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ZUSAMMENFASSUNG 1

ZUSAMMENFASSUNG

Die Rekonstruktion von Knochendefekten kritischer GroBe, hervorgerufen durch Trauma,
Krankheit oder abnormale skelettale Entwicklung, stellt eine gro3e Herausforderung dar. Der
derzeitige Standard, die Verwendung allogener Ersatzmaterialien, birgt die Gefahr von
AbstoBungs- und Immunreaktionen sowie Infektionen wund ist aufgrund geringer
Spenderzahlen begrenzt. Das Tissue Engineering kann durch die Entwicklung von
Knochenersatzmaterialien aus Geriistsubstanzen und lebenden Zellen einen Ausweg aus
dieser Problematik darstellen'”. Dabei muss der entwickelte Hartgewebeersatz die
Charakteristika natiirlichen Knochens optimal imitieren. Eine gro3e Zahl biodegradierbarer
und permanent bestédndiger Materialien sind bereits experimentell oder klinisch untersucht
worden, darunter hauptsidchlich Keramikmaterialien sowie natiirliche und synthetische
Polymere. Beide Stoffklassen sind jedoch nur eingeschrinkt als Biomaterial einsetzbar:
Polymere zeigen fiir den Hartgewebeersatz unzureichende Stabilitit, Keramiken weisen nur
limitierte bioaktive Eigenschaften auf. Durch Funktionalisierung der Materialien mit
bioaktiven Liganden konnen Kompositmaterialien mit steuerbaren biologischen

Eigenschaften hergestellt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine makropordse Zirkoniumdioxid-Keramik (Sponceram®)
mit Hilfe unterschiedlicher Ansdtze in ein biomimetisches Kompositmaterial {iberfiihrt.
Poly-L-Lysin als adhisionsfordernder Faktor sowie BMP-2 zur Induktion der osteogenen
Differenzierung wurden mit Hilfe zweier unterschiedlicher Polysaccharid basierter Polymere
(p(MVA), ox.p(MAG)) auf der Keramikoberfliche adsorbiert. Die Polymere wurden als
Spacermolekiile verwendet, um die bioaktiven Liganden von der Keramikoberfliche zu
distanzieren. Die kovalente Anbindung von Poly-L-Lysin und BMP-2 wurde durch Reaktion
mit in den Polymeren vorhandenen Aldehydgruppen realisiert. Der Vorteil dieser Reaktion
liegt in der Durchfithrung unter milden Reaktionsbedingungen und dem Entstehen von
Wasser als einzigem Nebenprodukt. Die mit den Polymer-Ligand-Konjugaten
funktionalisierten Keramikmaterialien wurden qualitativ und quantitativ analysiert sowie in
Zellkulturuntersuchungen getestet. Die Poly-L-Lysin enthaltenden Kompositmaterialien
zeigten das Potential, die Adhision von Zellen gegeniiber unmodifiziertem Sponceram® zu

verbessern. Die osteogene Differenzierung von humanen mesenchymalen Stromazellen, die
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auf Sponceram®/ox.p(MAG)—BMP—2 kultiviert wurden, konnte im Rahmen einer Bioreaktor-

Kultivierung im Drehbettreaktor-System Z®RP nachgewiesen werden.

In einem zweiten Ansatz wurde die Verwendung von Kollagen und Gelatine als Matrix fiir
die Beschichtung der Keramik und den Einschluss bioaktiver Molekiile untersucht. RNase
wurde als Modellprotein in die Matrizes eingeschlossen und dessen zeitliche Freisetzung
bestimmt. In ersten Zellkulturuntersuchungen mit der Modellzelllinie MC3T3-E1 konnte
gezeigt werden, dass die aus Sponceram® und Gelatine bzw. Kollagen bestehenden

Kompositmaterialien fiir die Zellkultivierung geeignet sind.

Ergiinzend wurden Untersuchungen an Sponceram®-Keramiken durchgefiihrt, die mit BMP-2
beladenen PLGA-Mikrosphidren bestiickt waren. Erste Untersuchungen der osteogenen
Differenzierung von MC3T3-E1-Zellen, die auf den Kompositen kultiviert wurden, zeigten

keine eindeutigen Resultate, so dass weitere Untersuchungen dieses Materials notwendig sind.

Schlagworte: Knochen Tissue Engineering, Bioreaktor, Funktionalisierung, Kompositmaterial
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ABSTRACT

The reconstruction of large bone defects, caused by trauma, diseases or abnormal skeletal
development poses a therapeutic challenge for surgeons. Presently, allogenic grafts are used
as standard material, but the application is limited by quantitative restrictions and risks of
infections and immune responses. Tissue Engineering may contribute to the search of
alternatives by the development of biofunctional grafts using matrix materials and living cells.
The objective is to imitate the characteristics of natural bone optimally. Several biodegradable
and permanent materials including ceramics as well as synthetic and natural polymers have
been already tested experimentally and clinically. However, both types of materials are
showing limitations concerning their applicability as biomaterials. Polymers are not stiff
enough in order to be provided as bone substitutes, ceramics often do not show bioactive
properties. The functionalization of the basis materials using bioactive components leads to

the development of smart composite materials with controllable biological properties.

In the present work, a macroporous zirconium dioxide ceramic (Sponceram®) was
transformed into a biomimetic composite material by different ways. Poly-L-lysine serving as
an adhesion enhancing factor and BMP-2 inducing the osteogenic differentiation of cells were
adsorbed on the ceramic surface by using two different polysaccharide based polymers
(p(MVA), ox.p(MAG)). The polymeres were used as spacer molecules in order to distance the
bioactive ligands from the ceramic surface. The covalent coupling of poly-L-lysine and
BMP-2 was realized by undergoing a reaction with aldehyde groups present in the polymers.
The advantage of this chemistry is the practicability under mild reaction conditions and the
generation of water as non toxic byproduct. The ceramic materials which were functionalized
with the conjugates consisting of polymer and ligand were analysed qualitatively and
quantitatively and were furthermore tested in cell culture concerning their bioactive potential.
The composite materials containing poly-L-lysine showed the capability to increase the
adhesion of cells compared to untreated Sponceram®. The osteogenic differentiation of human
mesenchymal stromal cells cultivated on Sponceram®ox.p(MAG)-BMP-2 was determined

within a bioreactor cultivation in the rotating bed system Z°RP.

In a second approach, the application of collagen and gelatine as coating matrices for the
ceramic and for the incorporation of bioactive molecules was studied. RNase used as a model

protein was incorporated into the matrices and its release was measured. Cell culture tests



4 ABSTRACT

using the model cell line MC3T3-E1 showed the qualification of the composite materials for

cell culture applications.

Additionally, Sponceram® modificated with BMP-2 loaded PLGA microspheres were tested.
A first determination of the osteogenic differentiation of MC3T3-El cells cultivated on the

composites did not show clear results which should be investigated furtheron.

Key words: Bone Tissue Engineering, bioreactor, functionalization, composite material,

osteogenic differentiation
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1. EINLEITUNG

Knochen ist eine hoch spezialisierte Form des Bindegewebes, das im Korper hauptséachlich
Schutz- und Stiitzfunktionen iibernimmt. Obwohl der Knochen eine einzigartige Kapazitét zur
Selbstheilung und —erneuerung besitzt, konnen dennoch nur solche Defekte regenerieren, die
eine kritische GroBe nicht iiberschreiten. Bei groBeren Defekten ist die Verwendung von
Knochentransplantaten notwendig, um eine effiziente Heilung zu ermoglichen. Uber Jahre
hinweg war die Verwendung autologen Knochens der sogenannte ,,goldene Standard* in der
Transplantationsmedizin. Durch die Entnahme von patienteneigenem Knochenmaterial (meist
aus Beckenkamm, Waden- oder Schienbein) sind Immunreaktionen zwar ausgeschlossen,
jedoch ist die mogliche Entnahmemenge und damit auch der Anwendungsbereich stark
limitiert. Des Weiteren konnen Komplikationen wie Weichteilinfektionen, Wund- und
Knochenheilungsstorungen oder Blutgefdl- und Nervenschddigungen wegen der
Knochenentnahme auftreten. Neben autologen Knochentransplantaten konnen auch allogene
(homologe) oder xenogene (heterologe) Materialien verwendet werden, die jedoch
Immunreaktionen hervorrufen konnen oder durch die pathogene Erreger iibertragen werden
konnen. Eine weitere Alternative zu den genannten Materialien ist der Einsatz von Metallen
oder Keramiken, die ihrerseits allerdings zahlreiche Nachteile aufweisen. Metalle werden nur
schlecht in das umgebende Gewebe integriert, Keramiken konnen sprode sein und somit in
Bereichen hoher Belastung nicht ausreichend stabil sind. Weiterhin werden bei der
Transplantation von Knochenmaterial humanen oder tierischen Ursprungs bereits wichtige
biologische Faktoren fiir die Regeneration des defekten Knochens mit iibertragen, die bei der

Verwendung von Metallen oder Keramiken fehlen.

Die Suche nach einem geeigneten Knochenersatzmaterial stellt somit gegenwértig eine grof3e
Herausforderung dar. Im Bereich des Tissue Engineering wird fiir diese Applikation folgender
Ansatz verfolgt: Aus geeigneten dreidimensionalen Geriistmaterialien, lebenden Zellen und
Signalfaktoren sowie unter Einwirkung externer Stimuli sollen funktionelle
Gewebeersatzmaterialien hergestellt werden. Das Geriistmaterial dient dabei als Matrix fiir
die verwendeten Zellen und stellt eine gewebespezifische Umgebung und Architektur bereit.
Weiterhin dient es als Reservoir fiir Wasser, Nihrstoffe und notwendige Signalstoffe wie
Cytokine oder Wachstumsfaktoren. Als wichtige Voraussetzungen, die ein geeignetes

Biomaterial erfiillen muss, sind zunidchst Biokompatibilitdt, Porositit und mechanische
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Stabilitidt zu nennen. Die Beschaffenheit der Oberflédche ist entscheidend, um die Integration
des Materials zu gewihrleisten. Die verwendeten (meist autologen) Zellen sollen weiterhin
zur osteogenen Differenzierung angeregt werden (Osteoinduktion). Die derzeit am héaufigsten
verwendeten Biomaterialien sind synthetische oder natiirliche Polymere und Keramiken. Da
diese jedoch nur eingeschrinkt bioaktiv und nicht osteoinduktiv wirken, werden derartige
Materialien durch Verwendung von Signalfaktoren (z.B. Wachstumsfaktoren) funktionalisiert.
Durch Kombination von polymeren und keramischen Anteilen konnen Kompositmaterialien
hergestellt werden, die in Bezug auf ihre strukturellen und mechanischen Eigenschaften
optimiert werden konnen. Da Knochen ein mechanisch aktives Gewebe darstellt, ist ein
weiterer entscheidender Faktor in der Entwicklung funktioneller Knochenersatzmaterialien
eine dynamisch aktive Umgebung die der in vivo dhnelt. In speziell entwickelten Bioreaktoren
konnen die mit Signalfaktoren ausgestatteten und mit Zellen besiedelten Biomaterialien
wihrend der Kultivierung mechanischen Belastungen ausgesetzt und damit gezielt stimuliert

werden.
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2. AUFGABENSTELLUNG

Ziel dieser Arbeit ist die Funktionalisierung der makropordsen Zirkoniumdioxidkeramik
Sponceram® zu einem biomimetischen Kompositmaterial, das die osteogene Differenzierung
mesenchymaler Stromazellen induzieren soll'. Dazu werden drei unterschiedliche Ansitze
verfolgt: Zunéchst wird die Oberfliche des Keramikmaterials mit bioaktiven Komponenten
modifiziert, indem diese mit Hilfe sogenannter ,,Spacermolekiile adsorbiert werden. Als
Spacermolekiile sollen zwei Polyvinylsaccharide verwendet werden, die auf dem Polymer
Poly(2-Desoxy-N-methacrylamido-D-glucose) basieren. Im zweiten Ansatz sollen die
Signalmolekiile in geeignete polymere Matrixmaterialien eingebettet werden, die ihrerseits
auf die Keramikoberfldche aufgebracht werden. Durch diesen Ansatz soll eine kontrollierte
Freisetzung der Komponenten erreicht werden. Das gleiche Ziel verfolgt auch der dritte
Ansatz, in dem die bioaktiven Molekiile in PLGA-Mikrosphiren eingeschlossen werden, die
in die Poren der Keramik eingebracht werden. Als bioaktive Molekiile sollen im ersten Ansatz
die adhisionsfordernde polymere Aminosdaure Poly-L-Lysin sowie der osteogene
Wachstumsfaktor BMP-2 verwendet werden. Fiir die Einbettung in die unterschiedlichen

Matrizes soll ausschlieBlich BMP-2 verwendet werden.

Die Eignung der Kompositmaterialien als Biomaterial soll zundchst mit Hilfe der
Modellzelllinie MC3T3-E1 untersucht werden. Um das differenzierungsinduzierende
Potential der Materialien zu untersuchen, sollen humane mesenchymale Stromazellen
verwendet werden, die aus adultem Fettgewebe gewonnen werden. Ausgewihlte
Kompositmaterialien sollen mit diesen Zellen besiedelt und im Z®RP—System, einem
speziellen Drehbettreaktor, kultiviert werden. Der Status der osteogenen Differenzierung soll
mit Hilfe von histologischen Fiarbungen, rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen und
Analyse der Genexpression beurteilt werden. Weiterhin soll das verwendete Z°RP-

Reaktorsystem mit einem neu entwickelten Einmal-Reaktorsystem verglichen werden.

' Diese Arbeit wurde im Rahmen des DFG-Forschungsprojekt ,, Tailor-made functionalized biomaterials for cell
culture applications (bone tissue generation)* angefertigt
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3. THEORETISCHE GRUNDLAGEN

3.1. EIGENSCHAFTEN VON KNOCHEN

3.1.1. AUFBAU DES KNOCHENS

Knochen ist ein natiirliches Kompositmaterial, das zu 10 % aus Wasser, zu 70 % aus
anorganischer und zu 20 % aus organischer Substanz besteht. Die organische Komponente
des Knochens, auch als Osteoid bezeichnet, besteht zu 95 % aus Kollagen und zu 5 % aus
nicht-kollagenen Proteinen wie Osteocalcin (OC), Osteonektin (ON), Knochenproteoglycan,
Bone Sialoprotein (BSP), bone morphogenetic proteins (BMPs) und Proteolipid. Der
anorganische Part besteht zu 95 % aus Hydroxylapatit, die iibrigen 5 % werden aus Mg-, Na-
und K-Fluoriden sowie Chloriden gebildet* (vgl. Abbildung 3-1).

. 0,
B 35% .Wasls(c):rA)
Chloride, Fluoride ,
] / SO 19%
/ / g Kollagen |
O 66,5 % O 1%
Hydroxylapatit

Nicht-Kollagene Proteine
Osteocalcin
Osteonektin

Knochenproteoglycan
Bone Sialoprotein
Bone morphogenetic proteins
Proteolipid

L

Abbildung 3-1: Zusammensetzung des Knochens. (adaptiert aus: Felsenberg,
2001)*



10 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

Zellen des Knochengewebes

Im Knochengewebe kommen vier unterschiedliche Zelltypen vor: knochenbildende
Osteoblasten, reife Osteozyten und bone lining cells sowie knochenabbauende Osteoklasten (s.
Abbildung 3-2). Die ersten drei erwidhnten Typen entstehen aus Osteoprogenitorzellen (vgl.
Abschnitt 3.3), Osteoklasten entwickeln sich aus hematopoetischen Zellen der Monozyten-

Makrophagen-Linie”.

Osteoblasten sind vollstindig differenzierte, etwa 20 um groBe, kuboidale Zellen®. Sie
synthetisieren die Proteine des Osteoids (Kollagen I, Osteopontin, Osteonektin, Osteocalcin,
Bone Sialoprotein) und sezernieren Wachstumsfaktoren wie TGF-B (transforming growth
factor ), BMP (bone morphogenetic protein), PDGF (Platelet-derived growth factor) und
IGF (Insulin-like growth factor), die in der Knochenmatrix gespeichert werden. Weiterhin
produzieren sie groBe Mengen alkalischer Phosphatase, die an der Vorbereitung des Osteoids
fiir die Mineralisierung beteiligt ist. Unterhalb der Osteoblasten befindet sich immer eine
Schicht unmineralisierten Osteoids”®. Dessen Deposition findet im Allgemeinen in Richtung
der Knochenoberfliche statt, periodisch jedoch umschlieft es den Osteoblasten und
produziert somit die nidchste Schicht von Osteozyten. Zell-Zell-Kanile (gap junctions)
verbinden die Osteoblasten mit ihren Nachbarn und sichern die interzellulire Kommunikation.
Uber ein Netzwerk von kleinen Kanilen (Canaliculi) kommunizieren sie zudem mit den
Osteozyten unterhalb der Knochenoberfliche. Nur etwa 10 - 20 % der Osteoblasten wandeln
sich im Laufe ihrer weiteren Entwicklung entlang der osteoblastidren Linie in Osteozyten und

bone lining cells um, der Rest unterliegt vermutlich der Apoptose’ (vgl. Abschnitt 3.3).

Bone lining cells (auch Knochendeckzellen, Knochensaumzellen, Knochenbelegzellen) sind
flache Zellen osteoblastiren Phéanotyps, die sich hauptsédchlich an den inneren (endostealen)
Knochenoberflichen befinden und weder am Knochenauf- noch -abbau beteiligt sind. Aus
diesem Grund werden sie auch als inaktive Osteoblasten bezeichnet. Sie werden neben den
Osteozyten als eine von zwei moglichen Formen terminal differenzierter Osteoblasten
angesehen’. Sie besitzen nur wenige zytoplasmatische Organellen und haben ihre
synthetisierenden Eigenschaften fast vollstindig verloren. Auch sie verfiigen iiber gap
junctions und kommunizieren mit den Osteozyten iiber kleine Kanile (Canaliculi). Bone

lining cells besitzen einige Eigenschaften synthetisierender Osteoblasten, so exprimieren sie
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Hormonrezeptoren und sind moglicherweise in der Lage Wachstumsfaktoren und Zytokine zu
produzieren. Sie stellen die grofte Population reifer Osteoblasten dar®. Vermutlich kénnen
diese als inaktiv bezeichneten Zellen bei Bedarf wieder aktiviert und zu Osteoblasten
umgewandelt werden’. Es ist wenig iiber die genaue Funktion der bone lining cells bekannt,
es wurden jedoch unterschiedliche Ansidtze diskutiert. Talmage postulierte, dass sie als
funktionelle ,,Membran* fiir den Mineralmetabolismus dienen'®. Weiterhin wurde ihnen eine

Rolle in der interzelluliren Signaliibertragung zugeschrieben®.

Osteozyten sind reife Osteoblasten, die bei Fortschreiten der Mineralisierung von der Matrix
eingeschlossen und in Knochenzellhohlen, den Lakunen, eingebettet werden. Sie sind
20 - 60 um groB und sind iiber Canaliculi miteinander verbunden, so dass der Transport von
Stoffwechselprodukten und die interzellulire Kommunikation gewéhrleistet sind. Osteozyten
bleibt eine geringe Syntheseaktivitit erhalten, so dass sie kleine Mengen des Osteoids
synthetisieren konnen'. Osteozyten sind neben der interzelluliren Kommunikation an der
Mineralstoff-Homoostase und der Mechanotransduktion, also der Umwandlung von

mechanischen in biochemische Signale beteiligt’.

Osteoklasten sind vielkernige Riesenzellen, die bis zu 100 um gro3 werden kénnen und fiir
die Knochenresorption verantwortlich sind®. Wenn sie aktiv sind, befinden sich Osteoklasten
direkt auf der Knochenoberfliche. An der dem Knochen anliegenden Seite der Zelle wird
dessen Plasmamembran durch zahlreiche Faltungen stark vergroBert. Dieser zentrale Bereich
der Membran wird als ruffled border bezeichnet, hier findet die eigentliche
Knochenresorption statt. Die ruffled border wird von der clear zone umgeben, iiber die der
Osteoklast wihrend des Resorptionsvorgangs an der Oberfliche des Knochens verankert ist’.
An der Stelle des Knochenabbaus entsteht eine Resorptionsbucht (Howship’sche Lakune).
Osteoklasten sind mobile Zellen, die sich nach der Bildung einer Resorptionsbucht iiber die

Oberfldache des Knochens bewegen, um an einer anderen Stelle aktiv zu werden®.
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Osteoblast

Osteoprogenitor
Osteoklast
\

Bone lining cell

Osteoid '[

.

Mineralisiert
Knochen

Osteozyt

Abbildung 3-2: Topografische Beziehungen zwischen den Zellen des
Knochengewebes (adaptiert aus Marks und Popoff, 1988)"2

Um die mechanische Funktionalitit des Skeletts zu gewihrleisten, unterliegt der Knochen
einem stindigen Remodelling. Durch die Belastung des Knochens und den damit
einhergehenden Verformungen treten Mikrofrakturen auf, die permanent repariert werden
miissen. Durch die Aktivitdt und das Zusammenspiel von Osteoklasten und Osteoblasten wird
fortwihrend Knochen resorbiert, gefolgt von der Synthese und Mineralisierung neuer
Knochenmatrix. Der gesamte Prozess des Auf- und Abbaus dauert etwa 3 — 4 Monate’. Die

Umformung wird unter anderem durch die Mechanosensitivitit der Osteozyten gesteuert.

Die Anpassung des Knochens an neue bzw. verinderte mechanische Belastungen geschieht in
mehreren Schritten. Beim mechanischen Einkuppeln (dem Beginn der mechanischen
Belastung) werden Fliissigkeitsstromungen bzw. Scherkrifte in Fliissigkeiten des Netzwerks
der Lakunenkanile des Knochens induziert. Die lokalen Signale werden anschlieBend beim
biochemischen Einkuppeln in biochemische Signale umgeformt. Dieser als Transduktion
bezeichnete Vorgang erfolgt iiber Stoffwechselwege in Zellmembran und Zytoskelett. Die
Signale werden von den Sensorzellen (wahrscheinlich Osteozyten und bone lining cells) zu
den Effektorzellen (wahrscheinlich Osteoblasten, Osteoklasten) weitergegeben, wobei dies
iiber so genannte Effektor-Signalmolekiile, vermutlich Prostaglandine (PG) und
Stickstoffmonoxid (NO), geschieht. Die Reaktion auf diese Signale ist der Umbau des
Knochens (Aufbau durch Osteoblasten oder Abbau durch Osteoklasten) entsprechend den
mechanischen Belastungen (Abbildung 3-3)°. Weinbaum et al. berechneten, dass die in den
Lakunenkanilen auftretenden Fliissigkeitsscherkrifte in vivo im Bereich von 0,8 -3 Pa

liegen13 .
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Reaktion oo : == Osteoblast
des Effektors < e
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Abbildung 3-3: Schematische Darstellung der Mechanotransduktion
(adaptiert aus Jerosch, Bader, Uhr, 2002)6

Aufbau des Knochengewebes

Nach der Art der Anordnung der Kollagenfibrillen im Knochen kann zwischen zwei
grundlegenden Formen unterschieden werden: dem Geflechtknochen und dem
Lamellenknochen. Im Geflechtknochen verlaufen die Kollagenfasern ohne besondere
Orientierung zu den Gefden. Diese Knochenart kommt beim Menschen wihrend der
Knochenentwicklung, der Knochenheilung an den Ansatzstellen von Sehnen und Béndern
sowie in Teilen des Schiddelknochens vor. In den ersten Lebensjahren wird der
Geflechtknochen durch Remodellierungen durch den funktionell hoher strukturierten

Lamellenknochen ersetzt'?.

Der Lamellenknochen Erwachsener besitzt einen schalen- bzw. schichtenférmigen Aufbau
aus helikal verlaufenden, parallel angeordneten Kollagenfaserbiindeln und Apatitkristallen
mit entsprechender Parallelausrichtung'®. Histologisch koénnen zwei grundlegende Formen
unterschieden werden: Die Kortikalis macht etwa 80 - 85 % des gesamten Skeletts aus und

dominiert die langen Knochen der Extremititen. Die Spongiosa (15 - 20 %) ist hauptsédchlich
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in den Wirbelkérpern und dem Beckenknochen prisent* °. Das Verhiltnis zwischen

Kortikalis und Spongiosa variiert erheblich in den unterschiedlichen Knochen.

Die Kortikalis ist aus den Haver’schen Systemen (kortikale Osteone) aufgebaut. Dies sind
zylindrische Gebilde, die aus diinnen Knochenlamellen (Haver’sche Lamellen) und einem
zentralen Kanal (Haver’scher Kanal), in dem Nerven und Blutgefde liegen, bestehen.
Seitliche Verzweigungen der Haver’schen Kanile, die sogenannten Volkmann’schen Kanile,
verbinden die einzelnen Osteone miteinander (Abbildung 3-4). In einem normalen Skelett
finden sich insgesamt etwa 21 x 10° Haver’sche Systeme. Aufgrund des riaumlichen Aufbaus
der Haver’schen Systeme ist im Vergleich zur Spongiosa nur eine relativ kleine Flidche mit
Zellen bedeckt, woraus eine geringere metabolische Aktivitit resultiert. Die Kortikalis ist an
der AuBenseite vom Periost (der duleren Knochenhaut), an der Innenseite vom Endost (der
inneren Knochenhaut) begrenzt. Das Periost ist wichtig wihrend des Knochenwachstums und
der Frakturheilung. Die Zunahme des Knochenumfangs (appositionelles oder Dicken-
Wachstum) findet im Allgemeinen durch externe Formation von neuem Gewebe am Periost
und gleichzeitiger interner Resorption am Endost statt. Wachst der Knochen in seinem
Umfang, nimmt auch das Volumen der Markhohle zu. Dieser Vorgang bleibt zeitlebens
erhalten, bei einem bestehenden Gleichgewicht zwischen Knochenauf- und —abbau bleibt die
Knochenwand gleich dick, wobei der Knochenumfang langsam zunimmt. Bei im Wachstum
befindlichen Jugendlichen iiberwiegt der Knochenaufbau etwas, da das Korpergewicht steigt
und die steigende Belastung der Knochen ausgeglichen werden muss. Bei dlteren Menschen
nimmt die funktionelle Belastung der Knochen ab, der Knochen kann diinner werden, die

Knochenresorption iiberwiegt16.

Die Spongiosa besteht aus Knochenbilkchen (Trabekel) mit einer Dicke zwischen 50 und
400 um. Die Trabekel sind wabenformig miteinander verbunden und maximieren somit die
mechanischen Eigenschaften des Knochens. Die Trabekel selbst sind aus halbmondférmigen
Untereinheiten (bone structural units, BSU) aufgebaut. In den Hohlrdumen der Spongiosa

befindet sich in der Nidhe der Gelenke das Blut bildende, rote Knochenmark.
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Abbildung 3-4: Aufbau des Knochengewebes, 1: Haversche Kaniile,
2: Periost, 3: &duBlere Grundlamellen, 4: Osteon, 5: Spongiosabilkchen
(entnommen aus Geissler et al, 1976)"”

Grundlegende Knochenformen

Aufgrund seiner duBleren Form unterscheidet man drei Arten von Knochen: kurze, lange

sowie platte Knochen.

Kurze Knochen, z.B. Hand- und FuBlwurzelknochen, sind hauptsidchlich aus Spongiosa

aufgebaut und nur von einer diinnen Schicht Kortikalis umgeben.

Lange Knochen (z.B. Oberschenkel- oder Oberarmknochen) werden auch Rohrenknochen
genannt. Sie bestehen aus einem rohrenférmigen, aus Kortikalis bestehenden Mittelstiick, der
Diaphyse. Die Spongiosa fehlt hier fast vollstindig, im Innern befindet sich die Markhohle,
die beim Erwachsenen mit dem gelben, aus Fettgewebe bestehenden Knochenmark gefiillt ist.

An beiden Enden der Diaphyse befinden sich zwei verdickte Endstiicke, die Epiphysen. Diese
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sind von einer sehr diinnen Schicht Kortikalis umgeben, darunter findet sich die Spongiosa
(Abbildung 3-5). Der in der Nihe der Epiphyse befindliche, unscharf abgegrenzte Abschnitt
der Diaphyse, der hauptsidchlich aus Spongiosa besteht, wird als Metaphyse bezeichnet.
Wihrend des Knochenwachstums enthédlt die Metaphyse die Epiphysenfuge, die dem
Lingenwachstum (interstitielles Wachstum) des Knochens dient. Die aus hyalinem Knorpel
bestehende Fugenzone mineralisiert wihrend des Wachstums, durch Chondroklasten wird der
Knorpel ab-, durch Osteoblasten der Knochen aufgebaut. Ist die Epiphysenfuge geschlossen,

so ist das Langenwachstum abgeschlossen.

Gelenkknorpel

Spongiosa; rotes Knochenmark

Epiphyse

Epiphysenfuge
Metaphyse
Kortikalis
Korpus | | i
41 }— Periost
\1}._
Metaphyse ¢
Epiphyse

Gelenkknorpel

Abbildung 3-5: Aufbau des Rohrenknochens (adaptiert aus Steinbriick,
Baumbhoer, Henle 2008)18

Platte Knochen (z.B. Brustbein, Rippen oder Schidelknochen) bestehen aus zwei Schichten
Kortikalis, zwischen denen eine mehr oder weniger dicke Schicht Spongiosa zu finden ist. In

einigen Knochen (z.B. dem Schulterblatt) kann die Spongiosa sogar vollstidndig fehlen.
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3.1.2. FUNKTIONELLER KNOCHENBAU

Knochen ist ein physiologisch dynamisches Gewebe, dessen primédre Aufgabe es ist, ein
mechanisches Stiitzsystem fiir muskuldare Aktivititen bereitzustellen sowie Organe und
Weichgewebe zu schiitzen. Es existiert eine dynamische Struktur-Funktions-Beziehung
zwischen dem Knochen und den mechanischen Belastungen, die auf ihn wirken, die als
Wolff’s Gesetz beschrieben wird. Dieses sagt aus, dass Form und Stirke des Knochens von
der Art und der Intensitdt der Belastung (der mechanischen Spannung und dynamischen
Dehnung) abhingt und sich funktionell an verinderte Bedingungen anpasst'. Die
mechanischen Eigenschaften von Knochen variieren mit der Stirke und Richtung der ihnen
ausgesetzten Belastung, sie verhalten sich anisotrop (vgl. Tabelle 3-1)". Eine weitere
Eigenschaft des Knochens ist seine Viskoelastizitit. Ein viskoelastisches Material verhilt sich
abhingig von der Geschwindigkeit der Belastung unterschiedlich. Schnell eintretenden
Belastungen gegeniiber reagiert das Material mit groBer Steifheit, bei langsam einsetzenden
Belastungen ist das Material nachgiebig. Dieses Verhalten ist hauptsdchlich auf den
Wasseranteil im Knochen zuriickzufithren. Knochen verhalten sich nicht linear elastisch,
sondern zeigen sehr schnell eine FlieBneigung, d.h. dass sie einer Belastung mit einer

dauerhaften Deformation nachgeben.

Auf den Knochen wirken Zug-, Druck- sowie Biegespannungen. Durch seine Leichtbauweise
folgt er dem Minimum-Maximum-Prinzip: bei einem Minimum an Material wird ein
Maximum an Festigkeit erzielt. Realisiert wird dieses Prinzip dadurch, dass nur dort Material
vorhanden ist, wo es wirklich benétigt wird. Des Weiteren wird die Beanspruchung der

einzelnen Strukturen durch verschiedene Bauprinzipien herabgesetzt.

Bei einem durch Biegung beanspruchten Stiitzelement stellt in der Technik das Rohr die
optimale Konstruktion dar. Gegeniiber einem massiven Stab gleichen Gewichts weist es eine
deutlich groBere Festigkeit auf. Der Rohrenknochen besitzt somit aufgrund seiner Form eine
hohe Biegefestigkeit. Durch die Biegebelastung entstehen Zugspannungen auf der einen Seite
des Knochenschaftes und gleichzeitig Druckspannungen auf der gegeniiberliegenden Seite.
Durch das Prinzip der Zuggurtung werden diese Belastungen verringert. Muskeln, Sehnen
und Binder erzeugen eine Gegenkraft, die die auf den Knochen wirkenden Krifte zum Teil in

axiale Beanspruchungen umwandelt und damit die Biegespannungen verringert.
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Die Spongiosa des Knochens ist durch die Verteilung und Ausrichtung des
Spongiosamaterials auf die wirkenden Krifte angepasst. Die Spongiosatrabekel sind entlang
der unter der Hauptbelastung auftretenden Spannungslinien (Trajektorien) ausgerichtet, so
dass sie Zug- und Druckspannungen optimal aufnehmen konnen (Abbildung 3-6). Dieser
Aufbau wird als trajektorielle Bauweise mit Zug- und Drucktrabekeln bezeichnet®. Andert
sich die iibliche Belastung des Knochens, so passt sich die trajektorielle Knochenstruktur den

verdnderten statischen Verhiltnissen an.

Hauptbelastung

Zugspannungs-
trajektorien

s
[1RSESSHITAL

’ Druckspannungs-
Y trajektorien

resultierehde Last

Abbildung 3-6: Verlauf der aus der Hauptbelastung resultierenden
Spannungstrajektorien fiir Druck und Zug im Oberschenkelkopf und -hals
des Menschen. Die Richtung der Spongiosa-Ziige entspricht dem
Spannungstrajektorienverlauf (adaptiert aus Czihak, 1990)*'

Im Rohrenknochen muss die Diaphyse hauptsidchlich Biege- und Rotationskrifte abfangen.
Das in der Mitte der Diaphyse befindliche Rohr aus Kortikalis ist dementsprechend aufgebaut.
Die Lamellen der Kortikalis sind parallel zur Knochenldngsachse angeordnet. Innerhalb der
Lamellen verlaufen kollagene Fibrillen parallel zueinander und zur Diaphyse. Die kollagenen
Fasern der einzelnen Schichten sind in jeder Lamelle entgegengesetzt spiralig angeordnet.
Somit ist die Kortikalis in der Lage, Rotationsbelastungen aus unterschiedlichen Richtungen

abzufangen.

Im Bereich der Epiphysen muss der Rohrenknochen hauptsdchlich Druckbelastungen
standhalten. Aus diesem Grund ist er hier aus Spongiosa aufgebaut. In der Spongiosa
verlaufen die kollagenen Fasern in Richtung der Belastunglinien. Diese Trabekelstruktur kann

sich duBleren Belastungen besonders gut anpassen. Die kollagenen Fasern in der Spongiosa
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werden durch Apatitkristalle verstirkt. Die Spongiosa wird von einer diinnen Schicht

Kortikalis umhillt.

Wirbelkorper werden durch das Korpergewicht hauptsidchlich starken Druckbelastungen
ausgesetzt. Aus diesem Grund verlaufen Spongiosabédlkchen senkrecht von der oberen zur
unteren Deckplatte des Wirbels. Gleichzeitig treten senkrecht zur Druckrichtung auch
Zugspannungen auf. Durch Bilkchen, die den Wirbelkdrper in horizontaler Richtung

durchziehen, konnen diese Spannungen abgefangen werden.

