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Summary |

Summary

Implants play an important role in the surgical treatment of a wide range of chronic
and acute diseases and injuries. Not only the shape of implants, but also the
surface finish contribute to long-term successful implantation. Bioactive surface
finishes can positively influence osseointegration by stimulating the metabolism
of involved cells. BONIT®, an electrochemically produced calcium phosphate
(CaP) coating, has proven clinically effective. However, there are no in vitro
studies investigating its influence at the molecular level, particularly on bone
metabolism.

The aim of this work was to analyze the influence of BONIT® on the molecular
and cellular effects of human mesenchymal stem cells (hMSCs). Cells from a
total of ten donors were seeded separately on four different surfaces, cultured in
vitro and their gene expression was compared using quantitative real-time
polymerase chain reaction at three different time points. The proliferation
behavior and differentiation potential of the hMSCs were evaluated using ten key
differentiation markers.

Through the analyses, BONIT® was shown to have a probable effect on the early
proliferation and differentiation behavior of hMSCs. It resulted in a defined mRNA
expression pattern for the investigated factors: a tendency towards a higher
expression level in the presence of coating could be observed for bone
morphogenetic protein 2 (BMP2), osteopontin (OPN), osteocalcin (OC), receptor
activator of NF-kB ligand (RANKL) and osteoprotegerin (OPG). Similar or lower
expression levels were found for runt-related transcription factor 2 (RUNX2),
alpha-1 type | collagen (COL1A1), alkaline phosphatase (AP), osteonectin (ON),
and insulin-like growth factor | (IGF1).

BONIT® was found to have a significant effect on the proliferation and
differentiation behavior of human mesenchymal stromal cells. We assume that

osseointegration is promoted by the calcium phosphate coating.
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Zusammenfassung

Implantate spielen eine wichtige Rolle in der chirurgischen Versorgung von einer
Vielzahl chronischer und akuter Erkrankungen und Verletzungen. Nicht nur die
Form von Implantaten, sondern auch die Oberflachenbeschaffenheit tragen zu
einer langfristig erfolgreichen Implantation bei. Bioaktive
Oberflachenveredelungen kénnen die Osseointegration positiv beeinflussen,
indem der Stoffwechsel beteiligter Zellen gezielt angeregt wird. BONIT®, eine
elektrochemisch hergestellte Calciumphosphat (CaP)-Beschichtung, hat sich
klinisch bewahrt, es gibt jedoch keine in vitro-Studien, die ihren Einfluss auf
molekularer Ebene, insbesondere auf den Knochenstoffwechsel, untersuchen.
Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von BONIT® auf die molekularen und
zellularen Effekte von humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSCs) zu
analysieren. Dazu wurden die Zellen von insgesamt zehn Spendern separat auf
vier verschiedene Oberflachen ausgesat, in vitro kultiviert und deren
Genexpression miteinander Mittels gRT-PCR zu drei unterschiedlichen
Zeitpunkten verglichen. Das Proliferationsverhalten und das
Differenzierungspotenzial der hMSCs wurde anhand zehn wichtiger
Differenzierungsmarkern beurteilt.

Durch die Analysen zeigte sich, dass BONIT® vermutlich einen Einfluss auf das
frhe Proliferations- und Differenzierungsverhalten von hMSCs hat. Sie fuhrte zu
einem definierten MRNA-Expressionsmuster flr die untersuchten Faktoren: eine
Tendenz zu einer hoheren Expressionsrate bei vorhandener Beschichtung
konnte fur bone morphogenetic protein 2 (BMP2), osteopontin (OPN),
osteocalcin (OC), receptor Aktivator des NF-kB-Liganden (RANKL) und
Osteoprotegerin (OPG). Eine ahnliche oder geringere Expressionsrate wurde flr
den runt-related transcription factor 2 (RUNX2), alpha-1 Typ | Kollagen
(COL1A1), die alkalische Phosphatase (AP), Osteonectin (ON) und
insulinahnlichen Wachstumsfaktor | (IGF1) festgestellt.

Es zeigte sich, dass BONIT® einen signifikanten Einfluss auf das Proliferations-
und Differenzierungsverhalten von humanen mesenchymalen Stromazellen hat.
Wir gehen davon aus, dass die Osseointegration durch die CaP- Beschichtung

gefordert wird.
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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Der menschliche Knochen

Die Masse aller Knochen eines erwachsenen Menschen machen ca. funf bis
sieben kg des Korpergewichtes eines erwachsenen Menschen aus. ' Die Anzahl
der Knochen des erwachsenen menschlichen Skeletts variieren je nach
angeborenen naturlichen Variationen. Die Anzahl schwankt in der Literatur
zwischen 206 und 213 Knochen. Sauglinge haben sogar tber 300 Knochen, bei
denen einige im Wachstum miteinander verwachsen. > Die gesamte skelettale
Einheit erfullt unterschiedliche lebenswichtige Funktionen. Ein Knochen ist durch
seinen Aufbau elastisch und zugfest 5, durch diese Stabilitat werden viele innerer
Organe vor aulReren Einflissen geschitzt. Knochen sind grundlegend mit fir die
Beweglichkeit (dazu zahlen u.a. die Fortbewegung und das Tragen von Lasten)
verantwortlich. ® Die meisten Knochen passen sich durch standige Auf-, Ab- und
Umbauprozesse der vorliegenden korperlichen Belastung an und besitzen die
Fahigkeit sich zu regenerieren. 7 Daher sind sie auch Speicherorgan fir
Mineralstoffe, ebenso spielen sie eine Rolle im Saure-Base Haushalt und bei der
Blutbildung. ©

Man kann die Knochen in unterschiedliche Kategorien einteilen: lange und kurze,
sowie flache und unregelmaRige Knochen. 7 Lange Knochen oder
Rohrenknochen bestehen aus einer Diaphyse (Schaft) und den Epiphysen
(Enden). Kurze Knochen finden sich in den Handen und Fuflien. Flache Knochen
sind beispielsweise die Schadelkalotte und die Rippen. Lassen sich die Knochen

nicht den drei Formen zuordnen, gehoéren sie zu den unregelmafigen Knochen.
8

Makroskopisch ist der Aufbau aller Knochen sehr ahnlich. Als Kompakta wird die
feste aulere Schicht bezeichnet. Die inneren schwammartigen Strukturen
werden Spongiosa genannt und stehen in direkter Verbindung mit dem
Knochenmark. %' 50 % des Volumens und 70 % des Gewichts der
Knochenzusammensetzung bestehen aus anorganischen Substanzen. Dabei
macht eine modifizierte Form einer Kalziumphosphatverbindung (HA) neben
weiteren Mineralien (Bruschit, Octocalciumphosphat) den Hauptbestandteil aus.

" Die organische Substanz macht ca. 20-40% der Masse aus und besteht aus
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einer extrazellularen Matrix (ca. 90% Collagen, Osteocalcin, Sialoproteine,
Proteoglykane und Osteonektin) und den zellularen Anteilen (ca. 1% der

Gesamtmasse). Die restliche Masse wird durch Wasser gebildet. 1214

In der Mikroanatomie und Histologie zeigt sich, dass die Kompakta von
zahlreichen GefaRkanalchen, Havers'sche Kanalchen und Markkanalchen
durchzogen wird. ' Wahrend die auRenliegenden Seiten von einer diinnen
Knochenhaut (Periost) Uberzogen sind, sind samtliche Kanalchen und die
innenliegenden  Strukturen ebenfalls mit einer dinnen Haut (Endost)
ausgekleidet. Entlang des Endosts finden sich mesenchymale Stammzellen,
Osteoprogenitorzellen, Osteoklasten und Osteoblasten. '© Havers’'sche
Kanalchen bilden den zentralen Teil eines Osteons, der kleinsten funktionellen
Knocheneinheit, und enthalten ein Havers-GefaR. 1% Uber Volkmann-Kanéle
stehen benachbarte Havers-Gefalke in Kontakt. 7 Um ein Havers'sches
Kanalchen sind konzentrisch und lammellenartig dunne Knochenplattchen
angeordnet. '® Die ortsstandigen Osteozyten sind von den Lamellen umgeben. °
Sie haben durch weitere Kanale Uber Dentriten Kontakt zum Havers-Gefalt und

werden so versorgt. 2°

Unter der Osteogenese versteht man die Knochenentwicklung. Es wird zwischen
einer desmalen (direkte) und enchondralen (indirekte) Verkndécherung
unterschieden. ?' Ebenso kann man die Frakturheilung der Osteogenese
zuordnen. ?? Die desmale Verkndcherung beginnt in einem aus dem Mesoderm
entstehenden mesenchymalem Zellverband, in dem eine hyaline Grundsubstanz,
durch Einlagerung von Kollagen, gebildet wird. In dieser bilden sich
Kristallisationskeime, die zur Ablagerung von Kalziumsalzen und so zur Bildung
der Knochensubstanz fuhren. Die enchondrale Verknocherung entsteht aus einer

direkten knorpeligen Anlage. %3

Histologisch unterscheiden wir zwei Arten von Knochen: den Geflechtknochen,
der Grundlage der Knochenentwicklung (Wachstums- oder Heilungsphase) ist
und einen Lamellenknochen (sekundarer Knochen) der aus Umbauprozessen

des Geflechtknochens entsteht. 24

Bei der Bildung, Heilung und bei Umbauprozessen des Knochens sind

unterschiedliche Zellen beteiligt: Osteoblasten, Osteozyten, Osteoklasten und
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deren Vorlauferzellen (Osteoprogenitorzellen). 2° Der Osteoblast ist die
knochenbildende Zelle und geht aus der mesenchymalen Stammzellen (MSC)

hervor. 14

1.2 Die Zellen des Knochens und deren Funktion in

der Osteogenese

Bei der Heilung von Geweben spielen Stammzellen (SZ) eine wichtige Rolle. SZ
sind undifferenzierte und unbegrenzt teilungsfahige Zellen, die sich wie folgend
weiter einteilen lassen: bei totipotenten/omnipotenten SZ entstehen aus einer
symmetrischen Teilung zwei neue SZ, deren Differenzierung weiter unbegrenzt
ist. Bei pluripotenten SZ entstehen durch Teilung jeweils eine SZ und eine zur
Differenzierung bestimmte Zelle (asymmetrische Teilung). 2627 Aus den
pluripotenten SZ gehen i.d.R. multipotente SZ hervor, die wiederum in Langzeit-
und Kurzzeit-SZ eingeteilt werden koénnen und selbst Progenitorzellen
(determinierte SZ) hervorbringen. 2 Diese besitzen nur noch beschrankte
Selbstreproduktionsfahigkeit. Der Bestand ist von der Nachschaffung der

Vorgangerzellen abhangig. 2°

Bereits 1817 wurde beschrieben, dass die embryonale Entwicklung sich auf drei
Keimblatter zurtickflihren lasst. In der dritten Woche nach Befruchtung der Eizelle
entstehen insgesamt drei Keimblatter, aus denen unterschiedliche Gewebe und
Organe entstehen. 3° Als primare Keimblatter werden das Ektoderm und
Entoderm, als sekundares Keimblatt das Mesoderm beschrieben. 3! Aus dem
Ektoderm gehen zum Beispiel das Nervensystem und die Sinnesorgane hervor,
aus dem Entoderm entwickeln sich Organeinheiten fur den Stoffwechsel, und das
Mesoderm bildet die Grundlage fur samtliche Bewegungsprozesse (Zirkulation,

Muskulatur, Knochen, Sehnen). 32

Neben dem Differenzierungspotential kdnnen SZ auch nach ihrer Herkunft
kategorisiert werden. Embryonale SZ werden direkt aus in vitro erzeugten
Embryonen gewonnen. Dies ist ethisch eine Herausforderung und in der
Bundesrepublik Deutschland durch das Embryonenschutzgesetz (EschG)

verboten. 3334 Im heranwachsenden und erwachsenen Organismus befinden
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sich in mehreren Gewebetypen adulte SZ. Typische Ursprungsgewebe sind das
KM, lymphatische Organe, das Fettgewebe, das Pankreas und das Epithel des

Verdauungstraktes. 3%

Fir die vorliegende Arbeit sind die SZ des mesodermalen Ursprungs von
Bedeutung. Es handelt sich dabei um ein Zellgemisch mit pluri- 3¢ und
multipotenten SZ. Diese kdnnen in hamatopoetische (HSC), endotheliale (ESC)
und mesenchymale SZ (MSC) unterschieden werden. 33 Mesenchymale SZ sind
das erste Mal 1968 nachgewiesen worden. 37 Sie kommen hauptséchlich im KM,
aber auch in geringen Mengen im Blut und Fettgewebe, sowie pranatal im
Fruchtwasser, der Plazenta und in der Nabelschnur vor. 3638 Meist sind es
inaktive ruhende Zellen, die bei Bedarf (z.B. Frakturen) mobilisiert werden. 28

Im KM machen MSC ca. 0,01% der dortigen Zellen aus. 2° Die Theorie, dass sich
MSC ausschlieBlich in ausgereifte Zellen des mesodermalen Keimblattes
differenzieren, ist wissenschaftlich nicht in Ganze geklart. 3¢ Es wird beschrieben,
dass MSC auch aus dem neuralen Ektoderm entstehen. 3° Ebenfalls ist strittig,
welche Zellarten zu den MSC und deren Progenitorzellen zahlen. Beispielsweise
sind hier Perizyten zu erwahnen. Je nach Literatur sind diese den MSC direkt
zuzuordnen 4% oder werden als separate Zellen mit dhnlichen Eigenschaften
beschrieben. 3¢ Ubersichtshalber wird in dieser Arbeit ausschlieRlich auf die
Zellen der osteogenen Differenzierung eingegangen.

