beiden
Membranen unter den sechs getesteten Membranen die besten Wachstumsbedingungen flr die
Kultivierung von USSC und HOB.

Die USSC und HOB erwiesen sich nach der Attachmentphase auf Bio-Gide® signifikant vitaler.
Bio-Gide® bietet unter allen Membranen unmittelbar nach der Attachmentphase fiir beide
Zellarten die besten Kultivierungsbedingungen. An den Tagen 3 und 7 war die Vitalitat der USSC
auf Bio-Gide® signifikant hoher, gefolgt von RESODONT®. In den HOB-Membrankulturen zeigte
sich dies in entgegengesetzter Reihenfolge. Bio-Gide® und RESODONT® zeigten bei der
Kultivierung von USSC und HOB erneut die besten Voraussetzungen.

In allen HOB-Membrankulturen wurden an den Tagen 3 und 7 signifikant geringere
Zytotoxizitatswerte im Vergleich zu den USSC-Membrankulturen ermittelt. Dies deutet auf die
bessere Widerstandsfahigkeit der HOB im Vergleich zu den USSC hin. An Tag 3 wurde unter den
USSC-Membrankulturen die geringste Zytotoxizitat in der GORE-TEX®- und unter den HOB-
Membrankulturen in der Bio-Gide®-Kultur ermittelt. Vier Tage spater war dieses zellartunabhangig
in den GENTA-FOIL resorb®-Kulturen.

In nativer Form zeigt Bio-Gide® im REM einseitig eine duRerst fibrose Oberflachenstruktur mit
locker aneinanderliegenden Kollagenfasern auf, wahrend die Ubrigen Kollagenmembranen eine

weitestgehend glatte Oberflache prasentieren. Die native, grotenteils glatte Oberflache von
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Zusammenfassung

GORE-TEX® enthalt partiell Bereiche von parallel verlaufenden, kollagenahnlichen PTFE-Fasern.
Uber die gesamte Kultivierungszeit von 7 Tagen behielt Bio-Gide® ihre fibrése
Oberflachenstruktur bei. RESODONT® und GENTA-FOIL resorb® zeigten eine Anderung der
Oberflachenstruktur von glatt nach rau. BioMend® und BioMend® Extend™ sowie GORE-TEX®
wiesen hingegen keine Oberflachenveranderung auf. Wahrend der Kultivierung bildeten die
USSC sowohl auf Bio-Gide® als auch auf RESODONT® lange Zellauslaufer aus, die sich den
Kollagenfasern anlagerten. Ein vergleichbares Bild lieRen die HOB auf Bio-Gide® erkennen. Auf
den Ubrigen Kollagenmembranen waren zellartunabhangig nur wenige, deutlich kleinere Zellen
mit eher rundlichem Erscheinungsbild und kurzen Zellauslaufern nachweisbar.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Bio-Gide® und RESODONT® bei der in vitro
Kultivierung von USSC und HOB unter den getesteten Membranen die beste Biokompatibilitat
aufwiesen. Zu bedenken gilt, dass sich diese Ergebnisse nur bedingt auf eine mdégliche in vivo
Anwendung Ubertragen lassen und sich erst noch in einem lebenden Organismus beweisen
mussen. Insebesondere auf dem Gebiet der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie zeigt sich, dass
die Verwendung von osteogen vordifferenzierten Stammzellen in Kombination mit Biomembranen
bereits gegenwartig eine wichtige Rolle in der kndchernen Wundversorgung und —heilung
einnimmt. Im Hinblick aufs TE von Knochen kénnten sie in naher Zukunft als Scaffolds von

Bedeutung sein, um so die Anzahl von autologen Knochentransplantaten zu reduzieren.
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