Tabelle 3-1: Durchschnittswerte fiir mechanische Daten humanen
Knochenmaterials'’

Richtung und
3 Maximale Elastizitdtsmodul
Knochentyp Art der Dichte [g/cm’]
Festigkeit [MPa] [GPa]
wirkenden Kraft
Longitudinaler
1,85 133 17,0
Zug
Longitudinale
1,85 193 17,0
Kortikalis Kompression
(mittlerer Longitudinale
1,85 68 3,0
Oberschenkel- Scherung
knochen) Transversaler
1,85 51 11,5
Zug
Transversale
1,85 33 11,5
Kompression
Spongiosa 3
Kompression 0,31 6 76,0 - 107
(Wirbelkdorper)
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3.2. KOMPOSITMATERIALIEN FUR DAS TISSUE ENGINEERING VON KNOCHEN

Um eine neue Moglichkeit fiir die Therapie von Knochendefekten zu erhalten, werden
Knochenersatzgewebe aus autologen Zellen und geeigneten Geriistmaterialien entwickelt. Die
dafiir verwendeten Biomaterialien miissen unterschiedlichen Anforderungen entsprechen:
Zunichst ist eine dreidimensionale Struktur notwendig, die die Adhision, Proliferation und
Differenzierung der verwendeten Zellen unterstiitzt> ». Eine interkonnektierende pordse
Struktur des Materials ist essentiell. Mikroporen mit etwa 10 um Durchmesser dienen der
Vaskularisierung des Konstrukts in vivo, Makroporen mit 150 — 900 um Durchmesser
gewdhrleisten die Nihrstoffversorgung der Zellen und den Abtransport von
Stoffwechselprodukten®*. Des Weiteren muss das Material den mechanischen Anforderungen

geniigen, denen es in vivo ausgesetzt wird.

Bei der Diskussion iiber die Eigenschaften von Biomaterialien als Knochenersatz werden
hiufig die Begriffe Osteoinduktion, Osteokonduktion sowie Osseointegration verwendet, die

an dieser Stelle kurz eingefiihrt und definiert werden sollen™:

Osteoinduktion bezeichnet die Induktion der Osteogenese (Differenzierung entlang der

osteogenen Linie) undifferenzierter und pluripotenter Stammzellen.

Osteokonduktion beschreibt die Zellverteilung und das Knochenwachstum auf einer

Materialoberfliache.

Osseointegration ist histologisch als die direkte Verankerung eines Implantats im Knochen

definiert.

Fiir die Entwicklung von Knochenersatzgeweben ist die Verwendung von pordsen natiirlichen
und synthetischen Polymer- sowie Keramikmaterialien weit verbreitet. Als natiirliche
Polymere finden Proteine der extrazelluliren Matrix (Kollagen®®, Glycosaminoglykan®® *7)
oder andere Polysaccharide (Chitosan®’ >, Stirke®, Alginate’”*") Anwendung, ihre Vorziige
liegen in ihrer Biokompatibilitit und Degradierbarkeit. Durch den natiirlichen Ursprung

konnen jedoch antigene Effekte auftreten, zudem ist die Gewdhrleistung gleichbleibender
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Qualitdt problematisch. Synthetische Polymere, z.B. Poly-L-Lactid (PLLA) oder
Polyglycolsiure (PGA)*"*?, konnen den Anforderungen entsprechend geformt werden, beim
hydrolytischen Abbau entstehen allerdings oft saure Nebenprodukte, die in vivo

33-35

Entziindungen hervorrufen konnen Polymere zeigen weiterhin ungeniigende

biomechanische Stabilitit fiir die Anwendung als Hartgewebeersatz.

Biokompatible Keramikmaterialien hingegen weisen eine hohere mechanische Belastbarkeit
auf36, sind aber hdufig nur limitiert bioaktiv. Zwar sind die weithin verwendeten

22437 eine gezielte Beeinflussung der verwendeten Zellen

Calciumphosphate osteokonduktiv
(z.B. Induktion der Osteogenese) ist jedoch kaum moglich. Fiir die Hartgeweberegeneration
verwendete Keramikmaterialien konnen sowohl in vivo abbaubare als auch permanent
bestindige Materialien sein. Haufig ist die Degradation des Materials iiber einen bestimmten
Zeitraum erwiinscht. Die Stiitzfunktion soll nur so lange bestehen bleiben, bis diese von
korpereigenem, neu gebildetem Gewebe tibernommen werden kann. Zu den bioabbaubaren
Keramikmaterialien zdhlen Hydroxylapatit, Tricalciumphosphat, Tetracalciumphosphat oder
Octacalciumphosphat®’. Bei groBen Defekten kann jedoch auch eine permanente
Stiitzfunktion erwiinscht sein. In diesem Fall finden bioinerte Materialien wie

Aluminiumoxid-, Titandioxid- oder Zirkoniumoxid-Keramiken Anwendung“’ 38,

Durch Kombination von Polymeren und Keramiken oder die Modifikation von Keramiken
mit bioaktiven Molekiilen konnen sogenannte ,,smarte” biomimetische Kompositmaterialien
mit steuerbaren Eigenschaften hergestellt werden. Dabei konnen unterschiedliche Strategien

verfolgt werden, die im Folgenden vorgestellt werden sollen (vgl. auch Abbildung 3-7).

3.2.1. POLYMER-KERAMIK-KOMPOSITE

Die einfachste Methode zur Herstellung von Kompositmaterialien ist die Kombination einer
polymeren Komponente mit einer keramischen/anorganischen Komponente, die mechanisch
miteinander vermischt werden. Das Zusammenspiel von organischen und anorganischen
Komponenten in einem Biomaterial ist besonders attraktiv fiir die Hartgeweberegeneration,

da es die Komposition natiirlichen Knochens nachahmt (vgl. Abschnitt 3.1). Aufgrund ihrer
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osteokonduktiven Eigenschaften finden hauptsédchlich Hydroxylapatit und Calciumphosphate
Anwendung. Der anorganische Part wird in den meisten Fillen als nano- oder mikro-Partikel
mit dem Polymer vermischt. Er wirkt als Fiillstoff, der den Abbau und die Resorption des
Polymers beeinflusst und aufgrund seiner osteokonduktiven FEigenschaften die
Hartgewebeintegration verbessert. Zudem werden die durch die polymere Degradation héufig
resultierenden aciden = Abbauprodukte durch die Anwesenheit der basischen
Keramikkomponente gepuffert”. Die Dispersionen aus beiden Komponenten werden
anschliefend durch unterschiedliche Prozesse in die erwiinschte porose Struktur iiberfiihrt.
Wei et al. beschreiben Nano-Hydroxylapatit/Polymer-Komposite hoher Porositit, die durch
thermisch induzierte Phasenseparation (TIPS) hergestellt wurden®. Weiterhin findet die
Methode der Solvent-cast-Technik®" *' sowie die unter hoher Temperatur durchgefiihrte

Kompression von Hydroxylapatit/Polymer-Gemischen*” * Anwendung.

3.2.2. EINSCHLUSS BIOAKTIVER MOLEKULE

Der Einschluss bioaktiver Molekiile in eine geeignete Matrix ist interessant fiir das Tissue
Engineering, da so eine gezielte Freisetzung der Molekiile aus der Matrix erreicht werden
kann. Das Ziel dieses Ansatzes ist es, eine Dosis des entsprechenden Signalmolekiils am
gewiinschten Ort zu erhalten, die eine effektive Wirkweise gewdhrleistet, ohne dabei
systemische Effekte auszuldsen™. Unterschiedliche natiirliche und synthetische Polymere
sind fiir diese Anwendung untersucht worden, unter anderem als synthetische Polymere
Polyglycolsiure (PGA)* und Polylactid-co-Glycolid (PLGA)** ¥ als natiirliche Polymere
Gelatine*® 49, Alginalt50 und Fibrin®!. Die Freisetzung der Molekiile findet durch Erosion der
Matrix statt. Es resultiert ein Pool geloster bioaktiver Molekiile um die Matrix herum, die so
direkt auf die adhirierten Zellen wirken konnen. Der grundlegende Prozess der
Polymererosion ist dessen Degradation, die sowohl enzymatisch®® als auch hydrolytisch
stattfinden kann. Unter der Degradation wird die Spaltung der Polymerketten zu Oligomeren
und schlieBlich zu Monomeren verstanden. Die Erosion bezeichnet den Verlust von Material,
verursacht durch die Diffusion der Oligo- und Monomere aus der Polymermatrix heraus™.
Durch Modifikationen der polymeren Matrix konnen deren Loslichkeit in Wasser sowie die
thermische und mechanische Stabilitit beeinflusst werden, um damit die Abbaurate der

Matrix und die damit verbundene Freisetzung der bioaktiven Molekiile zu kontrollieren.
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Sogenannte Crosslinker verkniipfen die Ketten eines Polymers und veridndern damit oben

erwiihnte physikalische Eigenschaften™.

Wird eine derart modifizierte Polymermatrix mit einem keramischen Trigermaterial
kombiniert, werden die Vorziige beider Materialien im resultierenden Kompositmaterial
miteinander vereinigt. Die Keramik gewihrleistet die mechanische Stabilitit des

Kompositmaterials, durch die Polymermatrix erlangt es biomimetische Eigenschaften.

Die Kombination von Polymer- und Keramikkomponente kann mittels unterschiedlicher
Methoden realisiert werden. Zunichst konnen porose Keramiken mit der polymeren Matrix
beschichtet werden. Diese Methode ist einfach zu verwirklichen, jedoch besteht die
Moglichkeit, dass sich die Matrix nicht iiber die gesamte dreidimensionale Struktur der
Keramik verteilt. AuBerdem kann die Polymerbeschichtung zu einem Verschluss der
Porenstruktur und damit zu einer Verschlechterung der Nahrstoffversorgung der adhérierten
Zellen fiihren. Bei dieser Methode sind demnach die Wahl der polymeren Komponente als
auch der PorengroBe der Keramik von grofler Bedeutung. Zur Anwendung kommen
bioabbaubare Polymere wie z.B. Poly-e-caprolacton (PCL)> oder Poly-Vinylpyrrolidon
(PVP)* und hochporése Keramiken. Durch den Abbau der Polymermatrix konnen
eingeschlossene bioaktive Substanzen freigesetzt werden, die keramische Komponente bleibt

temporér oder permanent als Stiitzgeriist erhalten.

Die Verwendung von Mikrosphiren als sog. drug delivery system stellt eine weitere
Moglichkeit dar, polymere Komponenten mit Keramiken zu vereinigen. Mikrosphéren sind
kleine Kiigelchen (Sphidren) mit pordser innerer Matrix und variabler Oberflache. Die
bioaktiven Molekiile liegen in der inneren Matrix dispergiert vor. Typischerweise besitzen
Mikrosphédren einen Durchmesser von 1—500um. Kleinere Partikel (10— 1000 nm
Durchmesser) werden als Nanosphiren bezeichnet’’. Die biodegradierbaren Mikrosphiren
werden in die Poren des keramischen Trigermaterials eingebaut. Der Vorteil dieser Methode
ist die Verldngerung der Halbwertszeit der bioaktiven Substanzen in vitro und in vivo
aufgrund zeitlich kontrollierter Freisetzung®®. AuBerdem kann durch Kombination von
Mikrosphdren mit definierten Freisetzungsprofilen und unterschiedlichen bioaktiven
Molekiilen eine gezielte Beeinflussung der Zellen erreicht werden. Der Zeitraum der

Freisetzung kann durch Variation der Polymereigenschaften gesteuert werden und sich {iber
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Wochen oder Monate erstrecken. Das am héufigsten verwendete Polymer fiir diesen Zweck
ist Polylactid-co-Glycolid (PLGA)*® ¥ %8 Weiterhin finden Alginate59 oder Chitosan® °" als
geeignete Polymere Anwendung. Erste Versuche zur Einbettung bioaktiver Stoffe in
Polymertriager zu deren gezielter Freisetzung wurden in den 1960er Jahren vorgenommen.
Durch Verwendung von unterschiedlichen bioaktiven Molekiilen und Polymeren mit

definierten Freisetzungsprofilen kann in vitro eine in vivo Umgebung simuliert werden .

3.2.3. OBERFLACHENFUNKTIONALISIERUNG VON KERAMIKEN

Die gezielte Modifikation einer bioinerten Keramikoberfldche mit biologischen Komponenten
ist eine weitere Methode, um dieser bioaktive Eigenschaften zu verleihen. In ersten Arbeiten,
die sich mit der gezielten Funktionalisierung von Oberflichen beschéftigten, wurden Proteine
der extrazelluliren Matrix verwendet und immobilisiert. Die mit z.B. Fibronektin oder
Laminin beschichteten Oberflichen fordern Zellproliferation und Adhédsion von Zellen®.
Seitdem bekannt ist, dass nur bestimmte Aminosduresequenzen dieser Proteine mit den
Integrinen der Zellen interagieren, wurden diese kurzen Fragmente fiir die Modifikationen
verwendet. Eines der in diesem Zusammenhang am besten untersuchten Peptide ist das RGD-
Peptid, das aus der Aminosédure-Sequenz Arginin-Glycin-Asparaginsdure (RGD) aufgebaut ist
63-65

und die Zelladhésion fordert
Glycin-Serin-Arginin)®®, REDV (Arginin-Glutamin-Asparaginsiure-Valin)®’ und IKVAV

. Weitere Peptid-Sequenzen wie YIGSR (Tyrosin-Isoleucin-

(Isoleucin-Lysin-Valin-Alanin-Valin)®® finden Anwendung fiir die Beschichtung von

Oberflachen.

Neben bioaktiven Molekiilen, die die Adhédsion von Zellen auf der Matrix begiinstigen
konnen, sind Wachstumsfaktoren von grofer Bedeutung fiir die Herstellung biomimetischer
Kompositmaterialien. Wachstumsfaktoren sind Peptide oder Proteine, die durch Bindung an
spezifische Zellrezeptoren eine Signalkaskade in Gang setzen, die die Proliferation, Migration
oder Differenzierung der Zelle regulieren. Bone morphogenetic proteins (BMPs), die der
Transforming growth factor-f (TGF-B) Superfamilie angehoren, sind in der embryonalen
Entwicklung an der Entstehung von Organen und Geweben, insbesondere von Knorpel und
Knochen, beteiligt®®. Insgesamt sind heute mehr als zwolf Proteine bekannt, die der Gruppe

der BMPs angehoren®. Aufgrund ihrer osteoinduktiven Eigenschaften haben BMP-2, 4 und 7
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2444 68 Dabei ist ihre

besondere Bedeutung fiir das Tissue Engineering von Knochen
wesentliche Aufgabe, die osteogene Differenzierung mesenchymaler Stromazellen zu
induzieren®. Der dabei ablaufende Mechanismus ist noch nicht vollstindig geklirt, es ist
jedoch bekannt, dass z.B. BMP-2 eine wichtige Rolle in der Expression osteogener Marker
spielt. BMPs sind in zahlreichen priiklinischen und klinischen Studien verwendet worden® ",
BMP-2 (InductOs™, Wyeth Pharmaceuticals, Madison, USA) sowie BMP-7 (Osigraft,
Stryker Osteonics SA, Montreux, Schweiz) sind fiir die Fusion der unteren Wirbelsdule
(InductOs™) bzw. fiir die Behandlung von Tibiafrakturen (InductOs™, Osigraft) bereits

klinisch zugelassen’" "2,

Die Immobilisierung bioaktiver Liganden kann durch Adsorption oder kovalente Bindung an
der Keramikoberflache verwirklicht werden. Bei der Adsorption bilden die Molekiile keine
chemische Bindung zur Oberfliche aus, so dass keine oder nur eine geringe Strukturdnderung
stattfindet. Die Bioaktivitit des Stoffes wird somit nicht vermindert. Allerdings werden die
Adsorbate nur sehr schwach durch Van-der-Waals-Krifte an der Oberfldche gehalten, so dass
geringe Umgebungsidnderungen (Temperatur, Druck, Losungsmittel) eine Desorption der
Teilchen hervorrufen konnen. Eine Reduzierung der biologischen Eigenschaften kann
weiterhin durch die groe Nidhe des Adsorbats zur Oberfldche oder durch Adsorption in
mehreren Schichten auftreten, da durch diese Effekte die Flexibilitit der Molekiile

eingeschriankt wird.

Eine kovalente Anbindung kann iiber reaktive Seitengruppen der eingesetzten Liganden
realisiert werden. Die Wahl der funktionellen Gruppe hat dabei direkten Einfluss auf die
bioaktiven Eigenschaften des Molekiils. Auch die Reaktionsbedingungen, unter denen die
kovalente Anbindung stattfindet, diirfen keinen Einfluss auf die Liganden haben. Bei der
kovalenten Anbindung kann eine zu grofle Ndhe zur Substratoberfldche eine Beeintridchtigung
der Bioaktivitdt bedeuten, weshalb sich die Verwendung sogenannter Spacermolekiile als
geeignet erwiesen hat”®. Dies sind spezielle Molekiile (z.B. Polymere), die als Abstandhalter
dienen, um die Liganden von der Substratoberfliche zu distanzieren und somit ihre volle

Flexibilitit zu erhalten’> 7*,

Polymerspacer besitzen zwei funktionelle Gruppen: eine Gruppe ist fahig, den Liganden

kovalent zu binden, die andere Gruppe ist so geschaffen, dass sie mit einer gegeniiber dem
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Liganden erhohten Affinitdt an der Oberfldche der Matrix bindet. Die aus der Verwendung
der Spacermolekiile resultierenden Vorteile sind vielfidltig: Durch die Distanzierung der
bioaktiven Liganden von der Oberfliche der Matrix ist die Erreichbarkeit des bioaktiven
Zentrums fiir Zellen erleichtert. Des Weiteren ist die Konzentration des immobilisierten
Liganden kontrollierbar, durch Verwendung unterschiedlicher Liganden konnen die
bioaktiven Eigenschaften der Kompositmaterialien gezielt gesteuert werden. Die aus Spacer
und Ligand resultierenden Konjugate werden durch Adsorption auf der Substratoberfliche
immobilisiert, da ein dauerhaftes Verbleiben der bioaktiven Molekiile aufgrund nicht
abschitzbarer Langzeiteffekte unerwiinscht ist. Die Desorptionsgeschwindigkeit des
Konjugats und die daraus resultierende Wirkdauer des bioaktiven Liganden kann durch
Veridnderung der  Spacer-Eigenschaften (z.B. Polaritit, Hydrophobie, Ladung,

Molekulargewicht) gesteuert werden.

Einschluss bioaktiver Molekiile
in eine Polymermatrix

Mechanische Vermischung Einschluss bioaktiver
von Polymer und Keramik ‘ ." L Molekiile in Mikrosphéren
T » TREOE
.. L \‘- o..
N ..' ® g0
o® o o

Modifizierung der Oberfldche

Abbildung  3-7:  Unterschiedliche = Methoden  zur  Herstellung
keramikbasierter Kompositmaterialien als Biomaterialien
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3.3. OSTEOGENE DIFFERENZIERUNG MESENCHYMALER STROMAZELLEN

Das Potential multipotenter mesenchymaler Stromazellen (engl. mesenchymal stromal cell,
MSCQ) fiir die Anwendung im Tissue Engineering spiegelt sich in den mannigfaltigen Studien
dieser Zellen wider. Die Definitionen ihrer Charakteristika variieren jedoch zum Teil stark, so
dass im Jahr 2006 von Dominici et al. drei Minimalkriterien mesenchymaler Stromazellen
postuliert wurden (schematische Darstellung s. Abbildung 3-8): MSCs sind unter Standard-
Kulturbedingungen auf Zellkulturplastik adhidrent wachsende Zellen. Die spezifischen
Oberflachen-Antigene CD 105, CD 73 und CD90 miissen durch eine durchfluss-
zytometrische Analyse nachweisbar sein, die Marker CD 45, CD 34, CD 14 oder CD 11b,
CD 79a oder CD 19 und HLA Klasse II diirfen nicht von den Zellen exprimiert werden. Das
dritte  Kriterium fiir eine mesenchymale Stromazelle ist deren in vitro
Differenzierungskapazitit in Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten unter

standarisierten Differenzierungskonditionen”.

Osteoblast
CD 105
€D'73
CD 90
positiv

adhérent wachsend mesenchymale

auf Zellkulturplastik Stromazelle Adipozyt

CD 45
CD 34

CD 14/CD 11b

CD 790/ CD 19

HLA Klasse II Chondroblast
negativ

Abbildung 3-8: Schematische Darstellung der drei Minimalkriterien
mesenchymaler Stromazellen

Die osteogene Differenzierung mesenchymaler Stromazellen in vitro kann durch
unterschiedliche externe Stimuli induziert werden, die biochemischer oder mechanischer
Natur sein konnen. So kann durch Einwirkung von Matrixkomponenten, Wachstumsfaktoren
(z.B. BMP-2) oder Hormonen (z.B. Dexamethason)’® sowie mechanischer Belastung77’ 8 die

Osteodifferenzierung beeinflusst werden (vgl. auch Abschnitt 3.1.1 sowie 3.2.3). Auch die
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Topographie und Mikroarchitektur der Substratoberfliche, auf der die Zellen kultiviert

werden, kann Einfluss auf die osteogene Entwicklung der Zellen haben®*.

Bei der osteogenen Entwicklung durchlaufen MSCs eine Reihe unterschiedlicher Stadien. Ein
wichtiger Schliissel der osteogenen Differenzierung ist Cbfal, ein Transkriptionsfaktor, der
die Expression aller wichtigen Gene in Osteoblasten reguliert. Die Analyse Cbfal-defizienter
Maiuse bestitigte, dass die osteoblastire Differenzierung in Abwesenheit von Cbfal
ausbleibt”’. Die Regulierung der Cbfal-Expression ist nicht vollstindig geklirt, es ist jedoch
bekannt, dass externe Stimuli wie BMPs seine Expression aktivieren konnen’. Durch die
Stimulation der mesenchymalen Stammzelle wird diese zum Osteoprogenitor und durchliuft
weitere  Entwicklungsstadien der osteoblastiren Entwicklung (Abbildung 3-9).
Osteoprogenitor-Zellen lassen sich weiterhin in mindestens zwei Populationen unterteilen:
Unreife (induzierbare) Progenitor-Zellen konnen nur durch die Einwirkung externer Stimuli
(z.B. Dexamethason, BMPs) differenzieren, reife Progenitor-Zellen durchlaufen die osteogene
Differenzierung unter Standard-Kulturbedingungen (Vitamin C, B-Glycerolphosphat, fotales
Kilberserum)®. Die Selbsterneuerungs-Kapazitit von Osteoprogenitoren ist gegeniiber
mesenchymalen Stromazellen limitiert, die Proliferation weiterhin extensiv. Die Entwicklung
des Osteoprogenitors zum Prdosteoblasten verlduft iiber eine nicht bekannte Anzahl an
Zwischenstufen, die Proliferation der Priaosteoblasten ist limitiert. Reife Osteoblasten sind
mitotisch inaktiv. In dieser Phase der Differenzierung wird das hauptsédchlich aus Kollagen I
bestehende Osteoid gebildet, das im weiteren Verlauf mineralisiert und damit die
Osteoblasten einschlie3t. Diese ,,ummauerten Osteoblasten werden als Osteozyten
bezeichnet. Alle Entwicklungsstadien von den Pridosteoblasten bis zu den Osteozyten werden

unter dem Uberbegriff osteoblastire Zellen zusammengefasst.

Die Charakterisierung der einzelnen Stadien wurde durch morphologische Untersuchungen
und die Analyse der Expression zell- und gewebespezifischer Gene vorgenommen. Ein gro3er
Fortschritt diesbeziiglich wurde durch das in vitro ,,Bone nodule assay* erreicht, in dem die
Eigenschaften von Osteoprogenitoren und den weiter differenzierten Zellen mit Hilfe
funktioneller, immunologischer und molekularer Verfahren untersucht wurde. Es konnte
gezeigt werden, dass die untersuchten Zellen morphologisch identisch mit Zellen in vivo sind
und die durch die Zellen gebildete Matrix die wichtigsten Knochenmatrixproteine enthilt.

Mineralisierte Bone Nodules repriasentieren dabei das Endprodukt der Proliferation und
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Differenzierung des Osteoprogenitors, bestehen aus einem Multilayer kuboidaler, von Osteoid
und Hydroxylapatitablagerungen umgebenen Zellen und sind morphologisch, histologisch,
sowie histo- und immunochemisch als Knochengewebe klassifizierbar®" %2, Der Verlauf der
Differenzierung mesenchymaler Stroma- bzw. Osteoprogenitor-Zellen zu matrix-
synthetisierenden Osteoblasten wurde, basierend auf der in vitro ,,Bone nodule “-Bildung, in
drei Phasen eingeteilt, mit denen charakteristische Verdnderungen in der Genexpression
einhergehen: Proliferation, Matrixbildung und —maturation sowie Matrixmineralisierung.
Gene, die im Zusammenhang mit der Proliferation stehen (Histone, Protoonkogene), werden
in der ersten (proliferativen) Phase exprimiert, bestimmte Cycline hingegen erst
postproliferativ. Die Expression der wichtigsten osteoblast-assoziierten Gene (Kollagen 1,
alkalische Phosphatase, Osteopontin, Osteocalcin, Bone Sialoprotein) findet asynchron statt
und variiert, wihrend die Osteoprogenitoren proliferieren und die Matrix maturiert und
mineralisiert. Generell gilt, dass die Expression von Kollagen I (COL-I) zu Beginn relativ
hoch ist und dann abnimmt. Der Spiegel alkalischer Phosphatase (AP) steigt zunidchst und
fillt erst dann wieder ab, wenn die Mineralisierung der Matrix fortgeschritten ist. Osteopontin
(OPN) zeigt einen biphasischen Verlauf: Es wird wihrend der Proliferation und erneut im
weiteren Verlauf der Entwicklung exprimiert, jedoch vor den anderen Matrixproteinen
Osteocalcin (OC) und Bone Sialoprotein (BSP). Die Expression von OC findet begleitend mit
der Mineralisierung statt, die von BSP hingegen voriibergehend sehr friith und dann erneut im
reifen Osteoblasten®®. Owen et al. postulierten, dass die Proliferation abgeschlossen sein muss,
bevor die Differenzierung und die Expression osteoblasten-spezifischer Gene beginnt83.
Durch Verwendung molekularbiologischer Methoden konnte gezeigt werden, dass alle diese
osteogenen Marker, mit Ausnahme von OC, bereits vor Beendigung der proliferativen Phase
in Osteoprogenitorzellen bzw. Priosteoblasten exprimiert werden®'. Die Differenzierung ist
also bereits fortgeschritten, wenn die Proliferation endet, so dass die osteoblastire
Differenzierung mindestens in sieben anstelle der oben genannten drei Phasen kategorisiert
werden muss” *. In Abbildung 3-9 sind postulierte Stadien der osteogenen Differenzierung
und die in den jeweiligen Stadien exprimierten Marker dargestellt. Es ist jedoch zu beachten,
dass die Expression einzelner Gene in unterschiedlichen Zellpopulationen verschieden stark
ausgepragt sein kann. Die Analyse der von den Zellen exprimierten Gene gibt demnach nur
einen Hinweis auf den Differenzierungszustand der Zellen. Da in einer Zellpopulation sich
auBerdem immer Zellen unterschiedlichen Reifegrades nebeneinander befinden, kann nur eine
Aussage iiber die Differenzierung der Gesamtpopulation, nicht aber der einzelnen Zelle

getroffen werden.
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Abbildung 3-9: Postulierte Schritte der osteogenen Entwicklung mit
nachweisbaren Phasen der Proliferation und Differenzierung aus in vitro
und in vivo Experimenten. Neben finalen Stadien der Differenzierung ist
auch die Apoptose beriicksichtigt, der ein Teil der Zellen unterliegt.
Etablierte Marker osteoblastdarer Zellen und ihr Expressionsprofil sind
zusitzlich dargestellt. Heterogene Expression einiger Marker sind ebenso
beriicksichtigt. - : keine nachweisbare Expression, -/+ - +++: Expression
variiert von schwach bis stark, — +++ heterogene Expression in einzelnen
Zellen (adaptiert aus: Aubin und Heersche, 2000)80

34. BIOREAKTOREN FUR DAS TISSUE ENGINEERING

Fiir die Kultivierung adhédrent wachsender Zellen kommen zwei grundlegende Strategien zum
Einsatz. Die statische oder batch-Kultur bezeichnet die Kultur von Zellen in geschlossenen
Systemen wie Zellkultur-Flaschen, -Schalen oder —Platten. Die Zellen wachsen dabei in

einem festgelegten Volumen des Kulturmediumes.
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Abbildung 3-10: Zellkultursysteme fiir die statische Kultur adhirent
wachsender Zellen. A: Zellkulturflaschen, B: Petrischalen, C: Lochplatten
(Quelle: www.nuncbrand.com, Mirz 2009)

Im zeitlichen Verlauf der statischen Kultivierung erhélt man eine typische Wachstumskurve,
die sich in vier verschiedene Phasen unterteilen ldsst (Abbildung 3-11): In der Anlaufphase
(lag-Phase) findet keine Proliferation statt, da sich die Zellen an die neuen Bedingungen
adaptieren. Sie ersetzen Teile ihrer Oberfliche und der extrazelluldaren Matrix, die wihrend
der Trypsinierung verloren gegangen sind, adhérieren auf der Kulturoberfldche und breiten
sich aus. In der anschlieBenden exponentiellen Phase (log-Phase) wachsen die Zellen mit
maximaler (exponentieller) Rate. Die Lange dieser Phase ist von der Zahl der ausgesiten
Zellen, ihrer Wachstumsrate und der Zelldichte abhéngg, bei der eine Wachstumsinhibierung
eintritt.. Am Ende der log-Phase wird die stationidre Phase (Plateau) erreicht, die
Zellpopulation wird konfluent. Die gesamte fiir die Zellen zur Verfiigung stehende
Kulturoberflache ist bewachsen und alle Zellen befinden sich in Kontakt mit den sie
umgebenden Zellen. Bei Erreichen der Konfluenz wird die Wachstumsrate reduziert, man
spricht von einer Kontaktinhibition der Zellen. In dieser Phase befinden sich Vermehrung und
Absterben der Zellen im Gleichgewicht. Dieser Gleichgewichtszustand kann mehrere Wochen
anhalten. Wird die Kultur fortgesetzt, wird die Absterbephase erreicht, die ebenfalls
exponentiell verlauft. Das Absterben erfolgt aufgrund von Nihrstoffmangel oder

Anreicherung toxischer Stoffwechselprodukte®* *°,
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Abbildung 3-11: Typische Wachstumskurve einer eukaryotischen
Zellpopulation unter statischen Kulturbedingungen

In der batch-Kultur sind die zu erreichenden Zelldichten aufgrund systembedingter
Beschrankungen  limitiert. Durch das vorgegebene Mediumvolumen ist die
Nihrstoffkonzentration limitiert und toxische Stoffwechselprodukte reichern sich wihrend der

Kultur darin an.

In den Kklassischen Kulturbehiltern (Abbildung 3-10) werden Zellen auf -einer
zweidimensionalen Oberfliache kultiviert, so dass keine dreidimensionalen Gewebestrukturen
erhalten werden konnen. Um diese zu erhalten, werden die entsprechenden Zellen auf
dreidimensionalen, pordsen Gerlistmaterialien kultiviert (vgl. Abschnitt 3.2). Die Kultur
dieser Geriist-Gewebe-Konstrukte ist auch unter statischen Bedingungen mdoglich, jedoch
kommt neben den oben erwihnten Einschriankungen ein weiterer limitierender Faktor hinzu.
Unter statischen Kultivierungsbedingungen findet der Transport von Nihrstoffen nur
diffusionskontrolliert statt, so dass groe Zellmengen nur unzureichend versorgt werden
konnen. Besonders bei der Kultur von Zellen auf dreidimensionalen Geriistmaterialien
konnen demnach nur solche Zellen versorgt werden, die sich an der Peripherie des Konstrukts

befinden.
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Die dynamische Zellkultivierung wird in speziellen Bioreaktoren durchgefiihrt. Das
Kulturmedium wird in den Reaktoren permanent durchmischt, so dass der Nahrstofftransport
nicht mehr nur diffusionskontrolliert stattfindet und die Versorgung gegeniiber der statischen
Kultur verbessert ist. Weiterhin kann in einigen Bioreaktoren frisches Kulturmedium zu-
sowie verbrauchtes Medium abgefiihrt werden, wobei das Volumen konstant bleibt. Man
spricht dann von einer Kultivierung im Perfusionsmodus. Durch Regelung der Flussrate kann
die Nihrstoffzufuhr dem Zellmetabolismus entsprechend angepasst werden. Weiterhin

werden toxisch wirkende Stoffwechselprodukte abtransportiert.

Ein weiterer Vorteil der Kultivierung von Zellen in Bioreaktoren ist die Moglichkeit, die
Parameter withrend des Prozesses kontinuierlich zu kontrollieren. Uber geeignete Sensoren,
die sich im Innern des Reaktors befinden, kénnen dessen Temperatur sowie pH-Wert, CO,-
und O,-Gehalt im Kulturmedium on-line gemessen und geregelt werden. Die Regelung des
pH-Werts wird meist durch CO,-Begasung oder Zugabe von Base in das Reaktormedium
realisiert, der pO,-Wert kann durch Zufuhr von reinem Sauerstoff manipuliert werden. Durch
die Optimierung der biophysikalischen Umgebung und des Néhrstoffangebots konnen

Bedingungen geschaffen werden, die denen in vivo dhneln.

Weiterhin konnen bei der dynamischen Kultivierung in vivo Bedingungen in Bezug auf
mechanische Beanspruchungen simuliert werden. Besonders fiir die Hartgeweberegeneration
ist die Simulation von mechanischen Belastungen (hydrostatischer Druck, Scherstress), wie
sie in vivo im Knochen auftreten, von groBer Bedeutung, da diese die Entwicklung
osteoblastédrer Zellen beeinflussen. Werden Zell- bzw. Gewebekonstrukte wihrend der in vitro
Kultivierung mechanischer Stimulation ausgesetzt, zeigen sie Eigenschaften, die den
Charakteristika von in vivo Strukturen dhneln. So beeinflusst unter anderem die Fluiddynamik
im Bioreaktor Zellfunktion und —morphologie®. Neben mechanischen Belastungen, die durch
Fliissigkeitsscherstress hervorgerufen werden, werden in einigen Bioreaktoren zusitzlich
Zug-, Kompressions- oder Torsionsbelastungen verwendet, um die kultivierten Zellen zu
stimulieren. Im Detail wird auf diesen Aspekt im weiteren Verlauf dieses Kapitels

eingegangen.

Fiir die Kultivierung von Zellen unter dynamischen Bedingungen wurden in den letzten

Jahren zahlreiche Reaktortypen entwickelt und fiir spezielle Anwendungen optimiert. Drei
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Reaktortypen konnen als Grundtypen aller weiter entwickelten Bioreaktoren angesehen

werden:

Perfusionsreaktoren zeichnen sich dadurch aus, dass porose dreidimensionale
Geriistmaterialien mit Kulturmedium durchstromt werden. Die Zellaussaat kann innerhalb der
Reaktoren durchgefiihrt werden, indem die Zellsuspension dem Perfusionskreislauf zugefiihrt
wird. Durch den Fluss des Mediums durch die pordse Matrix ist die Nihrstoffversorgung der
Zellen auch im Innern des dreidimensionalen Konstrukts gewihrleistet. Weiterhin als
Perfusionsreaktoren bezeichnet werden Systeme, in denen zwei- oder dreidimensionale
Konstrukte von Kulturmedium iiberstromt werden (s. Abbildung 3-12). Wird ein
Perfusionsreaktor im kontinuierlichen Modus betrieben, wird permanent Medium zu- und
abgefiihrt. Toxisch wirkende Stoffwechselprodukte werden so aus dem Reaktor
abtransportiert, durch Regulation der Flussrate ldsst sich die Néhrstoffkonzentration dem
Zellmetabolismus anpassen. Durch Regulation der FlieBgeschwindigkeit kann weiterhin der
auf die Zellen wirkende Scherstress variiert werden. Perfusionsreaktoren werden unter
anderem fiir Applikationen im Bereich des Tissue Engineerings von Knochen- und

Knorpelkonstrukten entwickelt®” **.