Die aus den MSC entstehenden Osteoprogenitorzellen oder auch
Pre/Praosteoblasten spielen eine wesentliche Rolle in der Frakturheilung und im
Wachstum #' und sind Vorlauferzellen der Osteoblasten. 42 Im reifen Knochen
liegen diese Zellen in Spindelform vor und kdnnen rasch rekrutiert werden. 4344
Zellen der Osteoblasten haben unterschiedliche Reifestadien (immature/mature
Osteoblasten). 2> Osteoblasten machen 4-6% der Zellen des Knochens aus. #°
Osteoblasten haben eine sezernierende Funktion und bauen so den Knochen
hauptsachlich auf. Sie haben direkten Einfluss auf die Osteoklasten, 3946 nicht
nur Uber die Sezernierung von Signalmolekilen, sondern auch Uber Zell-
Zellkontakte. 4748 Sie nehmen dadurch ebenfalls Einfluss auf den

Knochenabbau.
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Franz E. Weber und Bern Lethaus fihren in einer Ubersichtsarbeit auf, dass es
unterschiedliche Formen reifer Osteoblasten gibt. Ist die Knochenbildung
beendet, ruhen die Zellen als Belegzellen auf der Knochenoberflache oder gehen
in Apoptose. Die ruhende Form kann bei Bedarf erneut die Funktion von
sekretorischen Osteoblasten Gbernehmen und in Kontakt mit Osteozyten stehen.
Werden Osteoblasten von Knochensubstanz umgeben, differenzieren sie zu
Osteozyten. 204° Die Zellen sind zur Migration befahigt und kénnen so aktiv ihr
Zielgebiet erreichen. 5051 Aktive Osteoblasten sind 20-30um grof3, haben einen
runden Zellkern und zahlreiche sekretionsaktive Organellen. Inaktive
Osteoblasten sind dagegen spindelartig abgeflacht. Die der Knochenoberflache
zugewandte Seite besteht aus vielen Fortsatzen. ' Sie liegen immer den freien
Oberflachen an. 1° 90-95% der Osteoblasten sind im adulten Organismus inaktiv.
52

Osteozyten kdnnen als langlebige ehemalige Osteoblasten angesehen werden.
20 Innerhalb weniger Tage konnen Osteoblasten zu Osteozyten differenzieren.
'6 Sie spielen eine wesentliche Rolle bei der Knochenerneuerung. 53 So steuern
sie die Knochenhomoéostase durch Aktivierung von Osteoblasten und -
klasten. % Sie sind der Zelltyp, der am haufigsten im Knochen vorkommt, %5 wobei
ca. 40% in aktiver und ca. 55% in inaktiver Form vorliegen. ¢

An dieser Stelle sind ebenfalls die fur den Knochenstoffewechsel wichtigen
Gegenspieler der Osteoblasten aufzufiihren. %" Diese entstehen allerdings aus
der Monozyten/Makrophagen-Linie. %8 Vorstufen der Osteoklasten kdnnen
miteinander verschmelzen, so dass es sich um mehrkernige grof3e Zellen mit bis
zu 60-100 Kernen handelt. 1859 Die Zellen sind sehr aktiv. In gleicher Zeit baut
eine Zelle sie so viel Knochen ab, wie durch bis zu 150 Osteoblasten neu
geschaffen werden kann. 6 Es wird zwischen ruhenden und aktiven Zellen
unterschieden. '® Diese sind epithelahnliche Zellen mit lokal unterschiedlichen
Zellmembranen, einer dem Knochen (apikale) und einer dem Gefaldstrom
(basolaterale) zugewandte Membran, deren Beschaffenheit wichtig fur eine

ortsstandige Knochenresorption ist.

Die oben genannten Zellen haben wichtige lokale und generalisierte Funktionen
im Organismus. Eine Kommunikation unter den Zellen ist dabei elementar. Dabei

wird zwischen der endokrinen (Botenstoffe, die tGber das Blut
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transportiert), parakrinen (Botenstoffe, die tGber Diffusion im Interzellularraum an
die benachbarten Zellen Ubertragen werden), autokrinen (Botenstoffe, die zu
einer  Selbstbeeinflussung  fuhren),  synaptischen  (elektrochemische
Ubertragung) und kontaktabhangigen (direkter Zell-Zell-Kontakt) Signalleitung
unterschieden. 6263 Die Zellkommunikation steuert die Aktivitat der Zelle, aber
auch das Bestreben zur Proliferation, Differenzierung und Apoptose. 64
Signalmolekuile kdnnen entweder frei durch die Zellmembran diffundieren (kleine
hydrophobe Molektle) oder nach dem Schlussel-Schloss Prinzip an Rezeptoren
binden (grofRe hydrophile Molekiile) und so intrazellular definierte Zellprogramme
beeinflussen. 63

Je nach Zellart und deren Aktivitat werden unterschiedliche Signalmolekule auch
in Abhangigkeit der Umgebungseinflisse transkripiert und sezerniert. ©°
Differenzierungsstufen sind durch das Vorhandensein bestimmter Marker

beschrieben. 66

Die qRT-PCR ist eine gangige Methode der Genexpressionsanalyse, um eine
Ziel-DNA quantifizieren oder Boten-RNA (mRNA) und deren relative
Konzentrationen (RU) zu bestimmen. 8-70 Signalmolekiile, die eine wichtige
Rolle in der Proliferation und der Differenzierung von MSC, sowie deren

nachfolgenden Zelltypen spielen 7! und in dieser Arbeit von Bedeutung sind:

RUNX2 ist fur die Osteoblastendifferenzierung unersetzlich 72 und fir die
Vermehrung von Osteoprogenitoren erforderlich. 73 Es ist ein Markerprotein fiir
die osteogene Zelllinie und hat Einfluss auf die Proliferation und Differenzierung
der MSC, Progenitorzellen und die Osteoblasten. 7477 Wahrend der
Osteoblastendifferenzierung wird RUNX2 in den freien mesenchymalen Zellen
nur gering gebildet, und in Praosteoblasten wird seine Expression hochreguliert.
77

COL1A1 ist ein fibrillares Kollagen und kommt hauptsachlich in der
extrazellularen Matrix der Haut, in Sehnen, Faszien, Knochen, Bindegewebe,
GefaRen und Dentin vor. 7880 Es spielt bei der Heilung von Knochen eine
bedeutende Rolle &' und wird von friihen Osteoprogenitorzellen sezerniert. 7 In
der Phase der Proliferation (durch Pra-Osteoblasten) 4° und bei der Induktion der

Differenzierung liegt es vermehrt vor. % Es zeigt sich, dass COL1A1 die
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Zellproliferation hemmt und die Differenzierung fordern kann. Es ist ein Marker
fur reife Osteoblasten. 4°. COL1A1 beeinflusst die Expression von AP und ON. 82
AP kommt hauptsachlich in der Leber und im Knochen vor, 8 wird bei
osteoblastischer Aktivitat vermehrt produziert und ist somit Marker fur die
Zelldifferenzierung. 7

ON ist ein Glykoprotein, das zu den nicht-kollagenen Matrixproteinen gehort. 8
Durch Bindung von Kalziumionen, HA und Kollagen ist es an der Entwicklung von
Bindegewebe beteiligt und fordert die Differenzierung von Osteoblasten. 858 Es
verbindet die Phase, in der Kollagene gebildet werden mit der Phase der
Mineralisierung.®”

IGF1 gehort zu den Wachstumsfaktoren und férdert das Knochenwachstum. 8-
% |GF1 leitet die Differenzierung von Zellen ein und kann daher als ein friiher
Differenzierungsmarker interpretiert werden. Die Anzahl der IGF1-Rezeptoren
nimmt wahrend der Osteoblastendifferenzierung ab. '

BMP2 gehort zu der Familie der TGF-B-Proteine und ist ein wichtiges Zytokin,
nicht nur bei der Knochenentwicklung. 9% 1965 wurde es erstmals in
Zusammenhang mit der Knochenentwicklung beschrieben, %49 aber auch bei der
Heilung ist es ein wichtiges Signalmolekiil. %697 Es wird vermehrt bei der
Osteoblastendifferenzierung nachgewiesen %191 und es férdert die Bildung von
RUNX2. 102

OPN ist ein nicht-kollagenes Protein der extrazellularen Matrix 193194 und wird
hauptsachlich von differenzierten Osteoblasten und Osteozyten gebildet. 4974105
OPN kann HA binden und gilt als Promotor der Mineralisierung. 196:197

OC st ein Peptidhormon und wird spezifisch von Osteoblasten oder
Odontoblasten produziert. 4%74.19 Seine Expression wird mit der Knochenbildung
in Verbindung gebracht. 66 OC ist das zweithaufigste Protein der extrazellularen
nicht-kollagenen Knochenmatrix. '° Seine Messung erfolgt als Anhalt fir den
Knochenumsatz. " OC hat eine hohe Bindungskapazitat fir HA und Kalzium
und reguliert deren Kristallisation ''":112, Es hat hemmende Eigenschaften auf die
Mineralisierung und schiitzt vor GbermaRigem Knochenwachstum. 113114 Unter

der Beteiligung von COL1A1 und OPN wird der Knochen stabiler ausgebildet.
115,116
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RANKL ist ein Protein, das zur Familie der Tumornekrosefaktoren (TNF) gehort.
"7 Es wird vor allem von Osteoblasten und von Osteozyten sezerniert. 54118
RANK (Rezeptor fur RANKL) befindet sich auf der Oberflache von
Osteoklastenvorlauferzellen und reifen Osteoklasten. 19120 Die Bindung von
RANKL ist wesentlich fir die Differenzierung von Osteoklasten verantwortlich.
120,121 RANKL kann durch eine I6sliche Form von OPG gehemmt werden. 122

OPG ist ein Zytokinrezeptor und gehort zur Familie der Tumornekrosefaktor
(TNF)-Rezeptoren. 23124 OPG wird von Osteoblasten gebildet. 125 Es ist ein
I6sliches Glykoprotein, kommt ebenfalls auf der Oberflache von Osteoklasten vor
und es bindet RANKL. %6127 Dje Differenzierung und das Uberleben von
Osteoklasten werden durch OPG gehemmt und die Knochenresorption

gemindert. 128

Knocherne Verletzungen konnen beim erwachsenen Menschen organotypisch
regenerieren. Die Frakturheilung ist dabei ahnlich der Osteogenese. '?° Die fir
diese Knochenbildung erforderlichen Osteoblasten stammen in erster Linie aus
periostalen Osteoprogenitorzellen, kbnnen aber auch aus dem KM oder dem
perivaskularem Raum stammen. 0 Bei Kontakt mit einem bioniertem Material
kann es zu einer Kontaktosteogenese kommen. Die lokalen und zellularen
Vorgange sind die gleichen wie bei der Frakturheilung. '*° Viele, u.a. auch die
oben genannten Zellen sind an der Heilung beteiligt. 3" Nach Nefussi besteht
der Knochenauf- und -umbau aus drei aufeinanderfolgenden Hauptprozessen.
132-137 Der erste Prozess wird als zellulare Kondensation beschrieben. Es kommt
dabei zu einer Ansammlung und Reifung der zellularen Masse, aus der dann der
Knochen gebildet und regeneriert wird. Bei der Fraktur kommt es zunachst zur
Bildung eines Hamatoms mit zellularer Infiltration. Das EinsprieRen von
Kapillaren ist wichtiger Bestandteil der Heilungsphase. 138 Bei Implantaten sorgen
pordse Beschichtungen fur eine bessere Bindung von Wachstumsfaktoren und
Proteinen, die im Blut vorhanden sind. An diesen kdnnen auch Zellen anhaften.
130 |m zweiten Prozess werden Signalmolekiile aktiviert, und es findet eine u.a.
zellgesteuerte Regulation von Genen statt, die die Differenzierung der Zellen
fordert. Zuletzt folgt die Aktivierung der Gene fur die Matrixbildung und deren

Mineralisation. Beschichtungen von Implantaten
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orientieren sich an der biogenen Mineralisation und bilden so gute
Anhaftspunkte. 130

1.3 Implantate

Seitdem der Berliner Chirurg Themistocles Gluck 1890 ein kinstliches
Kniegelenk aus Elfenbein und Nickelstahl implantierte, entwickelte sich die
Endoprothetik, ein wichtiger Bestandteil der heutigen Medizin. 13° Systematische
Erfolge sind ab den 60er Jahren des 20. Jahrhunderts zu verzeichnen. '4°
Zunehmend wurden zunachst Materialien mit ausreichend langlebiger Stabilitat
entwickelt. Ausgehend von einem korrisionsbestandigem und eisenfreiem U-
Boot-Stahl (1938) wurden diverse Legierungen, u.a. eine Kobalt-Chrom-
Molybdan Legierung (1948) entwickelt. Eine form- und bruchstabile Legierung ist
die Titanschmiedelegierung. '4° Das Material der Implantate muss bruchfest und
Uber einen langen Zeitraum biokompatibel sein. '*' Heutzutage muissen alle
gangigen Implantatsysteme aus biokompatiblem Material gefertigt sein. 142

Der chirurgische Erfolg wird vor allem bei einer stetig steigenden Fallzahl an
degenerativen Erkrankungen des muskuloskelettalem Systems immer wichtiger.
143,144_

Hauptursache fur eine Revision eines Implantates ist bei ca. 75% die aseptische
Lockerung. Weitere Ursachen liegen in Wundinfektionen, Dislokationen,
Frakturen und technischem Versagen. Ermudungsbriche sind seit den 1960er
Jahren Dank stabiler Materialien in diesem Vergleich die seltenste Komplikation.
140,145 Daher liegt ein Schwerpunkt bei der Verbesserung der Versorgung in der
Stabilisierung des Implantates. Die Implantationstechnik ist Grundlage fur eine
gute Einheilung des Implantats im Knochen. %6 Die optimale Fixation von
Implantaten (Kleben, Pressen, Schrauben) wird als eine der Voraussetzungen
fUr eine dauerhaft Stabilitdt von Implantaten angesehen. 147

1953 wurde erstmalig durch Haboush ein bioaktiver Kunststoff
(Polymethylmethacrylat (PMMA)) zur Fixierung eines Implantates eingesetzt. 14°
PMMA wird auch als Knochenzement bezeichnet. Der periimplantaren Spalt
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kann so Uberbrickt werden, und es kommt so zu einer stabilen mechanischen
Fixierung. 148149

Eine durchgehende Verbindung zwischen Implantat und Knochen fuhrt zu einer
Kraftverteilung Uber die gesamte Prothese. Die Stabilitat wird hier durch
Mikroverzahnungen erreicht. '°° Eine zementierte Fixierung wird eher bei alteren
Patienten (>60 Jahre), eine zementfreie Fixierung bei jlingeren Patienten
bevorzugt. '5' Generell werden die zwei Varianten kontrovers diskutiert. Der
Zement sorgt zwar fur eine hohere Primarstabilitat, eine bessere
Osseointegration findet aber bei zementfreier Technik statt. 52 Die
Langzeitstabilitat ist bei zementierten Implantaten geringer. 153 AuBerhalb der
Coronapandemie steigt die durchschnittliche Lebenserwartung stetig an. 15
Daher ist das Verfahren zur Einbringung von Implantaten auch eine individuelle
Abwagung, die abhangig von der Langzeitstabilitat mit dem Patienten zusammen
getroffen werden sollte.