Abbildung 3-12: Prinzipien der Kultivierung in zwei unterschiedlichen
Ausfiihrungen des Perfusionsreaktors. A: Das Kulturmedium stromt durch
das mit Zellen besiedelte porose Konstrukt. B:Das zwei- oder
dreidimensionale Konstrukt wird mit Kulturmedium iiberstromt.

Spinnerflaschen wurden fiir die Kultivierung von Suspensionszellen entwickelt. Die Zellen
befinden sich in einer Flasche, in der das Kulturmedium durch einen magnetgetriebenen
Riithrer am Boden der Flasche in Bewegung gehalten wird. Adhédrent wachsende Zellen
konnen in Spinnerflaschen kultiviert werden, wenn sie auf kleinen pordsen dreidimensionalen

Matrizes ausgesit werden. Die besiedelten Konstrukte konnen an Nadeln befestigt werden,



THEORETISCHE GRUNDLAGEN 35

die vom Deckel der Flasche herabhingen (s. Abbildung 3-13). Durch die Durchmischung des
Kulturmediums ist eine gute Nahrstoffversorgung gewihrleistet. Weiterhin ist die
Verwendung von Mikrocarriern moglich. Dies sind sehr kleine porose Matrizes, die durch die
Mediumbewegung in der Flasche in Suspension gehalten werden. Spinnerflaschen wurden
unter anderem fiir die Kultivierung von Zell/Polymer-Konstrukte fiir die Regeneration von

Knorpel- und Knochengewebe verwendet™ *°.

Abbildung 3-13: Mikrocarrier-Spinnerflasche Magna—Flex® der Firma
Wheaton Industries Inc. (Quelle: www.wheatonsci.com, Mirz 2009)

Der Rotating Wall Vessel Reaktor (RWVR) wurde im Jahr 1992 von der NASA entwickelt,
um Zellen in einer Umgebung simulierter Mikrogravitation zu kultivieren. Eigentlich fiir die
Kultivierung von Suspensionszellen entwickelt, konnen auch adhédrente Zellen auf
Mikrocarriern im RWVR kultiviert werden. Der Reaktor ist aus einem rotierenden Zylinder
aufgebaut, in dem sich wiederum horizontal ein rotierendes Kulturgefil mit mittig
angebrachten Oxygenator befindet (s. Abbildung 3-14). Dieser ist fiir die Anreicherung des
Kulturmediums mit Sauerstoff und die Entfernung von Kohlenstoffdioxid zustindig, da sich
im KulturgefdB kein gasgefiillter Kopfraum befindet. Der RWVR-Reaktor zeichnet sich
dadurch aus, dass die im Reaktor herrschende Stromung laminarer Natur ist und durch
turbulente Stromungen auftretender Scherstress vermieden wird. Durch die Bewegungen der
Zylinder wird das Medium auBlerdem durchmischt, so dass keine zusitzlichen
Riihrvorrichtungen erforderlich sind. Durch den Verzicht auf die Kopfraumbegasung werden
weitere Turbulenzen und Scherstress durch Blasenbildung vermieden®’. Fiir die Regeneration
von Knochengewebe ist dieser Reaktortyp jedoch nicht zwangsldufig zweckdienlich. Auf
Knochen hat die Mikrogravitation schidliche Auswirkungen. Es ist bekannt, dass eine solche

Umgebung oft zu einem Verlust der Gesamtknochenmasse fiihrt™ °*

. Wang et al.
untersuchten die osteogene Differenzierung humaner mesenchymaler Stromazellen in einem

RWV-Reaktor und konnten gegeniiber einer statischen Kultur keine verstirkte Osteogenese
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feststellen™”. Anwendung gefunden hat der RWVR unter anderem fiir die Differenzierung von

Zellen entlang der chondrogenen94 und neuronalen Linie””.

Abbildung 3-14: Schema eines Rotating Wall Vessel Reaktors. A: Motor, B:
Kulturgefid3, C: Pumpe fiir Luftversorgung, D: Filter, E: Oxygenator
(entnommen aus Hammond and Hammond, 2001)91

In den vergangenen Jahren hat die mechanische Stimulation von Zell- und
Gewebekonstrukten wihrend der Kultivierung im Bioreaktor steigende Beachtung gefunden.
Zellen sind in ihrer natiirlichen in vivo Umgebung stindig mechanischen Belastungen
ausgesetzt. Physikalische Stimulationen durch Scherstress, Fluidstromungen, Kompression
oder Dehnung beeinflussen die Zellstruktur und werden in biochemische Signale
umgewandelt, die intra- sowie interzellulire Signalwege modulieren (vgl. auch
Abschnitt 3.1.1). Es gibt Hinweise darauf, dass physikalische Stimuli die Genexpression von
Zellen beeinflussen und die Biosyntheseaktivitit unterschiedlichster Zelltypen signifikant
gesteigert wird. Zahlreiche Studien haben sich bereits mit der Beeinflussung des
Zellmetabolismus durch mechanische Stimuli beschiftigt und gezeigt, dass Zellen bereits auf

die Stimulation durch Fluidstrdmungen reagieren®®’.

Die Tatsache, dass durch physikalische Stimulation die Zellfunktion und Gewebebildung
beeinflusst werden kann, hat zur Entwicklung zahlreicher Systeme gefiihrt, die Zellen in vitro

biomechanisch stimulieren.
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Die einfachste Form der mechanischen Stimulation ist die Induzierung von Scherstress durch
Fluidstromungen. In den klassischen Reaktorsystemen wie der Spinnerflasche und
Perfusionsbioreaktoren, werden die Zellen durch die Fluidbewegung hydrodynamischen
Scherkriften ausgesetzt. Andere Systeme stimulieren Zellen bzw. Zell-Gewebe-Konstrukte
mit Hilfe von Rotations-, Zug- oder hydrodynamischen Druckbelastungen, die meist zyklisch
einwirken. So hat unter anderem die Firma Bose Corporation unterschiedliche
Reaktorsysteme entwickelt, in denen Zell-Matrix-Konstrukte wéhrend der Kultivierung
mechanisch belastet und gleichzeitig charakterisiert werden konnen (s. Abbildung 3-15). In
einer Kulturkammer wird die zellbesiedelte Matrix je nach Applikation mit Zugklammern
oder Druckplatten fixiert. Die Néhrstoffversorgung kann durch Befiillung der gesamten
Kulturkammer oder direkte Perfusion der Matrix realisiert werden, der Mediumfluss kann
kontinuierlich oder pulsierend erfolgen. Letzteres ist besonders fiir die Ziichtung
kardiovaskuldrer Konstrukte interessant. Weiterhin kann das fixierte Zell-Matrix-Konstrukt
Zug-, Druck- oder Torsionsbelastungen in unterschiedlicher Stirke und Frequenz ausgesetzt

werden.

Abbildung 3-15: Tension/Torsion BioDynamic® Test Instrument der Firma
Bose Corporation — Electro Force® Systems Group (Quelle: www.bose-
electroforce.com, Mirz 2009)

Auch  verschiedene  Arbeitsgruppen  beschiftigen sich mit der Entwicklung
mechanoinduzierender Bioreaktoren. Powell et al. entwickelten einen mechanischen

Zellstimulator, in dem in Kollagen/Matrigel eingebettete Muskelzellen zyklisch gedehnt
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werden. Nach der Stimulation zeigten die Konstrukte verbesserte mechanische
Eigenschaften’™. Altman et al. fertigten einen Bioreaktor, in dem zellbesiedelte,
dreidimensionale Matrices multidimensionalen Dehnungsbelastungen ausgesetzt werden
konnen”. Fir die Herstellung kardiovaskulirer Gewebe werden die entsprechenden
physiologischen Bedingungen durch pulsierenden Mediumfluss und Druckbeaufschlagung

simuliert'®,

Die neueste Entwicklung im Bereich der Bioreaktortechnik ist die Verwendung von
wegwerfbaren (disposable) Einwegsystemen. Ein typischer disposable Reaktor besteht aus
einem sterilen Kunststoff-Kulturbehilter, der nach der Kultivierung entsorgt wird. Die
Vorteile von disposable Systemen sind vielféltig: Sterilisation und Reinigung des Reaktors
entfallen, die Gefahr von Kreuzkontaminationen werden durch den Einmalgebrauch
minimiert, die Systeme sind einfach aufgebaut und vielseitig einsetzbar. Die Nachteile der
Einwegreaktoren sind die noch nicht ausgereifte Einwegsensortechnik sowie die mogliche
Abgabe von toxischen Stoffen aus dem Kunststoffmaterial, die als Leachables und
Extractables bezeichnet werden'®'. Die derzeit noch sehr hohen Preise fiir Reaktoren der
Einwegtechnik werden durch die bereits erwédhnten Vorteile (entfallende Sterilisation und

Reinigung) kompensiert.

In den 1990er Jahren entwickelte der amerikanische Zellbiologe Vijay Singh einen
Einwegreaktor, der als so genannter Wave-Reaktor bekannt wurde. Der Reaktor besteht aus
einem sterilen Kunststoff-Beutel, der auf einer mechanisch betriebenen Plattform bewegt wird,
so dass im Innern des Reaktors eine Wellenbewegung des Kulturmediums entsteht. Wave-
Reaktoren (Abbildung 3-16) werden von zahlreichen Firmen hergestellt und unterscheiden
sich hauptsdchlich in der Art des mechanischen oder pneumatischen Antriebs.
Kunststoffbeutel (engl. bag) stellen auch die Grundlage anderer Einwegreaktoren dar'®> ', In
gerithrten ,,bag“-Reaktoren werden die sterilen Kunststoff-Beutel in einen Stahltank
eingesetzt, in den dann Riihrer und Begasungssystem eingefiihrt werden, um die Homogenitét
und Sauerstoffversorgung des Mediums zu gewihrleisten. ,,Hybrid-bag“-Reaktoren besitzen
bereits in den sterilen Beutel integrierte Riihrer und Begasungssysteme'®”. Eine weitere
Einwegreaktor-Entwicklung ist der ,,Orbital-shaker*, der auf einem Schiittler in Bewegung
versetzt wird. Ahnlich wie in einem Schiittelkolben wird das Medium im Reaktor kreisformig

104

bewegt . Weitere Entwicklungen sind Einwegspinner und geschiittelte Bioreaktoren, die mit

Multiwellplatten oder Spinrohrchen arbeiten.
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In den bisher beschriebenen Systemen konnen sowohl Suspensionszellen als auch adhirent
wachsende Zellen kultiviert werden. Letztere werden dafiir auf Mikrocarriern kultiviert'®.
Anwendung finden diese Systeme hauptsichlich fiir die Kultivierung produzierender Zellen
zur Herstellung rekombinanter Produkte (Impfstoffe, Antikdrper, Hormone, Enzyme)'*® '?,
Fir die Kultivierung groBerer dreidimensionaler Konstrukte zur Gewebeherstellung eignen
sich von den bisher erwihnten Reaktoren nur solche, in denen die Konstrukte befestigt
werden konnen. Spinnerflaschen sind bereits fiir die Anwendung in der Knochen- und

% Beutelbasierte Reaktoren miissten

Knorpelrekonstruktion ~ verwendet ~worden®”
dementsprechend ausgestattet werden, ihre Verwendung im Tissue Engineering ist in der

Literatur jedoch noch nicht beschrieben.

Abbildung 3-16: FEinwegreaktor Biostat Cultibag RM 20/50 von
Sartorius/Wave Biotech (Quelle: CHEManager 23/2006)108

Die Entwicklung von weiteren speziellen Einmalreaktoren fiir die Kultivierung
dreidimensionaler Gewebekonstrukte ist erst wenig weit fortgeschritten. Einzelne Systeme
sind bisher entwickelt worden. Die Firma Zellwerk GmbH hat einen im Perfusionsmodus
betreibbaren Einmalreaktor entwickelt, der auf der Drehbett-Reaktortechnik beruht. Eine
porose Keramikscheibe wird mit Zellen besiedelt und bildet das Drehbett des
zylinderformigen Reaktors, das sich alternierend durch das Zellkulturmedium und den
gasgefiillten Kopfraum bewegt. Mit Hilfe einer Steuereinheit werden pH- sowie pO,-Wert,
Temperatur und Néhrstoffzufuhr kontrolliert und geregelt. Durch die Bewegung der
zellbesiedelten Keramikscheibe im Innenraum des Reaktors sowie den Mediumfluss im
Perfusionsmodus wirken weiterhin Fliissigkeitsscherkrifte auf die adhérierten Zellen.
Besonders fiir die Anwendung im Knochen Tissue Engineering ist dies interessant, da die

durch Fliissigkeitsstromungen verursachte mechanische Stimulation die osteogene
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Differenzierung mesenchymaler Stromazellen induzieren kann®’. Weitere Details zu diesem

Reaktor finden sich im experimentellen Teil dieser Arbeit (s. Abschnitt 4.1.4.2).



EXPERIMENTELLER TEIL 41

4. EXPERIMENTELLER TEIL

Diese Arbeit beschiftigt sich mit der Funktionalisierung von Keramikmaterialien limitierter
Bioaktivitit mit der Zielsetzung biomimetische Kompositmaterialien zu erhalten. Das
Basismaterial Sponceram®, eine makropordse Zirkoniumdioxidkeramik wurde dazu mit
bioaktiven Liganden modifiziert, die die Adhdsion von Zellen foérdern sowie die
Differenzierung von mesenchymalen Stromazellen in Osteoblasten induzieren sollten. Die
Liganden wurden zum einen mit Hilfe von Polymerspacern an der Oberfliache der Keramik
adsorbiert und zum anderen in geeignete biogene Matrixmaterialien eingeschlossen. Die
Herstellungsverfahren der Kompositmaterialien wurden qualitativ sowie quantitativ
untersucht. AnschlieBend wurde die Biokompatibilitit der Materialien in statischen
Zellkulturuntersuchungen gepriift. Fiir die Evaluierung des differenzierungs-induzierenden
Potentials wurden ausgewdhlte Kompositmaterialien unter dynamischen Bedingungen

kultiviert.

Das Basismaterial zur Herstellung biomimetischer Kompositmaterialien war Sponceram®,
eine dotierte, makroporose Zirkoniumdioxidkeramik die zusitzlich eine mikropordse
Oberfliche besitzt (s. Abbildung 4-1). Kompakte zirkoniumdioxid-basierte Materialien
werden aufgrund ihres inerten Verhaltens und der daraus resultierenden Biokompatibilitit
bereits als Implantatmaterialien verwendet™. Das porose Material Sponceram® wurde in

vorangehenden Studien auf seine Biokompatibilitit untersucht'®.

Die Zellkultivierungen unter statischen Bedingungen wurden auf Sponceram®—Minidiscs mit
10 mm Durchmesser durchgefiihrt. Fiir die Bioreaktorkultivierungen wurden spezielle
Sponceram®-Scheiben mit einem Durchmesser von 65 mm und einer Dicke von 3 mm
verwendet. Technische Spezifikationen von Sponceram® 30/90 sind in Tabelle 6-2 aufgefiihrt.
Um die Zelltridger fiir in vitro Testungen einsetzen zu konnen, werden diese im Autoklaven

bei 121 °C fiir 30 min sterilisiert.
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Abbildung 4-1: Sponceram®, eine makropordse Zirkoniumdioxidkeramik.
Links: Sponceram®—Scheibe mit einem Durchmesser von 65 mm, rechts:
Sponceram®-Minidisc mit einem Durchmesser von 10 mm

4.1. OBERFLACHENMODIFIKATION MITTELS POLYMERSPACERN

Eine Moglichkeit der Funktionalisierung eines Keramikmaterials ist die Modifikation der
Oberfliche mit bioaktiven Liganden mit Hilfe von Polymeren, die als Spacermolekiile
fungieren (vgl. Abschnitt 3.2.3). Durch Kombination unterschiedlicher Liganden lassen sich
biomimetische Kompositmaterialien mit steuerbaren Eigenschaften herstellen. In dieser
Arbeit wurden zwei unterschiedliche biokompatible, nicht-degradierbare Polyvinylsaccharide
fiir die Verwendung als Spacermolekiile untersucht, die beide auf dem Polymer 2-Desoxy-N-

methacrylamido-D-glucose basieren.

Als Spacermolekiile zu verwendende Polymere miissen mehreren Anforderungen entsprechen.
Zundchst miissen sie biokompatibel sein. Eine Degradation der Polymere ist nicht erwiinscht,
da dies eine Freisetzung der Liganden und damit den Verlust der bioaktiven Eigenschaften
des Keramikmaterials zur Folge hitte. Trotzdem muss das Molekulargewicht so geschaffen
sein, dass ein Ausscheiden des mit der Zeit desorbierten Polymers aus dem Korper moglich
ist. Ein Abbau iiber die Nieren ist bis zu einem Molekulargewicht von 50 - 60 kDa méglich“o.
Des Weiteren muss das Polymer so aufgebaut sein, dass eine Adsorption auf der

Keramikoberfldche begiinstigt und eine kovalente Bindung der Liganden moglich ist.

In Polysacchariden wird das ,,Riickgrat® des Makromolekiils durch Kohlenstoffketten gebildet,

die Seitenketten bestehen aus Saccharidresten. Sie stellen eine interessante Stoffklasse fiir den
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Einsatz im Tissue Engineering dar, da sie im Allgemeinen eine geringe Toxizitit und gute
Biokompatibilitit aufweisen und zudem eine chemische Struktur besitzen, die den
Glykosaminoglykanen der extrazelluliren Matrix (z.B. Hyaluronsdure, Chondroitinsulfat,

Heparinsulfat) gleichen''".

Die Anbindung der bioaktiven Liganden an das Polymer sollte unter milden
Reaktionsbedingungen ablaufen, um die Bioaktivitit der Liganden nicht zu beeinflussen.
Weiterhin diirfen bei der Reaktion zwischen Polymer und Ligand keine toxischen
Nebenprodukte entstehen und die ausgebildete kovalente Bindung muss eine ausreichende
Stabilitit aufweisen. Die Verwendung von Aldehydgruppen als Bindungsstellen im Polymer
entspricht den genannten Anforderungen: Die bioaktiven Liganden reagieren mit ihren
Aminogruppen mit den Aldehydgruppen im Polymer unter Bildung von Iminen. Die Reaktion
kann bei einem pH-Wert von 7 und Raumtemperatur durchgefiihrt werden. Als Nebenprodukt
entsteht bei der Reaktion ausschlieBlich Wasser. Um die Stabilitit der Bindung zu erhdhen,

werden die Imine durch Reduktion mit Natriumborhydrid in Amine iiberfiihrt.

In dieser Arbeit wurde Poly(2-Desoxy-N-methacrylamido-D-glucose) (p(MAG)) als
Basispolymer verwendet. Die Aldehydgruppen wurden mit Hilfe von zwei unterschiedlichen
Methoden in das Polymer eingefithrt: Zum einen wurde das Polymer 2-Desoxy-N-
methacrylamido-D-glucose mit Natriumperiodat umgesetzt. Der Glucosering des Polymers
wird aufgebrochen, die Hydroxygruppen werden zu Aldehydgruppen oxidiert. Das
resultierende, oxidierte Polymer wird als ox.p(MAG) bezeichnet (vgl. Abschnitt 4.1.1.1;
Abbildung 4-3).

Zum anderen wurde das Basispolymer 2-Desoxy-N-methacrylamido-D-glucose mit
N-Vinylpyrrolidon (N-VP) und Acroleindiethylacetal (DAAc) copolymerisiert (Abbildung
4-4). Das resultierende Copolymer p(MVD) besitzt ein Monomeren-Verhéltnis von
[MAG]:[VP]:[DAAc] = 15:45:40 mol %, die Taktizitit der einzelnen Monomere ist nicht
bekannt. Um die Acetalgruppen des Monomers DAAc in Aldehydgruppen zu konvertieren,
wurde das Copolymer p(MVD) mit Salzsdure umgesetzt (vgl. Abschnitt 4.1.1.2,
Abbildung 4-5). Das entschiitzte Polymer wird mit p(MVA) bezeichnet.
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Die Polymere p(MAG), und p(MVD) wurden von Viktor Korzhikov am [Institute of
Macromolecular Compounds (Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russland)
hergestellt und physikalisch-chemisch charakterisiert (‘H-NMR- und IR-Spektroskopie,
Viskosimetrie, dynamische Lichtstreuung)''> '*. Die Zytotoxizitit der Polymere p(MAG),
ox.p(MAG), p(MVD) und p(MVA) wurde von Viktor Korzhikov und Solvig Diederichs im
Rahmen ihrer Dissertationen untersucht''*. Dazu wurden MC3T3-El Zellen iiber einen
Zeitraum von 11 Tagen mit Zellkulturmedium kultiviert, dem die Polymere mit einer
Konzentration von 0,1 mg/mL zugesetzt wurden. Keines der Polymere verringerte die
Viabilitiit der Zellen (Nachweis mittels MTT-Test'"). In einem weiteren Versuch wurden die
Polymere mit unterschiedlichen Konzentrationen (0,1 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,7 mg/mL) dem
Kulturmedium zugesetzt, die Viabilitit der Zellen wurde vier Tage nach der Aussaat mit Hilfe
des MTT-Tests bestimmt. Durch den Zusatz der Polymere p(MAG) und p(MVD) wurde die
Viabilitit der Zellen nicht beeintrichtigt. Die Aldehydgruppen enthaltenden Polymere zeigten

112, 114 .
* 7, Da bekannt ist,

dagegen mit steigender Konzentration zunehmend toxische Wirkung
dass Aldehydgruppen auf Organismen toxisch wirken konnen''® und die Basispolymere (ohne
Aldehydgruppen) keinen negativen Einfluss zeigten, werden die Polymer-Ligand-Konjugate
nach der Synthese mit Natriumborhydrid umgesetzt. Diese Reaktion hat neben der Reduktion
der Imin- zu Amingruppen auch eine Reduktion der verbliebenen Aldehydgruppen zur Folge,

so dass keine toxischen Effekte mehr zu erwarten sind.

Als bioaktive Liganden wurden sowohl Poly-L-Lysin (PLL) als auch BMP-2 ausgewihlt.
PLL soll die Adhision der Zellen an das Kompositmaterial férdern (vgl. Abschnitt 4.1.4),
BMP-2 die osteogene Differenzierung der adhérierten Zellen induzieren (vgl. Abschnitt 3.2.3).
Beide Liganden sollten sowohl einzeln als auch in Kombination an die als Spacermolekiile
fungierenden Polymere gebunden werden (schematische Darstellung s. Abbildung 4-2). Die
resultierenden Einfach- bzw. Doppelkonjugate sollten anschlieBend auf der Sponceram®-

Keramik adsorbiert werden.
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Abbildung 4-2: Schema der Funktionalisierung von Sponceram® mit Hilfe
von Polymerspacern und Poly-L-Lysin sowie BMP-2 als bioaktive
Liganden

Fiir die Analyse der BMP-2 enthaltenden Konjugate wurde aus wirtschaftlichen Griinden
anstelle von BMP-2 bovine Ribonuclease A (RNase) verwendet. Vergleichbare
Molekulargewichte sowie vergleichbare isoelektrische Punkte beider Molekiile qualifizieren

RNase fiir die Verwendung als Modellprotein.

4.1.1. SYNTHESE DER KONJUGATE

4.1.1.1. AKTIVIERUNG VON P(MAG)

Um die gewiinschten Liganden an das Polymer (p(MAG)) binden zu kénnen, muss dieses
oxidiert werden. Dabei wird der Glucosering des Polymers gespalten und dessen Hydroxy- in
Aldehydgruppen {iiberfiihrt (Abbildung 4-3). Fiir die Oxidation wurden 25 mg Polymer in
5 mL ddH,O gelost und auf 4 °C gekiihlt. Nach Zugabe von 15 mg Natriumperiodat wurde
das Reaktionsgemisch fiir 21 Stunden bei 4 °C gelagert. Die Reaktionsmischung nimmt
wihrend der Oxidation des Polymers eine gelb-braune Farbe an, da das Natriumperiodat zu
Iod reduziert wird. Nach erfolgter Reaktion wurde das Produkt mit Hilfe eines
Zentrifugalkonzentrators (MW 3000) abgetrennt, dreimalig mit Boratpuffer (pH =10)
gewaschen und darin aufgenommen. Mit Schiffs Reagenz konnte die Anwesenheit von
Aldehydgruppen bestitigt werden (s. Anhang 6.3.1), deren Konzentration betrdgt 30 mol %

(bezogen auf die Molmasse des Polymers)'"”.



46 EXPERIMENTELLER TEIL

CHj Tn3 Cl;
s ] [w | ],
—%‘ n —% T [ Tom
O (6] (6]
10,
NIT - - NH NH
OH OH Ol (0281 OH / 4
OH OH —=0
(e} (o) ()—(
OH OH OH
Abbildung 4-3: Oxidation des Glucoserings von p(MAG) mit
Natriumperiodat
4.1.1.2. AKTIVIERUNG VON P(MVD)

Um die bioaktiven Liganden an das Copolymer p(MVD) anbinden zu konnen, miissen dessen
Acetal- in Aldehydgruppen konvertiert werden (Abbildung 4-5). Dazu wurden 35 mg p(MVD)
in 7 mL 0,01 M Salzsédure gelost und 2 Stunden bei Raumtemperatur und 650 rpm inkubiert.
Das Produkt wurde mit Hilfe eines Zentrifugalkonzentrators (MW 3000) abgetrennt, dreimal
mit Boratpuffer (pH = 10) gewaschen und darin aufgenommen. Mit Schiffs Reagenz konnte
die Anwesenheit von Aldehydgruppen bestitigt werden (s. Anhang 6.3.1), deren

Konzentration 7 mol % betrigt'"”.
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Abbildung 4-4: Copolymerisation von 2-Desoxy-N-methacrylamido-D-
glucose mit N-Vinylpyrrolidon und Acroleindiethylacetal zu p(MVD)
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Abbildung 4-5: Synthese von p(MVA): Konversion der Acetalgruppen in
p(MVD) in Aldehydgruppen

4.1.1.3. ANBINDUNG DER LIGANDEN

Synthese von Einzelkonjugaten mit Poly-L-Lysin

Zur Anbindung der polymeren Aminosdure Poly-L-Lysin an die Aldehydgruppen der
Polymere ox.p(MAG) sowie p(MVA) wurden die Edukte in Boratpuffer (pH = 10) gelost und
in einem Gewichtsverhiltnis Polymer:PLL 10:1 (ox.p(MAG)) bzw. 20:1 (p(MVA))
zusammen gegeben (Abbildung 4-6). Nach 2 Stunden Inkubationszeit bei Raumtemperatur
und 550 rpm wurde das Produkt mit Hilfe eines Zentrifugalkonzentrators (MW 30.000)
abgetrennt. Durch Zugabe von Natriumborhydrid (1,5 Moldquivalent) wurden die Imin- zu
Aminogruppen reduziert. Die Aufarbeitung geschah durch erneute Zentrifugation des
Reaktionsgemisches in einem Zentrifugalkonzentrator (MW 30.000) und zweimaliges
Waschen des Produkts mit Phosphatpuffer pH = 7. Das resultierende Konjugat wurde in
Phosphatpuffer pH = 7 aufgenommen.
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Abbildung 4-6: Schema der Synthese der Einzelkonjugate am Beispiel der

Herstellung von ox.p(MAG)-PLL

Synthese von Einzelkonjugaten mit dem Modellprotein RNase

Zur Anbindung der als Modellprotein verwendeten RNase an die Polymere wurden die

Edukte (gelost in Boratpuffer pH = 10) in einem Gewichtsverhéltnis Polymer:RNase 10:1

(ox.p(MAG)) bzw. 20:1 (p(MVA)) zusammengegeben. Die Reaktionsmischung wurde 2 h bei

Raumtemperatur und 550 rpm inkubiert. Reduktion und Aufreinigung wurden wie oben

beschrieben durchgefiihrt.
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Synthese von Doppelkonjugaten

Zur Herstellung des Doppelkonjugats wurde zundchst RNase, wie oben beschrieben, an das
jeweilige Polymer gebunden. Nach erfolgter Abtrennung des Produkts wurde in einem
zweiten Reaktionsschritt PLL gebunden (s.0.). Reduktions- und Aufreinigungsschritt wurden

wie im Fall der Einfachkonjugate durchgefiihrt.

4.1.1.4. QUALITATIVER NACHWEIS DER KONJUGATE

Fiir den qualititativen Nachweis der Kupplungsreaktion wurden die hergestellten Konjugate

mittels Gelelektrophorese untersucht (Durchfithrung s. Anhang 6.3.2).

1 2 n' | - A2

200 4y
| 3 100 gy

-
o
- o
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Abbildung 4-7: A: Qualitativer Nachweis der Einfachkonjugate mit dem
Polymer ox.p(MAG) in einem 12 % igem SDS-Gel, mit Silber gefarbt (1:
RNase, 2: ox.p(MAG), 3: ox.p(MAG)-PLL, 4: ox.p(MAG)-PLL, 5:
ox.p(MAG)-RNase); B: Qualitativer Nachweis von ox.p(MAG)-RNase-PLL
und dem Zwischenprodukt ox.p(MAG)-RNase (1: Proteinmarker, 2: RNase,
3: ox.p(MAG), 4: ox.p(MAG)-RNase, 5: ox.p(MAG)-RNase-PLL)

Abbildung 4-7 A zeigt den qualitativen Nachweis der Einfach- und Doppelkonjugate des
Polymers ox.p(MAG) in einem 12 % igem SDS-Trenngel. Aufgrund seiner breiten
Molekulargewichtsverteilung weist oX.p(MAG) keine diskrete Bande, sondern eine lang
gezogene gelbe Spur auf (Spur 2). Nach der Anbindung von Poly-L-Lysin an das Polymer

verdndert sich die Farbe der Spur zum charakteristischen Braun geférbter Proteine (Spur 3, 4).
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Das Konjugat ox.p(MAG)-RNase zeigt ebenfalls die charakteristische braune Farbe, jedoch
wanderte diese Probe weiter durch das Trenngel (Spur 5). Dieser Befund ldsst auf ein
geringeres Molekulargewicht des Konjugats ox.p(MAG)-RNase gegeniiber ox.p(MAG)-PLL
schlieen. Offenbar haben mehr Molekiile des kleineren Poly-L-Lysins an das Polymer
gebunden. Dieser Effekt ist vermutlich auf sterische Hinderungen zuriickzufiihren. Die
diskrete Bande in Spur 5 weist auf RNase hin, die bei der Aufreinigung des Produkts nicht

vollstindig entfernt wurde.

In Abbildung 4-7 B ist der qualitative Nachweis des Doppelkonjugats ox.p(MAG)-RNase-
PLL gezeigt. Das Zwischenprodukt ox.p(MAG)-RNase zeigt die charakteristische braune
Farbe silbergefarbter Proteine (Spur 4). Nach der Anbindung des zweiten Liganden Poly-L-
Lysin ist eine potentielle Verstiarkung der Farbintensitédt zu erkennen. Au3erdem scheint sich
das Doppelkonjugat niher am Ausgangspunkt im Sammelgel zu befinden (Spur 5). Dieser

Befund weist auf ein groleres Molekulargewicht des Doppel- als des Einfachkonjugats hin.

—
' ' Sammelgel

kDa

Trenngel

10 -
1 2.4 8 % ] & 3

Abbildung 4-8: Qualitativer Nachweis der Einfachkonjugate mit dem
Polymer p(MVA) in einem 16 % igem SDS-Gel, mit Silber gefiarbt (1:
Proteinmarker, 2: RNase, 3: PLL, 4: p(MVA), 5: p(MVA)-PLL, 6:
p(MVA)-RNase, 7: p(MVA)-RNase (Zwischenprodukt des
Doppelkonjugats), 8: p(MVA)-RNase-PLL, 9: PLL)

In Abbildung 4-8 ist der qualitative Nachweis der Einfach- und Doppelkonjugate des
Polymers p(MVA) dargestellt. Diese Untersuchung wurde von Franziska Bode im Rahmen
ihrer Diplomarbeit durchgefithrt''’. In Spur 3 und 9 ist Poly-L-Lysin schwach erkennbar. Da

Poly-L-Lysin aufgrund seines geringen Molekulargewichts nicht in einem 12% igem
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Trenngel nachgewiesen werden konnte (vgl. Abbildung 4-7), wurde hier ein 16 % iges Gel
verwendet. Das Polymer p(MVA) kann im Gel nicht nachgewiesen werden (Spur 4). Das
Konjugat p(MVA)-PLL befindet sich aufgrund seiner Grofle fast ausschlieBlich im
Sammelgel (Spur 5). Das Konjugat p(MVA) und das Zwischenprodukt des Doppelkonjugats
migrierten vergleichbar weit im Trenngel. Das Molekulargewicht von p(MVA)-PLL ist somit
offenbar grofer als das Molekulargewicht von p(MVA)-RNase. Dieses Ergebnis wurde
ebenso im Fall der Konjugate des Polymers ox.p(MAG) gefunden. Das Doppelkonjugat
p(MVA)-RNase-PLL migrierte vergleichbar mit dem Einzelkonjugat p(MV A)-RNase, jedoch

verblieb zusitzlich ein groBer Teil des Konjugats im Sammelgel.

4.1.1.5. QUANTITATIVER NACHWEIS DER KONJUGATE

Fiir den quantitativen Nachweis der Kupplungsreaktionen zwischen Polymer und Liganden
wurden Poly-L-Lysin und RNase mit dem Fluoreszenzmarker FITC markiert (Durchfiihrung s.
Anhang 6.3.3). Die Anbindung der FITC-markierten Liganden an die Polymere p(MVA) und
ox.p(MAGQG) erfolgte wie unter 4.1.1.3 beschrieben. Nach erfolgter Reaktion und Aufreinigung
wurde die Menge der gebundenen Liganden mittels Fluoreszenzmessung (Anregung: 485 nm,

Emission: 535 nm) quantifiziert.

Die quantitativen Analysen der Konjugate des Polymers p(MVA) wurden von Franziska Bode
im Rahmen ihrer Diplomarbeit durchgefiihrt. Dabei wurde bestitigt, dass die Ausbeute der
Poly-L-Lysin-Kupplung die der RNase-Kupplung iibersteigt (Abbildung 4-9). RNase wurde
im Einzelkonjugat mit einer Ausbeute von 52,8 + 2.5 %, Poly-L-Lysin mit einer Ausbeute
von 67,7 + 4,7 %gebunden (bezogen auf die eingesetzte Menge). Im Doppelkonjugat betrigt
die Menge des im zweiten Schritt gebundenen Poly-L-Lysins 55,9 % * 8,3 % der eingesetzten
Menge.



52

140

120 |

100 A

Menge gebundener Liganden [%]

20

140

EXPERIMENTELLER TEIL

80

60

40 |

RNase im Einfachkonjugat p(MVA)-RNase W PLL im Einfachkonjugat p(MVA)-PLL
B PLL im Doppelkonjugat p(MVA)-RNase-PLL

Abbildung 4-9: Quantitative Analyse der Anbindung von RNase in
p(MVA)-RNase sowie PLL in p(MVA)-PLL und p(MVA)-RNase-PLL mit
FITC-markierten Liganden. Die Werte sind als Mittelwert aus vier
Experimenten + Standardfehler angegeben.
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Abbildung 4-10: Quantitative Analyse der Anbindung von RNase in
ox.p(MAG)-RNase sowie PLL in ox.p(MAG)-PLL und ox.p(MAG)-RNase-
PLL mit FITC-markierten Liganden. Die Werte sind als Mittelwert aus vier
Experimenten + Standardfehler angegeben.
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Auch die quantitative Analyse der Reaktionen zwischen ox.p(MAG) und Poly-L-Lysin sowie
RNase zeigen, dass die Reaktion mit Poly-L-Lysin mit groBerem Umsatz abliuft als die
Reaktion mit RNase (Abbildung 4-10). Bei Einsatz gleicher Ligandenmengen wurde RNase
mit einer Ausbeute von 42,0 £ 8,5 % und Poly-L-Lysin mit einer Ausbeute von 61,4 +
3,6 %gebunden. Im Doppelkonjugat betrigt die Menge des im zweiten Schritt gebundenen
Poly-L-Lysins 71,9 % + 1,7 % der eingesetzten Menge.