Zementfreie Techniken setzen voraus, dass eine primare stabile Situation
geschaffen werden kann. Ohne eine mechanisch stabile Situation wird ein
Implantat nicht einwachsen (Sekundarstabilitat) konnen. 155156

Neben der chirurgischen Verankerung und dem Implantatmaterial, ist deren
Oberflachenbeschaffenheit fur ein gutes Einwachsverhalten des Knochens
mitverantwortlich. 157158 Bionierte Metalle wie z.B. Titan werden nicht als
korperfremd angesehen, und es entsteht eine Verbindung zwischen Metall und
Knochen (Kontaktosteogenese). 142

Um den Verbund zwischen Knochen und Implantat zu verbessern, wurden
bioaktive Beschichtungen entwickelt. Diese sind Bindeglied zwischen
Grundmaterial und Knochengewebe. ' Eine Beschichtung, die seit 1970
verwendet wird und die wissenschaftlich gut untersucht wurde, ist Hydroxylapatit,
eine CaP-Keramik. 41,159

Aufgrund der Bestandteile und Zusammensetzung der Kalziumphosphate, die im
Knochen selbst vorkommen, zeigen diese Beschichtungen eine ideale
Biokompatibilitat.'®® Darliber hinaus werden u.a. auch andere CaP-Keramiken,
Oxidkeramiken und Glaskeramiken fir die Oberflachenveredelung von
Werkstoffen auf Titan- oder Edelstahlbasis verwendet. 141.161.162 Generell werden
Keramiken, die als Ersatz oder zur Unterstitzung des Gewebewiederaufbaus

verwendet werden, als Biokeramik bezeichnet. Diese
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kénnen nach Hench mit unterschiedlichen Eigenschaften versehen sein und
lassen sich einteilen in bioinert (Aluminiumoxid, Zirkoniumdioxid), resorbierbar
(Tricalciumphosphat), bioaktiv  (Hydroxylapatit, bioaktive Glaser und
Glaskeramik) oder pordos (mit Hydroxylapatit beschichtete Metalle,
Aluminiumoxid). 83 CaP-Beschichtungen kénnen in unterschiedlicher Weise auf
Implantate aufgebracht werden. Gangige Verfahren sind Plasmaspritz- und -
spruhverfahren, elektrophoretische Abscheideverfahren, Sol-Gel-
Abscheideverfahren, Laserabscheidungen, Abscheiden durch Zerstauben
(Sputtern) und elektrochemische Verfahren. % Durch die unterschiedlichen
Verfahren entstehen auch diverse Oberflachenstrukturen. Es ist bekannt, dass
Strukturen im Mikro-, Nano- und Subnanomalstab einen starken Einfluss auf die

im Knochen anhaftenden Zellen haben, insbesondere in der Friihphase. 165

Jungere Behandlungsansatze aus dem Bereich des Tissue engineerings u.a.
auch fur degenerative Erkrankungen befassen sich mit dem Ansatz, SZ auf
Tragermaterialien zu zichten. In den letzten 35 Jahren wurden jahrlich neue
Erfolge erzielt. %6167 SZ werden bereits klinisch zur stammzellbasierten
Knochenregeneration erfolgreich eingesetzt.'®® Die Entwicklung von komplexen
Knochenstrukturen ist durch die Kombination aus biomimetischen CaP-
Geriisten, MSC und Wachstumsfaktoren (z.B. BMP2) vielversprechend. 6° 170
3D-Druckverfahren ermdglichen bereits komplexere Gerlststrukturen. 7! Trotz
der Erfolge ist die Endoprothetik weiter ein wichtiger Behandlungsschwerpunkt.
Es ist davon auszugehen, dass Forschungsergebnisse in beiden Bereichen sich

positiv aufeinander auswirken kdnnen.

Die hier untersuchte CaP-Beschichtung (BONIT® (B)) ist ein Medizinprodukt und
wird seit 1995 zur Oberflachenveredelung von diversen Implantaten durch die
DOT GmbH hergestellt. 172 Eine diinne CaP-Schicht (Schichtdicke 20 + 10 um)
wird hierbei durch ein elektrochemisches Abscheidungsverfahren aufgebracht.'”3
Sie ist ein Komposit aus Bruschit und HA mit einem Calcium zu Phosphat
Verhaltnis von 1,1 + 0,1. 174175 Bruschit wird schnell resorbiert, HA langsam Uber
einen Zeitraum von 6 Wochen. 73 Hentschel weist in seiner Arbeit eine
Oberflachenrauhigkeit (Ra) fir B von 1,23 um nach. 76 Zahlreiche Testungen

(Physikalische Versuche und im Tiermodell) zeigen Vorteile
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gegenuber einer HA-Beschichtung, ebenfalls hat sich die Beschichtung klinisch
bei mehr als 4,7 Millionen Implantaten bewahrt. /' Es gibt allerdings keine
Studien, die den Einfluss dieser elektrochemischen Abscheidung auf das

zellulare Verhalten auf molekularer Ebene untersuchten.

1.4 Ethikvotum

Die Studie wurde in Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki
durchgefuhrt und von der institutionellen Ethikkommission der Medizinischen
Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf genehmigt (Protokollcode
5401, Datum der Genehmigung 04.03.2016).

1.5 Ziele der Arbeit

Das muskuloskelettale System Ubernimmt bei Saugetieren und dem Menschen
unterschiedliche wichtige Funktionen. Unter anderem schitzt es durch seine
Stabilitat lebenswichtige Organe und ermdglicht Gber Gelenke und
gelenkahnliche Verbindungen ein hohes Ausmall an Bewegung, sowie das
Tragen von Lasten. Akute und chronische Erkrankungen, der bei Bewegung
beteiligten Strukturen fihren haufig zu Schmerzen, Funktionseinschrankungen
und verhindern dadurch die Teilhabe am sozialen Leben. Vor allem degenerative
Veranderungen der Knorpel- und Knochensubstanz haben bei einer immer alter
werdenden Gesellschaft grolte Bedeutung. Die Anzahl der Patienten hat sich in
den letzten zwei Jahrzehnten verdoppelt und deren operative Versorgung mittels
kinstlichem Gelenkersatz ist weltweit fUhrend und dadurch eine finanzielle
Belastung flr die Gesundheitssysteme. Um den operativen Erfolg zu verbessern
und die Revisionshaufigkeit zu reduzieren, sind nicht nur die Form, sondern auch
die Oberflachenbeschaffenheit der verwendeten Implantate, sowie das operative
Vorgehen stetig weiterentwickelt worden. Bioaktive Oberflachenveredelungen
sollen direkten Einfluss auf die Knochensubstanz und deren Zellen nehmen und
den Implantationserfolg durch eine bessere Osseointegration férdern. Bei der
Einheilung von Implantaten spielen diverse Zellen eine wichtige Rolle. SZ sind
eine wichtige Ressource fir den Organismus, um Gewebeschaden heilen zu

konnen.
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Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss einer CaP-Beschichtung (BONIT®)
auf die molekularen und zellularen Effekte von hMSCs zu analysieren. Dafir
wurden hMSCs von insgesamt zehn unterschiedliche Zellspendern in vitro
gezuchtet und mittels qRT-PCR auf insgesamt zehn wichtige Proliferations- und

Differenzierungsmarker zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht.
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Abstract: When implanting osteosynthetic materials or orthopedic implants, the surface condition
plays a decisive role for mid- to long-term osscointegration. BONIT®, an electrochemically produced
calcium phosphate (CaP) coating, has been used in the surface refinement of implants since 1995. More
than 3.5 million coated implants have been successfully placed so far. BONIT® has thus been able to
demonstrate clinical success. However, due to its surface properties and solubility, and the resulting
difficulty in culturing cells, there are no in vitro studies investigating its influence at the molecular
level, particularly on bone metabolism. In a first step, the cells from a total of ten donors were
seeded separately on four different surfaces: 1. a pure corundum-blasted titanium surface (CELLTex®,
CT), 2. CT with additional BONIT® coating (CT + B), 3. a hydroxyapatite-blasted titanium surface
(DUOTex®, DT), 4. DT with additional BONIT® coating (DT + B). In a second step, the cells were
grown for 48 h. The proliferation behavior and differentiation potential of h(MSCs were investigated
at three consecutive time points (12 h, 24 h and 48 h) by quantifying the mRNA expression of ten
important differentiation markers using quantitative real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR).
We were able to show that BONIT® has an influence on the early proliferation and differentiation
behavior of hMSCs in patients of all age groups. The additional BONIT® coating on CELLTex®
or DUOTex” led to a defined mRNA expression pattern for the investigated factors: a tendency
towards a higher expression rate with coating present could be found for bone morphogenetic protein
2 (BMP2), osteopontin (OPN), osteocalcin (OC), receptor activator of NF-kB ligand (RANKL) and
osteoprotegerin (OPG). A similar or lower expression rate was detected for runt-related transcription
factor 2 (RUNX2), alpha-1 type I collagen (COL1A1), alkaline phosphatase (AP), osteonectin (ON)
and insulin-like growth factor I (IGF1). We have developed a new method that allows the cultivation
of human mesenchymal stromal cells (hMSCs) on the soluble coating BONIT® for gene expression
analysis. BONIT® has a significant influence on the proliferation and differentiation behavior of
human mesenchymal stroma cells. This study describes a defined gene expression pattern of bone
metabolism that may help to understand the influence of this CaP coating on the early phase of
implant osseointegration.

Keywords: calcium phosphate; osseointegration; stem cells; bone metabolism; gene expression;
orthopedic implants; surface

1. Introduction

Artificial joint replacement is a globally successful procedure for the treatment of
degenerative joint diseases. The World Health Organization estimates that the number

J. Funct. Biomater. 2022, 13, 176. https: / /doi.org/10.3390/jfb13040176
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of bone and joint diseases has doubled in the last 20 years and degenerative diseases are
the global leader in this field [1,2]. Diseases of the musculoskeletal system are not only
debilitating with regard to physical complaints, such as pain or functional restrictions; they
also prevent participation in social life and are an increasing financial burden for the health
care system [3-6]. The clinically successful procedure of artificial joint replacement restores
the mobility of the joints and relieves the pain of the affected patients.

However, the survival rate of joint replacement is limited and the main causes for
implant failure are still septic and aseptic loosening. The failure rate increases with time
after primary surgery. Therefore, younger patients are at higher risk of undergoing revision
of the implant based on their life expectancy alone [1,2]. The replacement of an implant is
associated with additional pain and risks and may result in a reduction in quality of life. If
the revision frequency can be reduced by 1%, costs of more than 430 million euros could be
saved [7].

To overcome the limitation in durability, much effort has been directed toward material
improvement in recent decades through the avoidance of wear or enhancement of the
capability of osseointegration. Of course, the implantation technique forms the basis for
good healing of the implant in the bone [7].

In cementless fixation of implants, a strong bond (press fit) between the bone and
the implant is very important to promote stability through bone growth [8,9]. Different
materials are used for manufacturing of prosthesis in order to fulfil this requirement [10,11].
The material of the implants must be fracture-resistant and biocompatible over a long
period of time [12]. While the special shapes and materials of prostheses have proven their
worth and have been well investigated, more and more work is being undertaken on surface
structures that could enable faster and better bone ingrowth [13,14]. Hydroxyapatite, a
calcium phosphate ceramic, has been one of the most common and best-analyzed surface
coatings since 1970 [12,15]. Calcium phosphates have ideal biocompatibility due to their
composition [16]. In addition, other calcium phosphate ceramics, oxide ceramics and
glass ceramics are also used in the surface refinement of titanium or stainless steel-based
materials [12,17,18].

A widely used process for the production of hydroxyapatite coatings is the plasma-
spraying process [12]. Even if better osseointegration takes place under plasma-sprayed
hydroxyapatite coatings [9,19], there are several disadvantages resulting from the extended
manufacturing process. One example is the decomposition of hydroxyapatite (HA) by
thermal treatment due to the catalytic effect of the base material. Robert B. Heimann
assumes that this decomposition takes place up to the surface of the coating, resulting in
poorer resistance [20].