Fazit: Mit Hilfe der durchgefiihrten qualitativen und quantitativen Untersuchungen konnte
nachgewiesen werden, dass der adhisionsfordernde Faktor Poly-L-Lysin sowie das
Modellprotein RNase an die ausgewihlten Polymere p(MVA) und ox.p(MAG) angebunden
werden konnen. Durch eine zweistufige Anbindung von Poly-L-Lysin und RNase kann ein
Doppelkonjugat erhalten werden, dass beide Liganden enthélt. Ergidnzende Untersuchungen
mit fluoreszenzmarkiertem PLL zeigten, dass das im ersten Schritt angebundene PLL durch
die Zugabe von RNase nicht verdringt wird, sondern beide Liganden im Konjugat

nebeneinander vorliegen (Daten nicht gezeigt).

4.1.2. HERSTELLUNG DER KOMPOSITMATERIALIEN

4.1.2.1. ADSORPTION DER KONJUGATE

Zur Herstellung der Kompositmaterialien wurden Sponceram® Minidiscs oder Sponceram®-
Discs zur Sterilisation zunédchst autoklaviert (30 min, 121 °C). Die wie unter Abschnitt 4.1.1.3
beschrieben hergestellten Konjugatlosungen wurden steril filtriert. AnschlieBend wurden in
jeweils eine Kavitit einer 6-Lochplatte 7 Sponceram®-Minidiscs gegeben und mit 4 mL der
jeweiligen Konjugatlosung iiberschichtet. Die Platten wurden fiir 1 Stunde bei 300 rpm
geschiittelt und anschliefend bei Raumtemperatur iiber Nacht inkubiert. Fiir die Herstellung
der Kompositmaterialien fiir die Reaktorkultivierung wurden Sponceram®-Discs mit einem
Durchmesser von 65 mm verwendet. Die Scheiben wurden nach dem Autoklavieren in einer

Petrischale iiber Nacht in 25 mL Konjugatlosung inkubiert.



54 EXPERIMENTELLER TEIL

4.1.2.2. NACHWEIS DER ADSORPTION

Die Adsorption wurde mittels XPS-Messungen nachgewiesen, die Messungen wurden am
Leibniz Institut fiir Plasmaforschung und Technologie e.V. durchgefiihrt (fiir Details s.
Anhang 6.3.4). Es wurden zwei Keramiken jeden Komposit-Materials sowie zwei in
Phosphatpuffer inkubierte Sponceram®-Discs als Referenzmaterial untersucht. Die
Adsorption der Konjugate wurde wie unter 4.1.2.1 beschrieben durchgefiihrt. Nach der
Inkubation wurden die modifizierten Keramiken zunichst dreimal mit Phosphatpuffer
gewaschen und anschliefend bei Raumtemperatur getrocknet. Auf jeder Probe wurden fiinf

Messungen an unterschiedlichen Stellen durchgefiihrt.

®

Die Adsorption der Konjugate auf Sponceram™ konnte durch ihren Stickstoffgehalt

nachgewiesen werden. Alle untersuchten Komposit-Materialien zeigen einen Stickstoff-Peak
bei einer Bindungsenergie von 398 eV. Im Falle des nicht-modifizierten, in Phosphatpuffer
inkubierten Sponceram® wurde kein Stickstoff nachgewiesen (Abbildung 4-11, Abbildung
4-12).
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Abbildung 4-11: XPS-Ubersichtsspektrum von Sponceram,

Sponceram®/ox.p(MAG)—RNase, Sponceram®/0x.p(MAG)—PLL und
Sponceram®/ox.p(MAG)—RNase—PLL
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Abbildung 4-12: XPS-Ubersichtsspektrum von Sponceram®,
Sponceram®/p(MVA)—RNase, Sponceram /p(MVA)-PLL und
Sponceram®/p(MVA)-RNase-PLL

In Tabelle 4-1 und Tabelle 4-2 sind die Anteile an Kohlenstoff, Zirkonium, Sauerstoff und
Stickstoff aller Proben im Vergleich gezeigt. Die aufgefiihrten Anteile an Natrium, Kalium

und Phosphor sind Bestandteile des verwendeten Phosphatpuffers und nicht relevant.
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Tabelle 4-1: Chemische Quantifizierung der auf der Oberfliche der
p(MVA)-Komposite detektierten Elemente. Die Werte sind angegeben als
Mittelwert aus n Messungen + Standardfehler.
o o Sponceram®/
Referenz Sponceram / Sponceram /
Element o p(MVA)-RNase-
Sponceram p(MVA)-PLL p(MVA)-RNase
PLL
Zr 132+0,21 % 3,7+0,36 % 1,2+0,22 % 1,4+0,17 %
0) 51,8 £0,34 % 345+ 1,14 % 28,5 +0,99 % 253+0,46 %
C 20,5+0,47 % 48,4 +1,76% 59+1,44 % 62,5 £ 0,64 %
N - 56+0,31 % 6,2+0,29 % 7,2 +0,20 %
K 2,8 +0,07 % 2+0,44 % 0,7 £ 0,20 % 0,6 + 0,07 %
P 4,7+0,09 % 3,2+0,40 % 22+032% 1,6 £0,10 %
Na 53+0,16% 23+0,11 % 22+0,39 % 1,2 £ 0,08 %
Si 1,5+0,16 % - - -
Anzahl
Messungen 16 6 5 10
(n)

Tabelle 4-2: Chemische Quantifizierung der auf der Oberfliche der
ox.p(MAG)-Komposite detektierten Elemente. Die Werte sind angegeben
als der Mittelwert aus n Messungen + Standardfehler.

(n)

® Sponceram®/ Sponceram®/
Referenz Sponceram /
Element ® ox. p(MAG)- ox. p(MAG)-
Sponceram ox. pAMAG)-PLL
RNase RNase-PLL
Zr 13,2+£0,21 % 4,2+0,14 % 3,5+0,10 % 2,0+0,35 %
O 51,8 £0,34 % 36,7+ 0,97 % 32,1+£0,25 % 30,4 £ 0,57 %
C 20,5 £ 0,47 % 433+152% 50,0 £0,42 % 52,6 £ 0,69 %
N - 6,3+0,17 % 6,9 +0,16 % 7,9 +0,27 %
K 2,8 +0,07 % 2,3+0,29 % 1,8 +£0,02 % 1,5+0,10 %
P 4,7+ 0,09 % 3,8+0,31 % 2,9+£0,09 % 29+0,23 %
Na 5,3+0,16 % 3,1 0,05 % 2,8 +0,09 % 2,7+0,27 %
Si 1,5+0,16 % - - -
Anzahl
Messungen 16 3 10 10
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In den Proben Sponceram®p(MVA)-PLL sowie Sponceram®/p(MVA)-RNase wurde
Stickstoff mit einem Elementanteil von 5,6 % bzw. 6,2 % nachgewiesen (Tabelle 4-1). Die
Elementanteile des Zirkoniums und des Sauerstoffs sind gegeniiber der Referenz Sponceram®
nach der Adsorption des Konjugats geringer. Dieser Effekt beruht auf einer Abdeckung der
Sponceram®—0berﬂ'ache durch die Konjugatschicht. Die groeren Anteile an Stickstoff und
Kohlenstoff sowie die geringeren Anteile an Zirkonium und Sauerstoff im Falle von
Sponceram®/p(MVA)—RNase gegeniiber Sponceram®/p(MVA)—PLL lassen auf eine
effektivere Adsorption des Konjugats p(MVA)-RNase schlieBen. Die Unterschiede der
Elementanteile der Proben Sponceram®/p(MVA)—RNase und Sponceram®/p(MVA)—RNase—
PLL sind vergleichbar. Ein leicht erhohter Stickstoffanteil um 1% im Fall von
Sponceram®/p(MVA)-RNase-PLL ist mit der Anwesenheit zweier stickstoffhaltiger Liganden
(Poly-L-Lysin, RNase) erklirbar.

Die Ergebnisse der Untersuchungen der ox.p(MAG) enthaltenden Komposite zeigen ein
vergleichbares  Ergebnis  (Tabelle 4-2). Der  Stickstoffanteil des  Komposits
Sponceram®/ox.p(MAG)-RNase ist groBer als der Anteil in Sponceram®ox.p(MAG)-PLL.
Da auch der Kohlenstoffanteil im Komposit Sponceram®ox.p(MAG)-RNase groBer, sowie
Sauerstoff- und Zirkoniumanteil geringer sind als in Sponceram®ox.p(MAG)-PLL, kann
auch hier auf eine effektivere Adsorption des Konjugats ox.p(MAG)-RNase geschlossen
werden. Sponceram®ox.p(MAG)-RNase-PLL zeigt vergleichbare Elementanteile wie das
Kompositmaterial Sponceram®ox.p(MAG)-RNase. Der Stickstoffanteil ist jedoch auch hier
im Fall von Sponceram®/ox.p(MAG)-RNase-PLL leicht erhoht.

Fazit: Die Adhision der Konjugate beider Polymere konnte mit Hilfe der XPS-Messungen
nachgewiesen werden. Gegeniiber unbehandeltem Sponceram® erniedrigte Elementanteile an
Zirkonium und Sauerstoff sowie erhohte Anteile an Stickstoff und Kohlenstoff an der
Oberflache der Kompositmaterialien beweisen die Abdeckung der

Zirkoniumdioxidoberfldche durch die adsorbierten Konjugate.
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4.1.3. BIOMECHANISCHE UNTERSUCHUNGEN

Eine interkonnektiv pordse dreidimensionale Struktur ist fiir ein Biomaterial, das als
Knochenersatz verwendet werden soll, essentiell (vgl. Abschnitt 3.2). Besonders im Einsatz
der Hartgeweberegeneration muss die Porositidt des Materials so geschaffen sein, dass es den
mechanischen Anforderungen, denen es in vivo ausgesetzt wird, geniigt (vgl. Abschnitt 3.1).
Eine geringe Porositidt oder Poren geringen Durchmessers, die eine hohe Stabilitit des
Materials gewihrleisten wiirden, sind jedoch problematisch, da in diesem Fall sowohl die
Néhrstoffversorgung der adhérierten Zellen, als auch der Abtransport von
Stoffwechselprodukten erschwert werden. Die Deposition extrazelluldrer Matrix, die wihrend
der osteogenen Differenzierung auftritt, muss zusitzlich beriicksichtigt werden. Durch
Ablagerungen innerhalb der Poren konnen diese verkleinert oder sogar vollstindig
verschlossen werden, so dass keine Versorgung der Zellen mehr gewihrleistet ist. Die
mechanischen  Eigenschaften eines Biomaterials konnen durch biomechanische
Untersuchungen bestimmt werden. Wichtige Parameter sind dabei die maximale Festigkeit
und Deformation des Materials sowie die Energie die zum Bruch des porosen Netzwerks fiihrt,

die durch Ausfiihrung eines Kompressionstests erhalten werden.

4.1.3.1. KOMPRESSIONSTESTS

Zur Ermittlung der biomechanischen Eigenschaften eines Materials kann dieses
Kompressions-, Zug- oder Scherbelastungen ausgesetzt werden (Abbildung 4-13). Die aus
den wirkenden Kriften resultierenden Deformationen des Priifkdrpers werden registriert und
zur Charakterisierung des Materials verwendet. Zugtests sind bei der Bewertung von
Knochenersatzmaterialien in der Regel nicht relevant, da Knochen in vivo primir
Kompressionskriften ausgesetzt sind''®. Kompressionsversuche haben zudem den Vorteil,
dass relativ kleine Priifkorper verwendet werden konnen. Um die Einwirkung von
Scherkriften auf Materialien zu untersuchen, sind spezielle Priifkorperformen notwendig, die
in diesem Fall nicht zuginglich waren. Die biomechanischen Untersuchungen der
verwendeten Materialien beschrinkten sich in dieser Arbeit daher auf die Durchfiihrung von
Kompressionstests. Die Kompression wurde dabei monoaxial durchgefiihrt, so dass sich der

Priifkorper seitlich ausweichend verformen kann.
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Abbildung 4-13: Deformationen von Priifkdrpern durch Zug, Scherung oder
Kompression. F und F’ sind gleich grofle entgegengesetzte Zug- oder
Kompressionskrifte, -F und F sind gleich groBle, entgegengesetzte
Scherkrifte (adaptiert aus: Cullinane und Einhorn, 2002)19

Um den Einfluss der Polymerbeschichtung auf die Stabilitit von Sponceram® zu untersuchen,
wurde das Kompositmaterial Sponceram®ox.p(MAG) exemplarisch im Vergleich zu
unmodifiziertem Sponceram® 30/90 getestet. Auf eine Untersuchung des Kompositmaterials
Sponceram®p(MVA) wurde verzichtet, da die biomechanischen Eigenschaften beider
Materialien aufgrund des identischen Herstellungsverfahrens als vergleichbar angesehen
werden. Zu Vergleichszwecken wurden auch weitere kommerziell erhiltliche Sponceram®-
Materialien getestet: Sponceram®/ 30/90 Ti (beschichtet mit Titandioxid),
Sponceram® 30/90 HA (beschichtet mit Hydroxylapatit) und Sponceram® 30/145. Technische

Spezifikationen der unterschiedlichen Keramiken sind in Tabelle 6-2 zusammengefasst.
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Fiir die Kompressionstests wurden Sponceram®Minidiscs mit einem Durchmesser von
10 mm und einer Dicke von 3 mm verwendet. Die Polymerbeschichtung des Materials
Sponceram®/ox.p(MAG) wurde, wie in Abschnitt 4.1.2.1 beschrieben (mit Polymerldsung,

ohne angebundene Liganden), hergestellt.

Die Versuche wurden im Rahmen eines Auslandsaufenthaltes an der Universitidt Zaragoza
durchgefiihrt . Die Materialien wurden mit Hilfe einer Universalpriifmaschine einer
Kompressionsbelastung ausgesetzt und die dabei resultierenden Deformationen gemessen
(detaillierte Durchfithrung s. Anhang 6.3.5). Die gemessenen Werte wurden graphisch
dargestellt, indem die Kraft F auf die Fliche A und die Léingendnderung AL auf die
Ausgangsldnge (-dicke) Ly der Probe bezogen wurden. Es resultieren daraus die Spannung ¢

sowie die Deformation €, die in einem Diagramm gegeneinander aufgetragen wurden.

(Formel 4.1.)

Aus dem sog. Spannungs-Deformations-Diagramm konnen die maximale Spannung und die
maximale Deformation bis zum Zusammenbruch der Porenstruktur ermittelt werden. Die
Flache unter der Kurve entspricht der zu leistenden Arbeit, die zum Zusammenbruch der

Porenstruktur fiihrt.

i Aufenthalt im Rahmen eines DAAD-Stipendiums an der Universitit Zaragoza, Aragon Institute of Engineering
Research, Group of Structural Mechanics and Material Modelling (03.01.-29.02.2008)
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Abbildung 4-14: Typischer Kurvenverlauf der monoaxialen Kompression
von Sponceram®-Zelltrigern

Abbildung 4-14 zeigt typische Spannungs-Deformationskurven fiir die monoaxiale
Kompression von Sponceram® 30/90 Minidiscs. Die Streuung der Kurvenverliufe weist
erhebliche Inhomogenititen des Materials hin. In allen Fillen ist jedoch deutlich, dass die
Spannung ein Maximum durchlduft, auf einen Wert nahe Null abfillt, um anschlieBend
wieder anzusteigen. Das erste Spannungsmaximum reprisentiert die maximale Belastbarkeit
der porosen Struktur. Vor Erreichen dieses Maximums sind in der Feinstruktur der Kurve
weitere kleine Spannungsmaxima erkennbar. Hier werden offenbar bereits Poren mit
geringerer Stabilitit zerstort. Bei Uberschreiten des Spannungsmaximums kollabiert das
porose Netzwerk. Der anschlieBende Verlauf der Kurve zeigt die weitere Verdichtung des
bereits zerstorten Materials mit geringer Krafteinwirkung. Mit zunehmender Packungsdichte

nimmt der Widerstand gegen die Verformung kontinuierlich zu.

Den Spannungs-Deformationskurven wurden die Werte fiir die maximale Deformation sowie
die maximale Spannung (Belastbarkeit) entnommen. Die erhaltenen Werte wurden auf
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen untersucht (Details zur statistischen
Uberpriifung s. Anhang 6.1). Wie in Abbildung 4-15 gezeigt, ist die maximale
Deformierbarkeit des Kompositmaterials Sponceram®/ox.p(MAG)-PLL signifikant groBer als
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die der Materialien Sponceram® 30/90 HA, Sponceram® 30/145 und Sponceram® 30/90 Ti.
Zwischen den Deformierbarkeiten des Kompositmaterials und Sponceram® 30/90 sind keine
signifikanten Unterschiede feststellbar. Auch fiir die Werte von Sponceram® 30/90,
Sponceram® 30/145, Sponceram® 30/90 HA und Sponceram® 30/90 Ti konnten untereinander

keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden.

14

12

10 |

Maximale Deformation [%)]

) JL —

Sponceram” 30/90 I Sponceram” 30/90 HA M Sponceram” 30/145 M Sponceram” 30/90 Ti M Sponceram”/ox.p(MAG)-PLL

Abbildung 4-15: Maximale Deformation von Sponceram® basierten
Materialien. Die Werte sind angegeben als der Mittelwert aus fiinf
Experimenten #+ Standardfehler. Statisisch signifikante Unterschiede
gegeniiber Sponceram®/ox.p(MAG)-PLL sind mit * fiir 0,001 < p < 0,05
und ** fiir p < 0,001 gekennzeichnet
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Die maximale Belastbarkeit und damit die Stabilitit des Porengitters von
Sponceram®/ox. p(MAG)-PLL ist signifikant kleiner als die der Materialien Sponceram®
30/90 HA, Sponceram® 30/90 Ti und Sponceram® 30/145. Zwischen dem Komposit-Material
und unmodifizierten Sponceram® 30/90 sowie zwischen Sponceram® 30/90 HA,
Sponceram® 30/90 Ti und Sponceram®30/90 sind keine signifikanten Unterschiede der

maximalen Belastbarkeiten festzustellen (Abbildung 4-16).

1.4

1.2

=2 =
N o —_
. .

Maximale Belastbarkeit [Mpa]

k=
T~
L

0.2

Sponceram” 30/90 I Sponceram” 30/90 HA M Sponceram” 30/145 M Sponceram” 30/90 Ti M Sponceram”/ox.p(MAG)-PLL

Abbildung 4-16: Maximale Belastbarkeit von Sponceram® basierten
Materialien. Die Werte sind gegeben als der Mittelwert aus fiinf
Experimenten =+ Standardfehler. Statisisch signifikante Unterschiede
gegeniiber Sponceram®/ox.p(MAG)—PLL sind mit * fiir 0,001 < p < 0,05
und ** fiir p < 0,001 gekennzeichnet

In Abbildung 4-17 ist der Kurvenverlauf der Energie gezeigt, die bis zum Bruch der
Porenstruktur aufgebracht werden muss. Die Bruchenergie wurde durch Berechnung des
Integrals der Spannungs-Deformationskurve bestimmt. Die unterschiedlichen Kurvenverldufe

fiir drei Proben des Materials Sponceram® 30/90 zeigen deutlich dessen Inhomogenitiit.
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Abbildung 4-17: Berechnete Bruchenergie dreier Proben Sponceram® 30/90

In Abbildung 4-18 sind die Bruchenergien aller untersuchten Materialien im Vergleich
dargestellt. Die Bruchenergie von Sponceram® 30/90 ist signifikant geringer als die von
Sponceram®  30/145, Sponceram® 30/90 HA und Sponceram®30/90 Ti. Auch
Sponceram®ox.p(MAG)-PLL besitzt eine signifikant kleinere Bruchenergie als die
Materialien Sponceram® 30/90 HA, Sponceram® 30/90 Ti und Sponceram® 30/145. Zwischen
den Bruchenergien der Materialien Sponceram®/ox.p(MAG)-PLL und Sponceram® 30/90 ist

kein signifikanter Unterschied nachweisbar.
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Abbildung 4-18: Bruchenergie von Sponceram® basierten Materialien. Die
Werte sind angegeben als der Mittelwert aus fiinf Experimenten =+
Standardfehler. ~ Statisisch  signifikante ~ Unterschiede  gegeniiber
Sponceram®/ox.p(MAG)—PLL sind mit * fiir 0,001 < p < 0,05 und ** fiir p <
0,001 gekennzeichnet. Statisisch signifikante Unterschiede gegeniiber
Sponceram® 30/90 sind mit * fiir 0,001 < p < 0,05 und ** fiir p < 0,001
gekennzeichnet

Fazit: Die groBen Streuungen der aus den Kompressionsversuchen erhaltenen Werte fiir
Sponceram® 30/90 zeigen deutlich die Inhomogenitit des Materials. Die anderen kommerziell
erhiltlichen Materialien Sponceram® 30/145, Sponceram® 30/90 HA und Sponceram®
30/90 Ti zeigen geringere Streuungen und untereinander vergleichbare mechanische
Eigenschaften. Fiir alle drei Materialien sind gegeniiber Sponceram® 30/90 aufgrund dessen
Inhomogenitit keine signifikanten Unterschiede in der maximalen Belastbarkeit und

Deformation nachweisbar.

Ebenso sind keine signifikanten Unterschiede der mechanischen Eigenschaften von
Sponceram® 30/90 und Sponceram®/ox.p(MAG) nachweisbar. Eine tendenziell geringere
Stabilitit von Sponceram®/ox.p(MAG) scheint jedoch vorzuliegen. Ein direkter Einfluss des

Polymers auf die Stabilitdt des Keramikmaterials ist unwahrscheinlich. Vermutlich ist die
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Destabilisierung auf die mechanische Belastung wihrend des Herstellungsprozesses des
Kompositmaterials zuriickzufiihren. Die in 6-Lochplatten gelagerten Keramiken werden bei
der Adsorption des Konjugats bzw. Polymers geschiittelt, um dessen homogene Verteilung zu
gewihrleisten (vgl. Abschnitt 4.1.2.1). Dabei stoflen die Keramiken sowohl gegeneinander als
auch an die Winde der Behéltnisse in denen sie sich befinden. Es ist vorstellbar, dass dabei

mikrostrukturelle Beschddigungen erfolgen, die visuell nicht erkennbar sind.

4.1.4. ZELLKULTURUNTERSUCHUNGEN

Die Adhésion von Zellen auf Oberfldchen beruht im Wesentlichen auf zwei unterschiedlichen
Vorgingen. Zum einen konnen Zellen mit spezifischen Rezeptoren mit auf der Oberfldche
befindlichen Liganden interagieren, zum anderen treten Interaktionen auf, die auf
elektrostatischen Wechselwirkungen beruhen'". Bei der Kultivierung adhirent wachsender
Zellen in serumhaltigen Kulturmedien findet eine Adhésion der Serumproteine an der
entsprechenden Oberflidche statt, die ihrerseits als Liganden fiir die Anheftung der Zellen

fungieren”  '%.

Unspezifische  elektrostatische =~ Wechselwirkungen ~ zwischen
Substratoberfliche und Zellen treten ebenfalls in Erscheinung, da Zellen bei einem
physiologischen pH-Wert prinzipiell negative Ladungen an ihrer Oberfliche besitzen'*'.
Diese Ladungen sind iiber die gesamte Zelle verteilt und konnen sich mit dem
physiologischen Zustand der Zelle verdndern. Somit konnen Zellen sowohl auf positiv als
auch auf negativ geladenen Oberflachen adhérieren. Eine hohe Ladungsdichte scheint
demnach fiir die Adhision entscheidender zu sein als die absolute Ladung des Materials®® %,
Die Ladung der Oberfliche begiinstigt dabei beide genannten Faktoren: die Adhision der
Zellen selbst sowie die Anheftung von Proteinen, die ihrerseits als Adhédsionsfaktoren
wirken®> . Die zu besiedelnden Biomaterialoberflichen kénnen durch Verwendung von
kiinstlichen als auch von natiirlichen Substanzen modifiziert werden. So finden unter anderem

124, 125

Gelatine , Kollagen'*'* oder Poly-L-Lysin'®* '* als natiirliche Komponenten

Anwendung62’ 8

Die Adhésionsverbesserung von Zellen auf Biomaterialien kann durch Einsatz von Liganden
erreicht werden, die Zellen spezifisch oder unspezifisch binden. FEine auf zellulire

Interaktionen basierende, spezifische Anheftung findet dann statt, wenn Peptide als Liganden
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verwendet werden, die spezielle Aminosduresequenzen aufweisen, an die die Oberflichen-
Rezeptoren (Integrine) der Zellen binden konnen®. Eine der am hiufigsten verwendeten
Aminosduresequenzen fiir diesen FEinsatz ist die RGD-Sequenz (Arginin-Glycin-
Asparaginsiure), die in Fibronektin und Laminin vorkommt” (vgl. auch Abschnitt 3.2.3).
Durch Variation von Kettenlinge und Konformation der RGD-haltigen Peptide reagieren

diese spezifisch mit bestimmten Integrinen'*®.

Eine unspezifische Forderung der Adhésion von Zellen auf Biomaterialoberflichen kann
durch Verdnderung der Ladungseigenschaften der Oberfliche erreicht werden. Durch
Verwendung geladener Liganden treten elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Substrat

125, 127 . .
5127 1n dieser Arbeit wurde

und Zelle auf, die die Anheftung der Zellen verbessern konnen
Poly-L-Lysin (PLL), eine positiv geladene, polymere Aminosaure, als adhidsionsfordernder
Ligand verwendet. Solvig Diederichs wies im Rahmen ihrer Dissertation nach, dass ein
spezifisches RGD-Peptid als Ligand in der hier vorgesehenen Applikation im Gegensatz zu
Poly-L-Lysin keine verbesserte Adhiision von Zellen zeigte''*. Auch 6konomische Griinde

sprechen fiir die Favorisierung von Poly-L-Lysin gegeniiber einem RGD-Peptid.

4.14.1. STATISCHE ZELLKULTIVIERUNG

Die Poly-L-Lysin enthaltenden Kompositmaterialien Sponceram®ox.p(MAG)-PLL und
Sponceram®p(MVA)-PLL  wurden  unter  statischen  Bedingungen auf  ihre
adhasionsfordernden  Eigenschaften untersucht. Als  Modellzelllinie wurden die
Knochenvorlduferzellen MC3T3-E1  verwendet. Die Kompositmaterialien sowie
unmodifiziertes Sponceram® wurden mit Zellen besiedelt und iiber einen Zeitraum von
15 Tagen unter Verwendung von serumhaltigem Kulturmedium in den Vertiefungen einer
24-Lochplatte kultiviert (s. Anhang 6.3.6). Wiahrend der Kultivierung wurde die
Glucosekonzentration des Mediums mit Hilfe eines biochemischen Analysators gemessen.
Zusitzlich zu den besiedelten Kompositen wurden unbesiedelte Proben unter den gleichen
Bedingungen in Zellkulturmedium inkubiert, dessen Glucosegehalt ebenso bestimmt und als
Basiswert verwendet wurde. Der Glucoseverbrauch der Proben wurde auf diesen Wert
bezogen, um etwaige Verdunstungen des Mediums zu beriicksichtigen. Der normierte

Glucoseverbrauch wurde als Ma8 fiir die Zellzahl bzw. —viabilitit herangezogen.
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In Abbildung 4-19 ist der Medianwert des Glucoseverbrauchs fiir die kultivierten Zellen
dargestellt. Die Darstellung des Medianwertes wurde gewihlt, da dieser gegeniiber sog.
Ausreiflerwerten robuster ist als der Mittelwert. In den ersten sieben Tagen der Kultivierung
befinden sich die Zellen in der lag-Phase. Die exponentielle Wachstumsphase schlie3t sich
daran an, am 13. Tag der Kultivierung wird die Plateau-Phase erreicht. Die anschlieBende
Abnahme des Glucoseverbrauchs ist darauf zuriickzufiihren, dass die Glucosemenge im
Medium fiir die Versorgung der Zellen nicht mehr ausreichend war. Der Glucoseverbrauch
der Zellen auf den Kompositmaterialien ist gegeniiber denen auf unmodifiziertem
Sponceram® tendenziell leicht erhoht, wobei die Werte des Komposits
Sponceram®/ox.p(MAG)—PLL die hochsten sind. Dieser Trend wurde wihrend der ersten
10 Tage der Kultivierung beobachtet, anschlieBend findet eine Angleichung der Zellzahlen
aufgrund der starken Proliferation der verwendeten MC3T3-El-Zellen statt. Um diesen
Befund zusitzlich zu untersuchen, wurden die Keramikmaterialien nach beendeter
Kultivierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI gefarbt (detaillierte Durchfiihrung s.
Anhang 6.3.8). Die Fluoreszenzintensitit der Proben wurde als Mal fiir die Zellzahl mit Hilfe
eines Fluoreszenzmessgerits bestimmt. Eine unbesiedelte Probe diente als Referenzwert. In
Abbildung 4-20 sind die Mittelwerte der DAPI-Fiarbung angegeben. Eine signifikante
Unterscheidung der Zellzahlen auf den unterschiedlichen Materialien ist statistisch nicht
moglich (Details zur statistischen Uberpriifung s. Anhang 6.1) . Dieses Ergebnis war jedoch
zu erwarten, da nach 15 Tagen Kultivierung die stark proliferierenden MC3T3-E1-Zellen die
anfinglichen Unterschiede ,,iiberwachsen* haben. Dieses Ergebnis wurde bereits bei der

Messung des Glucoseverbrauchs der Zellen an Tag 13 und 15 (Abbildung 4-19) erhalten.
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Abbildung 4-19: Glucoseverbrauch von MC3T3-E1-Zellen, kultiviert auf
Sponceram®, Sponceram®/ox.p(MAG)—PLL und Sponceram®/p(MVA)—PLL
iiber einen Zeitraum von 15 Tagen. Die Werte sind angegeben als der
Medianwert. Die Fehlerbalken zeigen die 25 %- bzw. 75 %-Perzentile an.
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Abbildung 4-20: Fluoreszenzintensitit DAPI-gefiarbter MC3T3-E1-Zellen,
kultiviert  auf Sponceram®, Sponceram®/ox.p(MAG)—PLL und
Sponceram®p(MVA)-PLL iiber einen Zeitraum von 15 Tagen. Die Werte
sind angegeben als der Mittelwert aus fiinf Werten + Standardfehler.
Statistische Unterschiede zwischen den Werten sind nicht nachweisbar.

Fazit: Die PLL enthaltenden Kompositmaterialien Sponceram®ox.p(MAG)-PLL und
Sponceram®/p(MVA)-PLL zeigten eine Verbesserung der Adhision von Zellen gegeniiber
unbehandeltem Sponceram®. Bei der verwendeteten Knochenvorldufer-Zelllinie MC3T3-E1
handelt es sich jedoch um stark proliferierende Zellen, so dass eine erhohte Zellzahl auf den
Kompositmaterialien bereits nach 10 Tagen nicht mehr nachweisbar ist. Das Potential der
entwickelten Kompositmaterialien wird jedoch deutlich. Im Bereich des Tissue Engineerings
wird bevorzugt mit autologen Zellen gearbeitet. Diese primiren Zellen stehen jedoch nur in
geringer Zahl zur Verfiigung, so dass eine optimale Adhésion der Zellen auf den

vorgesehenen Matrixkonstrukten von grof3er Bedeutung ist.
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4.1.4.2. BIOREAKTOR-KULTIVIERUNG

Um das differenzierungs-induzierende Potential des BMP-2 enthaltenden Kompositmaterials
Sponceram®/ox.p(MAG)-BMP-2 beurteilen zu konnen, wurde dieses mit adulten
mesenchymalen Stromazellen aus humanem Fettgewebe besiedelt und im Z®RP-
Bioreaktorsytem kultiviert. Unter statischen Kultivierungsbedingungen treten vor allem bei
langeren  Kultivierungsperioden diffusionsbedingte  Nihrstoffdefizite auf, die das
Zellwachstum einschrinken. Besonders im Falle von starken Matrixdepositionen, die bei der
osteogenen Differenzierung erwartet werden, ist die Versorgung unter statischen
Bedingungen stark limitiert. In dem hier verwendeten Bioreaktor wird dem System
kontinuierlich frisches Zellkulturmedium zugefiihrt. Das im Reaktor befindliche Medium
wird zusitzlich iliber einen Kreislauf zirkuliert. Durch diesen Perfusionsmodus ist die
Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen verbessert und eine mechanisch aktive Umgebung
geschaffen, die den in vivo Bedingungen dhnelt (vgl. Abschnitt 3.4). Der durch die Bewegung
des Drehbetts und die Perfusion des Mediums resultierende Fliissigkeitsscherstress ist
weiterhin interessant, da dieser die osteogene Differenzierung adhirierter mesenchymaler

Stromazellen induzieren kann”’.

T

Abbildung 4-21: Das Z®RP Reaktorsystem besteht aus einem Drehbett-
Bioreaktor, der sich in einer GMP-konformen, beheizbaren Sterilwerkbank
(Breeder) befindet. (entnommen aus: Betriebsanweisung Z°RP
Technologie)'”
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Das verwendete Z°RP Reaktorsystem besteht aus einem Drehbett-Bioreaktor, der sich in
einer GMP-konformen, temperierbaren Sterilwerkbank (Breeder) befindet (Abbildung 4-21).
Alle Prozessparameter wie pH-Wert, Temperatur, Rotationsgeschwindigkeit des Drehbetts
und Mediumzulauf werden iiber eine Steuereinheit kontrolliert und geregelt. Der Breeder, in
dem der Bioreaktor platziert ist, gewéhrleistet sterile Manipulationen (z.B. Probenahmen) am
Reaktorsystem. Die Innenraumtemperatur von Breeder und Reaktor wird iiber Sensoren
gemessen und iiber die Steuereinheit reguliert. Der pH- sowie der pO,-Wert werden ebenso
sensorisch gemessen und iiber die Zufiithrung von CO; und O, geregelt. Der Drehbett-Reaktor
wurde in dieser Arbeit in zwei unterschiedlichen Ausfiihrungen verwendet: Als Z®RP500-
Reaktor mit einem Innenraumvolumen von 500 mL und als Z°RPD (Z®RP disposable) mit
einem geringeren Volumen von 100 mL (Abbildung 4-22). Der Z®RPD-Reaktor ist ein aus
Kunststoff bestehender, fiir den Einmalgebrauch entwickelter Reaktor. Diese Variante des
Reaktors ist bei der Kultivierung einer geringen Anzahl von Sponceram®-Scheiben
okonomisch zu bevorzugen. Zudem zeichnen sich disposable Reaktoren prinzipiell dadurch
aus, dass Sterilisation und Reinigung nicht notwendig sind und damit die Gefahr von

130
d

Kreuzkontaminationen minimiert wir (vgl. Abschnitt 3.4). Detaillierte Spezifikationen

beider Reaktorsysteme sind in Tabelle 6-3 aufgefiihrt.

In den Z®RP-Reaktorsystemen werden spezielle Sponceram®-Discs mit einem Durchmesser
von 65 mm und einer Dicke von 3 mm als Zelltrdger verwendet. Die Scheiben bilden auf eine
Achse gesteckt das Drehbett des Reaktors, welches mit Hilfe eines Magnetantriebs
berithrungslos in Bewegung versetzt wird. Der Reaktorinnenraum ist bis zur Hilfte mit
Kulturmedium gefiillt, so dass die Scheiben zur Hilfte in das Medium eintauchen. Durch
Rotation um die Lingsachse werden die auf den Keramiktrigern adhérierten Zellen
alternierend durch das Medium und den Gasraum bewegt. Das im Reaktor befindliche
Medium wird kontinuierlich umgewilzt. Der Reaktor kann im Perfusionsbetrieb betrieben
werden, so dass eine kontinuierliche Versorgung der Zellen mit frischem Néahrmedium
gewdhrleistet ist. Dabei wird iiberschiissiges Medium iiber einen in der Mitte des Reaktors
angebrachten Uberlauf in eine Abfallflasche abgefiihrt. Der Kopfraum des Reaktors wird
permanent mit Luft begast, bei Bedarf kann die Kopfraumatmosphire mit Sauerstoff oder
Stickstoff angereichert werden. Der pH-Wert des Mediums wird durch die Begasung mit CO,
eingestellt. Im Z®RP500 wird das Gas hierzu durch ein mit einem Keramikaufsatz versehenes
Begasungsrohr (Sparger) direkt in das Reaktormedium eingeleitet, im Z®RPD wird CO, der

Kopfraumatmosphire zugemischt.
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Abbildung  4-22: Zwei  Ausfithrungen des  Z°RP-Systems.
A: Z®RP500-Reaktor; B: Z°RPD- Reaktor

Testung von ox.p(MAG)-BMP-2 im Z°RP500

Fiir die Testung des Kompositmaterials Sponceram®/ox.p(MAG)-BMP-2 unter dynamischen
Kultivierungsbedingungen wurden humane adulte mesenchymale Stromazellen (huF62) der
achten Passage verwendet, die aus Fettgewebe isoliert worden sind. Eine detaillierte

Beschreibung der Zellisolation befindet sich im Anhang (Abschnitt 6.2).

Das Kompositmaterial wurde wie in Abschnitt 4.1.1.3 beschrieben hergestellt, jedoch wurde
gegeniiber dem Modellprotein RNase eine geringere Konzentration an BMP-2 eingesetzt.
Basierend auf vorangegangenen Untersuchungen, in denen sich eine BMP-2 Konzentration
von 50 ng/mL fiir die osteogene Differenzierung der hier verwendeten Stromazellen als
ausreichend erwiesen hat (Daten nicht gezeigt), wurde aus wirtschaflichen Aspekten diese
Ausgangskonzentration verwendet. Als Referenzmaterial wurde eine Sponceram®-Scheibe
verwendet, die in BMP-2-Losung (50 ng/mL in PBS) inkubiert wurde. Jede Scheibe wurde
nach Aussaat der Zellen (2 - 10’ Zellen / Scheibe) in einen separaten Z®RP500-Reaktor
eingesetzt und iiber einen Zeitraum von 48 Tagen kultiviert (detaillierte Beschreibung s.
Anhang 6.3.7). Die Kultivierung wurde bei einer Reaktorinnenraumtemperatur von 37 °C und

einem pH-Wert von 7,3 durchgefiihrt. Mit Hilfe der Steuereinheit wurden diese Parameter
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kontinuierlich iiberwacht und geregelt. Die Temperatursteuerung wurde durch das temporire
Auftheizen des Breeder-Innenraums realisiert. Wihrend der gesamten Kultivierung wurde der
mediumleere Kopfraum des Bioreaktors mit Luft begast. Der pO,-Wert wurde im
Reaktormedium gemessen und sollte einen Minimalwert von 80 % nicht unterschreiten. Bei
Bedarf hitte mit der Kopfraumbegasung Sauerstoff zugefiihrt werden konnen. Da der untere
Sauerstoffgrenzwert jedoch nicht erreicht wurde, war dies nicht notwendig. Auch dieser
Vorgang wurde automatisch durch die Steuereinheit iiberwacht und reguliert. Der Z®RP500-
Reaktor wurde kontinuierlich betrieben, die Mediumzufuhr wurde anhand des tdglich im
Reaktorinnenraum gemessenen Laktatgehalts reguliert. Die sterile Probenahme wurde durch
ein im Umwilzungskreislauf befindliches Septum ermoglicht, Glucose- sowie
Laktatkonzentration wurden im Reaktor und im abgefiihrten Medium bestimmt. Um
zytotoxische Wirkungen des Laktats auszuschlieBen, wurde eine Konzentration von 1 g/L im
Reaktor als maximal zulissiger Wert definiert. Bei Uberschreiten dieses Wertes wurde die
Nihrstoffzufuhr erhoht. Der Glucosegehalt war aufgrund der Verwendung von DMEM-
Medium mit einer Ausgangskonzentration von 4,5 g/I. Glucose nicht limitierend. Die
Sponceram®-Scheiben wurden mit einer Geschwindigkeit von 1 rpm rotiert, die Umwilzrate
des Mediums wurde auf 40 mL/min eingestellt. Beide Reaktoren wurden zu Beginn der
Kultivierung mit 240 mL Standardmedium befiillt. Am zweiten Tag der Kultivierung wurde
der Perfusionsmodus des Systems gestartet. Alle folgenden Manipulationen (Regelung der

Néhrstoffzufuhr, Probenahmen) wurden an beiden Reaktoren parallel durchgefiihrt.

Nach 48 Tagen wurde die Kultivierung beendet und die Sponceram®—Scheiben aus beiden
Z®RP—System entnommen. Mittels Toluidinblau- und DAPI-Fiarbungen wurden die
adhédrierten Zellen sichtbar gemacht, mittels von Kossa- sowie Alizarinrotfarbungen die
kalzifizierte Matrix nachgewiesen. Die osteogene Differenzierung wurde mit Hilfe der
Methode der Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) untersucht.
Mit  rasterelektronenmikroskopischen =~ Aufnahmen  wurden  Zellwachstum  und
Matrixdepositionen zusétzlich visualisiert (detaillierte Durchfiihrungen s. Anhang 6.3.8 -

6.3.10).
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Abbildung 4-23: Tigliche Laktatproduktion von humanen mesenchymalen
Stromazellen auf Materialien Sponceram®ox.p(MAG)-BMP-2  und
Sponceram®/BMP-2 kultiviert im Z®RP500-System iiber einen Zeitraum
von 50 Tagen.
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Abbildung 4-24: Téglicher Glucoseverbrauch von humanen mesenchymalen
Stromazellen auf den Materialien Sponceram®/ox.p(MAG)-BMP-2 und
Sponceram®/BMP-2 kultiviert im Z®RP500-System iiber einen Zeitraum
von 50 Tagen.
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In Abbildung 4-23 und Abbildung 4-24 sind die tdgliche Laktatproduktion sowie der tigliche
Glucoseverbrauch beider Kultivierungen im Vergleich gezeigt. Der Bedarf an Glucose wurde
als Mal} fiir die metabolische Aktivitit und Proliferation der Zellen herangezogen. Der
tagliche Verbrauch wurde unter Beriicksichtigung der Zu- und Abfuhr von Kulturmedium
berechnet. Der gesamte Glucoseverbrauch der auf Sponceram®ox.p(MAG)-BMP-2
kultivierten Zellen betrug 1,408 g, die Zellen auf der Referenz Sponceram®/BMP—2
verbrauchten 1,154 g Glucose. Im Vergleich zu einer vorausgegangenen Kultivierung adulter
mesenchymaler Stromazellen im Z®RP-System, die in Kooperation mit Solvig Diederichs im

14 . S
, 1st der Glucoseverbrauch fiir diesen

Rahmen ihrer Dissertation durchgefiihrt wurde
Zeitraum als gering einzustufen. Im Rahmen der vorigen Kultivierung wurden adulte
mesenchymale Stromazellen aus dem Fettgewebe (huF68) auf zwei unterschiedlichen
Sponceram®-Scheiben (Sponceram® 30/90; Sponceram®/HA, s. Tabelle 6-2) iiber einen
Zeitraum von 47 Tagen in einem Z®RP500-System kultiviert. Jede Scheibe wurde mit
10 - 15-10° Zellen besiedelt. Die osteogene Differenzierung wurde im Gegensatz zur aktuellen
Kultivierung nicht durch Modifikation der Keramiken sondern durch Verwendung von
Differenzierungsmedium (Standardmedium versetzt mit 10 nM Dexamethason,
10 mM B-Glycerolphosphat, 2,84 mM Vitamin C) induziert. Der Z®RP-Reaktor wurde im
Perfusionsmodus betrieben, die Parameter fiir CO,, pO, und Temperatur waren analog derer
im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Kultivierung. Der Gesamtglucoseverbrauch betrug
17 g fiir beide Scheiben. Die Beschichtung mit Hydroxylapatit hatte dabei keinen

proliferationsférdernden Einfluss auf die Zellen''.

Der geringe Glucoseverbrauch der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Kultivierungen
ist vermutlich darauf zuriickzufiihren, dass die osteogene Differenzierung bereits mit der
Aussaat der Zellen auf den modifizierten Keramiken induziert wird. Bei fortschreitender
osteogener Differenzierung nimmt die Proliferationskapazitit der kultivierten Zellen ab (vgl.
Abschnitt 3.3). In Abbildung 4-25 und Abbildung 4-26 sind die mit dem Fluoreszenzfarbstoff
DAPI angefirbten, blau fluoreszierenden Zellkerne gezeigt. Die groBen Zellmengen auf
beiden Materialien lassen darauf schlieen, dass die geringen Glucoseverbrauchsraten nicht
auf eine geringe Zellzahl, sondern auf die Differenzierung der Zellen zuriickzufiihren ist. Ein
stationdrer Glucoseverbrauch, der auf die vollstindige Beendigung der Proliferation der
Gesamtpopulation hinweisen wiirde, wird nicht beobachtet. Es ist jedoch zu beriicksichtigen,

dass es sich jeweils um heterogene Zellpopulationen handelt, in denen Zellen
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unterschiedlicher  Entwicklungsstadien  (proliferierend/postproliferativ)  nebeneinander

vorliegen.

Abbildung 4-25: DAPI-Firbung der auf Sponceram®/ox.p(MAG)-BMP-2
dynamisch kultivierten Zellen

Abbildung 4-26: DAPI-Firbung der auf Sponceram®BMP-2 dynamisch
kultivierten Zellen

Visuell konnte kein Unterschied der Zellzahlen auf beiden Materialien festgestellt werden.
Auf eine Quantifizierung der Zellzahlen beider Materialien mittels Fluoreszenzmessung
wurde verzichtet, da die gefarbten Probenstiicke unterschiedlicher Grof3e waren und aufgrund
der dreidimensionalen Struktur der Keramik innen befindliche Zellen wihrend der Messung
nicht erfassbar sind. Zusitzlich zur DAPI-Firbung wurden die Zellen mit Toluidinblau
angefirbt (Abbildung 4-27). Auch hier sind groe Zellmengen auf beiden Proben zu sehen.
Die Zellmenge auf Sponceram®/ox.p(MAG)-BMP-2 scheint tendenziell groBer zu sein, da
jedoch auch hier nur Teile beider Scheiben angefirbt worden sind, kann die Relevanz dieses

Unterschieds nicht akkurat beurteilt werden.
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Abbildung 4-27: Toluidinblau-Firbung der auf Sponceram®/BMP—2 (A) und
Sponceram®/ox.p(MAG)-BMP-2 (B) dynamisch kultivierten Zellen

Der Standard fiir den Nachweis osteogener Differenzierung in vitro ist zum einen der
histologische Nachweis von Calcium in der extrazelluliren Matrix mit Hilfe geeigneter
Farbemethoden (Von Kossa, Alizarinrot). Zum anderen konnen spezifische osteogene Marker
sowohl auf Gen- als auch auf Protein-Ebene nachgewiesen werden. Einer dieser Marker ist
das Ektoenzym (extrazellulire Enzym) alkalische Phosphatase, das an der extrazelluldren
Oberfliche von Zellmembranen gebunden ist'*'. Der histologische Nachweis alkalischer
Phosphatase kann, wie der Nachweis von Calcium auch, kolorimetrisch erbracht werden

(Durchfiihrungen der Fiarbungen s. Anhang 6.3.8)

Die Calcifizierung der extrazelluliren Matrix konnte auf beiden dynamisch kultivierten
Keramiken mit Von-Kossa- und Alizarinrot-Farbung nachgewiesen werden. Auch die
histologische Farbung von alkalischer Phosphatase war auf beiden Scheiben positiv
(Abbildung 4-28). Die Fiarbung des Komposit-Materials Sponceram®/ox.p(MAG)—BMP—2 fiel
dabei intensiver aus. Da aber bei allen Firbungen wiederum nur Teile der kultivierten
Keramikscheiben untersucht wurden, ist eine reproduzierbare Aussage, die auf den

Differenzierungsgrad der Zellpopulation schlieBen ldsst, nicht moglich.
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Abbildung 4-28: Histologische Firbungen der auf Sponceram®/ox.p(MAG)—
BMP-2 und Sponceram® BMP-2 dynamisch kultivierten Zellen. A: Von
Kossa-Fiarbung; B: Alizarinrot-Farbung; C: AP-Firbung. Links:
Sponceram®/ox.p(MAG)—BMP—2, rechts: Sponceram®/ BMP-2, unten:
unbesiedelte Referenz

Alkalische Phosphatase wurde zusitzlich auf Genexpressions-Ebene durch die Analyse der
mRNA der kultivierten Zellen nachgewiesen. Des Weiteren wurde die Expression der
osteogenen Marker Kollagen I, Osteopontin und Osteocalcin untersucht. Dazu wurde die
mRNA der Zellen mit Hilfe der PCR vervielfiltigt und mittels Gelelektrophorese untersucht
(Durchfithrung s. Anhang 6.3.9). Durch Analyse des Expressionsprofils kann der
Differenzierungsstatus der Zelle bzw. der Zellpopulation bestimmt werden (vgl. Abschnitt
3.3). Kollagen I und alkalische Phosphatase sind frilhe Marker der osteogenen
Differenzierung. Beide Gene werden bereits in noch proliferierenden osteoblastdren Zellen
(Osteoprogenitoren, Prdosteoblasten) exprimiert. Kollagen I ist die Hauptkomponente des
Osteoids, alkalische Phophatase ist an der Vorbereitung der Grundsubstanz auf die
Mineralisierung beteiligt" '*2. Osteopontin wird bereits vor, Osteocalcin erst mit Beginn der
Mineralisierung exprimiert (vgl. Abschnitt 3.3). Beide Proteine gehodren zu den nicht-
kollagenen Bestandteilen der extrazelluliren Matrix und sind aufgrund ihrer Fihigkeit

Calcium zu binden an deren Mineralisierung beteiligt133 133,

In den Zellaufschliissen beider Proben konnte die Expression von Kollagen I, alkalischer
Phosphatase und Osteopontin nachgewiesen werden. Im Fall der auf Sponceram®/BMP-2
kultivierten Zellen wurde zudem Osteocalcin mit geringer Intensitit nachgewiesen
(Abbildung 4-29). Der Nachweis dieser osteogenen Marker beweist die osteogene
Differenzierung der mesenchymalen Stromazellen auf beiden Kompositmaterialien. Das
Fehlen der Genexpression von Osteocalcin im Falle des Materials Sponceram®/ox.p(MAG)-
BMP-2 kann unterschiedliche Ursachen haben. Osteocalcin ist ein osteogener Marker, der nur

in reifen Osteoblasten exprimiert wird. Die Intensitédt variiert jedoch in Abhéngigkeit der in
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vitro-Umgebung der Osteoblasten®. Weiterhin beginnt die Expression erst mit eintretender
Mineralisierung im zeitlichen Ablauf nach der Expression von Osteopontin. In stark
mineralisierten Kulturen hingegen nehmen die Level von Osteocalcin und Osteopontin wieder
ab'? , in terminal differenzierten Osteozyten ist Osteocalcin nicht mehr nachweisbar®’. Die
Expression von Osteocalcin ist demnach abhingig von unterschiedlichen Parametern und

kann nicht als einheitlich fiir alle reifen Osteoblasten angesehen werden®.

Ein Vergleich beider Zellpopulationen und eine Beurteilung, welche Population in der
Differenzierung weiter fortgeschritten ist, ist aufgrund der zu beriicksichtigen Heterogenititen
der Zellpopulationen nicht moglich. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass das
Kompositmaterial Sponceram®/ox.p(MAG)—BMP—2 die Differenzierung der Zellen entlang
der osteogenen Linie ebenso induziert, wie die in BMP-2-Losung inkubierte Sponceram®-

Keramik.

Relative Genexpression
w

AP Col I OPN oC
Il Sponceram”/BMP-2 Il Sponceram”/ox.p(MAG)-BMP-2 — GAPDH

Abbildung  4-29: Ergebnisse der semiquantitativen PCR  von
mesenchymalen Stromazellen auf den Kompositmaterialien
Sponceram®ox.p(MAG)-BMP-2 und Sponceram®BMP-2 nach der
dynamischen Kultivierung im Z®RP500—System iiber einen Zeitraum von
50 Tagen. Die Werte sind angegeben als die FErgebnisse einer
Einfachbestimmung. AP = alkalische Phosphatase, Col I=Kollagen I,
OPN = Osteopontin, OC = Osteocalcin
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Um die Zellpopulationen und die mit der Differenzierung entstandene extrazelluldre Matrix
zu visualisieren, wurden von beiden Kompositmaterialien nach beendeter Kultivierung REM-
Aufnahmen gemacht (detaillierte Durchfiihrung s. Anhang 6.3.10). Auf beiden Keramiken
sind sowohl einzelne Zellen, als auch gewebeartige Konstrukte zu erkennen. In Abbildung
4-30 sind Bilder der Probe Sponceram®/ox.p(MAG)—BMP—2 zu sehen. Die Zellen befinden
sich sowohl innerhalb der Poren (A) als auch auf der Oberfliche des Materials (D). In den
Poren liegen die Zellen nicht einzeln nebeneinander vor, sondern bilden verwobene
Strukturen. AuBerdem sind fibrilldre Strukturen erkennbar, die offenbar aus organischen
Komponenten bestehen (B, C). Diese Strukturen konnen sowohl aus groBen Zellmengen als
auch aus Komponenten der extrazelluldren Matrix (z.B. Kollagen) bestehen. Weiterhin sind
auf einigen Zellen Knotchenbildungen erkennbar, die vermutlich auf die Deposition

extrazelluldrer Matrix zuriickzufiihren sind (D).

UNI-H-PCI

UNI-H-PCI

Abbildung 4-30: REM-Aufnahmen der Probe Sponceram®ox.p(MAG)-
BMP-2. VergroBerungen: A: 100-fach; B: 250-fach; C: 500-fach, D: 1000-
fach

In Abbildung 4-31 sind die REM-Aufnahmen der Probe Sponceram®BMP-2 gezeigt. Auch
hier sind einzelne Zellen (A), gewebeartige und fibrilldre Strukturen (B, C) sowie vermutlich

Matrixdepositionen auf den Zellen (D) erkennbar.
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UNI-H-PCI X10( .Omm UNI-H-PCI 20V X250  100um  WD8.Omm

b

UNI-H-PCI 20KV X500 UNI-H-PCI LEI 20KV X1000  T0um

Abbildung 4-31: REM-Aufnahmen der Probe Sponceram®/BMP-2.
VergroBerungen: A: 100-fach; B: 250-fach; C, D: 1000-fach

Die REM-Aufnahmen beider Proben unterscheiden sich im Wesentlichen nicht voneinander.
Strukturen, die mit der osteogenen Differenzierung im Zusammenhang gesehen werden,
konnten in beiden Fillen gezeigt werden. Fibrilldre Strukturen weisen auf die Anwesenheit
von Kollagen hin, der Nachweis der Genexpression von Kollagen I bei beiden Proben,
unterstiitzt dieses. Auch die Deposition extrazelluldrer Matrix, die in beiden Fillen vermutet
wurde, kann durch den Nachweis der Genexpression von Kollagen I, Osteopontin,
Osteocalcin sowie die positiven histologischen Firbungen mit Alizarinrot und Von Kossa

bekriftigt werden (Abbildung 4-28, Abbildung 4-29).

Fazit: Durch die vorgenommenen Untersuchungen der dynamisch kultivierten
mesenchymalen Stromazellen auf den Keramikmaterialien Sponceram®/BMP-2 und
Sponceram®/ox. p(MAG)-BMP-2 konnte in beiden Fillen eine osteogene Differenzierung
bestidtigt werden. Die Genexpression der wichtigsten Marker der Osteogenese (alkalische
Phosphatase, Kollagen I, Osteopontin und Osteocalcin) konnte mit Hilfe der PCR
nachgewiesen werden. Das Fehlen des Markers Osteocalcin im Fall der Probe
Sponceram®/ox.p(MAG)-BMP-2 kann damit erklirt werden, dass dieser Marker erst sehr spiit
im Laufe der Differenzierung auftritt, moglicherweise ist die Kultur nicht terminal
ausdifferenziert. Allerdings sollte auch beachtet werden, dass in stark mineralisierten
Kulturen die Expression dieses Markers wieder abnimmt. Eine abschlieende Beurteilung des

Differenzierungsgrades ist demnach erwartungsgemidl nur schwer zu erbringen. Die
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Heterogenitit der Zellpopulation fiihrt weiterhin zu Variationen der Genexpression. Der
histologische Nachweis von Calcium auf der Keramikoberfliche durch Von Kossa- und
Alizarinrotfarbungen weist die osteogene Differenzierung zusitzlich nach. Die mit dem
Rasterelektronen-Mikroskop erhaltenen Bilder der kultivierten Zellen zeigten auf beiden

Materialien einzelne Zellen, Zellverbinde sowie fibrilldre und gewebeartige Strukturen.

Die osteogene Differenzierung kann demnach sowohl durch die Verwendung von
Sponceram®, das in BMP-2 inkubiert wurde, als auch durch das Kompositmaterial
Sponceram®/ox.p(MAG)-BMP-2 initiiert werden. Dabei ist zu beachten, dass die Menge
BMP-2, die im Kompositmaterial an das Polymer ox.p(MAG) gebunden ist, aufgrund des
Herstellungsprozesses des Konjugats geringer ist als die Menge, die durch Adsorption auf der
Sponceram®-Scheibe immobilisiert wurde. Der Vorteil in der Verwendung des
Kompositmaterials liegt in der Moglichkeit, weitere Liganden, die z.B. die Adhésion oder
Vaskularisierung fordern konnen, an das Polymer anzubinden und die Keramik somit

gerichtet zu modifizieren.

Testung von ox.p(MAG)-BMP-2 im Z°RPD

Nachdem die osteogene Differenzierung von humanen mesenchymalen Stromazellen im
Z®RP500-System erfolgreich nachgewiesen werden konnte, sollte die Methode auf das
Einwegreaktor-System Z®RPD iibertragen werden. Besonders fiir die Biomaterialtestung, bei
der in dieser Arbeit jeweils nur zwei Materialien miteinander verglichen werden, eignet sich
das System aufgrund seines kleineren Volumens. Neben den unterschiedlichen
Reaktorvolumina unterscheiden sich beide Systeme in der Art der Sensormessung sowie in
der pH-Regelung. Die CO,-Begasung des Kopfraums zur pH-Regulierung im Falle des
kleineren Z®RPD-Systems beseitigt das Problem der Blasen- und Schaumbildung im Medium,
das durch die Sparger-Begasung im Z®RP500-System auftreten kann. Da das CO, jedoch
zunichst in das Medium diffundieren muss, ist diese Methode der pH-Regelung indirekt und
somit langsamer wirksam. Die Sensormessung von pH- und pO,-Wert in Messzellen

auferhalb des Reaktors kann weiterhin zu Abweichungen der Messwerte fiihren.
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Um die Kultivierung in beiden Reaktorsystemen vergleichen zu konnen, wurde zunichst im
Z®RPD—System das Kompositmaterial Sponceram®/ox.p(MAG)—BMP—2 ein weiteres Mal im
Vergleich zu Sponceram®/BMP-2 getestet. Beide Materialien wurden analog der ersten
Kultivierung hergestellt und mit jeweils 1,2 - 10" humanen mesenchymalen Stromazellen aus
Fettgewebe (FatSC3, Passage 5) extern besiedelt (detaillierte Durchfiihrung der Zellisolation s.
Anhang 6.2, Details zur Besiedelung s. Anhang 6.3.7). Beide Keramikscheiben wurden nach
24 Stunden Inkubation bei 37 °C /5 % CO, zusammen in einen Z®RPD-Reaktor eingesetzt,
um identische Umgebungsbedingungen fiir beide Materialien zu gewéhrleisten. Mogliche
Effekte, die durch die gegenseitige Beeinflussung beider Materialien auftreten konnen,
wurden gegeniiber dem Einfluss nicht identischer Umgebungsbedingungen als

vernachldssigbar eingestuft.

Die Zellen wurden {iiber einen Zeitraum von 47 Tagen im Reaktor kultiviert. Die Parameter
wurden analog der vorangegangenen Kultivierung gewidhlt (37°C; pH=7,3,
Kopfraumbegasung mit synthetischer Luft), der pH-Wert wurde durch CO,-Begasung des
Kopfraums reguliert. In der vorhergehenden Z®RP500-Kulivierung wurde DMEM-Medium
mit einer Glucosekonzentration von 4,5 g/LL verwendet. Um auch geringe Verdnderungen der
Glucosekonzentration und damit des Nihrstoffverbrauchs der Zellen registrieren zu konnen,
wurde bei dieser Kultivierung DMEM-Medium mit einer niedrigeren Glucosekonzentration
von 1 g/ verwendet Die Erstbefiillung des Reaktors betrug 47 mL. Einen Tag nach Einsetzen
der Scheiben wurde der Perfusionsmodus des Systems gestartet. Glucose- und Laktatgehalt in
Reaktor und abgefiihrtem Medium wurden tédglich gemessen, das dafiir verwendete
Probenahmeseptum war direkt am Reaktor angebracht (vgl. Abbildung 6-5). Eine
Laktatkonzentration von 1 g/l im Reaktor wurde als zuldssige Maximalkonzentration
definiert, bei Erreichen dieses Wertes wurde die Nihrstoffzufuhr erhoht. Die Sponceram®—
Scheiben wurden mit einer Geschwindigkeit von 1 rpm im Reaktor gedreht, die Umwdélzrate

des Mediums im Reaktor betrug 40 mL/min.

Nach beendeter Kultivierung wurden die Scheiben aus dem Reaktor entnommen und fiir die
folgende Analytik pripariert. Zur Visualisierung der Zellzahl wurden Teile der Scheiben mit
DAPI gefirbt. Zum histologischen Nachweis der osteogenen Differenzierung wurden
Alizarinrot- und Von Kossa-Fiarbung durchgefiihrt, sowie alkalische Phosphatase angefirbt.

REM-Aufnahmen sollten die Matrixbildung zusitzlich deutlich machen. Mit Hilfe der PCR
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wurde die Genexpression der Zellen zum Zeitpunkt der Beendigung der Reaktorkultivierung

analysiert (detaillierte Durchfithrungen s. Anhang 6.3.8 - 6.3.10).

In Abbildung 4-32 ist der tigliche Glucoseverbrauch der im Z®RPD-System kultivierten
mesenchymalen Stromazellen dargestellt. Auf die Darstellung der Laktatproduktion wurde
verzichtet, da der Kurvenverlauf wie bei der vorhergehenden Reaktorkultivierung im
Z®RP500—System mit dem des Glucoseverbrauchs vergleichbar war (vgl. Abbildung 4-23 und
Abbildung 4-24) und keine weiteren Informationen aus dem Verlauf der Laktatproduktion
entnommen werden konnen. Uber den Kultivierungszeitraum von 47 Tagen ist ein Anstieg
der Glucoseverbrauchsrate festzustellen, der Gesamtglucoseverbrauch betrug jedoch nur 856
mg fiir die kultivierten Zellen auf beiden Sponceram®-Scheiben zusammen. Der im Vergleich
zur ersten Kultivierung im Z®RP500-System etwas geringere Glucoseverbrauch st
hauptsichlich auf die niedrigere Gesamtzellzahl (12 Mio Zellen pro Scheibe im Z°RPD, 20
Mio Zellen pro Scheibe im Z®RP500) zuriickzufiihren. In beiden Kultivierungen wurden
mesenchymale Stromazellen unterschiedlichen Ursprungs verwendet. Die Isolation der Zellen
aus Gewebe verschiedener Patienten unter Anwendung unterschiedlicher Isolationsprotokolle
(vgl. Abschnitt 6.2) kann zusitzlich Auswirkungen auf die Proliferationskapazitit der Zellen
haben. Ein Vergleich der Zellproliferation auf Sponceram®/ox.p(MAG)—BMP—2 und
Sponceram®fBMP—2 anhand der Glucoseverbrauchsrate ist nicht moglich, da beide Scheiben
in einem Reaktor kultiviert wurden. Der wie bereits in der ersten Kultivierung gefundene
geringe Glucoseverbrauch kann auf eine starke Differenzierung der Zellen oder eine geringe

Zellzahl auf den Sponceram®-Scheiben hinweisen.
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Abbildung 4-32: Téglicher Glucoseverbrauch von humanen mesenchymalen
Stromazellen ~ auf den  Materialien ~ Sponceram®BMP-2  und
Sponceram®/ox.p(MAG)-BMP-2 kultiviert in einem Z®RPD-System iiber
einen Zeitraum von 47 Tagen

Um letzteres ausschlieBen zu konnen und die Zellzahlen auf beiden Materialien nach der

Kultivierung einschiitzen zu kdnnen, wurden Stiicke beider Sponceram®-Scheiben mit dem

Fluoreszenzfarbstoff DAPI eingefarbt (Abbildung 4-33, Abbildung 4-34). Auf beiden

Materialien sind groBe Mengen an Zellen erkennbar, wobei die Zellzahl auf dem Material

Sponceram®fBMP—2 tendenziell groBer zu sein scheint. Dieser Befund wiirde auf eine

verstarkte Proliferation der Zellen auf diesem Material und einer damit einhergehenden

geringeren Differenzierung sprechen. Dieser Unterschied ist jedoch nicht aussagekriftig, da

wiederum nur Ausschnitte der Materialien gefdrbt wurden. Auch eine Quantifizierung der

Zellzahlen ist aufgrund der dreidimensionalen Struktur der Matrix nicht moglich. Das

Ergebnis der Fiarbung zeigt jedoch, dass die geringe Glucoseverbrauchsrate (Abbildung 4-32)

nicht auf eine geringe Zellzahl zuriick gefiihrt werden kann.
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1000 um 1000 pm - "~ 1000 pm

Abbildung 4-33: DAPI-Firbung der auf Sponceram®BMP-2 dynamisch
kultivierten Zellen im Z®RPD-System

000U 1000um

Abbildung 4-34: DAPI-Firbung der auf Sponceram®ox.p(MAG)-BMP-2
dynamisch kultivierten Zellen im Z®RPD-System

Die osteogene Differenzierung der Zellen auf beiden Materialien sollte zundchst mit Hilfe
histologischer Farbungen nachgewiesen werden. In Abbildung 4-35 A und B sind die
Firbungen nach Von Kossa und mit Alizarinrot gezeigt. Sowohl auf Sponceram®/BMP-2 als
auch auf Sponceram®ox.p(MAG)-BMP-2 fielen beide Firbungen positiv aus, so dass die
Calcifizierung der Matrix qualitativ bestitigt werden konnte. Eine quantitative
Differenzierung der Intensitdt der Fiarbungen auf beiden Materialien ist jedoch aus bereits
genannten Griinden nicht moglich. In Abbildung 4-35 C ist der positive histologische
Nachweis von alkalischer Phosphatase auf beiden Materialien gezeigt. Es wird deutlich, dass
die Intensitdt der Firbung besonders in den Poren der Matrix intensiv ausfillt. Dieser Befund
weist darauf hin, dass sich die Zellen nicht nur an der Oberfliche der Keramik befinden,

sondern in die dreidimensionale Struktur hineingewachsen sind.
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Abbildung 4-35: Histologische Firbungen der auf Sponceram®/BMP-2
(rechts) und Sponceram®/ox.p(MAG)—BMP—2 (links) dynamisch im
Z®RPD-System kultivierten Zellen. A: Von Kossa-Firbung; B: Alizarinrot-
Farbung; C: AP-Firbung. Oben sind jeweils die Proben, unten die nicht mit
Zellen besiedelten Referenzmaterialien gezeigt.

------

Die Analyse der Genexpression der Zellpopulationen auf beiden Materialien sollte weiteren
Aufschluss iiber deren Differenzierungszustand geben. In Abbildung 4-36 sind die Ergebnisse
der semiquantitativen PCR beider Populationen dargestellt. In beiden Fillen, besonders
jedoch fiir Sponceram®/BMP-2, fillt die starke Dominanz der Genexpression von Kollagen I
auf. Die MSCs, die auf Sponceram®ox.p(MAG)-BMP-2 kultiviert wurden, exprimierten
weiterhin alkalische Phosphatase, Osteopontin und Osteocalcin. Die Anwesenheit dieser
osteogenen Marker weist die Differenzierung der Zellen eindeutig nach. Die Dominanz von
Kollagen I ist auf das Vorhandensein einer Mischpopulation zuriickzufiihren, in der offenbar
ein Teil der Zellen noch nicht als reife Osteoblasten einzustufen ist (vgl. dazu Abschnitt 3.3).
Da aber auch Osteocalcin nachgewiesen werden konnte, das nur in reifen Osteoblasten

exprimiert wird, sind auch Zellen dieses Entwicklungsstatus in der Population vorhanden.

Fiir die Zellen auf Sponceram®BMP-2 konnte neben der Expression von Kollagen I nur
Osteocalcin nachgewiesen werden. Die Expression von Ostecalcin als spitem osteogenen
Marker weist die osteogenene Differenzierung der Zellen auch auf diesem Material eindeutig
nach. Kollagen I ist ein friiher Marker der Differenzierung, der jedoch erst nach alkalischer
Phosphatase exprimiert wird (vgl. Abschnitt 3.3). Das Fehlen der Genexpression von
alkalischer Phosphatase als frilhem Marker der Osteogenese ist somit nicht verstidndlich,
zumal dessen histologische Anfiarbung positiv ausgefallen ist (Abbildung 4-35).
Moglicherweise ist dieser Befund auf eine mangelnde Qualitédt der isolierten RNA der auf
Sponceram®BMP-2 kultivierten Zellen zuriickzufiihren, da auch die Expression der GAPDH
im Vergleich zu Sponceram®ox.p(MAG)-BMP-2 sehr gering war (20 % der Intensitit, Daten
nicht gezeigt). Die Qualitdt der RNA kann durch die Methode der Zellablosung (35 Minuten
Inkubation der Zellen in Hyaluronidase/Kollagenase) beeintrichtigt sein (s. Anhang 6.3.9).
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Weiterhin muss beriicksichtigt werden, dass nicht die gesamte Zellpopulation von der
Keramikoberfldche abgelost wird. Besonders Zellen, die sich in der Tiefe der Keramik
befinden oder von grofen Mengen extrazelluldarer Matrix bedeckt sind, 16sen sich nur schwer

ab.

Die starke Dominanz von Kollagen I kann moglicherweise auf einen groferen Anteil nicht
reifer Osteoblasten in der anwesenden Mischpopulation zuriickgefiihrt werden. Da die
verwendete Methode der PCR jedoch nur semiquantitativ ist und offenbar ein Problem mit

der Qualitét der isolierten RNA vorlag, ist diese Interpretation nur spekulativ zu betrachten.