BONIT® is a calcium phosphate (CaP) coating developed by the company DOT GmbH
that has been used since 1995 in the surface refinement of implants [21]. The BONIT®
coating involves the electrochemical deposition of a thin, bioactive calcium phosphate
layer [22]. To date, more than 3.5 million implants have been implanted in patients of
different ages with BONIT® [21]. As part of the approval process for medical devices,
numerous physical tests and animal experiments have been carried out with BONIT®
coatings. These tests have shown advantages over the conventional hydroxyapatite coating
with regard to the capacity for osseointegration [22-30]. Furthermore, BONIT® has proven
clinical efficiency [31,32]. Currently, there are no in vitro studies that have successfully
investigated the influence of BONIT® at the molecular level, particularly at the level of
gene expression of bone metabolism in the early phase of bone healing. Up to now, the
cultivation of cells has only been possible to a limited extent. An in vitro study described
how osteoblast cells applied to BONIT® are covered by a precipitate within 48 h [33].
Another in vitro study showed that proliferation of BONIT® does not occur during the first
weeks. Hentschel investigated the proliferative impact of unrestricted somatic stem cells
(USSCs) in relation to the surface roughness and chemical properties of BONIT® on cell
proliferation [34]. There is still a gap in research on the in vitro behavior of cells seeded on
this coating. Based on the present results, we developed a new technique for seeding and



Publiziertes Paper 14

J. Funet. Biomater. 2022, 13,176 3of 19

growing hMSCs in vitro on test specimens and focused on the relative mRNA expression
of their key differentiation markers in the early phase of bone healing.

2. Material and Methods

The study protocol was approved by the Ethics Committee of the Medical Faculty
of Heinrich Heine University Diisseldorf in accordance with the Helsinki Declaration
(Project identification code: 5401). Written informed consent to participate in this study
was obtained from all patients prior to surgery. During elective surgery, bone marrow
was removed from the femoral (five female and five male cell donors; average age was
45.89 years (SD + 26.51 years)).

Four different surface refinements were tested (all from DOT GmbH, 18059 Rostock,
Germany): 1. CELLTex® (CT), a pure titanium surface generated through a corundum
particle-blasting process and acid etching (roughness 3.0 & 1.5 pm); 2. CELLTex® with
additional BONIT® CaP-layer (CT + B); 3. DUOTex® (DT, a hydroxyapatite (HA)-blasted
and double acid-etched subtractive surface (roughness 1.1 & 0.5 um); and 4. DUOTex®
with additional BONIT® CaP-layer (DT + B). BONIT has a layer thickness of 20 + 10 um.
The rounded sample plates had dimensions of 11.5 mm in diameter and 2 mm in thickness
(Figure 1). The total surface of each sample was 6.23 cm?.

Figure 1. (a-d) Incubation aids bent from stainless steel wire (thickness 0.8 mm) and specially adapted
to the sample plates. (a,b) The frame without plates. (c,d) The platelet (surface to be examined aligned
to the ground) on the frame; the frame is located in a corrugated plate of 12 mm in diameter (d).

Cell isolation: We did not use a defined cell line. The source of our mesenchymal stem
cells (hMSC) was a mixture of spongiosa and bone marrow. This individual mixture from
each patient was used for the following cell separation and seeding procedure with all of
the four different sample plates.
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The mononuclear bone marrow cells were separated by density gradient centrifugation
(Biocoll 1077 g/mL, Biochrom GmbH, Berlin, Germany) and converted to DMEM (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) with 20% fetal bovine serum (FBS, FBS Supetior, Biochrom
GmbH) and 1% penicillin/streptomycin/L-glutamine (PSG, Sigma-Aldrich) in a humid
atmosphere at 37 °C and 5% CO; in tissue culture bottles (CELLSTAR®, Greiner Bio-One
GmbH, Frickenhausen, Germany). Non-adherent cells were removed after five days. The
procedure fulfilled the first property of the minimal criteria to define hMSCs according to
Dominici et al. [35]. Further characterization of the cells did not take place in this study.
However, we refer to the successful use of this technique by our laboratory [36]. A medium
change was performed alternately every three to four days. The cells were passed weekly
using trypsin-ethylenediaminetetraacetic acid (trypsin-EDTA, Sigma-Aldrich, 5t. Louis,
MO, USA), re-sown and incubated at a density of 5000 cells per cm?. All hMSC donor
cells were counted in passage two and placed in a cryotube (CRYQ.STM, Greiner Bio-One
GmbH, Frickenhausen, Germany) into freezing medium (fetal bovine serum) with 10%
dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) and preserved in liquid
nitrogen (MVE Cryosystem 4000, MVE Inc., 3505 Country Road, 42 W-Burnsville, MN
55306, USA).

Experimental setup: In this study, each surface group (1-4) was tested twice with
the cells of every single patient. The investigated kinetic points were determined at 12,
24 and 48 h. A total of 75,000 donor cells were applied per test plate. The passage two
cells were removed from the cryopreservation, defrosted and transferred into 50 mL fresh
DMEM medium with 20% FBS and 1% penicillin/streptomycin/L-glutamine. The cells
were centrifuged at 1800 rpm at room temperature for five minutes. The supernatant
was decanted and discarded. The cell pellet was resuspended with 1 mL medium. The
cell count was carried out using a Neubauer counting chamber. The sample plates were
transferred sterile into the medium wells of a 24-well plate. The surfaces to be tested
were aligned skyward. The outer corrugated chambers were filled with 1 mL medium to
achieve sufficient humidity in the corrugated chambers and to compensate for temperature
fluctuations. A total of 80 uL medium containing 75,000 cells was applied as a standing
drop to the sample plates. The corrugated sheets were incubated for 90 min at 37 °C and 5%
CO,. We equipped eight wells of a 12-well plate with an incubation aid made of stainless
steel wire (Figure 1) and flooded the wells with 4300 uL medium. The specimens were
removed from the chambers of the 24-well plate with sterile forceps. The standing drop
was poured off. The plates were turned while floating by 180° and placed on the incubation
aid.

The surface to be tested with the adherent cells pointed towards the bottom of the
corrugated plate and was laid completely in the medium. This was followed by incubation
at 37 °C and 5% CQOs. The cells were incubated for a further 10.5 h (+0.5 h) for the 12 h
kinetic point, 22.5 h (£0.5 h) for the 24 h kinetic point and 46.5 h (£0.5 h) for the 48 h kinetic
point. The sample plates were removed from the incubation aid with sterile forceps, turned
180° and washed once in phosphate-buffered salt solution (PBS, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA). After washing, the cells were taken up in 360 uL RLT buffer (Qiagen, Hilden,
Germany) with 10 pL/mL 2-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and
frozen at —80 °C. The cells were then stored in a freezer. Figure 2 shows the schematic
sequence of the test series.

Quantitative real-time PCR: The mRNA of the ten donors was isolated according to
a standardized procedure. The RNeasy Mini-Kit 250 and the RNase-free DNase set (both
Qiagen, Hilden, Germany) were used for isolation. This was followed by a standardized
transcription of the mRNA into cDNA. For this research, the QuantiTect® Reverse Tran-
scription Kit from Qiagen was used for the synthesis of cDNA according to the instruction
for use.
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Incubation
37°C
5% CO,

Figure 2. Schematic diagram of the experimental setup of the BONIT® study. Step 1 = application of
the cells to the sample platelets; 2 = incubation for 90 min; 3 = transfer of the sample platelets to the
incubation aid; 4 = incubation for 10.5 h, 22.5 h and 46.5 h; 5 = washing of the sample platelets in PBS;
6 = Dissolution of the cells and conservation in RLT buffer, then storage at —80 “C.

Furthermore, a StepOne real-time PCR system (StepOne™, software version 2.2.2)
with SYBRTM Green Master Mix (both from Applied Biosystems, Life Technologies, Carls-
bad, CA, USA) was used for qRT-PCR. Gene expression analysis was performed after the
addition of primers from Qiagen or Biolegio (Nijmegen, the Netherlands). Glycerinalde-
hyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) served as a reference control. The relative gene
expression levels of bone morphogenetic protein-2 (BMP2), runt-related transcription factor
2 (RUNX2), alpha-1 type I collagen (COL1A1), alkaline phosphatase (AP), osteopontin
(OPN), osteonectin/secreted protein acidic and rich in cysteine (ON), osteocalcin/bone
y-carboxylglutamic acid-containing protein (OC), insulin-like growth factor 1 (IGF1), recep-
tor activator of NF-kB ligand (RANKL) and osteoprotegerin (OPG) were calculated using
the 288t method [37].

Statistical evaluation: The results were recorded and the relative units calculated using
Excel Office 365 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA). The statistical evaluation
was carried out with GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).

CELLTex? (CT) was compared with CELLTex® + BONIT® (CT + B) and DUOTex® (DT)
with DUOTex® + BONIT® (CT + B), respectively. A Mann-Whitney U test was performed
to compare the relative units (RU). A paired parametric {-test was performed to analyze
the temporal course of gene expression on a coating. The following levels of significance
were assigned to the figures: * p < 0.05 (significance), ** p < 0.01 (high significance) and
*#*p < 0.001 (very high significance).

3. Results

3.1. Genes with a Tendency for Decreased or Similar Expression with BONIT®

RUNX2: This key transcription factor associated with osteoblast differentiation could
be detected at all kinetic time points and on all four surface structures. After 12 h of
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incubation, the additional BONIT® CaP-Layer led to a significant reduction of RUNX2
expression compared to the non-refined CT or DT surfaces (p < 0.05; Figure 3a). This
initially lower expression nearly and considerably approached the values of the CaP-
untreated surfaces up to 48 h, with no more significant differences between 24 h and 48 h.
The expression on both BONIT® surfaces increased significantly over time, while on the
CaP-untreated surfaces (CT and DT) there was a relatively significant decrease from 12 h to
24h (p < 0.05 for CT; p < 0.01 for DT) and then a slight increase again up to 48 h.

COL1A1: Expression of the proteine-coding gene COL1A1 was found on all specimens.
After 12 h of incubation, no significant differences in expression could be found when
comparing the four different surfaces. However, after 24 h and 48 h, BONIT® resulted
in a partially significant difference in terms of a lower expression rate compared to the
untreated surfaces (CT vs. CT+ Bat24 h, p < 0.05,and at48 h, p < 0.01; DT vs. DT + B at
48 h, p < 0.05). The expression patterns over time on each surface showed relative increases
of COL1A1, which were more evident for the non-layered CT and DT surfaces (Figure 3b).

AP: Alkaline phosphatase is a reliable marker for bone metabolism as it dephosphory-
lates compounds. The expression of the AP gene did not differ significantly after 12 h when
comparing the four surfaces. However, between 12 and 24 h incubation time, a (highly)
significant difference was found between the surfaces: with BONIT®, the expression of
AP was siginficantly lower than with the non-layered samples, and this applied to CT
vs. CT + B, as well as DT vs. DT + B, respectively (after 48 h, p < 0.01). Comparing the
expression of the gene over time, almost all surfaces showed a peak after 24 h, followed
by a drop after 48 h (Figure 3c). The expression tended to be significantly higher with the
untreated surfaces, as already described above.

ON: Osteonectin, also known as secreted protein acidic and rich in cysteine, initiates
mineralization and promotes mineral crystal formation during bone formation. The gene
expression analysis of ON showed exclusively lower values for both surfaces with BONIT®
at all kinetic time points(Figure 3d). In the DT group, the expression of the cells on with
added BONIT® coating was significantly lower at 12 h compared to DT alone (p = 0.0355).
After 48 h of incubation time, the difference for the lower AP expression with BONIT®
was highly significant in both comparisons: CT vs. CT + B (p = 0.0015) and DT vs. DT + B
(p =0.0011). Over time, the non-coated surfaces showed a steady increase in the expression
of ON, while the samples with the BONIT® coating showed a peak at 24 h. With the control
surfaces CT and DT, the expression of ON was significantly upregulated from 24 h to 48 h
(CT: p = 0.0041; DT: p = 0.0098).

IGF1: The gene expression of the anabolic protein IGF1 showed similar values for
all four surfaces at all time points (Figure 3e). On the other hand, the following picture
emerged when looking at the time course with each individual surface: at 12 h, a very
low expression rate was detectable, which increased sharply up to 24 h and then dropped
again moderately. These differences were, for the most part, statistically significant: 1.
the increase from 12 h to 24 h (CT, p = 0.021; CT + B, p = 0.0188; DT, p = 0.0129; DT + B,
p = 0.0069), and 2. the decrease from 24 h to 48 h (CT + B, p = 0.0451; DT + B, p = 0.0142).
After 48 h of incubation, the IGF1 expression was still significantly higher than at 12 h (CT,
p =0.0003; CT + B, p = 0.0087; DT, p = 0.0007; DT + B, p = 0.0033).
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Figure 3. (a—e) The figures show the relative units (RU) from the gene expression analysis of runt-
related transcription factor 2 (RUNX2), alpha-1 type I collagen (COL1A1), alkaline phosphatase
(AP), osteonectin/secreted protein acidic and rich in cysteine (ON/SPARC) and insulin-like growth
factor 1 (IGF1) for comparison of the surfaces. The figures show the mean values (+SEM, n = 10) of
the expressions at three kinetic points (hours (h) = 12, 24 and 48) for the coatings CELLTex® (CT),
CELLTex® + BONIT® (CT + B), DUOTex® (DT) and DUOTex® + BONIT? (DT + B). The levels of

significance were as follows: *

p < 0.05,* p <001, **p < 0.001.
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3.2. Genes with a Tendency for Increased Expression with BONIT®

BMP2: The gene expression analysis of the bone formation inducing BMP2 showed
major differences between the surfaces (Figure 4a). Cells on BONIT® showed higher
expression of the BMP2 gene at all time points. Significant difference were observed from
the 24 h time point (at 24 h: CT vs. CT + B, p = 0.04; DT vs. DT + B, p = 0.04; at 48 h: CT vs.
CT +B, p =0.004; DT vs. DT + B, p = 0.0019).