12

10

relative Expressionsstiarke
(=)}

AP Col I OPN ocC

I Sponceram®/BMP-2 [ Sponceram®/ox(pMAG)-BMP-2 — GAPDH
Abbildung 4-36: Ergebnisse der PCR von mesenchymalen Stromazellen auf
den Kompositmaterialien Sponceram®/ox.p(MAG)—BMP—2 und
Sponceram®BMP-2 nach der dynamischen Kultivierung im Z®RPD-System
tiber einen Zeitraum von 50 Tagen. Die Werte sind angegeben als die

Ergebnisse einer Einfachbestimmung. AP = alkalische Phosphatase, Col
I = Kollagen I, OPN = Osteopontin, OC = Osteocalcin

Mit Hilfe von rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden die Zellpopulationen und
Matrixdepositionen auf Sponceram®/ox.p(MAG)-BMP-2 und Sponceram®BMP-2 visualiert
(Abbildung 4-37, Abbildung 4-38). Auf beiden Materialien sind einzelne Zellen sowie
gewebeartige Strukturen erkennbar. Auf der Probe Sponceram®/ox.p(MAG)-BMP-2 wachsen
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die Zellen auf der Keramikoberfldche und in die Poren hinein (Abbildung 4-37 A). Die Zellen
bilden netzartige, dreidimensionale Strukturen (B) sowie flidchige, gewebeartige Gebilde (E).
In Abbildung 4-37 D und F sind kleine Strukturen erkennbar, die die Oberfldche der Keramik
iberziehen und sich zum Teil unter den Zellen befinden. Vermutlich handelt es sich dabei um
von den Zellen sezernierte extrazellulire Matrix. In Abbildung 4-38 sind die REM-
Aufnahmen der Probe Sponceram®ox.p(MAG)-BMP-2 gezeigt. Auch hier sind einzelne
Zellen und dreidimensionale Netzwerke der Zellen auf der Keramik und in deren Poren
erkennbar (A, C, F). Weiterhin sind fibrilldre Strukturen erkennbar (E), die offenbar aus
Zellen und Bestandteilen der extrazellularen Matrix (Kollagen) aufgebaut sind. Die Zellen,
die die Oberfliche der Keramik iiberziehen, bilden fldchige, plattenartige Strukturen aus, in

denen die Zellzwischenrdume von organischer Substanz ausgefiillt zu sein scheinen (B, C).

I
UNI-H-PCI 20KV X500 Opm 20KV X500 Opm UNI-H-PCI

Abbildung 4-37: REM-Aufnahmen der Probe Sponceram®/BMP-2.
VergroBerungen: A: 50-fach; B, C: 250-fach; D, E: 500-fach; F: 1000-fach



EXPERIMENTELLER TEIL 91

UNI-H-PCI 20KV X50  100m WD 8Omm UNI-H-PCI LEI  20kv 3250 100am WD87mm UNI-H-PCI 250 100um WD 7.6mm

UNI-H-PCI LE! 20KV X500  10um  WD7.6mm UNI-H-PCI LEI 20KV X500  10pm  WD87mm UNI-H-PCI LEl  20kV  X1000 10um  WD7.6mm

Abbildung 4-38: REM-Aufnahmen der Probe Sponceram®ox.p(MAG)-
BMP-2. VergroBerungen: A: 50-fach, B, C: 250-fach; D, E: 500-fach; F:
1000-fach

Die REM-Aufnahmen beider Proben zeigen dhnliche Strukturen der Zellen. Dreidimensionale,
flachige Strukturen dominieren die Bilder, die vermutlich aus Zellen und extrazelluldrer
Matrix bestehen. Diese Vermutung wird durch den Nachweis der Genexpression von
Osteocalcin, Osteopontin und Kollagen gestiitzt, da diese Proteine Bestandteile der

extrazelluldaren Matrix sind.

Fazit: Die Analyse der mit mesenchymalen Stromazellen besiedelten und im Z®RPD-Reaktor
kultivierten Materialien Sponceram®/ox.p(MAG)-BMP-2 und Sponceram®BMP-2 konnte die
osteogene Differenzierung der Zellen auf beiden Materialien nachweisen. Die Expression des
spiten osteogenen Markers Osteocalcin zeigte die Anwesenheit von reifen Osteoblasten in
den Zellpopulationen auf beiden Materialien. Die starke Expression von Kollagen I,
besonders im Fall von Sponceram®/BMP—2, deutet jedoch auch auf einen groflen Anteil von
Zellen hin, die noch nicht ausgereift sind (Abbildung 4-36). Das Fehlen der Genexpression
von alkalischer Phosphatase im Fall der Probe Sponceram®BMP-2 ist auf eine mangelnde
Qualitit der isolierten RNA zuriickzufiihren, da die histologische Firbung der AP positiv
ausgefallen ist. Der histologische Nachweis von Calcium durch die positiven Farbungen nach
Von Kossa und mit Alizarinrot weist die osteogene Differenzierung der Zellen ebenfalls auf
beiden Materialien nach. Auf beiden Sponceram®-Scheiben konnten weiterhin mit Hilfe von

REM-Aufnahmen dreidimensionale Zell- und Gewebestrukturen nachgewiesen werden.
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AbschlieBend kann festgestellt werden, dass die Differenzierung mesenchymaler
Stromazellen auf den Materialien Sponceram®/ox.p(MAG)-BMP-2 und Sponceram®/BMP-2
in beiden Reaktorsystemen erfolgreich war. Die Verwendung des Einwegreaktors Z°RPD
sollte daher aus bereits genannten Griinden (6konomische Aspekte etc.) fiir zukiinftige

Versuche bevorzugt werden.

In den bisher durchgefiihrten Reaktorkultivierungen konnten keine signifikanten Unterschiede
der Beeinflussung bzw. Induzierung der Osteogenese zwischen den Materialien
Sponceram®/ox.p(MAG)-BMP-2 und Sponceram®/BMP-2 nachgewiesen werden. Um weitere
mogliche Effekte des Kompositmaterials zu untersuchen, sollte in weitergehenden
Untersuchungen das Kompositmaterial Sponceram®/ox.p(MAG)—BMP—Z—PLL getestet werden.
Die Kombination von adhésionsfordernden und osteoinduktiven Eigenschaften sollte durch
die Verbesserung der Zelladhdsion und die damit erreichte erhohte Zellzahl zu Beginn der

Kultivierung die bisher nachgewiesenen Effekte verstirken.
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4.2. EINSCHLUSS BIOAKTIVER KOMPONENTEN

Wie in Abschnitt 4.1 beschrieben, kann ein eingeschrinkt bioaktives oder bioinertes
Keramikmaterial unter Verwendung geeigneter Spacermolekiile und bioaktiver Liganden so
funktionalisiert werden, dass ein biomimetisches Kompositmaterial erhalten wird. Eine
weitere Moglichkeit der gezielten Modifikation besteht im Einschluss bioaktiver
Komponenten in eine geeignete abbaubare Matrix, die auf die Keramikoberfldache aufgebracht
wird. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass die bioaktiven Molekiile durch Abbau der
sie umgebenden Matrix freigesetzt werden konnen. Die Freisetzung kann durch Variation der

Abbaugeschwindigkeit der Matrix zeitlich gesteuert werden (vgl. Abschnitt 3.2.2).

Als Matrix eignen sich aufgrund ihrer bioaktiven Eigenschaften inbesondere natiirliche,
abbaubare Polymermaterialien. Durch Kontrolle der Verarbeitungsbedingungen werden

Risiken in Bezug auf Immunreaktionen oder potentielle Infektionsgefahren minimiert.

In dieser Arbeit wurden als Polymermaterialien Kollagen I und Gelatine ausgewihlt.
Kollagen I als Bestandteil der extrazelluldren Matrix und Gelatine als seine denaturierte Form
fordern die Adhdsion von Zellen, da diese mit bestimmten Rezeptoren
(Zelladhdsionsmolekiile, engl. cell adhesion molecules, CAMs) auf der Zelloberfliche
interagieren konnen. Eines der wichtigsten Glycoproteine auf der Zelloberfldche ist in diesem

Zusammenhang Fibronektin'*® '/,

Das verwendete Kollagen wurde iiber das Forschungsinstitut fiir Leder- und Kunststoffbahnen
(FILK) in Freiberg bezogen. Es handelt sich um sédurelosliches Kollagen, das durch essigsaure
Extraktion von Kalbshaut gewonnen und anschlieend gefillt, gesiebt und gefriergetrocknet

wurde.

Gelatine ist ein heterogenes Gemisch, das aus den wasserloslichen, hochmolekularen
Proteinen des Kollagens besteht. Die Proteine werden aus Haut, Sehnen, Bindegewebe und
Knochen porcinem Ursprungs mit heilem Wasser extrahiert. Gelatine kann entweder aus
sauer oder basisch extrahierter Haut gewonnen werden und wird dann als Typ A bzw. Typ B

bezeichnet. In dieser Arbeit wurde Gelatine des Typs A verwendet.



94 EXPERIMENTELLER TEIL

Als bioaktiver Ligand sollte BMP-2 verwendet werden, um die osteogene Differenzierung der
auf den Kompositmaterialien kultivierten Zellen zu induzieren und moglicherweise zu steuern.
Fiir die Untersuchung der Freisetzungskinetiken wurde aus Kostengriinden, wie bereits bei
der Funktionalisierung der Sponceram®-Oberfliche mittels Polymerspacern (vgl. Abschnitt

4.1), anstelle von BMP-2 RNase als Modellprotein verwendet.

Die Versuche zur Beschichtung von Sponceram® sowie zum Einschluss bioaktiver
Komponenten in die polymeren Matrizes wurden von Nataliya Gorinski im Rahmen ihrer

Diplomarbeit durchgefiihrt'*®.

4.2.1. BESCHICHTUNG VON SPONCERAM®

Zunichst wurden Sponceram®/Kollagen- bzw. Sponceram®/Gelatine-Kompositmaterialien
ohne Verwendung bioaktiver Komponenten hergestellt, um die Beschichtungsmethodik zu

optimieren und die resultierenden Komposite zu charakterisieren.

Fiir die Beschichtung der Sponceram®Minidiscs wurden das gefriergetrocknete Kollagen in
1 % iger Essigsdure (5 mg/mL) und die Gelatine in PBS (20 mg/mL) gelost. Die
Konzentrationen wurden so gewdhlt, dass eine gute Verarbeitbarkeit gewihrleistet war.
250 uL der jeweiligen Losungen wurden tropfenweise auf die Keramiken aufgetragen. Um
einen Verschluss der pordsen Struktur zu verhindern, wurden die Keramiken so gelagert, dass
ein AbflieBen iiberschiissiger Losung moglich war. Die beschichteten Keramiken wurden bei

37 °C inkubiert, bis sie vollstindig getrocknet waren.

4.2.2. QUANTITATIVE UNTERSUCHUNGEN DER BESCHICHTUNGEN

Kollagen und Gelatine konnen mit Hilfe der Pikro-Siriusrot-Firbung auf der

Keramikoberfldche direkt nachgewiesen werden. Der Test beruht auf einer Reaktion des
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anionischen  Farbstoffs Siriusrot mit bestimmten, im Kollagen vorkommenden

Aminogruppen'*’ (Details und Durchfiihrung s. Anhang 6.3.8).

MassePolymer [mg]
w2

Sponceram®/Kollagen M Sponceram®/Gelatine

Abbildung 4-39: Ergebnisse der mit Hilfe der Pikro-Siriusrot-Farbung
ermittelten Menge von Kollagen bzw. Gelatine auf Sponceram® nach der
Beschichtung. Die Werte sind angegeben als Mittelwerte aus drei Werten +
Standardfehler. Statisisch signifikante Unterschiede sind mit * fiir 0,001 < p
< 0,05 gekennzeichnet.

In Abbildung 4-39 ist das Ergebnis der Pikro-Sirius-Fiarbung der Kompositmaterialien
Sponceram®/Kollagen und Sponceram®/Gelatine dargestellt. Es ist ersichtlich, dass die auf
der Keramikoberfliche befindliche Menge Gelatine die Menge an Kollagen iibersteigt.
Allerdings muss bei dieser Firbemethode beachtet werden, dass nur oberflichennahe
Matrixmolekiile mit dem Farbstoff nachgewiesen werden konnen. Tiefer liegende Schichten
werden nicht erfasst, so dass keine Information der gesamten, auf der Keramik befindlichen

Kollagen- bzw. Gelatine-Menge erhalten werden kann.

Die auf der Keramik aufgebrachte Kollagen- oder Gelatineschicht soll als Matrix fiir die
Einbettung bioaktiver Liganden verwendet werden. Um die Freisetzung der Liganden zu
verbessern, die sonst nur durch Diffusion der Molekiile durch die Matrix stattfinden kann,

sollte die Matrix definiert abgebaut werden. Die Degradation der Matrix kann sowohl durch
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Hydrolyse als auch durch enzymatischen Abbau stattfinden. In dieser Arbeit sollte zunéchst

der hydrolytische Abbau der Matrixmaterialien untersucht werden.

Um eine erste Einschitzung iiber die Bestindigkeit der Polymerschicht zu erhalten und somit
eine Aussage liber deren Eignung als Einschlussmatrix fiir bioaktive Molekiile treffen zu
konnen, wurden die Proben zunichst sieben Tage bei 37 °C in PBS inkubiert. AnschlieBend
wurden sie getrocknet und die auf der Keramik verbliebene Gelatine- bzw. Kollagenmenge
mit dem Pikro-Siriusrot-Test analysiert. Abbildung 4-40 zeigt, dass die auf den Sponceram®-
Oberflichen anhaftenden Polymermengen nach einwochiger Inkubation in PBS abnehmen. Es
ist somit moglich, die eingeschlossenen bioaktiven Komponenten durch Abbau der Matrix

freizusetzen.

Masse [mg]
w

Sponceram®/Kollagen M Sponceram®/Gelatine

Abbildung 4-40: Vergleich der verblieben Gelatine- bzw. Kollagenmenge
auf Sponceram® nach siebentidgiger Inkubation in PBS bei 37 °C. Die
Polymermengen wurden mit dem Pikro-Siriusrot-Test bestimmt. Die Werte
sind angegeben als die Mittelwerte aus vier Werten = Standardfehler.
Statisisch signifikante Unterschiede nach der Inkubation gegeniiber dem
Ausgangsmaterial sind mit ** fiir p < 0,001 gekennzeichnet.
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4.2.3. ZELLKULTURUNTERSUCHUNGEN

Die mit Gelatine bzw. Kollagen beschichteten Sponceram®-Keramiken wurden zuniichst ohne
in die Matrix eingeschlossene bioaktive Komponenten auf ihre Eignung zur Kultivierung
adhédrent wachsender Zellen getestet. Dazu wurden die Komposite mit der Modellzelllinie
MC3T3-E1 besiedelt und iiber einen Zeitraum von 14 Tagen kultiviert. Als Referenzmaterial

®

diente unbehandelter Sponceram™ (detaillierte Durchfiihrung s. Anhang 6.4.2). Die

adhérierten Zellen wurden zu fiinf unterschiedlichen Zeitpunkten mit dem
Fluoreszenzfarbstoff DAPI eingefiarbt. Die Fluoreszenzintensitit wurde mit Hilfe eines

Fluoreszenzlesegerits quantitativ ausgewertet (detaillierte Durchfiihrung s. Anhang 6.3.8).

800

700 - I

600
500 I _I_
400 -

300 - *%

Fluoreszenzintensitét [360/460 nm]

200 I | -

100 *
*
.
: el ] O
1 4 4 11 14
Zeit [d]
Sponceram® Sponceram®/Kollagen M Sponceram®/Gelatine

Abbildung 4-41: Ergebnisse der DAPI-Fiarbung von MC3T3-E1-Zellen, die
iiber einen Zeitraum von 14 Tagen auf Sponceram®, Sponceram®/Gelatine
und Sponceram®/Kollagen kultiviert wurden. Die Werte sind angegeben als
die Mittelwerte aus vier Werten + Standardfehler. Statisisch signifikante
Unterschiede gegeniiber Sponceram® sind mit * fiir 0,001 < p < 0,05 und **
fiir p < 0,001 gekennzeichnet.

In Abbildung 4-41 sind die Ergebnisse der DAPI-Firbung von MC3T3-E1-Zellen gezeigt, die
iiber einen Zeitraum von 14 Tagen auf Sponceram® und den Kompositmaterialien

Sponceram®/Gelatine sowie Sponceram®/Kollagen kultiviert wurden. Die Zellzahlen steigen
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kontinuierlich an, auf Sponceram® und Sponceram®/Kollagen erreichen sie ab Tag 11 ein
Plateau. Ab diesem Zeitpunkt ist die Oberfliche der Keramik vollstindig bewachsen,
Zellerneuerung und —absterben befinden sich im Gleichgewicht (vgl. Abschnitt 3.4). Die
Ergebnisse der quantitativen Auswertung wurden mit Hilfe des t-Tests auf signifikante
Unterschiede untersucht (s. Anhang 6.1). Die Zellzahlen auf Sponceram® und
Sponceram®/Kollagen unterscheiden  sich  nicht  signifikant  voneinander. Die
Kollagenbeschichtung hat somit offenbar keinen nachweisbaren proliferationsfordernden oder
—inhibierenden Einfluss auf die adhérierten Zellen. Im Falle der Gelatine-Beschichtung ist
eine deutlich geringere Zellzahl gegeniiber unbehandeltem Sponceram® zu erkennen, eine
Plateauphase wird wihrend der 14-tdgigen Kultivierung nicht erreicht. Moglicherweise
wurden die Poren der Keramik durch die viskose Gelatine verschlossen, so dass das

dreidimensionale Wachstum der Zellen eingeschriankt wird.

Fazit: Die Kultivierung von MC3T3-El-Zellen auf den Kompositmaterialien
Sponceram®/Gelatine und Sponceram®/Kollagen zeigte, dass beide Materialien als
Biomaterial geeignet sind. Die auf dem Material Sponceram®/Gelatine erzielten Zellzahlen
waren jedoch weit geringer als auf Sponceram®/Kollagen. Da die Beschichtungen jedoch in
erster Linie als Trigermatrix fiir bioaktive Komponenten dienen sollen, ist es notwendig, die
Freisetzungseigenschaften der Trdgermatrix fiir bioaktive Molekiile zu untersuchen, um

weitere Aussagen iiber die Qualifikation der Materialien treffen zu konnen.

4.2.4. UNTERSUCHUNG DER FREISETZUNG AUS DER TRAGERMATRIX

Fiir die Analyse des Freisetzungsprofils bioaktiver Liganden, die in die polymeren Matrizes
eingebetteten wurden, wurde als Modellprotein RNase verwendet, das dazu mit dem
Fluoreszenzfarbstoff FITC markiert wurde (s. Anhang 6.3.3). Die Kollagen- bzw.
Gelatinelosungen wurden mit dem markierten Protein (250 pg/mL) vermischt und wie in
Abschnitt 4.2.1 beschrieben auf die Sponceram®—Keramiken aufgetragen. Nach der
vollstandigen Trocknung der Kompositmaterialien bei 37 °C wurden diese in PBS inkubiert.
Uber einen Zeitraum von 168 Stunden wurden zu fiinf verschiedenen Zeitpunkten Proben

(150 pL) der die Keramiken umgebenden Losung entnommen. Die darin enthaltene
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Konzentration RNase-FITC wurde mit Hilfe des Fluoreszenzlesegerits (Anregung: 485 nm,

Emission: 535 nm) bestimmt.
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Abbildung 4-42: Zeitliche Freisetzung von RNase aus dem
Kompositmaterial Sponceram®/Kollagen.

In Abbildung 4-42 ist die Freisetzung von RNase-FITC aus den Kompositmaterialien
Sponceram®/Kollagen und Sponceram®/Gelatine dargestellt. Die Freisetzung aus beiden
Matrixmaterialien nimmt zunichst mit der Zeit zu, bis ein konstanter Wert erreicht wird. An
diesem Punkt ist die gesamte in die Matrizes eingeschlossene Menge an RNase freigesetzt
worden. Aus den Gelatine-Matrizes wird gegeniiber Kollagen etwa die vierfache Menge an
RNase freigesetzt. Dieser Befund korreliert mit dem Ergebnis, dass die Menge an Gelatine,
die nach der Beschichtung auf der Sponceram®-Oberfliche anhaftet, die Menge an Kollagen
deutlich iibersteigt (Abbildung 4-39; Abbildung 4-40). Das Plateau der RNase-Freisetzung
wird beim Sponceram®/Gelatine—Komposit spiter erreicht, die vollstindige Freisetzung

nimmt aufgrund der groBeren Beschichtungsmenge mehr Zeit in Anspruch.
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Abbildung 4-43: Zeitliche Freisetzung von RNase aus dem
Kompositmaterial Sponceram®/Kollagen, bezogen auf die freigesetzte
Gesamtmenge RNase nach 162 Stunden.

In Abbildung 4-43 ist die prozentuale Freisetzung der RNase gezeigt. Es wird deutlich, dass
sich beide Kurvenverldufe stark &dhneln. Die vollstindige Freisetzung von RNase aus

Sponceram®/Kollagen ist nach ca. 50 Stunden, aus Sponceram®/Gelatine nach ca.

100 Stunden erreicht.

Fazit: Die Beschichtung von Sponceram® mit Gelatine oder Kollagen fiihrt zu
Kompositmaterialien, die fiir die kontrollierte Freisetzung bioaktiver Komponenten
verwendet werden konnen. Die Freisetzung des eingeschlossenen Proteins war dabei nicht
von der Art der Polymermatrix (Gelatine, Kollagen) sondern nur von dessen
Beschichtungsmenge abhingig. Die erfolgreiche Kultivierung von MC3T3-E1-Zellen auf den
beschichteten Keramiken zeigt ihre Eignung als Biomaterial. Die Zahl der adhérierten Zellen

war  auf Sponceram®/Gelatine gegeniiber  unbehandeltem Sponceram®

und
Sponceram®/Kollagen erniedrigt. Vermutlich verringert die Gelatinebeschichtung die

Porositit der Keramik, so dass ein dreidimensionales Wachstum der Zellen erschwert wird.
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4.3. MIKROSPHAREN

In Abschnitt 4.1 und 4.2 wurden zwei Ansitze fiir die Funktionalisierung von Sponceram®
mit bioaktiven Molekiilen beschrieben, indem diese mit Hilfe von Spacermolekiilen auf der
Oberflache der Keramik adsorbiert oder in eine auf die Keramik aufgebrachte Matrixschicht

eingebettet wurden.

Weiterhin ist es moglich die bioaktiven Molekiile in Polymermaterialien zu verkapseln und
die resultierenden Mikrosphiren in die Keramik einzubringen (vgl. Abschnitt 3.2.2). Die
Verteilung der beladenen Polymerpartikel im gesamten dreidimensionalen Konstrukt kann zu
einer gleichmifBigen Versorgung der adhirierten Zellen beitragen. Die pordse Struktur der
Keramik wird durch die eingebrachten Mikrosphédren vermutlich weniger beeintrdchtigt, als
dies bei der vollstindigen Beschichtung der Keramikoberflache mit einer polymeren Matrix

der Fall ist (vgl. Abschnitt 4.2.3).

In Kooperation mit dem Technion Israel Institute of Technology (Prof. Marcelle Machluf,
Haifa, Israel) wurden auf der Basis von Sponceram® Kompositmaterialien entwickelt, auf die
mit BMP-2 beladene PLGA-Mikrosphiren aufgebracht wurden™. In Abbildung 4-44 sind
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Sponceram®/PLGA-Mikrosphiren gezeigt.
Es ist deutlich zu erkennen, dass sich die PLGA-Mikrosphiren in den Vertiefungen der

Sponceram®—Keramik befinden.

il Die Mikrosphiren wurden im Rahmen des Niedersichsisch-israelischen Forschungsprojektes , Tailor-made
functionalized biomaterials for bone tissue generation* angefertigt.
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Abbildung 4-44: REM-Aufnahmen der Sponceram®/PLGA—Mikr0sphéiren,
angefertigt am Technion Israel Institute of Technology. Vergroerungen: A:
200-fach, B: 50-fach, C: 100-fach

PLGA, Polylactid-co-Glycolid (Abbildung 4-45), ist ein biokompatibles und bioabbaubares
Copolymer, das geringe Toxizitit und Immunogenitit aufweist'*’. Abhingig vom
Monomeren-Verhiltnis  (Lactid:Glycolid) konnen PLGA-Polymere unterschiedlicher
Eigenschaften hergestellt werden. So ist die Geschwindigkeit des hydrolytischen Abbaus
abhingig von diesem Verhiltnis: Je groBer der Anteil an Glycolid-Monomeren ist, desto

geringer ist die notwendige Degradationszeit'*.

PLGA ist fiir in vivo Anwendungen besonders geeignet, da die bei der Hydrolyse des
Polymers resultierenden Produkte Milchsdure und Glycolsdure Nebenprodukte zahlreicher
metabolischer Reaktionen sind und iiber den Citratzyklus als CO, sowie im Urin als Wasser

1

ausgeschieden werden'*'. PLGA ist aufgrund seiner Eigenschaften das am hiufigsten

verwendete Polymer fiir die Einkapselung von Medikamenten und Proteinen®® *®.

0
0 H
CH, 0
Abbildung 4-45: Struktur von Polylactid-co-Glycolid (PLGA)
Die Erosion von biodegradierbaren Polymeren kann auf zwei Wegen erfolgen (vgl. auch

Abschnitt 3.2.2): Der Abbau kann von der Oberflidche aus beginnen (surface erosion). Dabei

lauft der Abbau des Polymers schneller ab, als Wasser in die Matrix eindringen kann. Anders
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verlduft der Quellungsabbau (bulk erosion). Hier wird das Wasser sehr schnell in die Matrix
aufgenommen, so dass das Polymer quillt und innerhalb der gesamten Matrix abgebaut wird.
PLGA-Mikrosphédren werden unter physiologischen Bedingungen durch letzteren Vorgang
abgebaut, wobei nach der Aufnahme von Wasser und anschlieBender Quellung die

57, 142

Esterbindungen hydrolytisch gespalten werden . Enzymatische Prozesse spielen bei der

Degradation von PLGA vermutlich keine Rolle'*

. Die Degradation ist auf drei Mechanismen
zuriickzufiihren: Spaltung von Quervernetzungen, Hydrolyse oder Protonierung von

Seitengruppen sowie die Spaltung von Ketten.

Molekiile, die in PLGA-Polymere -eingeschlossen sind, zeigen einen triphasischen
Freisetzungsverlauf. Zunichst zeigt sich eine initial hohe Freisetzung (initial burst effect), da
zuerst solche Molekiile freigesetzt werden, die sich auf oder in der Niahe der Oberfldache
befinden. Anschlieend werden nur wenige Molekiile freigesetzt, da diese durch Diffusion
aus der Matrix gelangen miissen. Mit dem Beginn der Polymererosion wird die Freisetzung

erneut beschleunigt143 .

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Sponceram®-Keramiken untersucht, auf denen beidseitig
1 mg PLGA aufgebracht wurden. Die enthaltene BMP-2-Konzentration betrug 0,25 ug/mg
PLGA, das molare Copolymer-Verhiltnis des PLGA 50:50 (Lactid:Glycolid). Die
Herstellung der Sponceram®/PLGA-Mikrosphiren ist im Anhang 6.5.1) beschrieben.

4.3.1. KINETIK DER FREISETZUNG

Im Technion Israel Institute of Technology wurde die Freisetzung von BMP-2 aus den
PLGA-Mikrosphidren mit Hilfe eines BMP-2-ELISA gemessen. Die Freisetzung wurde
sowohl aus den freien Mikrosphiren als auch aus den auf Sponceram® aufgebrachten
Mikrosphéren bestimmt. Dazu wurden die Proben unter Schiitteln bei 37 °C in PBS inkubiert
und die Menge an BMP-2 in der iiberstehenden Losung in regelméBigen Intervallen (alle 2 - 3

Tage) bestimmit.
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Abbildung 4-46: Kumulative, zeitliche Freisetzung von BMP-2 aus PLGA-

Mikrosphidren. Die Werte sind angegeben als die FErgebnisse einer
Einfachbestimmung (n = 1)
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Abbildung 4-47: Kumulative, zeitliche Freisetzung von BMP-2 aus
Sponceram®/PLGA-Mikrosphiren. Die Werte sind angegeben als die
Ergebnisse einer Einfachbestimmung (n = 1).
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In Abbildung 4-46 wird deutlich, dass bei der Freisetzung von BMP-2 aus den freien
Mikrosphéren der initial burst effect auftritt. Innerhalb der ersten 24 Stunden werden ca. 50 %
des eingeschlossenen Wachstumsfaktors freigesetzt. AnschlieBend verlduft die Abgabe
kontinuierlich aber wesentlich langsamer, bis sich nach 30 Tagen die gesamte

eingeschlossene Menge an BMP-2 in Losung befindet.

Im Fall der Sponceram®PLGA-Mikrosphiren zeigt die Freisetzung des eingeschlossenen
BMP-2 bei zwei untersuchten Proben deutlich unterschiedliche Verldaufe (Abbildung 4-47).
Eine der beiden Proben zeigt ebenso wie die freien Mikrosphiren eine verstirkte Freisetzung
zu Beginn der Inkubation, die im Vergleich dazu jedoch verzogert auftritt. Nach einwochiger
Inkubation sind etwa 70 % des eingeschlossenen BMP-2 freigesetzt, eine beschleunigte
Abgabe tritt jedoch nicht bereits am ersten Tag sondern erst an Tag 5 — 7 ein. Im Vergleich zu
den freien PLGA-Mikrosphiren zeigt sich nach einer Woche eine grofere Freisetzung
(Anstieg um 10 %), dieser Befund ist jedoch vermutlich auf unterschiedliche Konzentrationen
der PLGA-Mikrosphidren (Inhomogenititen bei der Beschichtung) zuriickzufiihren. Die
zweite Probe der Sponceram®PLGA-Mikrosphiren zeigt eine kontinuierliche Abgabe von
BMP-2, ein initial burst effect ist nicht zu beobachten. Dieses gegeniiber der ersten
Sponceram®PLGA-Mikrosphire  verinderte  Freisetzungsprofil ist vermutlich auf

Adsorptionseffekte des BMP-2 auf der Keramikoberfliche zuriickzufiihren.

4.3.2. ZELLKULTURUNTERSUCHUNGEN

Fir eine erste Beurteilung des differenzierungs-induzierenden Potentials der
Sponceram®PLGA-Mikrosphiren wurden diese mit MC3T3-E1-E1-Zellen besiedelt und iiber
einen Zeitraum von 15 Tagen mit Standardmedium kultiviert (detaillierte Durchfithrung s.
Anhang 4.3.2). Als Referenzmaterial diente unbehandeltes Sponceram®. Nach beendeter
Kultivierung wurden die Keramikmaterialien mit Alizarinrot gefirbt, um Calcium in der

extrazelluldren Matrix nachzuweisen (s. Anhang 6.3.8).
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Abbildung 4-48: Alizarinrot-Ubersichtsfirbungen von MC3T3-E1-Zellen
kultiviert iiber einen Zeitraum von 15 Tagen. Oben: Sponceram®/PLGA-
Mikrosphire, unten: Sponceram® (links: Referenz, mitte und rechts:
besiedelte Proben)

In Abbildung 4-48 sind die Ergebnisse der Alizarinrot-Fiarbungen beider Materialien als
Ubersichtsaufnahmen gezeigt. Sowohl auf unbehandeltem Sponceram® als auch auf den

Sponceram®PLGA-Mikrosphiren konnte Calcium nachgewiesen werden.

Der Vergleich der Firbungen zeigt, dass auf den Sponceram®/PLGA-Mikrosphiren
(Abbildung 4-50) Teilbereiche intensiver gefirbt sind als auf unbehandeltem Sponceram®
(Abbildung 4-49). Moglicherweise waren an diesen Stellen der intensiven Calciumdeposition
die PLGA-Mikrosphiren lokalisiert (vgl. Abbildung 4-49). Da die Hintergrundfirbung von
Sponceram® intensiver ausfillt als die der Sponceram®fPLGA—Mikrosph'airen, ist die restliche
Farbung der Proben (intensiv gefarbte Teilbereiche ausgenommen) als vergleichbar

anzusehen (Abbildung 4-48).

Das Ergebnis der Alizarinrotfirbung ldsst vermuten, dass MC3T3-E1-Zellen bereits durch die
Topographie der Keramikoberfldche zur osteogenen Differenzierung angeregt werden konnen.
Die Inkooperation von BMP-2 beladenen PLGA-Mikrosphiren in die Keramik scheint die

Deposition von Calcium zu verstérken.
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Abbildung 4-49:  Alizarinrot-Farbung von MC3T3-El-Zellen auf
Sponceram®, kultiviert iiber einen Zeitraum von 15 Tagen

Abbildung 4-50: Alizarinrot-Farbung von MC3T3-El-Zellen auf
Sponceram®/PLGA-Mikrosphiren, kultiviert iiber einen Zeitraum von 15
Tagen

Zur weiteren Veranschaulichung wurden die bereits gefirbten Proben mit Hilfe der
Rasterelektronenmikroskopie untersucht (s. Anhang 6.3.10). In Abbildung 4-51 sind die
Aufnahmen der zellbesiedelten Sponceram®/PLGA-Mikrosphiren gezeigt. Es sind deutlich
kristalline Strukturen erkennbar (A - D), die auf den adsorbierten Farbstoff zuriickzufiihren
sind. Darunter befinden sich moglicherweise einzelne Zellen (E), auf der Keramikoberfldche
sind jedoch keine Zellen oder Gewebestrukturen zu erkennen. Da auf der unbesiedelten
Referenz (F) kaum kristalline Strukturen erkennbar sind, ist es unwahrscheinlich, dass der
Farbstoff auf der Keramik adsorbiert wird ohne eine Reaktion mit auf der Oberfliche der

Keramik befindlichen Calciumionen einzugehen.
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Abbildung 4-51: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der mit
MC3T3-El1-Zellen besiedelten und iiber einen Zeitraum von 15 Tagen
kultivierten Sponceram®/PLGA-Mikrosphiren. Vergroferungen: A: 25-fach;
B, D: 50-fach; C: 1000-fach, E: 550-fach, F: 25-fach (unbesiedelte Referenz)

In Abbildung 4-52 sind die REM-Bilder der parallel kultivierten Sponceram® Keramiken zu
sehen. Auf diesen Proben ist deutlich weniger Kristallbildung erkennbar, jedoch konnen
sowohl Zellen als auch Gewebestrukturen (B - E) erkannt werden. Auf diesen Strukturen
haben sich Kristalle des Farbstoffs abgelagert (C — E) was dafiir spricht, dass die Zellen an
diesen Stellen offenbar Calcium sezerniert haben. Dieser Befund korreliert mit dem Ergebnis
der Alizarinrotfarbung, dass die verwendeten MC3T3-E1-Zellen offenbar bereits durch die
Topographie der Sponceram®-Oberfliche zur osteogenen Differenzierung angeregt werden
konnen. Die mit Alizarinrot gefirbte, unbesiedelte Sponceram®-Keramik (F) zeigt im

Gegensatz zur unbesiedelten Sponceram®/PLGA-Mikrosphiire stirkere Kristalldepositionen.
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Abbildung 4-52: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der mit
MC3T3-E1-Zellen besiedelten und iiber einen Zeitraum von 15 Tagen
kultivierten Sponceram®—Keramiken. VergroBerungen: A: 25-fach; B: 50-
fach; C: 500-fach, D, E: 200-fach, F: 25-fach (unbesiedelte Referenz)

Fazit: Eine abschlieBende Beurteilung der Sponceram®/PLGA-Mikrosphiren ist mit Hilfe der
angewendeten Methoden nur sehr eingeschrinkt moglich. Mit Hilfe der Alizarinrotfirbung
konnte sowohl auf Sponceram® als auch auf den Sp0nceram®/PLGA—Mikrosph’ciren offenbar
Calcium nachgewiesen werden. Die verwendete Modellzelllinie MC3T3-E1 ldsst sich
demnach bereits durch eine geeignete Struktur und Topographie des verwendeten
Biomaterials zur Differenzierung entlang der osteogenen Linie anregen. Die
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der Sponceram®—Matrix bestitigten das
Ergebnis der histologischen Firbung. Es konnten Zellen sowie gewebeartige Strukturen
erkannt werden, auf denen zum Teil Farbstoffkristalle zu erkennen waren. An diesen Stellen
haben die Zellen demnach Calcium in die extrazelluldre Matrix sezerniert. Auf den REM-
Aufnahmen  der Sponceram®/PLGA—Mikr0sphéiren konnten keine Zellen oder
Gewebestrukturen nachgewiesen werden, dafiir waren hier groe Bereiche der Matrix mit
kristallinen Strukturen iiberzogen. Auf den unbesiedelten Sponceram®/PLGA-Mikrosphiren
konnten hingegen kaum Kristalle gesehen werden. Moglicherweise sind einzelne Zellen von
der Kristallschicht abgedeckt. Die offenbar geringe Zellzahl kann damit zusammenhéngen,
dass die Differenzierung der Zellen durch das freigesetzte BMP-2 direkt nach der Aussaat

induziert wird und die Zellen somit vermutlich nur wenig bzw. gar nicht proliferieren.
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Ein Vergleich der REM-Bilder der beiden unbesiedelten, mit Alizarinrot gefdrbten Proben
zeigt, dass auch auf Sponceram® Kristallbildung zu beobachten ist, auf den
Sponceram®PLGA-Mikrosphiren hingegen kaum. Offenbar hat der Herstellungsprozess/die
Beladung der Keramik mit den Mikrosphiaren Einfluss auf die Eigenschaften der
Keramikoberflache. Eine Verdnderung der Keramikoberfliche wiederum kann neben der
Adsorption des Farbstoffs auch die Zelladhision beeinflussen, so dass nicht abschlieBend
beurteilt werden kann aus welchem Grund auf den REM-Bildern der Sponceram®/PLGA-

Mikrosphéren keine Zellen zu erkennen sind.

Um die unterschiedlichen Ergebnisse interpretieren zu konnen, wire die Untersuchung der
zellbesiedelten Materialien mit molekularbiologischen Methoden (z.B. PCR) hilfreich.
Limitierend sind jedoch die geringe GroBe der Sponceram®-Discs, da die erreichbaren
Zellzahlen fiir die Methode der PCR nicht ausreichend sind. Die Verwendung von
Sponceram®—Scheiben mit einem Durchmesser von 65 mm kann diese Problematik
iiberwinden. Die Kultivierung der Scheiben im Z®RP-Reaktorsystem unter dynamischen
Bedingungen unterstiitzt weiterhin die osteogene Differenzierung, so dass die durch das

BMP-2 hervorgerufenen Effekte unterstiitzt werden sollten.
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5. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Obwohl Knochen ein Gewebe ist, das die Fihigkeit zur Selbstheilung und Regeneration
besitzt, konnen Defekte, die ein kritisches Ausmal iiberschreiten, nicht von selbst ausheilen.
Zur Uberbriickung solcher Defekte wird derzeit hauptsichlich allogenes oder autologes
Knochenmaterial verwendet, dessen Anwendung aufgrund der Entnahmemengen bzw. der
Gefahr von Immunreaktionen und Infektionen nur eingeschrinkt moglich ist. Das Tissue
Engineering  beschiftigt sich  mit der  Entwicklung von  funktionellen
Knochenersatzkonstrukten, die aus geeigneten Geriistmaterialien und lebenden Zellen
bestehen. Aufgrund ihrer mechanischen Eigenschaften werden im Bereich der
Hartgeweberegeneration hauptsidchlich Keramikmaterialien verwendet, die im Allgemeinen
jedoch  nur  eingeschriankt  bioaktiv ~ sind.  Durch  Entwicklung  geeigneter
Funktionalisierungsmethoden konnen sie in biomimetische Kompositmaterialien mit

steuerbaren Eigenschaften tiberfiihrt werden.

In dieser Arbeit wurde eine makroporose Zirkoniumdioxid-Keramik (Sponceram®) als
Basismaterial verwendet, um funktionelle Knochenersatzmaterialien zu entwickeln.
Sponceram® besitzt eine Porositit von 85 % sowie eine durchschnittlichen PorengroBe von
600 um und erfiillt damit die Anforderungen an ein Biomaterial um eine ausreichende
Néhrstoffversorgung der Zellen und den Abtransport von Stoffwechselprodukten zu
gewihrleisten. In der Literatur werden Porendurchmesser von 150 — 900 um als erforderlich
beschrieben®*. Zirkoniumdioxid ist ein biokompatibles und -inertes Material, das bereits als
Implantatmaterial verwendet wird®®. Durch Funktionalisierung mit entsprechenden

Signalmolekiilen konnen dem Material bioaktive Eigenschaften verliechen werden.

In dieser Arbeit wurde die Funktionalisierung der Keramik auf drei unterschiedlichen Wegen
realisiert. Poly-L-Lysin als adhésionsfordernder Faktor und der osteogene Wachstumsfaktor
BMP-2 wurden zunéchst mit Hilfe von Polymeren auf der Keramikoberfliche immobilisiert.
Da eine zu groBe Nédhe der bioaktiven Liganden zur Keramik eine Einschrinkung ihrer
Flexibilitit und damit einen Verlust der bioaktiven Eigenschaften zur Folge haben kann’> 7,
wurden die Polymere Poly(2-Desoxy-N-methacrylamido-D-glucose) (p(MAG)) und Poly(2-
Desoxy-N-methacrylamido-D-glucose-co-N-Vinylpyrrolidon-co-Acrolein)  (p(MVA)) als

Spacermolekiile verwendet, um die bioaktiven Liganden von der Keramikoberfliche zu
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distanzieren. Die Liganden wurden kovalent an die Polymere gebunden und die resultierenden
Konjugate durch Adsorption auf Sponceram® immobilisiert. Die Konjugate wurden qualtitativ
und quantitativ untersucht, ihre Adsorption wurde mit Hilfe von XPS-Messungen
nachgewiesen. In statischen Zellkulturuntersuchungen konnte die proliferationsférdernde
Wirkung der Poly-L-Lysin enthaltenden Kompositmaterialien nachgewiesen werden. Bei der
verwendeten Modellzelllinie MC3T3-E1 war der erwiinschte Effekt aufgrund der groBen
Proliferationskapazitit der Zellen nur zu Beginn der 14-tdgigen Kultivierung zu beobachten,
bei Verwendung autologer Stammzellen sollte die Wirkung jedoch stidrker in Erscheinung
treten. Um das differenzierungsinduzierende Potential des BMP-2 enthaltenden
Kompositmaterials Sponceram®ox.p(MAG)-BMP-2 zu untersuchen, wurden mesenchymale
Stromazellen aus humanem Fettgewebe iiber einen Zeitraum von 50 Tagen in einem
speziellen Drehbett-Bioreaktorsystem (Z®RP500) kultiviert. Als Referenzmaterial diente eine
in BMP-2-Losung inkubierte Sponceram®—Scheibe. Auf beiden Materialien konnte mit Hilfe
von histologischen Fiarbungen und der Genexpressions-Analyse knochenspezifischer Marker
(Kollagen I, alkalische Phosphatase, Osteopontin) die osteogene Differenzierung der
kultivierten Zellen nachgewiesen werden. In rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen
wurden Zell- und Gewebestrukturen erkannt. Obwohl keine relevanten Unterschiede der
osteogenen Differenzierung auf beiden Materialien festgestellt wurden, ist als Vorteil des
entwickelten Kompositmaterials zu erwédhnen, dass neben den bereits erwdhnten bioaktiven
Liganden weitere Signalmolekiile genutzt werden konnen um ein Biomaterial mit definierten

Eigenschaften zu erhalten.

Im Bereich der Bioreaktortechnik ist die Entwicklung von Einwegreaktoren (disposable) ein
zentrales Thema. Durch disposable Kunststoffreaktoren sollen Kontaminationsrisiken
minimiert und der Kultivierungablauf (durch entfallende Reinigung und Sterilisation)
vereinfacht werden'®!. In dieser Arbeit wurde ein Einwegreaktor (Z®RPD) untersucht, der auf
dem bereits verwendeten Z®RP-Reaktors beruht. Das bereits im Bioreaktor untersuchte
Kompositmaterial Sponceram®/ox.p(MAG)-BMP-2 wurde erneut verwendet um darauf
humane mesenchymale Stromazellen im Z®RPD-System zu kultivieren. Die osteogene
Differenzierung der Zellen konnte nach einem Kultivierungszeitraum von 47 Tagen mit Hilfe
histologischer Farbungen und PCR-Analyse nachgewiesen werden. Der Einwegbioreaktor
zeigt demnach gegeniiber dem konventionellen Z®RP500-Reaktor keine Einschrinkungen in

der Eignung fiir die Zellkultivierung. Bei der Verwendung einer geringen Anzahl von
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Sponceram®-Scheiben  ist der Z®RPD-Reaktor  aufgrund  seines  geringeren

Innenraumvolumens zu bevorzugen.

In einem zweiten Ansatz zur Funktionalisierung wurde Sponceram® mit Gelatine und
Kollagen beschichtet. Die Polymere sollten als FEinschlussmatrizes fiir bioaktive
Komponenten dienen, um ein Kompositmaterial zu erhalten, aus dem diese kontrolliert
freigesetzt werden. Sowohl Kollagen als auch Gelatine konnten auf die Matrix aufgebracht
werden, wobei die Menge der anhaftenden Gelatine groBer war. Die kontinuierliche
Freisetzung der als Modellprotein verwendeten RNase konnte aus beiden Polymermatrizes
nachgewiesen werden, wobei nicht die Art der Matrix sondern nur die Beschichtungsmenge
einen Einfluss auf die Freisetzungsdauer hatte. Die erfolgreiche Kultivierung von MC3T3-E1-
Zellen auf den hergestellten Kompositmaterialien zeigte ihre Eignung als Biomaterial. Die
Beschichtung mit Gelatine fiihrte jedoch offenbar zu einem Verschluss der Porenstruktur der

Keramik, so dass das dreidimensionale Wachstum der Zellen eingeschrinkt wurde.

In Kooperation mit dem Technion Israel Institute of Technology wurden auf Basis von
Sponceram® Kompositmaterialien hergestellt, die mit BMP-2 beladenen PLGA-Mikrosphiren
bestiickt wurden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, inwieweit die
Sponceram®/PLGA-Mikrosphiren die osteogene Differenzierung von Zellen initiieren. Nach
15-tagiger Kultivierung von MC3T3-E1-Zellen konnte sowohl auf den Sponceram®fPLGA—
Mikrosphéren als auch auf unbehandeltem Sponceram® von den Zellen sezerniertes Calcium
mit Hilfe von histologischen Firbungen nachgewiesen werden. Rasterelektronen-
mikroskopische Aufnahmen zeigten auf nicht modifiziertem Sponceram® Zellen und
gewebeartige Konstrukte sowie Kiristalle des adsorbierten Farbstoffs. Auch das
Kompositmaterial war in grolen Bereichen von Farbstoff-Kristallen iiberzogen, Zellen jedoch
konnten nicht nachgewiesen werden. Moglicherweise wurden auf der Keramik befindliche
Zellen durch die Adsorption des Farbstoffs bedeckt. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen
werden, dass durch die Modifikation der Keramik mit den PLGA-Mikrosphiren die
Oberfliche der Keramik so verdndert wird, dass sowohl die Adsorption des Farbstoffs als
auch die Zelladhidsion beeinflusst werden. Eine abschlieende Beurteilung der erhaltenen
Ergebnisse ist nicht moglich. Molekularbiologische Untersuchungen sollten genutzt werden,
um zu kliren, ob die Sponceram®/PLGA-Mikrosphiren die osteogene Differenzierung von

Zellen induzieren.
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In der vorliegenden Arbeit wurden unterschiedliche Methoden zur Funktionalisierung der
makropordsen  Zirkoniumdioxidkeramik Sponceram® entwickelt. Die Herstellung eines
Kompositmaterials mit Hilfe von polysaccharidbasierten Polymeren und bioaktiven Liganden
konnte etabliert werden und die erwiinschten Eigenschaften in statischen und dynamischen
Zellkulturuntersuchungen nachgewiesen werden. Die Eignung von Kollagen- und

Gelatinebeschichtungen fiir den Einschluss bioaktiver Molekiile konnte erwiesen werden.

Die verwendete makroporose Keramik Sponceram® ist ein bioinertes, in vivo dauerhaft
bestindiges Material. Fiir die Uberbriickung groBer Defekte kann eine permanente
Stiitzfunktion erforderlich sein, die groB3e Porositiit des Materials und die damit verbundene
begrenzte Stabilitidt schrinken jedoch die Anwendung auf Bereiche ein, die nicht allzu gro3en
mechanischen Belastungen ausgesetzt sind. Eine denkbare Anwendung der in dieser Arbeit
entwickelten, funktionellen Kompositmaterialien ist die Verwendung als Implantatmaterial.
Eine porose, funktionalisierte Oberfliche der Keramik erleichtert die Integration des
Implantats in das umliegende Gewebe. Durch einen Porositétsgradienten (hohe Porositit an

der Oberfliche, kompaktes Material im Innern) ist die Stabilitédt des Implantats gewéhrleistet.

Eine weitere interessante Perspektive besteht in der Ubertragung der im Rahmen dieser Arbeit
entwickelten Methoden der Funktionalisierung auf degradierbare porose Keramikmaterialien.
Zu den abbaubaren Keramiken zédhlen z.B. Tricalciumphosphat, Hydroxylapatit und bioaktive
Glaser, die zwar osteokonduktive, aber keine osteoinduktiven Eigenschaften besitzen. Durch
Anwendung der entwickelten Methoden erhalten die tempordren Knochenersatzmaterialien
die erwiinschten bioaktiven Charakteristiken. Durch die Osteoinduktion der in vivo das
Ersatzmaterial umgebenden Zellen wird das degradierende Material durch natiirlichen

Knochen ersetzt.
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6. ANHANG

6.1. STATISTISCHE UBERPRUFUNG VON MESSWERTEN

Die Messergebnisse der einzelnen Messreihen wurden statistisch mit Hilfe des t-Tests
tiberpriift: Der t-Test liefert einen Wahrscheinlichkeitswert p, der angibt, mit welcher
Wahrscheinlichkeit die Mittelwerte zweier Messgruppen gleich sind. Bei einem
Wahrscheinlichkeitswert, der kleiner als 0,05 (p < 0,05) ist, ist die Wahrscheinlichkeit, dass

sich zwei Mittelwerte signifikant unterscheiden, grof3er als 95 %.

Als Voraussetzung fiir den t-Test gilt, dass die untersuchten Grundgesamtheiten
normalverteilt und die Standardabweichungen als anndhernd gleich angesehen werden konnen.
Die zu untersuchenden Messwerte einer Gruppe wurden mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-
Tests auf Normalverteilung untersucht. Waren die Messwerte einer Gruppe nicht

normalverteilt, wurde der Mann-Whitney-U-Test zur statistischen Uberpriifung verwendet.

6.2. VERWENDETE ZELLEN

MC3T3-El

Die verwendete Zelllinie MC3T3-E1 wurden von der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) bezogen. Die Zellen wurden urspriinglich
aus dem Schiddeldach eines Maiuseembryos isoliert. Sie werden morphologisch als
Fibroblasten-dhnliche, als Monolayer adhirent wachsende Zellen beschrieben und sind in der
Lage zu Osteoblasten zu differenzieren sowie Kollagen zu synthetisieren. Sie werden in
Standardkulturmedium kultiviert und ein- bis zweimal pro Woche mit Trypsin passagiert

(Verdiinnung 1:10).
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Humane mesenchymale Stromazellen

Die in dieser Arbeit verwendeten humanen mesenchymalen Stromazellen wurden aus
Fettgewebe isoliert. Es kamen Zellen zweier Spender zum Einsatz, die von der
Blutspendezentrale Linz (Oberosterreichisches Rotes Kreuz) sowie von der Klinik fiir
Plastische, Hand- und Wiederherstellungschirurgie (Medizinische Hochschule Hannover) zur
Verfiigung gestellt wurden (Bezeichnungen und Spenderdaten s. Tabelle 6-1). Vor der
Verwendung der Zellen wurde ihre osteogene Differenzierbarkeit untersucht. Die Zellen
wurden nach dem Auftauen mit Standardkulturmedium in Zellkulturflaschen (175 sz)
kultiviert. Zur Passagierung wurden die Zellen etwa einmal pro Woche mit Trypsin von der
Oberfliche der Kulturflasche geldst und mit zehnfacher Verdiinnung erneut ausgesit. Um die

fir die Reaktorkultivierungen notwendigen Zellzahlen zu erhalten, wurden die Zellen in

speziellen Wannenstapeln mit einer Kulturoberfliche von 2520 cm? expandiert.

Tabelle 6-1: Daten der
mesenchymalen Stromazellen

in dieser Arbeit verwendeten humanen

Bezeichnung huF62 FatSC3
Patientin weiblich,
Patientin weiblich, 52 Jahre,
Spenderdaten 55 Jahre,
Liposuktion
Bauchdeckenstraffung
Klinik fiir Plastische,
Blutspendezentrale Linz, Hand- und
Bezugsquelle Oberosterreichisches Rotes | Wiederherstellungschirurgie,
Kreuz Medizinische Hochschule
Hannover
Verwendete Additive zur Dexamethason,
Untersuchung der osteogenen B-Glycerolphosphat, BMP-2

Differenzierbarkeit

Vitamin C

Trypsin: 0,2 % Trypsin, pH = 7,5 in PBS, 0,02 % EDTA
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Standardmedium: DMEM + 10 % FCS + 100 U/mL Penicillin, 0,1 mg/mL Streptomycin +
2 pmol/mL L-Glutamin

Isolierung von huF62'*

Die mesenchymalen Stromazellen huF62 wurden aus dem Gewebe einer Liposuktion isoliert.
Das Fettgewebe wurde zunichst mit PBS gewaschen und anschlieBend mit Kollagenase-
Losung fir 60 Minuten bei 37 °C unter starkem Schiitteln aufgeschlossen. Nach
anschlieBender Zentrifugation (10 Minuten, 1200 g) wurde das resultierende Pellet in EL-
Puffer resuspendiert und fiir 10 Minuten bei 37 °C inkubiert, um die enthaltenen Erythrozyten
zu lysieren. Nach Zugabe von PBS wurden die Zellen mit Hilfe eines 100 pm-Nylonnetzes

filtriert und in EGM-2 Medium bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert.

Kollagenase-Losung: 1,5 mg/mL Kollagenase I; 20 mg/mL BSA; 25 mM HEPES in PBS

EL-Puffer (Erythrozyten Lysis Puffer): 154 mM NH4Cl; 10 mM KHCOs; 0,1 mM EDTA in
ddH,O

Isolierung von FatSC3

Die adulten mesenchymalen Stromazellen (FatSC3) wurden aus dem Fettgewebe einer
Abdominoplastik gewonnen. Zur Isolation wurde das Fettgewebe zunichst mit einer Schere
zerkleinert (ca. 20 mL) und mit 10 mL Kollagenase-Losung versetzt. Die Suspension wurde
fir eine Stunde bei 37 °C/5 % CO, inkubiert. AnschlieBend wurde die Suspension
homogenisiert, auf zwei Zentrifugenrohrchen aufgeteilt und mit Waschpuffer I auf jeweils
50 mL aufgefiillt. Nach fiinfminiitiger Zentrifugation bei 4 °C und 150 ¢ wurde der
Fettiiberstand abgegossen, die mittlere, wissrige Phase abgenommen, das im Rohrchen
verbliebene Pellet mit dem Uberstand vereinigt und mit Waschpuffer IT auf 50 mL aufgefiillt.
Nach zehn Minuten Zentrifugation (4 °C, 540 g) wurden Fett und Uberstand abgegossen, das
Pellet erneut in Waschpuffer II aufgenommen und zentrifugiert (10 Minuten, 4 °C, 540 g).

Der wissrige Uberstand wurde abgenommen. Das Pellet wurde in Kulturmedium gelost und
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in Zellkulturflaschen gegeben. Nach 24 - 48 Stunden Inkubation bei 37 °C /5 % CO, wurde

das Medium gewechselt, um Bindegewebsriickstinde zu entfernen.

Waschpuffer I: 500 mL Hanks’ Puffer + 200 pmol Adenosin

Waschpuffer II: 500 mL Hanks’ Puffer + 200 umol Adenosin + 25 mL 10 % BSA (in PBS)

Kollagenase-Losung: 20 mg Kollagenase I in 10 mL Waschpuffer I

Medium: DMEM/Ham’s Nutrient Mixture F-12 + 5 % FCS + 0,02 mM/mL Natrium-Pyruvat

+ 100 U/mL Penicillin, 0,1 mg/mL Streptomycin + 1 % nichtessentielle Aminosduren

6.3. OBERFLACHENMODIFIKATION MITTELS POLYMERSPACERN

6.3.1. SCHIFFSCHE PROBE

Die Schiffsche Probe ist eine Nachweisreaktion fiir Aldehydgruppen, die nach ihrem
Entdecker Hugo Schiff benannt wurde. Das Schiffsche Reagenz (fuchsinschweflige Siure)
wird durch Reaktion mit Aldehydgruppen violett gefiarbt. Die Intensitdt der Farbreaktion
liefert eine Information iiber die Konzentration der Aldehydgruppen und kann mittels UV-

Messungen (A = 550 nm) quantitativ ausgewertet werden.

Die Schiffsche Base wird hergestellt, indem Fuchsin und schweflige Sédure miteinander

umgesetzt werden. Dabei wird das Fuchsin entfédrbt (Abbildung 6-1).
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Abbildung 6-1: Herstellung des Schiffschen Reagenz (fuchsinschweflige
Sdure)

Durch Reaktion der fuchsinschwefligen Sédure mit Aldehydgruppen bildet sich das
chromophore System des Fuchsins zuriick, so dass es wieder seine violette Farbe annimmt

(Abbildung 6-2).

2 RCHO

R

N4'7R
H

S0,”

Abbildung 6-2: Reaktion des Schiffschen Reagenz mit Aldehydgruppen

Fir den Nachweis von Aldehydgruppen in den Polymerldsungen von ox.p(MAG) und
p(MVD) werden diese in einem Verhéltnis von 1:2 mit Schiffs Reagenz vermischt. Nach
kurzer Inkubation bei 37 °C firbt sich die Losung bei Anwesenheit von Aldehydgruppen

violett.
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6.3.2. QUALITATIVER NACHWEIS DER KONJUGATE

Die SDS-Gelelektrophorese ist eine analytische Trennmethode, die fiir die Charakterisierung
von Proteinen bzw. Proteingemischen verwendet wird. Diese werden entsprechend ihrer
Grofle getrennt, indem sie auf ein Polyacrylamidgel aufgetragen und einem elektrischen Feld
ausgesetzt ~ werden. Die  Proteine  wandern im  elektrischen  Feld, ihre
Wanderungsgeschwindigkeit und —weite ist abhingig von ihrer Grofe. Die Ladung der
Proteine ist nicht von Bedeutung, da diese durch Zugabe des Detergents SDS
(Natriumdodecylsulfat, engl. sodium dodecyl sulfate) und dessen Anlagerung an die Proteine
ausgeglichen wird. Durch Férbung z.B. mit Silbernitratlosung werden die Proteine im Gel
sichtbar gemacht. Durch Vergleich mit einem Proteingemisch bekannter Zusammensetzung
(protein ladder) kann die GroBe (Molekulargewicht) der untersuchten Proteine bestimmt

werden'®.

Die Silberfarbung ist gegeniiber der hdufig verwendeten Coomassie-Fiarbung bis zu 100-mal
empfindlicher, so dass Proteine bis in den Nanogramm-Bereich nachgewiesen werden

konnen'

. Zum ersten Mal erwihnt wird die Verwendung der Silberfarbung fiir die Detektion
von Proteinen in der Gelelektrophorese 1979 von Switzer et al'*®. Der Mechanismus der
Farbung beruht auf einer Reduktion von ionischem zu metallischem Silber, wobei die
Silberionen auf zweierlei Arten mit den Proteinen reagieren. Es konnen sich Salze mit den
Carboxylgruppen von  Asparaginsdaure oder Glutamin bilden, weiterhin sind
Komplexbildungen mit den nucleophilen Seitenketten von Histidin (Imidazolring), Cystein
(-SH), Methionin (-SCH3) und Lysin (-NH;) méglichm. Die Reduktion der komplexierten

Silberionen findet durch Formaldehyd statt.

In dieser Arbeit wurde die SDS-Gelelektrophorese fiir den qualitativen Nachweis der
Konjugate verwendet, da nur solche Liganden, die keine Reaktion mit dem Polymer
eingegangen sind, im Gel als diskrete Bande sichtbar sein sollten. Ein Polymer, an welches
Proteine gebunden sind, sollte im SDS-Gel sichtbar werden und aufgrund seines verénderten
Molekulargewichts eine andere Wanderungsgeschwindigkeit aufweisen als das nicht

modifizierte Polymer.
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Fiir den Nachweis der Reaktion zwischen Polymer und Ligand wurde ein 12 % iges bzw.
16 % iges Trenngel sowie ein 4,5 % iges Sammelgel hergestellt und verwendet. Die zu
untersuchenden Proben wurden mit SDS-Probenpuffer im Verhiltnis 1:1 gemischt, fiir
5 Minuten auf 95 °C erhitzt und anschlieend bei 4000 g fiir 4 Minuten zentrifugiert. Die im
Sammelgel aufgetragenen Proben wurden 30 Minuten bei 100 V gesammelt und weitere
45 Minuten bei 200 V aufgetrennt. AnschlieBend wurde die SDS-Page angefirbt. Dazu wurde
das Gel fiir mindestens 30 Minuten in Silber-Entfarber-Fixierer eingelegt und anschlieBend
zweimal kurz mit ddH,O gewaschen. Nach 2,5 miniitiger Inkubation in Farmers Reducer
wurde erneut zweimal 5 Minuten mit ddH,O gewaschen. Die Farbung erfolgte 30 Minuten in
0,1 % Silbernitratlosung. Nach erneutem Waschen mit ddH,O wund 2,5%
Natriumcarbonatlosung wurde das Gel zur Reduktion der Silberionen in eine Losung aus
0,5 % Formaldehyd in Natriumcarbonatlosung gelegt. Nach ausreichender Firbung der

Banden wurde die Losung abgegossen und das Gel 10 Minuten in 10 % Essigsdure eingelegt.

Trenngel (12% ig): 2,92 mL Acrylamid, 1,56 mL Bisacrylamid, 2,8 mL Tris (pH 8,8), 1 mL
SDS, 1,76 mL H,O, 20 uL Temed, 20 uL APS

Trenngel (16% ig): 3,90 mL Acrylamid, 2,08 mL Bisacrylamid, 2,8 mL Tris (pH 8,8), 1 mL
SDS, 2,26 mL H,0, 20 uL Temed, 20 uL APS

Sammelgel (5% ig): 731 uL Acrylamid, 390 pL Bisacrylamid, 760 uL Tris (pH 6,8), 300 uL
SDS, 3,82 mL H,O, 10 uL Temed, 10 uL. APS

Silber-Entfarber-Fixierer: 80 mL Eisessig, 400 mL Ethanol, 400 mL ddH,O)

Farmers Reducer:: 0,3 % K;[Fe(CN)g], 0,6 % Na;S,05 in H,O

1 x TGS-Puffer:: 0, 025 M Tris, pH 8.6; 0,192 M Glycin, 0,1 % SDS

SDS-Probenpuffer: 240 uL SDS-Lésung, 30 uLL Mercaptoethanol, 30 uL. Glycerol
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6.3.3. QUANTITATIVE UNTERSUCHUNGEN DER KONJUGATE

Fiir den quantitativen Nachweis der Reaktion zwischen Polymer und Liganden wurden Poly-
L-Lysin und RNase mit dem Fluorophor Fluorescein-5-isothiocyanat (FITC) markiert. FITC
ist ein Fluorescein-Derivat, das mit seiner Isothiocyanatgruppe mit den Aminogruppen der

Proteine reagiert (Abbildung 6-3).

Fiir die Markierung wurde jeweils 1 mL Ligandlosung mit 10 pL FITC-Losung (¢ = 1 mg/mL,
in PBS) versetzt und 1,5 Stunden bei Raumtemperatur und 550 rpm inkubiert. Zur Separation
der Edukte wurde das Reaktionsgemisch auf eine Sephadex G-25 Gel-Kolonne A aufgetragen,
mit PBS eluiert und in Fraktionen von jeweils 1 mL aufgefangen. Die Produkt enthaltenden
Fraktionen wurden mittels UV-Messungen bei 210 nm bestimmt und vereinigt. Durch
Zentrifugation des Produkts in einer Spinkolonne (MW 30.000) wurde der Puffer fiir die
folgende Reaktion mit dem Polymer durch Boratpuffer pH = 10 ersetzt. Die Konzentration

des resultierenden Produks wurde durch UV-Messung bei 210 nm bestimmit.

Die Anbindung der FITC-markierten Liganden an die Polymere p(MVA) und ox.p(MAG)
erfolgte wie unter 2.1. beschrieben. Nach erfolgter Reaktion und Aufreinigung wurde die
Menge der gebundenen Liganden mittels Fluoreszenzmessung (Anregung: 485 nm,

Emission: 535 nm) quantifiziert.

Abbildung 6-3: Reaktion von Fluoresceinisothiocyanat mit einer
Aminogruppe
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6.34. XPS-UNTERSUCHUNG DER KOMPOSITE

Die rontgeninduzierten Photoelektronenspektroskopie (engl. X-Ray photoelectron
spectroscopy, XPS) ist eine hoch empfindliche Methode zur Untersuchung der chemischen
Zusammensetzung von Oberflachen. Hierbei wird der photoelektrische Effekt ausgenutzt.
Durch weiche Rontgenstrahlung (A < 50 nm) werden aus den auf der Oberfliche der Probe
befindlichen Atomen Photoelektronen ,heraus geschlagen®, deren kinetische Energie mit
Hilfe eines Analysators (einer elektrostatischen Ablenkeinheit) bestimmt wird. Ein Teil der
einfallenden Rontgenstrahlung A v wird fiir die Ionisierung der Oberfldchenatome verbraucht
(Ionisierungsenergie I;), die restliche Energie wird in Form von kinetischer Energie auf die

emittierten Elektronen iibertragen:
1
hv=§mev +1, (Formel 6.1)

Die Elektronen konnen aus den verschiedenen Atomorbitalen i herausgeschlagen werden, die
jeweils unterschiedliche Ionisierungsenergien besitzen. Uber die gemessene kinetische
Energie der herausgeschlagenen Photoelektronen kann damit die lonisierungsenergie der
Elektronen aus den einzelnen Orbitalen bestimmt werden. Nach Koopmanns® Theorem ist die
Ionisierungsenergie eines Elektrons in einem Orbital i nidherungsweise gleich der Energie

dieses Orbitals.

Durch die hohe Strahlungsenergie der verwendeten Rontgenstrahlung werden die Elektronen
aus den Atomriimpfen herausgeschlagen. Die Energien der Rumpfelektronen sind fiir das
entsprechende Atom charakteristisch, so dass die im Spektrum auftretenden Linien jeweils
einem bestimmten Element zugeordnet werden konnen. Rontgenstrahlung ist zwar in der
Lage, in die Probe einzudringen, aufgrund der mittleren freien Weglidnge von Elektronen in
Festkorpern konnen aber nur Elektronen aus einer Tiefe von max. 100 A aus der Probe
freigesetzt werden. Daher ist die Photoelektronenspektroskopie eine geeignete Methode fiir

die Untersuchung von Oberflichenschichten'?® 1514,
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Die Charakterisierung der Kompositmaterialien wurde am Leibniz Institut fiir
Plasmaforschung und Technologie e.V. (INP), Greifswald durchgefiihrt. Das verwendete
Hochleistungs-Rontgenphotoelektronenspektrometer besitzt eine maximale Energieauflosung
von 0,45 eV (Ag 3d) und eine optimale lokale Auflésung von 7 um. Die Informationstiefe
betrigt etwa 10 nm. Die Messungen wurden mit monochromatischer Al Kg-Strahlung
durchgefiihrt. Die Ubersichtsspektren wurden fiinffach in der Probenmitte bei einer Leistung

von 150 W (15 kV, 10 mA) und einer lokalen Auflésung von 80 eV aufgenommen.

6.3.5. BIOMECHANISCHE UNTERSUCHUNGEN

Um die mechanische Stabilitit der Komposit-Materialien zu iiberpriifen, wurden diese einer
Druckverformung ausgesetzt und der maximale Spannungswert, die maximale Deformation
sowie die Arbeit, die fiir den Bruch des pordsen Netzwerkes geleistet wird (Bruchenergie)

bestimmt.

Vor der Durchfithrung der Kompressiontests wurden die zu untersuchenden Materialien fiir
30 Minuten bei 37 °C in PBS inkubiert. Die Kompressionstests wurden monoaxial mit einer
Geschwindigkeit von 0,1 mm/min bis zu einer maximalen Belastung von 0,25 kN
durchgefiihrt. Die Tests wurden mit einer Universaltestmaschine und einem 1 kN

Kraftaufnehmer durchgefiihrt.
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Tabelle 6-2: Technische Spezifikationen unterschiedlicher Sponceram®-

Materialien (k.A. = keine Angabe)150’ 151
Sponceram® 30/90 30/90 HA 30/90 Ti 30/145
Porengrofie [pm] 600 600 600 600
Porositit [%] 89 80 k.A. k.A.
Oberfliche (BET)
) 2,0 2,0 2,0 1,1
[m7/g]
Dicke [mm] 3 3 3 3
Durchmesser Disc
65 65 65 65
[mm]
Durchmesser
10 10 10 10
Minidisc [mm]
Dichte [g/mL] 0,7 0,7 0,7 0,7
Permeabilitit k [m’] 32-10° 1,8-10® k.A. k.A.
6.3.6. STATISCHE ZELLKULTIVIERUNG

Die durch autoklavieren sterilisierten Kompositmaterialien Sponceram®/ox.p(MAG)—PLL und
Sponceram®/p(MVA)—PLL sowie Sponceram® (unbehandelt) wurden in einer 24-Lochplatte
mit jeweils 5000 MC3T3-El-Zellen in 100 pL  Medium besiedelt. Um die
Glucoseverbrauchsrate der Zellen exakt bestimmen zu konnen, wurde DMEM-Medium mit
einem geringen Glucosegehalt von 1 g/ verwendet. Pro Kompositmaterial wurden 5 Proben
besiedelt, eine Probe jeder Sorte blieb als Referenz unbesiedelt. Nach 30 Minuten
Adhisionszeit wurden die Vertiefungen der Platte mit exakt 1 mL Medium aufgefiillt. Nach
weiteren 24 Stunden Inkubation bei 37 °C /5 % CO, wurden die besiedelten Keramiken in
eine neue 24-Lochplatte iiberfiihrt und erneut mit exakt 1 mL Medium aufgefiillt. Uber einen
Zeitraum von 15 Tagen wurden aus jeder Vertiefung 50 uL Medium entnommen, dessen
Glucosewert bestimmt wurde. Bei einem Glucosegehalt unterhalb von 0,7 g/l wurde ein
Mediumwechsel aller Proben durchgefiihrt. Die Differenz des Glucosegehalts zwischen Probe

und Referenz wurde berechnet.