The highest values for BMP2 expression appeared at 12 h, which then dropped again
continuously and significantly with all four surfaces over time. An overall higher level
could be detected for the BONIT® surfaces. The decrease from hour 12 to hour 48 was
highly significant in all cases (12 h vs. 48 h: CT, p = 0.0055; CT + B, p = 0.005; DT, p = 0.0081;
DT + B, p = 0.0016).

OPN: Expression of the hydroxyapatite-binding matrix protein osteopontin was de-
tected on all surfaces. Within the first 24 h, there were no significant differences in the
expression of OPN between the surfaces (Figure 3b), whereas, at 48 h the kinetic point, a
significant increase was found for the BONIT® surfaces compared to the native CELLTex
and DUOTex surfaces (at 48 h: CT vs. CT + B, p = 0.0115; DT vs. DT + B, p = 0.0052). A
similar time course over 48 h was observed for the expression of OPN for all surfaces. From
hour 12 to hour 24, there was a similar expression of OPN at a low level, and CT even
showed a significant decrease (p = 0.0336). From hour 24 to hour 48, the expression for all
surfaces, including the BONIT®-coated surfaces, was significantly to highly significantly
upregulated (24 h vs. 48 h: CT, p = 0.0218; CT + B, p = 0.0016; DT + B, p = 0.0177). This effect
was less pronounced for the native DT surface.

OC: The gene expression of the matrix protein OC was found with every surface
(Figure 4c). The expression pattern was similar to that of osteopontin. Within the first 24 h,
only minor differences were observed, but, after 48 h, the average expression values for
the BONIT® surfaces were more than twice as high. This difference was found to be very
highly significant (at 48 h: CT vs. CT + B, p = 0.0003; DT vs. DT + B, p = 0.0005). The
slight tendency toward higher OC expression with BONIT® at hours 12 and 24 was not
significant. A similar time course over 48 h was observed for the expression of OC for all
surfaces. From hour 12 to hour 24, no increase in expression was observed. From hour 24
to hour 48, the expression reached the highest values with all four surfaces. The BONIT®
surfaces showed a particularly high increase (24 h vs. 48 h: CT + B, p = 0.0020; DT + B,
p =0.0031).

RANKL: The gene expression analysis of the osteoclast-regulating RANKL revealed
higher values with BONTT® at all kinetic time points (Figure 4d). This difference was very
pronounced after 48 h. The expression of RANKL with the CT + B surface was increased
at 48 h compared to CT with a significance value of p = 0.0039, and this was similar to
DT + B vs. DT with p = 0.0185, respectively. The time course showed a similar pattern
with all surfaces, and generally (except with CT + B) a peak at 24 h was visible. Significant
differences could only be detected with the BONIT® coatings. CT + B exhibited a significant
upregulation of RANKL from hour 12 to hour 48 (p = 0.0109). For DT + B, a significant
upregulation from 12 to 24 h (p = 0.0164) was observed.

OPG: The expression of the osteoclastogenesis inhibitory protein osteoprotegerin was
detected for all surfaces (Figure 4e). More OPG was expressed with the BONIT®-refined
surfaces: at hour 12, the level of significance for CT vs. CT + B was p = 0.0039, and for DT vs.
DT + B, it was p = 0.0288, respectively. In relative comparison, the values between the high
BONIT® and the low natives were farthest apart at the beginning, while they converged
towards 48 h. However, even at hour 24, the difference in the higher OPG expression
with BONIT® had a relevant significance level (CT vs. CT + B, p = 0.0185; DT vs. DT + B,
p = 0.0083; the same was found at hour 48). A similar time course over 43 h was visible for
all surfaces, with high expression at the beginning, a minimum at 24 h and, again, high
expression at the end of the observation period. From hour 12 to hour 24, the expression rate
decreased for all surfaces. Three conditions showed significant to very highly significant
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decreases (12 hvs. 24 h: CT, p = 0.0171; CT + B, p = 0.001; DT + B, p = 0.0053). From hour 24
to hour 48, OPG expression increased significantly for DT (p = 0.0355).
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Figure 4, (a—e) The figures show the relative units (RU) from the gene expression analysis of bone
morphogenetic protein 2 (BMP2), osteopontin (OPN), osteocalcin/bone y-carboxylglutamic acid-
containing protein (OC/BGLAPD), receptor activator of NF-kB ligand (RANKL) and osteoprotegerin
(OPG) for comparison of the surfaces. The figures show the mean values (+SEM, n = 10) of the
expressions at three kinetic points (hours (h) = 12, 24 and 48) for the coatings CELLTex® (CT),
CELLTex® + BONIT® (CT + B), DUOTex® (DT) and DUOTex® + BONIT® (DT + B). The levels of
significance were as follows: * p < 0.05, * p < 0.01, *** p < 0.001.
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4, Discussion

The search for the ideal temporal expression of proteins for perfect, long-term, stable
osseointegration of implants remains exciting. It is known that not only the implant
material itself but also the surface structures at the micro-, nano- and sub-nano-scales
have a strong influence on adherent cells in the bone, especially in the early phase [38].
Up to 50% by volume and 70% by weight of the composition of bone is comprised of a
modified form of a calcium phosphate compound called hydroxyapatite [39]. Calcium
phosphate compounds have been used successfully for many years as a bone substitute
material in different forms, from granulat to fast-curing cements, all bioresorbable. It is
therefore more than logical that, in the development and refinement of implant surfaces,
attempts have been made to use substances similar to bone substance to improve the
healing process after surgical implantation [40,41]. BONIT® is a successful attempt that
has made it to market and beyond and has now been clinically used over 3.5 million
times since 1995. The BONIT® coating is an electrochemical deposition of a thin, bioactive
calcium phosphate layer and is a composite of bruschite and hydroxyapatite, which is
characterized by very good biocompatibility [23]. The molar ratio of calcium to phosphate
is 1.1 & 0.1 [24]. BONIT® already provides a high concentration of calcium and phosphate
ions in the solution phase at the outset and it occurs as an intermediate in natural bone
itself [42]. Proportionally, hydroxyapatite is slowly absorbed over a period of 6 weeks and
continuously releases ions [22].

The coating of dental implants, but also of orthopedic implants (e.g., shaft endo-
prostheses with the Hofheim model, intervertebral endoprostheses since 1998, Pressfit
cups since 2004), is increasing. Negative feedback from post-market surveillance is not
known [33]. Clinical observations, including femoral shaft arthroplasties, intervertebral
arthroplasties, meta-short stem arthroplasties and press-fit cups coated with BONIT®, show
good and faster healing behavior in follow-up studies [43—46]. For example, Mockwitz
et al. described an overall loosening rate of 1.4% and a HARRIS hip score of 88.53% for
cementless femoral stem arthroplasty [43].

Szmukler-Moncler et al. showed in animal experiments that BONIT® has an osteo-
conductive effect, especially in the cancellous part of the bone, and suggested that this is
also due to the rough, porous surface [22]. In his work, Hentschel demonstrates a surface
roughness (Ra) for BONIT® of 1.23 um [34]. In the established literature, it is known that
surface roughness has a significant influence on cell behavior (adhesion, proliferation,
differentiation). However, a direct comparison between the different studies is difficult
because not only the surface roughness of the base material but also the chemical behavior,
phase inventory, porosity, crystallinity, layer thicknesses and underlying cell line strongly
influence the results. Furthermore, it has to be considered that an in vitro experiment
represents a self-contained system.

In this in vitro study, we compared four different constellations with different prop-
erties. Here, CT exhibited a roughness (Ra) of 3.0 & 1.5 um and DT a roughness (Ra) of
1.1 + 0.5 um. In contrast to CT and DT, BONIT® itself dissolves in aqueous medium. It
should be noted that, with soluble coatings, loss of cell material can occur not only during
medium change but also during cell isolation. This may also have influenced the results in
this study.

Hentschel showed that there were significantly fewer cells (USSCs) on the very rough
surface of BONIT® than on the smoother comparison surfaces. However, the cell number
increased with a decrease in roughness [34]. Toxic properties of the BONIT® coating could
be excluded by the Bioservice Scientific Laboratories GmbH, 82152 Planegg, Germany
(Study no. 101981.2010).

Another in vitro study, also published by DOT GmbH, dealt with the precipitation
behavior of BONIT®. The osteoblast cell line MG-63 was cultured for 48 h on a BONIT®
sample. It was found that raised cells were almost completely covered with a fine crystalline
calcium phosphate precipitate after only 48 h [33]. This observation led us to attempt
upside-down cultivation to make the cells accessible to gene expression. It is the material
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and the surface of the implant that determine how the local cells in the bone react to the
implant. Mesenchymal stromal cells play an important role in the regeneration and healing
of tissues [47]. They are able to develop into different tissues [48]. Mesenchymal stromal
cells (MSCs) can differentiate into osteoblasts under certain conditions [49]. The local
environment of these cells has an influence on subsequent differentiation. Stromal cells
from the periosteum increasingly differentiate into chondrocytes and osteoblasts, and cells
from the medullary cavity increasingly strive for osteoblast differentiation [50].

A. Rutkovskiy et al. summarize osteogenic differentiation in their work and describe
a three-stage process in which each stage is characterized by certain molecular markers.
They describe how RUNX2 is essential for the proliferation and osteogenic differentiation
of hMS5Cs. Stage two is characterized by exit from the cell cycle and serves to build up an
extracellular bone matrix. In stage three, matrix mineralization occurs [51]. All these stages
are mediated by expression of different proteins, 10 of which were examined in this study.
These marker proteins play a crucial role in bone healing and osseointegration processes
that occur after the insertion of an implant into the bone.

In order to better classify our results, we designed a schematic representation of
proliferation and differentiation (Figure 5). In the following, we discuss the different
marker genes examined in this paper. To enable a better understanding, we first discuss the
early and then the late markers of osteoblast differentiation. The late markers were detected
by us, but the temporal relationship in the early phase of bone healing must be considered.
It should be noted that bone healing is a dynamic process and cellular functions take place
in parallel.

RUNX 2: Runt-related transcription factor 2 (RUNX2) is an important protein that is
essential for osteoblast differentiation and irreplaceable in bone structure formation [52].
Isolated evaluation of the results for RUNX2 is more difficult due to the different effects
during proliferation and differentiation. On the one hand, it serves as a marker for the
osteogenic cell line and regulates cell differentiation [53,54]. On the other hand, it is known
that RUNX2 inhibits the cell proliferation of osteoblast progenitor cells. Its expression
is inversely proportional to the speed of osteoblast proliferation; therefore, RUNX2 is
thought to play an important role in controlling cell proliferation [55]. While it controls
the proliferation of stem cells, it also occurs in differentiated osteoblasts. It is abundant
in calcified bone [56]. We could demonstrate that the expression of RUNX2 with CT and
DT was significantly increased at the early kinetic points compared to BONIT®. This can
be explained by the fact that RUNX2 inhibits proliferation to promote cell differentiation.
In connection with the results for the other differentiation markers, we assumed that the
cells in BONIT® were increasingly differentiated at the early stages, while the cells in the
control plates initiated differentiation. This consideration is supported by the temporal
course of the expression of RUNX2. In BONIT®, the expression increased continuously
over 48 h, a sign that further immature osteoblasts had already been formed. In the
control plates, the expression of RUNX2 was significantly down-regulated from 12 to
24 h. The observation is consistent with the results of J. Pratap and M. Galindo et al.,
who observed that the expression of RUNX2 was down-regulated when stem cells re-
entered cell proliferation [55]. From this, it can be deduced that the cells in the control
coatings continued to proliferate, while the cells in BONIT® differentiated. The study by
M. Hentschel (2013) entitled “Investigation of progenitor cells depending on decorated,
as well as non-decorated implant surfaces as a growth substrate” should be critically
questioned from our point of view, and we ourselves could not grow hMSC on BONIT®
over a longer period of time according to his method in a first series of experiments,
but Hentschel's observations support our theory of proliferation and differentiation. He
was able to show that the number of cells in DT increased significantly over seven days
compared to BONIT®. In BONIT®, the number of cells remained constant [34]. RUNX2 has
an effect on the formation of osteopontin, osteocalcin and COL1A1 [56,57]. This effect is
important for assessing the expression patterns of our results.
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Figure 5. Schematic representation of proliferation and differentiation of hMSCs over time (adapted
from Hentschel, M. [34]). The genes investigated in the BONIT® study were integrated into a model
showing the proliferation and differentiation of hMSCs and the resulting bone formation, in addition
to the time course. The yellow arrow on the left side of the figure shows the time course for differenti-
ation, on the one hand, and for bone formation, on the other hand. It should be kept in mind that both
progressions have different durations and cannot be equated. The dependence of proliferation (green
triangle) and differentiation (purple triangle) is shown on the right side of the figure. Proliferation
is characterized by mitotic activity. Differentiation of hMSCs to osteocytes occurs through several
intermediate stages. Depending on how far differentiation has progressed, mineralized bone is
formed via a bone matrix (turquoise pyramid) that is subject to constant remodeling (orange and
blue triangles). We show an attempt to time the cells at hour 48 in the BONIT® coatings (= red) and
in CT and DT (= royal blue).

COL1AL: Alpha-1 type I collagen, or collagen type 1, is a fibrillar collagen and occurs
mainly in the skin, tendons, fascia, bones, connective tissue, vessels and dentin [58,59]. Tt is
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the main component of the extracellular matrix and the most common type of collagen in
the human organism [60]. We could prove that, after 48 h, more COL1A1 was formed in
the control plates CT and DT. Since RUNX2 had an effect on the expression of COL1A1, it
can be assumed that the increased expression at hour 12 had an effect on the expression
levels of COL1A1 at the other kinetic points. The time course of the expression shows
the increase in the expression in CT and DT. COL1A1 is increasingly secreted by early
osteoprogenitor cells [53]. Our results can be explained by the fact that more precursor
cells are present in CT and DT than in BONIT®. Collagen plays an important role in the
healing of hard tissues [61]. We interpret the results in terms of increased collagenous bone
matrix formation and classify the observation in the phases of proliferation and incipient
differentiation where increased collagen formation is present [51]. Collagen influences
the expression of alkaline phosphatase and osteonectin. This promotes mineralization.
COLIA1 can inhibit cell proliferation and promote differentiation [62]. Even if the timing
and the cell line were different, it should be noted that DOT GmbH published a cell
differentiation study showing increased collagen synthesis at 10 days with an osteoblast
cell line (hFOB1.19) [33]. Within the first 48 h, our studies with hMSC showed an opposite
result.

Osseointegration is a direct connection between bone and the actual implant without
intermediate connective tissue layers [63]. The formation of connective tissue is critically
evaluated in implantology. Osseointegration occurs when the implant and bone are in
direct contact [64]. The formation of a collagenous bone matrix may be reduced under
BONIT®.

AP: Alkaline phosphatase (AP) consists of a group of isoenzymes [65]. They occur
ubiquitously in plants and living beings [66]. In the human organism, isoenzymes orig-
inate mainly from the bone and liver [67]. Their expression is increased in osteoblastic
activity [53]. In BONIT®, less AP was continuously produced over 48 h compared to the
control plates. There was a similar temporal expression pattern as in the control coatings.
The detection of expression serves as an early marker for the detection of cell differenti-
ation [53]. M.P. Lynch et al. describe how the expression and activity of AP is promoted
by collagen [62]. This observation is compatible with our results. It could be a sign that
CT and DT are forming a collagenous bone matrix. These results could be explained by a
faster differentiation of the cells in BONIT®. Taking other marker genes into account, the
observation can be explained by a shorter osteoblastic-secretory phase in BONIT®.

ON/SPARC: Osteonectin (ON), or secreted protein acidic and rich in cysteine (SPARC),
is a frequently occurring glycoprotein, which are non-collagen matrix proteins [68,69]. We
were able to prove higher expression in CT and DT after 48 h. This observation also
supports the formation of a bone matrix. ON can bind to calcium ions, hydroxyapatite
and collagen. It is thus involved in the development of connective tissue and promotes the
differentiation of osteoblasts [70]. ON is increasingly secreted at the beginning of osteoblast
differentiation [71]. If our results are interpreted in the direction that differentiation in
BONIT® is less advanced, this contradicts late differentiation markers. Other contexts, such
as mineralization, needs to be discussed here. The expression of ON combines the phase in
which collagen is formed with the phase of bone mineralization [72]. Our results indicate
that mineralization was beginning to be controlled in BONIT®. This observation supports
the consideration that the cells in BONIT® are subject to faster differentiation.

IGF1: Insulin-like growth factors (IGFs) are polypeptides [73]. IGF1 is similar to
insulin [74]. It plays an important role in bone growth [75,76]. IGF1 initiates the differentia-
tion of cells and can, therefore, be interpreted as an early differentiation marker [77]. We
observed no significant difference in expression between the different coatings. The time
course of the expression was the same for all tested coatings. IGF1 receptors decrease in
favor of insulin receptors during osteoblast differentiation [77]. A study of insulin receptors
would be interesting.

BMP2: Bone morphogenetic protein 2 (BMP2) belongs to the family of TGF-p proteins
and is an important cytokine [78,79]. It was first described in 1965 as an important factor
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in the formation of bone tissue [80,81]. The expression of BMP2 is associated with bone
healing [82,83]. We observed that BONIT® significantly influenced the expression of BMP2.
At all times, significantly more BMP2 was expressed by the cells in the BONIT® sample
platelets. This can be evaluated as a sign of higher differentiation activity. In an animal
study, BONIT® was shown to have an effect similar to BMP2 [27]. The higher BMP2
expression under BONIT?® influence may explain this observation. BMP2 is a key protein
in the differentiation of osteoblasts [84-87]. The time course indicated that BONIT® already
had an influence on differentiation in the early hours and stimulated differentiation more
sustainably over 48 h. In the comparative coatings CT and DT, only up to one tenth of
BMP2 was expressed after 48 h. The high difference was mainly due to the rapid decrease
in BMP2 expression in the control plates. This observation supports our hypothesis that
cell differentiation in CT and DT is reduced in favor of cell proliferation.

OPN: The expression analysis of osteopontin also suggested faster differentiation.
Osteopontin (OPN), or sialoprotein I, is a non-collagen protein of the extracellular ma-
trix [86,89]. It is part of the basic structure of the bone matrix and is mainly formed by
differentiated osteoblasts and osteocytes [53,90]. The differentiation in BONIT® is further
advanced. The expression increased massively after 48 h and was up to four times higher
in BONIT® than in the control plates. OPN can bind hydroxyapatite and is considered a
promoter of mineralization [91,92]. W. Huang et al. found that the expression was increased
in late stages of differentiation [53]. This supports our hypothesis of faster differentiation.

OC (OCN): Osteocalcin (OC), or bone y-carboxylglutamic acid-containing protein
(BGP), is a peptide hormone and is produced specifically by osteoblasts or odontoblasts [53,93].
Its expression is associated with bone formation [51]. OC is a component of and the second-
most abundant protein in the extracellular non-collagenous bone matrix [56]. It can be
measured to determine bone turnover [94]. A higher expression, which we were able to
detect in BONIT® at later points in time, is associated with bone augmentation. OC has
a high binding capacity for hydroxyapatite and calcium [95]. It regulates the maturation
of hydroxyapatite crystals [96]. Matrix mineralization is inhibited by OC [97]. It protects
against over-mineralization and excessive bone growth [98]. In combination with collagen
and OPN, OC leads to more stable bone growth [99,100]. We interpret our results in such a
way that under BONIT® there is a more stable expansion of the bone substance and there is
already control over mineralization. According to A. Rutkovskiy et al., the constellation of
gene expression speaks for the third phase of osteoblast differentiation [51].

RANKL: Receptor activator of NF-kB ligand (RANKL) is a protein belonging to the
family of tumor necrosis factors (TNF) [101]. Primarily, it is secreted by osteoblasts [102].
When comparing the sample plates, RANKL was significantly more strongly expressed
after 48 h in BONIT®. This was also an indication of widely differentiated osteoblasts and
supports our theory that BONIT® influences differentiation. RANK (receptor for RANKL)
is located on the surface of osteoclast precursor cells and mature osteoclasts [103,104]. The
binding of RANKL is essential for the differentiation of osteoclasts [104,105]. In this context,
the expression of RANKL can also be evaluated in connection with stimulation of the
osteoclasts. The interaction of osteoblasts and osteoclasts is important for the remodeling of
bone substance and follows bone mineralization. RANKL can be inhibited by a soluble form
of OPG [106]. DOT GmbH published a study in which the mineralization of osteoblasts
was stimulated by a BONIT®-extract. They were able to demonstrate by means of Kossa
staining that dissolved BONIT® promotes mineralization [33].

OPG: Osteoprotegerin (OPG), or osteoclastogenesis inhibitory factor (OCIF), is a cy-
tokine receptor and belongs to the family of tumor necrosis factor (TNF) receptors [107,108].
OPG is formed by osteoblasts [109]. It is a soluble glycoprotein that can bind RANKL, and
OPG is also found on the surface of osteoclasts [110,111]. The differentiation and survival
of osteoclasts is inhibited by OPG, and bone resorption is suppressed [112]. Our expression
analyses showed a significantly higher expression of OPG on BONIT®. In connection with
the expression of RANKL, we interpret the results as indicating incipient control catabolic
and anabolic processes in bone metabolism.
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The limitations of this study include the fact that expression patterns may differ in vivo
when other local proteins are present and may have different effects on the investigated
cells. This is because, just two minutes after implantation of a titanium implant, more
than 2800 different proteins are already detectable on the surface [113]. Moreover, only the
short period of 48 h was observed, which does not cover the whole process of osteoblast
differentiation that usually takes a minimum of 21 days [114]. The reader should, therefore,
note that only the proliferative period and the initial matrix deposition were considered in
this study.

5. Conclusions

We have developed a new method that allows the cultivation of human mesenchymal
stromal cells (hMSCs) on the soluble coating BONIT® for gene expression analysis. This
study describes a defined gene expression pattern of bone metabolism that may help in
understanding the influence of this CaP’ coating on the early phase of implant osseointegra-
tion. BONIT® has a significant effect on the gene expression of hMSCs, even in the early
hours. To summarize our results, it can be assumed that BONIT® already stimulates the
differentiation behavior of hMSCs in the proliferation and matrix phase. Despite the short
study period, the early development of osteocytes can be assumed.
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3. Diskussion

Im wassrigen Medium schnell I8sliche Oberflachenbeschichtungen sind eine
grol3e Herausforderung in der wissenschaftlichen Untersuchung. Viele etablierte
Verfahren wie z.B. die in vitro-Kultivierung von Zellen oder das Farbeverfahren
fur eine Immunfluoreszenzmikroskopie (z.B. DAPI-, BrdU-, Alizerin-, Phalloidin-
Farbungen) werden durch die Produkteigenschaften des zu untersuchenden
Materials limitiert und sind, wenn Uberhaupt, nur sehr schwierig durchzuflhren.

Das primare Studiendesign, das dieser Arbeit zugrunde lag, wurde aufgrund

fortlaufender Erkenntnisse notwendigerweise angepasst.
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Abb. 1: Lichtmikroskopische Aufnahme eines Well-Kammerbodens mit einem BONIT®
beschichteten Probekorper an Tag 3 der Inkubation. Der oben rechts im Bild entstandene
Schatten ist bedingt durch den intransparenten Probekérper aus Titan. Die feinkdrnige Struktur
(a.e. ein Prazipitat) im linken Bildabschnitt bedeckt den Boden der Wellkammer. Zwischen
Prazipitat und Probekorper besteht, bedingt durch die Bewegung des Probekorpers, eine freie
nichtbedeckte Flache.

Wahrend der Kultivierung der MSC zeigte sich bei den Probekoérpern, die
zusatzlich mit B beschichtet waren, eine nach wenigen Tagen bereits grof3flachig

vorhandene Prazipitatschicht auf dem Boden der Well-Kammern.
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(siehe Abb.1) B weist bereits in der Losungsphase eine hohe Konzentration an
Calcium- und Phosphationen auf, 77 die eine Prazipitation begtinstigen kdnnen.
Wir gehen davon aus, dass diese Schicht ebenfalls auf den Probekorpern
vorhanden ist und die darauffolgenden Versuche limitiert hat. Eine durch die DOT
GmbH veroffentlichte in vitro-Studie befasste sich mit dem Ausfallungsverhalten
von B. Die Osteoblasten-Zelllinie MG-63 wurde fur 48 h auf einer B-Probe
kultiviert. Es zeigte sich, dass die Zellen bereits nach 48 h fast vollstandig mit
einem feinkristallinen CaP-Prazipitat bedeckt waren. 72 Dies unterstiitzt unsere
Theorie, dass das Prazipitat in der gesamten Wellkammer und auf dem

Probekorper vorzufinden ist.

Abb. 2: Alizarin-immunfluoreszenzmikroskopie der Probeplattchen zum Tag 14. Oben links
CT, oben rechts CT+B, unten links DT, unten rechts DT+B. Die Probekdrper mit B imponieren im
direkten Vergleich mit deren Kontrollkdrper deutlich kraftiger in der Farbung. Wir beobachteten,
dass die B-Beschichtung auch ohne vorherige in vitro-Kultivierung ein &hnliches Bild in der
Immunfluoreszenzmikroskopie hat.

Die Untersuchung der Probekdrper mittels Immunfluoreszenzmikroskopie zeigte
zunachst vielversprechende Ergebnisse. Bspw. zeigt Abb. 2 Aufnahmen aller
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vier Probekorper zum Kinetikzeitpunkt Tag 14 nach Alizarin-Farbung. Die B-
Probekorper sind deutlich kraftiger und in ihrer Flache nahezu vollstandig
eingefarbt. Das Erscheinungsbild ware mit unseren PCR-Ergebnissen gut zu
interpretieren, allerdings zeigt sich, dass die B-Beschichtung aufgrund ihrer
Calciumphosphate auch ohne eine Kultivierung mit MSC eine stark ausgepragte
Fluoreszenz besitzt und sich so nicht vergleichend auswerten Iasst. Eine
Einfarbung mit Phalloidin, um die Aktinstruktur der Zellen darzustellen, zeigte
ahneliches Farbeverhalten. Um proliferative Zellen darzustellen, versuchten wir
eine BrdU-Farbung zu etablieren. 78 Im Rahmen der Anfarbung wurden pH-
saure Losungen verwendet, die bereits beim Farbeprozess makroskopisch
sichtbare Veranderungen auslosten. Grundsatzlich sind CaP-Beschichtungen
saureldslich. 17 Um Zellkerne darzustellen, wurde zeitgleich eine DAPI-Farbung

vorgenommen. &0

Abb. 3: DAPI-Immunfluoreszenzmikroskopie eines B-Probepliattchen zum Kinetikpunkt
Tag 14 nach zeitgleicher BrdU-Einfarbung. Zu sehen sind die blau fluoreszierenden Zellkerne
und scharf abgrenzbare zellfreie Bereiche.

Auf den B-beschichteten Probekérpern konnte kein einheitliches Bild Uber
mehrere Versuchsreihen erzielt werden. Der grofdte Anteil der Probekorper zeigte
keine Zellen, in wenigen Abschnitten sahen wir Phanomene, wie sie in Abb. 3.
zu sehen sind. Einerseits ware dies durch eine Abldosung der Zellen oder der
I6slichen  CaP-Beschichtung, andererseits aber auch durch eine
Prazipitationsschicht zu erklaren, unter der eine Anfarbung nicht erfolgen kann.
Toxische Eigenschaften der B Beschichtung konnten durch die Bioservice
Scientific  Laboratories GmbH, ausgeschlossen werden (Studien-Nr.

101981.2010). Daher schliel3en wir ein Zellsterben flir die Ursache aus. Eine
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weitere Anfarbung erfolgte, bedingt durch einen Mangel an Probeplattchen und
Spenderzellen, nicht. Es ware aber durchaus interessant gewesen, um o.g.
Phanomene besser zu verstehen. Andere Arbeiten zeigen, dass eine Anzucht
und Farbungen auf CaP-Beschichtungen grundsatzlich moglich sind. 81182183 7
beachten ist aber, dass unterschiedliche Zusammensetzungen (CaP-Verhaltnis)
und das Beschichtungsverfahren und das Tragermaterial zu unterschiedlichen
Loslichkeiten der Beschichtung fuhrten.

CaP kann die Osteointegration mit naturlichem Knochen durch die Bildung einer
Apatitschicht erleichtern.'8 Es bleibt zu klaren, ob die Prazipitatschicht aus CaP
ebenfalls eine induktive Wirkung hat. Allein unsere Beobachtung klart nicht, wie
sich die Prazipitatschicht auf die durchgefuhrten Versuche ausgewirkt hat.
SchlieRlich etablierten wir aufgrund dieser Ergebnisse allerdings eine neue Form
in der in vitro-Kultivierung, indem wir auf die Probekdrper zunachst Zellen
aufbrachten, diese dann ,auf dem Kopf“ (upside-down) kultivierten und die
Kinetikpunkte auf max. 48 Stunden festlegten. Somit konnte sich keine
Prazipitatschicht auf den Zellen niederlegen. Wir konnten die Zellen fur die
Genexpressionsanalyse zuganglich machen. Die Zuganglichkeit war bisher
erschwert, die Problemlésung war ein wichtiger Schwerpunkt dieser Arbeit. MSZ
verhalten sich je nach Einsatz und Behandlung unterschiedlich. 8 Ob die
Upside-down Methode zusatzlich einen signifikanten Unterschied im

Zellverhalten ausmacht, bleibt ebenfalls unklar.

Die erhobenen Daten in dieser Arbeit beziehen sich auf MSC, die nicht auf eine
definierte Zelllinie zurickzufuhren sind. Es handelt sich um eine heterogene
Population von Zellen, die urspringlich aus einer Mischung aus Spongiosa und
dem KM stammen. Es kdnnen darin MSC und Osteoprogenitorzellen enthalten
sein, die standardisiert in unserem Forschungslabor aufgearbeitet wurden.
Primar erfullen wir die erste Eigenschaft der Minimalkriterien zur Definition von
hMSCs nach Dominici et al., indem nur plastikadharente Zellen verwendet
wurden. '8 Die Technik ist erprobt und wurde bereits erfolgreich durch die
Mitarbeiter der Forschungslabors umgesetzt. 87 Aufgrund der oben genannten
Prazipitatschicht waren die Zellen zunachst keiner weiteren Bestimmung der
Oberflachenproteine mittels Durchflusszytometrie zuganglich. Limitiert durch die

Spenderzellen und Probekérper musste auf eine weitere



Diskussion 19

Klassifikation verzichtet werden. Das sollte ein Leser dieser Dissertation wissen.
Unsere Genexpressionsanalyse weist auf eine osteogene Differenzierung hin.
Die Suche nach der idealen zeitlichen Expression von Proteinen fur eine perfekte,
langfristig stabile Osseointegration von Implantaten bleibt herausfordernd. In der
Literatur gibt es kontroverse Aussagen zum Einfluss der CaP-Beschichtungen.
Einerseits wird gedulert, dass CaP selbst die Proliferation und osteogene
Differenzierung beeinflusst, '8 andererseits wird der osteoinduktive Effekt
ausschlieBlich auf die Oberflachenbeschaffenheit des CaP zuriickgefiihrt. 18 Es
ist bekannt, dass nicht nur das Implantatmaterial selbst, sondern auch die
Oberflachenstrukturen im Mikro-, Nano- und Subnanomalistab einen starken
Einfluss auf die im Knochen anhaftenden Zellen haben, insbesondere in der
Frihphase der Osteogenese.'® Hentschel zeigte, dass auf der sehr rauen
Oberflache von B deutlich weniger Zellen (USSCs) vorhanden waren als auf den
glatteren Vergleichsflachen. Die Zellzahl stieg jedoch mit abnehmender Rauheit
an. 176

Unsere Ergebnisse der Genexpressionsanalyse konnen die Theorie, dass primar
auch in diesem Fall eine Differenzierung zu Gunsten einer Zellproliferation

stattgefunden hat, indizieren.

Ohne auf die einzelnen Gene einzugehen, zeigt sich in der Ubersicht, dass die
Probekorper CT und DT nahezu gleiche Expressionsmuster aufweisen. Auch die
Proben CT+B und DT+B zeigen sich in allen Expressionen sehr ahnlich. Im
Vergleich von CT und DT mit CT+B und DT+B gibt es diverse signifikante

Unterschiede, auf die im Folgenden eingegangen wird.

Dass RUNX2 eine entscheidende und wesentliche Schlisselrolle in der
Differenzierung von Osteoblasten spielt, wurde mehrfach nachgewiesen. 190191
RUNX2 spielt auch eine Rolle in der Steigerung der Proliferation von MSC. 77 Ich
konnte zeigen, dass die Expression von RUNX2 durch Zellen auf CT und DT an
den frihen kinetischen Punkten im Vergleich zu B deutlich erhéht war. Ob
dadurch eher die Proliferation oder die Differenzierung angeregt wurde, kann ich
in Ganze nicht beantworten. Unter Kenntnis des Expressionsmusters der

weiteren Gene wurden wir die Konstellation so bewerten, dass auf CT und
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DT eine Tendenz zur Proliferation und auf B eine Differenzierung eingeleitet
wurde. RUNX2 wird durch die Zellen der osteogenen Differenzierung gebildet. 192
Es bestimmt vor allem die Differenzierrung von MSC in Praosteoblasten.
Interessant in diesem Zusammenhang ist, dass auf B ein signifikanter Anstieg
von RUNX2 und auf CT und DT eine signifikante geminderte Expression
stattfand. Dieser Unterschied kann unsere Theorie weiter festigen. J. Pratap und
M. Galindo et al. beschreiben eine ahnliche Beobachtung. Sie wiesen nach, dass
RUNX2 herunterreguliert wurde, wenn Stammzellen wieder in die
Zellproliferation eintraten.”® Mit der in der Literatur beschriebenen
Beobachtungen Iasst sich ableiten, dass die Zellen auf den
Kontrollbeschichtungen zunachst eine Proliferation einleiteten, wahrend die
Zellen auf B eine Differenzierung einleiteten. Die Adipozyten- und
Chondrocytendifferenzierung wird durch RUNX unterdriickt, °® wobei letzteres
kontrovers gesehen wird. 77 Da in dieser Studie keine Bestimmung der CD-
Oberflachenproteine stattgefunden hat, kann dazu keine Stellung bezogen
werden. Ferner spielt RUNX2 in der gesamten Knochenbildung eine grof3e Rolle.
194 Seine Konzentration nimmt von der MSZ zum unreifen Osteoblasten zu,
danach wieder ab. 77 Da wir nur die ersten 48 Stunden nach dem Ausbringen der
Zellen untersuchten, eine Zelldifferenzierung hin zum Osteozyten aber deutlich
langer braucht, ware eine weitere Untersuchung mit Ausweitung der
Kinetikpunkte interessant. Die Expression von RUNX2 wird durch BMP2
induziert. 9 Der zeitliche Verlauf beider Genexpressionen zeigt ein
gegenlaufiges Muster. Dies und auch die Eigenschaft, dass RUNX2 in vitro
COL1A1 fordert, 77 wird unter den entsprechenden Absatzen zu den einzelnen

Genen genauer diskutiert.

COL1A1 ist einer der ersten Marker der osteogenen Differenzierung, zeitgleich
zeigt sich auch eine vermehrte Expression von AP, einige Tage spater folgt OC.
196 Die Beschreibung des zeitlichen Verlaufs der Expression dieser Marker passt
zu unserer Theorie. Unter CT und DT ist der Anstieg von COL1A1 Uber die Zeit
zwar signifikant, eine signifikant hohere Expression von OC ist aber unter B
gegeben. Der Unterschied zu den Kontrollen war bei COL1A1 nicht signifikant.
Der Unterschied bei OC hingegen zeigte einen hochst signifikanten Unterschied.

Auf die Expression von OC folgt die Mineralisierungsphase. % Es
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ist davon auszugehen, dass eine Mineralisierung unter B friher eintritt. Dieser
Effekt kdnnte eine direkte Kontaktosteogenese verbessern, wenn es zu einer
friheren Mineralisierung der Matrix kommt. Dazu waren weitere Untersuchungen
notwendig. Eine fruhere Mineralisierung verhindert zwar eine weitere
Zellmigration, aber es findet eine hohere osteogene Aktivitat statt. '°7 Bei
Brenden et al. zeigte sich darunter ebenfalls eine hohere Expression von OC.
Die extrazellulare Matrix steuert die Migration, Proliferation und Differenzierung
von Zellen. Dabei spielt COL1A1 sicher eine wichtige Rolle, ist alleine fur sich
aber nicht ausreichend, um MSC in die osteoblastische Linie zu lenken. % Die
Rolle von Kollagen ist in der Kombination mit HA zukunftsweisend und kann im
Tissue engineering von grofRer Bedeutung sein. % Ausreichend CaP-lonen und
HA finden sich bei B, dies macht die Beschichtung weiter interessant. Diese
Kombination kann zu dem Effekt einer friheren Mineralisierungsbestrebung und
so zur friheren Einleitung der Differenzierung von MSC flhren.

Da RUNX2 einen Einfluss auf die Expression von COL1A1 hatte, gehen wir
davon aus, dass die erhdhte Expression in Stunde 12 einen hdheren Einfluss auf
die Expressionsniveaus von COL1A1 zu den anderen kinetischen Zeitpunkten
hatte. Der Zeitverlauf der Expression zeigt den Anstieg der Expression in CT und
DT. Der Anstieg der COL1A1 Expression ist unter CT und DT signifikanter
ausgepragt als auf B, bei der nur eine Kontrollgruppe das Signifikanzniveau
erreichte. Da COL1A1 zunehmend von frihen Osteoprogenitorzellen sezerniert
wird, 7 gehen wir davon aus, dass sich auf CT und DT mehr Vorlauferzellen
befinden als auf B.

Auch wenn der Zeitpunkt und die Zelllinie unterschiedlich waren, ist anzumerken,
dass die DOT GmbH eine Zelldifferenzierungsstudie veroffentlicht hat, die eine
erhohte Kollagensynthese nach 10 Tagen mit einer Osteoblasten-Zelllinie
(hFOB1.19) =zeigte.'”? Innerhalb der ersten 48 Stunden zeigte unsere

Genexpressionsanalyse mit MSC ein gegenteiliges Ergebnis.

Die AP wird in der Literatur als ein wichtiger Marker der osteogenen
Differenzierung genannt. Sie fordert die Mineralisierung. 2°° Unter B wurde im

Vergleich zu den Kontrollplatten durchgehend und zur 48. Stunde signifikant
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weniger AP produziert. Es zeigte sich allerdings ein ahnliches zeitliches
Expressionsmuster wie bei den Kontrollbeschichtungen. Lynch et al.
beschreiben, wie die Expression und Aktivitat von AP durch Kollagen gefordert
wird.82 Diese Beobachtung ist mit unseren Ergebnissen vereinbar. Sie kénnte ein
Zeichen daflr sein, dass CT und DT eine kollagene Knochenmatrix férdern.
Diese Ergebnisse kdnnten durch eine schnellere Differenzierung der Zellen auf
B erklart werden. Unter Berlcksichtigung anderer Markergene lasst sich die
Beobachtung durch eine kurzere osteoblastisch-sekretorische Phase auf B
erklaren. Generell ist die AP aber ein Enzym, das zwar wahrend der gesamten
Heilungsphase nachweisbar ist, aber besonders in der Phase der Mineralisierung
auftritt (nach 14 Tagen).?°" Da wir die ersten 48 Stunden betrachten, kann der
Zeitpunkt fur einen erhohte AP-Phase zu kurz sein. Wir wiesen aber auch
vermehrt OPN und OC, zwei Marker einer spaten Phase, nach. Daher wirde ich

eine erhohte AP hier eigentlich auch erwarten.

ON st ein nicht-kollagenes Matrixprotein und steht in enger Verbindung zu
Kollagen. 8 Somit ist es ein wichtiger Bestandteil des Bindegewebes. 22 Dass
deren Expression unter CT und DT erhdht war, kann fir die vermehrte Bildung
einer kollagenen Knochenmatrix sprechen. Zumindest ist das Expressionsmuster
der Kontrollplattchen ahnlich der COL1A1-Expression, so dass hier ein direkter
Zusammenhang zu vermuten ist. Eine signifikante Erhéhung unter B zeigte sich
nach 48 Stunden nicht. Im Vergleich zu den Kontrollen zeigte sich eine signifikant
geringere Expression. Bei Abwesenheit von ON wird eine geringere
Kollagenmatrix aufgebaut, zu viel ON fuhrt zu einer Ubermaligen
Kollagenablagerung. 2% Es ist denkbar, dass eine geringere Expression einen
positiven Einfluss in der Kontaktosteogenese hat, so dass der originale Knochen
ohne bindegewebige Strukturen sich direkt mit dem Implantat verbinden kann.
Weiter gibt es in der Literatur Hinweise, dass bei der in vitro- Kultivierung von
matrixbildenden Osteoblasten durchgehend konstante mMRNA- Konzentrationen
gemessen wurden. 2% Dies kann bei der Interpretation der Daten aber nicht nur
fur die B-Beschichtung gultig sein und musste auf alle Probekdrper angewendet

werden.
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Die Rolle von IGF1 wahrend der frGhen Differenzierung wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Koch et al. postulieren, dass jungere Erkenntnisse einer
nicht ausreichenden Messtechnik geschuldet seien. 205 Sie widerlegen die
Behauptung von Walsh et al., dass IGF1 keinen Einfluss auf die Proliferation und
Differenzierung von MSC habe. 2% So zeigen sie mittels qRT-PCR, dass IGF1
die Expression von COL1A1, RUNX2 und AP in MSC hochregulierte und daher
einen Einfluss auf die frihe osteogene Differenzierung besitzt. 29

Wir konnten keinen signifikanten Unterschied in der Expression zwischen den
verschiedenen Beschichtungen feststellen. Der zeitliche Verlauf der Expression
war bei allen getesteten Beschichtungen gleich. Walsh et al. beobachteten in
ihrer Studie, dass IGF1 keinen Einfluss auf die Expression von AP hatte. 2°6 Das
durch uns per qRT-PCR gemessene Expressionsmuster von IGF1 ist dem der
AP gleich. Ob nun die AP die IGF1- oder die IGF1 die AP-Expression beeinflusst,
bleibt hier ungeklart, scheint aufgrund der Ergebnisse aber auch weniger relevant
zu sein. Es gibt zudem ausreichend Studien, die aufzeigen, dass IGF1 wichtig fur
die Zellproliferation und Differenzierung ist. 2°7 und der IGF1-Spiegel mit der
Knochenmasse korreliert. 2°8 Da in dieser Studie die friihe Phase betrachtet wird,

ware eine weitere Untersuchung mit langeren Kinetikzeiten interessant.

Dass BMP2 eine Schlusselrolle in der osteogenen Differenzierung von MSC
einnimmt, ist nicht mehr zu bestreiten und klinisch von relevanter Bedeutung. Im
Tissue engineering wird BMP2 vielfaltig als Wachstumsfaktor fir die Neubildung
von Knochen verwendet. 2°° Es steigert die Knochenbildungsrate. 219 Wir
beobachteten, dass B die Expression von BMP2 signifikant beeinflusste. Zu
jedem Zeitpunkt wurde deutlich mehr BMP2 von den Zellen auf den B
Probenplattchen exprimiert. Dies kann als ein Zeichen flir eine hohere
Differenzierungsaktivitait gewertet werden. BMP2 fordert ebenfalls die
Angiogenese, 2'" ein in der Knochenbildung und Heilung wichtiger Prozess. Der
Zeitverlauf deutet darauf hin, dass B bereits in den ersten Stunden einen Einfluss
auf die Differenzierung hat und die Differenzierung Uber 48 h nachhaltiger
stimulierte. Die alleinige Anwesenheit von BMP2 foérdert bereits die osteogene
Differenzierung. 2'? Daher sprechen wir dieser Genexpression hohe Bedeutung

zu. Auf den Vergleichsschichten CT und DT wurde nach 48 h nur
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noch bis zu einem Zehntel BMP2 exprimiert. Der hohe Unterschied ist vor allem
auf den schnellen Rickgang der BMP2-Expression in den Kontrollplatten
zurlckzufuhren. Eine Expression geht ebenfalls mit einer erhohten
Mineralisierung einher. 2'3> BMP2 fordert die Osteoblastenproliferation in den
ersten Tagen starker als Kollagen. 2'3 Dies bestarkt unsere Theorie, dass unter
B eine Differenzierung und Mineralisierung eingeleitet wird. Die
Knochenresorption wird durch BMP2 angeregt. 2'4 Es ist vorstellbar, dass die
schnell 16sliche Phase (Bruschit) der CaP-Beschichtung mit dafur verantwortlich
ist und die Zellen bestrebt sind, das Uberangebot von CaP frithzeitig zu nutzen.
Da die zeitliche Expression bei allen Probeplattchen ahnlich ist, gehen wird davon

aus, dass mehrere Faktoren die erhohte Expression unter B verursachten.

Die Genexpressionsanalyse von OPN ist sehr eindrucksvoll. Von Stunde 24 auf
Stunde 48 kam es zu einem hoch signifikanten Anstieg auf den B
Beschichtungen. Der Unterschied zu den Kontrollen zeigte ebenfalls eine
signifikant hdhere Expression. Es wird beschrieben, dass OPN ein wichtiger
Marker fiir die osteogene Differenzierung ist 2'® und eine wichtige Rolle bei der
Mineralisierung einnimmt. 2'® Das durch uns beschriebene Expressionsmuster
passt zu der Theorie, dass unter B eine friUhere Mineralisierung initiiert wurde.
Die in der Literatur beschriebene biphasische Expression, zunachst wahrend der
Differenzierung und dann bei der Matrixbildung, 2'7 2'® konnten wir nicht
nachweisen, allerdings ist dabei unser kurzer Untersuchungszeitraum zu
bertcksichtigen. OPN steuert die Bildung und das Wachstum der Knochenmatrix.
219 Dabei gibt es auch Hinweise, dass die Reifung von Osteoklasten geférdert
wird. 220 Osteoblasten synthetisieren dabei RANKL und OPG und tragen damit
zur Regulierung der osteoklastischen Aktivitaten bei der Knochenresorption bei.
221 Dieser Aspekt ist fir einen Knochen in der Phase des Remodeling von
Bedeutung und wirde weiter unsere Theorie unterstitzen.

Wahrend der in vitro-Kultivierung haben wir die Probekérper ,upside-down®
kultiviert. Es  wird beschrieben, dass OPN unterschiedliche
Osteoblastenreaktionen unter mechanischem Stress reduziert. 222 Ob die Form
der Kultivierung fir die Zellen ein Stressfaktor ist, bleibt unklar und musste

separat untersucht werden.



Diskussion 25

Aktuelle Forschungsarbeiten beschreiben flr das speziell in Osteoblasten
gebildete 223 OC die Funktion, dass es an der Regulierung der Knochenqualitat
beteiligt ist, indem es biologisches Apatit parallel zu den Kollagenfibrillen
ausrichtet. 224 Es wird ein Knochen mit héherer Festigkeit gebildet. 22

Im Vergleich zu den durch uns untersuchten Genexpressionen, zeigte die der OC
auf B einen hochst signifikanten Unterschied zu den Kontrollbeschichtungen.
Keine andere Expression hatte zur Stunde 48 ein so hohes Signifikanzniveau
erreicht. OC wird durch die Expression von RUNX2 gesteuert. /7 Unsere
Untersuchung zeigten fir RUNX2 ein ansteigendes Expressionsmuster. Dies
konnte die deutlich héhere Expression von OC auf B erklaren. Aber auch das
Vorhandensein von einem Uberangebot an CaP-lonen durch die schnell Idsliche
Phase der B Beschichtung (Bruschit), muss in Betracht gezogen werden, da OC
eine hohe Affinitdt zu Calcium und HA hat. "' Es ist ein Marker der
osteoblastaren Funktion. Daher gehen wir davon aus, dass die Differenzierung
auf B friher eingeleitet wurde, um das Angebot an CaP fur eine
Matrixmineralisierung zu nutzen. Ob OC direkten Einfluss auf die Mineraldichte
hat, ist wissenschaftlich nicht in Ganze geklart. Es gibt hierzu gegenteilige
Meinungen. 224

Hickey stellt in seiner Arbeit fest, dass hohere Kalziumablagerungen die
Kontaktosteogenese durch Stimulierung einer beschleunigten
Zementlinienbildung aus undifferenzierten Osteoprogenitorzellen férdern. '8! Es
ist vorstellbar, dass unter B und die vorliegende Bindung von Calcium durch OC

die Kontaktosteogenese ebenfalls gefordert wird.

RANKL ist eines der wichtigsten Steuerelemente der Osteoblasen und -klasten.
Das RANKL/RANK/OPG-System ist von groRer Bedeutung flir den
Knochenerhalt. Dabei sind RANKL und RANK bindende Partner bei
SignalUbertragungen, durch deren Interaktion ein bidirektionales Signal zur
Steuerung der Osteoklasten und Osteoblasten Gbertragen wird. 226 RANKL kann
durch eine l6sliche Form von OPG gehemmt werden.'??2 Ohne OPG verstarkt
sich die durch RANKL/RANK ausgeloste Osteoklasto- und Osteoblastogenese.
226 Uber 48 Stunden zeigt sich ein interessantes Bild beider Marker. Wahrend
RANKL zur Stunde 24 (nur auf einer Probe signifikant) zugenommen hatte, zeigte

sich bei OPG eine signifikante Abnahme. Weiter
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lagen eine nicht signifikante, aber dennoch deutliche Abnahme von RANKL zur
Stunde 48 und ein signifikanter Anstieg von OPG vor. Der Knochenabbau und -
aufbau sind Uber RANK/RANKL/OPG miteinander gekoppelt. Auf eine
Abbauphase folgt eine Aufbauphase.??’” Wir betrachtetn in unserer Studie die
ersten 48 Stunden. Eine zeitliche Beschreibung findet sich zu den Phasen nicht.
Das Expressionsmuster kann sich aber durch diese Theorie aber erklaren lassen.
Die signifikant hohere Expression von RANKL unter B kann weiter die Theorie
der frGheren Differenzierung unterstitzen, da auch in frihen Phasen die
Expression von RANKL die Zellen der osteoblastaren Vorlaufer fordert. 228 Die
Interaktion von Osteoblasten und Osteoklasten ist wichtig fur katabole und

anabole Prozesse im Knochenstoffwechsel.

Zu den Einschrankungen dieser Studie gehért die Tatsache, dass sich die
Expressionsmuster in vivo unterscheiden konnen, wenn andere lokale Proteine
vorhanden sind und unterschiedliche Auswirkungen auf die untersuchten Zellen
haben kénnen. Dies liegt daran, dass bereits zwei Minuten nach der Implantation
eines Titanimplantats mehr als 2800 verschiedene Proteine auf der Oberflache
nachweisbar sind.??° Auferdem wurde nur der kurze Zeitraum von 48 Stunden
beobachtet, der nicht den gesamten Prozess der Osteoblastendifferenzierung
abdeckt, welcher normalerweise mindestens 21 Tage dauert.?%°

Der Leser sollte daher beachten, dass in dieser Studie nur die proliferative Phase

und die anfangliche Matrixablagerung berucksichtigt wurden.

Der Gesundheitszustand und das Alter von Patienten und -innen haben Einfluss
auf die Qualitat und Wirksamkeit von Stammzellen. 23! Es wére interessant zu
wissen, ob das hier beschriebene Genexpressionsmuster auch bei alteren
Patienten und -innen vorliegt. Es kdnnte Entscheidungshilfe flr die Auswahl bei

der klinischen Versorgung mit Implantaten sein.

Wir haben eine neue Methode entwickelt, die die Kultivierung von humanen
mesenchymalen Stromazellen (hMSCs) auf der I6slichen Beschichtung BONIT®

fur die Genexpressionsanalyse ermdglicht. CaP-Beschichtungen
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wirken sich in ihrer Weise (Rauigkeit, Angebot von CaP-lonen) multifaktoriell auf
MSC und dessen Proliferations- und Differenzierungsverhalten aus. Sie sind mit
ihren physikalischen und chemischen Eigenschaften Multitalente in der
Implantologie.

Diese Studie beschreibt ein definiertes Genexpressionsmuster des
Knochenstoffwechsels, das zum Verstandnis des Einflusses dieser CaP-
Beschichtung auf die frihe Phase der Osseointegration beitragt. BONIT® ist in
seiner Gesamtheit zu bewerten.

Ob nun die Ldslichkeit der Beschichtung, als Quelle fur CaP-lonen, oder die
vergrofRere Oberflache, die samtliche Stoffe binden kann und in direktem Kontakt
mir den Zellen steht, fur das Expressionsmuster der aufgefUhrten Marker
verantwortlich ist, bleibt weiter unklar.

BONIT® hat aber eine signifikante Wirkung auf die Genexpression von hMSCs,
sogar wenige Stunden nach Zellkontakt.

Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass BONIT® das
Differenzierungsverhalten von hMSCs bereits in der Proliferations- und
Matrixphase stimuliert. Trotz des kurzen Untersuchungszeitraums in unserer in
vitro-Studie kann so von einer frihen Entwicklung von Osteozyten ausgegangen

werden.
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