Medium: DMEM + 10 % FCS + 100 U/mL Penicillin, 0,1 mg/mL Streptomycin + 2 umol/mL

L-Glutamin
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6.3.7. BIOREAKTOR-KULTIVIERUNG

Vor Beginn der Kultivierung im Z®RP500- bzw. im Z®RPD—System wurde der jeweilige
Reaktor mit dem gesamten Schlauchsystem, Septum fiir die Probenahme sowie
Mediumzufuhr- und Abfallflasche bei 121 °C 30 min autoklaviert. Beim Z®RPD -Reaktor
kamen die Messzellen fiir die pH- und pO,-Elektrode hinzu, das Probenahme-Septum des
Z®RPD wurde durch Inkubation in Isopropanol (70 %) sterilisiert. Die pO,-Elektrode wurde
separat unter den gleichen Bedingungen autoklaviert und anschlieBend zur Polarisation fiir
mindestens 8 Stunden vor Beginn der Kultivierung an die Steuereinheit angeschlossen. Die

pH-Elektrode wurde durch Inkubation in Isopropanol (70 %) 30 Minuten sterilisiert.

Das Z®RPSOO—System wurde wie in Abbildung 6-4 dargestellt aufgebaut. Die Moglichkeit der
pH-Wert-Regulierung mit Base wurde jedoch nicht genutzt (Flasche C). Die Elektroden und
Pumpen wurden mit Hilfe der Steuereinheit kalibriert. Das Z®RPD -System wurde analog
angeschlossen, jedoch wurde keine CO,-Begasung mittels sparger, sondern iiber den
Kopfraum durchgefiihrt. Anstelle des spargers wurde an diesen Anschluss des Reaktors das

Probenahme-Septum angebracht (vgl. Abbildung 6-5).
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Abbildung 6-4: Schaltbild des Z®RP—Reaktorsystems. A: Flasche fiir
Uberlaufmedium, B: Flasche fiir frisches Medium, C: Flasche fiir Base, 5:
Anschluss FEingang Zirkulation, 6: Anschluss Kopfraumbegasung, 7:
Anschluss Uberlaufschlauch, 8: Anschluss Gaszufuhr Sparger, 9: Anschluss
Ausgang Zirkulation, 10: Blindstopfen (adaptiert aus: Betriebsanweisung
Z®RP Technologie)'?
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Tabelle 6-3: Technische Spezifikationen der unterschiedlichen Z®RP-

Reaktormodelle'** 1**
Reaktorsystem Z®RP500 Z°RPD
MaBle (B xHxT) [cm] 19,5x15,5x 13 4x9,6x9,6
Gewicht [g] 1400 158
Reaktorvolumen [mL] 500 100
Max. Anzahl Scheiben 19 2
Scheibengréfe [mm] 65 65
Temperatursensor pT100 pH-Elektrode
pH-Messung Im Reaktor In der Messzelle
pO2- Messung Im Reaktor In der Messzelle
Begasung Kopfraum + Sparger Kopfraum
Probenahme Septum im Septum am Reaktor
Umwilzungskreislauf

Nach beendeter Kultivierung wurden die Sponceram®—SCheiben entnommen und fiir die
folgenden Analysen vorbereitet (s. Anhang 6.3.8 — 6.3.10). Beide Reaktorsysteme wurden zur
Sterilisation 30 Minuten bei 121 °C autoklaviert und anschlieBend entleert. Das Z®RPD-

System wurde aus dkonomischen Griinden ebenfalls mehrfach verwendet.
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Abbildung  6-5: Technische Zeichungen der verwendeten Z°RP-
Bioreaktorsysteme. links: Z®RPSOO—Reaktor, rechts: Z®RPD-Reaktor. 1:
Anschluss Motor an die Steuereinheit, 2: Adapter fiir pH-Sensor, 3: Adapter
fir pO,-Sensor, 4: Adapter fiir pT100-Temperaturfiihler, 5: Medienrohr
(Anschluss Eingang Zirkulation), 6: Mediendiisenrohr (Anschluss
Kopfraumbegasung), 7: Anschluss Uberlaufschlauch, 8: Anschluss
Gaszufuhr Sparger, 9: Anschluss Ausgang Zirkulation, 10: Blindstopfen, 11:
Probenahmeseptum (adaptiert aus Betriebsanweisung Z°RP Technologie
und Produktinformation)'?" '**

Testung von Sponceram®/ox. p(MAG)-BMP-2 im Z°RP500

Die erste Testung des Kompositmaterials Sponceram®ox.p(MAG)-BMP-2 wurde im
Bioreaktor des Typs Z®RP500 durchgefiihrt. Als Referenzmaterial wurde eine Sponceram®—
Scheibe verwendet, die in BMP-2-Losung inkubiert wurde. Pro Sponceram®—Scheibe wurden
2 - 10" humane mesenchymale Stromazellen aus dem Fettgewebe (huF62, Passage 8) in 2 mL
Standardmedium ausgesét. Die besiedelten Scheiben wurden 24 Stunden bei 37 °C und 5 %
CO; inkubiert, um anschlieBend unter sterilen Bedingungen in jeweils einen Z®RP500-
Reaktor eingesetzt zu werden. Beide Reaktoren wurden zu Beginn der Kultivierung mit
240 mL Medium befiillt. Alle folgenden Manipulationen der Reaktoren wurden parallel
durchgefiihrt. Am zweiten Tag der Kultivierung wurde die Zufiitterung mit frischem Medium
gestartet. Zunichst betrug die Futterrate 51,8 mL/Tag, wurde dann aufgrund sehr geringen
Glucoseverbrauchs jedoch auf 25,9 mL/Tag reduziert. Mit Hilfe eines biochemischen
Analysators wurden tédglich Glucose- und Laktatgehalt des Reaktorinhalts sowie des

abgefiihrten Mediums bestimmt. Bei Uberschreiten einer maximalen Laktatkonzentration von

1 g/l im Innenraum des Reaktors wurde die Befiitterung mit frischem Kulturmedium
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heraufgesetzt. Die im Reaktor befindliche Glucosemenge war aufgrund der hohen
Anfangskonzentration von 4,5 g/L nicht limitierend. Nach 14 Tagen Kultivierung wurde die
Fiitterung auf 43,2 mL/min erhoht. Nach weiteren 14 Tagen wurde die Rate ein letztes Mal
auf 72 mL/Tag erhoht. Wihrend der Kultivierung wurden tédglich 100 uL Probe aus einem im

Umwilzungskreislauf befindlichen Septum entnommen.

Medium: DMEM + 10 % FCS + 100 U/mL Penicillin, 0,1 mg/mL Streptomycin + 2 umol/mL
L-Glutamin

Testung von Sponceram®/0x. p(MAG)-BMP-2 im Z°RPD

Um die beiden Reaktorsysteme Z®RP500 und Z®RPD fiir die Kultivierung mesenchymaler
Stromazellen vergleichen zZu konnen, wurden die Keramikmaterialien
Sponceram®/ox.p(MAG)-BMP-2 und Sponceram®/BMP-2 erneut im Einwegreaktor-System
Z°RPD getestet. Dazu wurden auBlerhalb des Reaktors pro Sponceram®—Scheibe 1,2:10
humane mesenchymale Stromazellen aus dem Fettgewebe (FatSC3, Passage 5) in 2,5 mL
Standardmedium ausgesidt. Nach Inkubation der besiedelten Scheiben bei 37 °C /5 % CO,
iiber Nacht wurden diese in das Z®RPD-System eingesetzt. Der Reaktor wurde zunzchst mit
47 mL Kulturmedium (1 g/L Glucose) befiillt. Zwei Tage nach Einsetzen der Scheiben wurde
der Perfusionsmodus gestartet, die Zufiitterungsrate betrug zunédchst 14,4 mL/Tag. Glucose-
und Laktatkonzentration im Reaktorinnenraum und im abgefiihrten Medium wurden téglich
gemessen. Bei Uberschreiten einer Laktatkonzentration von 0,7 g/L wurde die
Zufiitterungsrate erhoht. Am 4. Tag der Kultivierung wurde die Zufuhr frischen Mediums auf
eine Rate von 28,8 mL/Tag erhoht, nach weiteren 4 Tagen auf 43,2 mL/Tag. Am 21., 39., 41.
und 42. Tag nach Beginn der Kultivierung wurde die Mediumzufuhr erneut um jeweils

28,8 mL/Tag erhoht, zuletzt betrug die Futterrate 144 mL/Tag.

Medium: DMEM + 10 % FCS + 100 U/mL Penicillin, 0,1 mg/mL Streptomycin + 2 umol/mL
L-Glutamin
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6.3.8. HISTOLOGISCHE FARBUNGEN
Zur Vorbereitung der Sponceram®-Scheiben fiir die histologischen Firbungen wurden diese
nach der Entnahme aus dem Z®RP-System zuniichst mit PBS gewaschen und bei -20 °C

mindestens 30 Minuten mit absolutem Ethanol fixiert. Vor den jeweiligen Farbungen wurden

die Scheiben dreifach mit ddH,O oder PBS gewaschen.

Alizarinrot-Férbung

Alizarinrot S (Abbildung 6-6) ist ein Antrachinonderivat, das fiir den Nachweis von
Calciumionen verwendet wird.'"” Im Rahmen dieser Arbeit wird diese Methode fiir den
Nachweis von Calciumionen (Calciumphosphat) in der extrazelluldren Matrix verwendet. Bei
der Reaktion von Alizarinrot S mit Calciumionen bildet sich ein rotes Produkt, dessen

Struktur noch nicht eindeutig geklért ist.

Moriguchi et al. schldgt zwei mogliche Strukturen fiir den an Hydroxylapatit adsorbierten
Farbstoff Alizarinrot S vor. Bei der hauptsidchlich vorkommenden Salzform bildet sich eine
Ionenbindung zwischen den Calciumionen des Hydroxylapatits und den vicinalen 1,2-
Hydroxygruppen des Farbstoffs aus. Bei der Chelatform sind die 9-Carboxylgruppe und die
1-Hydroxygruppe an einer Komplexbildung beteiligt (Abbildung 6-7). Dabei konnen die 2-
Hydroxygruppe und die 3-Sulfonsiduregruppe sowohl als freie Sdure als auch als Natriumsalz
vorliegen. Bei der Salzform trifft dies nur fiir die Sulfonsduregruppe zu. In welcher Form
beide Gruppen vorliegen, hat nach Moriguchi keinen Einfluss auf das Adsorptionsverhalten

des Farbstoffs'>,
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Abbildung 6-6: Struktur von Natriumalizarinsulfonat (Alizarinrot S)

Abbildung 6-7: Mogliche Strukturen von Alizarinrot S, adsorbiert an
Hydroxylapatit: Salz- (links) und Chelatform (rechts). X = H, Na '**

Fir die Anfirbung der Calciumionen wurden die mit PBS gewaschenen Sponceram®-
Scheiben fiir 15 Minuten in Alizarinrot-Losung (0,5 % in ddH,O) inkubiert. Anschlieend

wurde mehrmals mit PBS gewaschen, um den keramischen Untergrund zu entfarben.

Von Kossa-Firbung

Die von Kossa-Farbung wird fiir den histologischen Nachweis von Calciumverbindungen
verwendet und beruht auf einer Reaktion mit Silbernitrat. Der Mechanismus der Reaktion ist
nicht abschlieBend geklért, jedoch deutet vieles darauf hin, dass Calciumionen in
Calciumphosphat oder -carbonat durch Silberionen ersetzt werden. Die Silberionen der
resultierenden Salze werden dann bei Einwirkung von UV-Licht zu elementarem Silber
reduziert. Offenbar spielen bei diesem Mechanismus auch organische Komponenten eine

Rolle.!>
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Die Reaktion ist nicht auf Calciumsalze beschrinkt; auch Chloride, Phosphate, Sulfate und
Carbonate vieler anderer Kationen konnen ebenso mit Silbernitrat reagieren, jedoch kommen

) . C o ) . . 156
diese in vivo nicht in ausreichender Menge vor, um zu interferieren.

Zum Nachweis von Calcium in der extrazelluliren Matrix werden die Sponceram®-Scheiben
dreimal mit ddH,O gewaschen und anschlieBend 30 Minuten unter Lichtausschlufl in
Silbernitratlosung (5 % in ddH,0) inkubiert. Nach erneutem Waschen mit ddH,O werden die
Keramiken zwei Minuten mit UV-Licht bestrahlt. Der keramische Untergrund wird durch

Zugabe von Natriumthiosulfat (5 % in ddH,O) entfirbt.

DAPI-Firbung

Zur Visualisierung der auf den Keramiken adhirierten Zellen werden diese mit dem
Fluoreszenzfarbstoff 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) gefarbt. DAPI (Abbildung 6-8)
bindet selektiv an die DNA und bildet stark fluoreszierende DNA-DAPI-Komplexe mit hoher
Spezifitit. Es interkaliert schnell in die DNA der Zellen, so dass die Zellkerne fluoreszieren’.
Das Absorptionsmaximum der Fluoreszenz liegt bei einer Wellenldnge von 358 nm, das

Emissionsmaximum bei 461 nm.

NH
HN N
H

NH

NH,

Abbildung 6-8: Struktur von 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPT)

Um die Zellkerne anzufiarben, werden die auf den Keramiken fixierten Zellen dreimal mit
PBS gewaschen und anschlieBend 15 Minuten bei 37 °C mit DAPI-Losung inkubiert (2 uLL
Stammlosung in Firbepuffer). AnschlieBend werden die Keramiken dreifach mit PBS

gewaschen und mit dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet. Zur quantitativen Auswertung der
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Zellzahlen konnen die Proben mit dem Fluoreszenzlesegerit (Anregung: 360 nm, Emission:

460 nm) vermessen werden.

Stammlosung: 500 ug/mL DAPI in ddH,0O

Farbepuffer: 100 mM Tris pH 7, 150 mM NaCl, 1 mM CaCl,, 0,5 mM MgCl,,
0,1 % Nonidet-P40 in ddH,O

Toluidinblau-Firbung

Zur Sichtbarmachung der an der Keramik adhérierten Zellen kann der basische
Thiazinfarbstoff Toluidinblau (Abbildung 6-9) verwendet werden. Aufgrund seiner Basizitit

bindet er selektiv an saure Gewebssubstanzen wie DNA und RNA. !>

N S NH
~ 2
AN .
H,C -
N
N CH

Abbildung 6-9: Struktur von 3-Amino-7-dimethylamino-2-methyl-
phenothiazin-5-iumchlorid (Toluidinblau)

Zur Anfirbung der Zellen werden die dreifach mit PBS gewaschenen Sponceram®—Scheiben
10 Minuten bei Raumtemperatur in Farbelosung (0,1 % Toluidinblau in ddH,O) inkubiert.
Anschlieend werden die Keramiken mehrmals mit PBS waschen, um den Untergrund zu

entfarben. Die angefirbten Zellen werden mit dem Auflichtmikroskop betrachtet.
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AP-Fdrbung

Der histologische Nachweis von alkalischer Phosphatase wird mit Hilfe eines Substratsystems
bestehend aus 5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat (BCIP) und einem Tetrazoliumsalz,
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid (NBT), erbracht. Durch Einwirkung des Enzyms alkalische
Phosphatase wird BCIP hydrolysiert. Die daraus resultierende dephosphorylierte Form wird
durch Einwirkung von Sauerstoff zu einem unldslichen Indigofarbstoff oxidiert (Abbildung
6-10). Gleichzeitig wird das NBT zu einem blauen Diformazanfarbstoff reduziert (Abbildung

6-11)." Beide Farbstoffe ergeben zusammen ein blauviolettes Priizipitat.

HO,
\ 0

P .
Cl o\ Cl OH
Br OH Br
alkalische Phosphatase
2 \ 2 \ +2 H,PO,
N N
H H

Tautomerisierung

0 Cl Cl 0
% Br N 7 Br
. +4H +4e H
H
N N
Br H H
Cl 0

Abbildung 6-10: Reaktionsmechanismus der Hydrolyse von BCIP mit
anschlieBender Oxidation zum unléslichen Indigofarbstoff
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Abbildung 6-11: Reaktionsmechanismus der Reduktion von NBT

Zum histologischen Nachweis synthetisierter alkalischer Phosphatase werden die
Sponceram®—Scheiben dreimal mit ddH,O gewaschen und anschlieBend 15 — 60 Minuten bei
37 °C in Firbereagenz inkubiert. Der keramische Untergrund wird durch mehrmaliges

Waschen mit ddH,O entfirbt.

Férbereagenz: SIGMAFAST ' BCIP®/NBT (0.15 mg/ml BCIP; 0.30 mg/ml NBT; 100 mM
Tris, 5 mM MgCl, in ddH,0)

6.3.9. PCR

Um die Genexpression von Zellpopulationen bestimmen zu konnen, wird die mRNA, die die
Informationen der exprimierten Gene trigt, analysiert. Die Methode der Gelelektrophorese
eignet sich fiir diese Untersuchung, jedoch ist die mRNA-Population einer Zelle sehr komplex,
so dass sich die einzelnen Transkripte nur schwer voneinander trennen lassen. Auflerdem sind
die Transkripte zum Teil in sehr unterschiedlicher Zahl vorhanden, so dass solche, die nur in
geringer Konzentration vorliegen, schwer analysierbar sind. Durch die Anwendung der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR, engl. polymerase chain reaction) vor der eigentlichen
Auftrennung werden die Transkripte amplifiziert. Dazu wird die gesamte isolierte RNase
zunéchst mit Hilfe der reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Mit der PCR werden
mit Hilfe von DNA-Polymerasen gezielt DNA-Abschnitte dupliziert. Dazu werden Primer
(DNA-Fragmente von etwa 20 Nucleotiden Linge) eingesetzt, die an den zu amplifizierenden
DNA-Abschnitt binden und mit der Polymerase verlangert werden konnen. Die PCR setzt

sich aus drei unterschiedlichen Phasen zusammen, die bei verschiedenen Temperaturen
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durchgefiihrt werden: Denaturierung der DNA in ihre Einzelstringe, Anlagerung (Annealing)
der Primer an die Zielsequenz, Verldngerung (Extension) der Primer. Dieser aus drei Phasen
bestehende Zyklus wird mehrfach wiederholt. Die amplifizierten Anteile werden in einer

Gelelektrophorese getrennt160’ tel,

RNA-Isolierung

Fiir die Isolierung der RNA wurde ein Stiick jeder kultivierten Keramik in 10 mL einer
Mixtur aus Kollagenase und Hyaluronidase (Kollagenase 100 U/mL, Hyaluronidase 40 U/mL
in PBS) 35 Minuten bei 37 °C/5 % CO, inkubiert. Die Zellen enthaltende Enzymlosung
wurde 5 Minuten bei 200 g zentrifugiert, das erhaltene Pellet wurde mit 1 mL RNA tidy G
tiberschichtet und bei -20 °C aufbewahrt. Zur eigentlichen Isolierung der RNA wurde die
Zellsuspension nach dem Auftauen durch mehrfaches Schiitteln homogenisiert und zum
Abtrennen von Zelltrimmern, Membranen, Polysacchariden und hochmolekularer DNA
10 Minuten bei 12.000 g/4°C zentrifugiert. = Die Probe wurde 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, um die Dissoziation von Nucleoproteinkomplexen zu
gewihrleisten. AnschlieBend wurden 200 puL. Chloroform zugegeben, geschiittelt und erneut
2 -3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch fiinfzehnminiitiges Zentrifugieren bei
12.000 g /4 °C wurde die Losung in drei Phasen getrennt: eine Chloroform-Phase, eine
Protein und DNA enthaltende Interphase sowie eine RNA-haltige, wissrige Phase. Die
wissrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefdl tiberfiihrt und zur Fillung der RNA mit
500 uL Isopropanol (abs.) versetzt. Nach fiinfminiitiger Inkubation wurde die ausgefallene
RNA 10 Minuten bei 12.000 g / 4 °C zentrifugiert. Das erhaltene RNA-Pellet wurde mit 1 mL
Ethanol (75 %) gewaschen, erneut 5 Minuten bei 12.000 g / 4 °C zentrifugiert und getrocknet.
AnschlieBend wurde die RNA in DEPC-Wasser (0,1 %, pH = 7,5) aufgenommen.
Konzentration und Reinheit der RNA wurden mit Hilfe von UV-Messungen bei 260 nm und

280 nm bestimmt.
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cDNA-Synthese fiir RT-PCR

Um die isolierte RNA in cDNA umzuschreiben, werden Oligo-dT-Primer verwendet, die an
den Poly(A)-Schwanz von mRNA-Molekiillen binden. Ribosomale sowie andere
zellspezifische RNA, die keine genetischen Informationen tragen, besitzen diese aus bis zu
200 Adeninresten bestehende Kette am 3’-Ende nicht und werden somit nicht
umgeschrieben162. Somit reprisentiert die synthetisierte cDNA nur Gene, die zum Zeitpunkt
der RNA-Isolierung in den Zellen exprimiert wurden. Die verwendeten Primer sind spezifisch
fiir bestimmte nachzuweisende Gene (s. Tabelle 6-4). Zur Synthese wurden 2 ug RNA mit
3 uL Oligo-dT-Primer (100 uM) und 18 uL. DEPC-Wasser zusammen gegeben und
5 Minuten bei 65 °C denaturiert. Anschliefend wurde die Reaktionsmischung 2 Minuten auf
Eis abgekiihlt. Die denaturierte RNA wurde mit 4 pL einer Desoxynucleosidtriphosphat-
Mischung (dNTP-Mix; 2,5 mM), 1uL M-MLV reverse Transkriptase (200 U/uL), 8 uL
3 x RT-Puffer sowie 27 uL. DEPC-Wasser zusammen 60 Minuten auf 37 °C erwidrmt. Die
Synthese der cDNA wurde durch fiinfminiitiges Erhitzen auf 65 °C gestoppt.
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Tabelle 6-4: Fiir die PCR verwendete, spezifische Primer

Annealing-
ProduktgrofBle
Gen sense antisense Temperatur (bp]
P
[°C]
5’-GCC ACC
5’-TGG TCC
CAG AAG ACT
GAPDH AGG GTT TCT 61 419
GTG GAT-3’
TAC TCC-3’
5’-GAA AAC
5’-CAG GTT
ATC CCA GCC
Kollagen I GCC AGT CTC 57 234
AAG AA-3
CTC AT-3
5’-AGG CGC 5’-CAG ATT
Osteocalcin TAC CTG TAT | CCT CTT CTG 48 315
CAAT-3 GAGTTT-3
5’-CTA-GGC- 5’-CAG-TGA-
ATC-ACC- CCA-GTT-
Osteopontin 60 330
TGT-GCC- CAT-CAG-
ATA-CC-3’ ATT-CAT-C-3’
5’-GCT GAA
5’-CCA CCA
CAG GAA
Alkalische AAT GTG AAG
CAA CGT GA- 51 267
Phosphatase 3 ACG TG-3’
RT-PCR

Die synthetisierte cDNA wurde mit Hilfe von Taqg-Polymerase amplifiziert. Dazu wurden
1 uL ¢cDNA mit 10 pL. 5 x PCR-Puffer, 4 pL ANTP-Mix (2,5 uM), je 1 upL sense und
antisense-Primer, 0,25 uL Tag-Polymerase (5 U/uL) sowie 32,75 uL H,O versetzt. Die
Reaktionsmischung wurde nach einem anfidnglichen Denaturierungszyklus fiir die Dauer von

35 Zyklen amplifiziert (Tabelle 6-5).
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Tabelle 6-5: Zyklen der RT-PCR, Ta= Annealing-Temperatur

Anzahl Zyklen Ta[°C] Dauer [min] Vorgang
1 95 5 Denaturierung
95 0,5 Denaturierung
35 Ta 0,5 Annealing
72 0,5 Extension
1 72 7 Extension

Die Produkte der PCR wurden in einem 1 % Agarose-Gel ihrer Groe nach aufgetrennt und
mit Ethidiumbromid gefarbt. Die Bandenstirke wurde densitometrisch (semiquantitativ)

ausgewertet.

6.3.10. RASTERELEKTRONENMIKROSKOPIE

Bei der Rasterelektronenmikroskopie (REM) werden Objekte mit Hilfe von
Elektronenstrahlen  vergrofert  abgebildet. = Ein  hochenergetischer,  gebiindelter
Elektronenstrahl rastert die Oberflidche der zu untersuchenden Probe ab. Durch das Auftreffen
des Elektronenstrahls (Primérelektronen) auf die Probe wird durch Wechselwirkungen mit der
Materialoberfldache ein Spektrum von Elektronen unterschiedlicher Energie emittiert. Diese
Sekundirelektronen entstehen durch inelastische Wechselwirkungen der Primérelektronen mit
der Atomhiille der Probe. Sie stammen aus einer diinnen Oberflachenschicht, ihre Energie
liegt unterhalb von 50 eV. Elektronen mit einer Energie grofler als 50 eV werden als
Riickstreuelektronen bezeichnet, sie stammen aus tiefer liegenden Bereichen der Probe. Beide
Elektronenarten sind entscheidend fiir die Bildgebung im Rasterelektronenmikroskop. Die
Riickstreuelektronen geben eine Auskunft {iber den Materialkontrast; Sekundarelektronen
iiber die Oberflachentopographie. Der REM-Prozess findet im Hochvakuum statt, um
Wechselwirkungen zwischen dem Elektronenstrahl und Atomen und Molekiilen in der Luft

zu vermeiden.

Um elektronenmikroskopische Aufnahmen der besiedelten Sponceram®-Scheiben machen zu

konnen, wurden kleine Stiicke der Keramiken zunéchst dreifach mit PBS gewaschen und
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dann 24 Stunden bei 4 °C in Karnovsky-Puffer inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben
dreifach mit Cacodylatpuffer gewaschen und bei 4 °C darin eingelegt. Bevor die Proben mit
dem Rasterelektronenmikroskop betrachtet werden konnten, mussten diese vollstindig
entwissert werden. Dazu wurden sie fiir jeweils 15 Minuten in Aceton/Wasser-Gemischen
inkubiert, bei denen der Acetonanteil in 6 Schritten von 10 % auf 100 % erhoht wird. Die
Inkubation in 100 % Aceton wurde dreimal wiederholt, anschlieBend wurden die Keramiken

bei Raumtemperatur getrocknet.

Die  Aufnahmen wurden mit einem  Rasterelektronenmikroskop bei  einer

Beschleunigungsspannung von 2 kV durchgefiihrt.

Cacodylatpuffer: 0,2 M Cacodylsdure Natriumsalz Trihydrat in ddH,O, pH = 7,3

Karnovsky-Puffer: 5 mg CaCl,, 10 mL Cacodylatpuffer, 20 uL. Glutaraldehyd (50 %), 2,48
mL ddH,O

64. EINSCHLUSS BIOAKTIVER MOLEKULE IN EINE MATRIX

6.4.1. NACHWEIS DER BESCHICHTUNGEN

Zur Anfiarbung von Kollagen und Gelatine kann der anionische Farbstoff Siriusrot
(Abbildung 6-12) verwendet werden. Die Sulfonsduregruppen des Farbstoffs reagieren mit
den Aminogruppen der im Kollagen vorkommenden Aminosiduren Lysin und Hydroxylysin

sowie mit den Guanidingruppen von Arginin'*’.
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Abbildung 6-12: Struktur von Siriusrot

Zur Anfirbung werden die beschichteten Sponceram®-Keramiken unter Lichtausschluss
15 Minuten in Direktrot-Fiarbelosung (0,1 % in gesittigter Pikrinsdurelosung) inkubiert.

Durch wiederholtes Waschen mit ddH,O wird der keramische Untergrund entférbt.

Fiir den quantitativen Nachweis der anhaftenden Kollagen- bzw. Gelatinematrix wurde der
rote Farbstoff durch Zugabe von jeweils 1 mL Entfarber gelost. Jeweils 150 pL der
resultierenden Losungen wurden im UV-Messgerit bei 530 nm vermessen. Zur Bestimmung
der Kollagen- bzw. Gelatinekonzentrationen in den Losungen wurde zusitzlich eine

Kalibrationsgerade erstellt und vermessen.

Dazu wurden sechs unterschiedliche Kollagen- bzw. Gelatinekonzentration in eine 24-
Lochplatte gegeben und bei 37 °C vollstindig getrocknet. AnschlieBend wurden die oben
beschriebenen Schritte der Farbung und Entfarbung durchgefiihrt.

Entfarber: 0,1 % (w/w) Natronlauge, absol. Ethanol im Verhiltnis 1:1

6.4.2. ZELLKULTURUNTERSUCHUNGEN

Die Kompositmaterialien Sponceram®Gelatine und Sponceram®Kollagen wurden zur
Sterilisation zunichst tiber Nacht unter UV-Licht aufbewahrt. AnschlieBend wurden sie fiir
60 Minuten bei 37 °C in Kulturmedium inkubiert. Die vorbereiteten Kompositmaterialien
wurden in einer 24-Lochplatte mit jeweils 40.000 MC3T3-E1-Zellen in 50 pL. Medium

besiedelt (je Material 5 Proben, eine Probe blieb als Referenz unbesiedelt). Nach 30 Minuten
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Adhaésionszeit bei 37 °C/5 % CO, wurden die Vertiefungen der 24-Lochplatte mit jeweils

1 mL Kulturmedium aufgefiillt. Bei Bedarf wurde das Medium aller Proben gewechselt.

Medium: DMEM + 10 % FCS + 100 U/mL Penicillin, 0,1 mg/mL Streptomycin + 2 umol/mL
L-Glutamin

6.5. MIKROSPHAREN

6.5.1. HERSTELLUNG DER SPONCERAM®/PL G A -MIKROSPHAREN

Die PLGA-Mikrosphiren wurden am Technion Israel Institute of Technology (Haifa, Israel)
unter Anwendung der doppelten Losemittel-Emulsions-Evaporations-Methode hergestellt.
Dazu wurden zunichst 200 mg PLGA in 0,5 mL Dichlormethan gel6st. Eine Losung von
50 ug BMP-2 in Tris-EDTA-Puffer (pH = 8) wurde zugegeben und 1 Minute mit Hilfe eines
Dispergiersystems homogenisiert. Die resultierende Wasser in Ol-Emulsion wurde mit einer
mit Dichlormethan gesittigten Losung von 5 % Polyvinylalkohol (85 — 89 kDa) versetzt und
erneut homogenisiert. Die Wasser in Ol in Wasser-Emulsion wurde 5 Minuten stark geriihrt.
Anschlieend wurden 50 mL einer Losung aus 5 % (v/v) 2-Propanol in 0,1 % wissriger
Polyvinyl-Alkohol-Losung zugegeben. Nach 30 Minuten starken Riihrens wurden die

Mikrosphiren zentrifugiert, dreimal gewaschen und lyophylisiert.

Die Sponceram®PLGA-Mikrosphiren wurden hergestellt, indem jeweils 1 mg des feinen
Puders aus PLGA-Mikrospiren auf den Sponceram®-Keramiken verstreut wurde.
AnschlieBend wurden die beladenen Keramiken fiir etwa eine halbe Minute iiber
Dichlormethan gelagert, so dass sie der Dampfphase des Losungsmittels ausgesetzt waren.
Durch diesen letzten Schritt sollte sich ein Teil des PLGA langsam 16sen, so dass die

Mikrosphéren auf der Oberfldache der Keramik anhafteten.

Tris-EDTA-Puffer (pH = 8): 10 mM Tris (pH = 8), | mM EDTA (pH = 8) in ddH,0
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6.5.2. ZELLKULTURUNTERSUCHUNGEN

Die mit PLGA/BMP-2 beladenen Sponceram®-Keramiken wurden zur Sterilisation zunichst
4 Stunden unter UV-Licht aufbewahrt. Zur Zellaussaat wurden die Materialien in eine 24-
Lochplatte platziert und mit jeweils 30.000 Zellen in 50 puLL Medium besiedelt. Als
Referenzmaterial diente unbehandeltes Sponceram®, das zur Sterilisation autoklaviert und
ebenso besiedelt wurde. Pro Sorte wurden jeweils 4 Keramiken mit Zellen besiedelt, eine
Keramik jeder Sorte blieb als Negativkontrolle unbesiedelt. Nach 30 Minuten Adhisionszeit
bei 37 °C /5 % CO, wurden die Vertiefungen der 24-Lochplatte mit Kulturmedium befiillt.
Die Zellen wurden iiber einen Zeitraum von 15 Tagen kultiviert, bei Bedarf wurde das

Medium aller Proben gewechselt.

Medium: DMEM + 10 % FCS + 100 U/mL Penicillin, 0,1 mg/mL Streptomycin + 2 umol/mL
L-Glutamin
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6.6. ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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Abbildung

alkalische Phosphatase
Ammoniumpersulfat
5-Brom-4-chlor-3-indoxylphosphat

Spezifische Oberfliche, benannt nach
Brunauer, Emmet und Teller [mz/ g]

Bone morphogenetic protein
Knochen-morphogenetisches Protein
bovines Serumalbumin

Bone sialo protein
Knochensialoprotein

Konzentration

Kohlenstoffdioxid

Kollagen I

Grad Celsius

complementary DNA
komplementire DNA

Dalton

Acroleindiethylacetal
4',6-Diamidino-2-phenylindol
Diethylenpyrocarbonat

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Deoxyribonucleic acid
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ddH,O

EDTA

eV

FCS

FITC

GAPDH

HEPES

IGF

MAG

M-MLV

MVA

MVD
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Desoxyribonukleinsdure
doppelt destilliertes Wasser
Ethylendiamintetraacetat
Elektronenvolt

fetal calf serum

fotales Kélberserum
Fluoresceinisothiocyanat
Erdbeschleunigung

Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase

Plancksches Wirkungsquantum

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsdure

Ionisierungsenergie

Insuline-like growth factor
Insulindhnlicher Wachstumsfaktor

Joule

Wellenlédnge

Liter

Molar
2-Desoxy-N-methacrylamido-D-glucose
Masse eines Elektrons

Moloney Murine Leukemia Virus
Moloney-Murine-Leukdmievirus
Aktivierte Form von MVD

Copolymer aus 2-Desoxy-N-methacryl-

amido-D-glucose, N-Vinylpyrrolidon und
Acroleindiethylacetal
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MSC

NBT

N-VP

ocC

ON

OPN
ox.p(MAG)
Pa

PBS

PCR

PDGF

PLL
p(MAG)
p(MVA)
p(MVD)
P/S
REM

RNA

RNase A

rpm
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Mesenchymal stromal cell
Mesenchymale Stromazelle
Frequenz
Nitroblau-Tetrazoliumchlorid
N-Vinylpyrrolidon
Osteocalcin

Osteonektin

Osteopontin

oxidierte Version von p(MAG)
Pascal

phosphate buffered saline
phosphatgepufferte Kochsalzlosung
Polymerase chain reaction
Polymerase-Kettenreaktion
Plateled-derived growth factor
Blutpléttchen-Wachstumstaktor
Poly-L-Lysin

polymere Form von MAG
polymere Form von MVA
polymere Form von MVD
Penicillin/ Streptomycin
Rasterelektronenmikroskopie
Ribonucleic acid
Ribonukleinsédure
Ribonuclease A

revolutions per minute
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SDS

TEMED

Tris

UV

XPS
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Umdrehungen pro Minute
Sodium dodecyl sulfate
Natriumdodecylsulfat

N,N,N',N'-Tetramethylethylene-1,2-
diamin

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Unit

Ultraviolett

Volt

X-Ray photoelectron spectroscopy

rontgeninduzierte
Photoelektronenspektroskopie

Fiir Langen-, Massen-, Stoffmengen- und Zeitangaben wurden SI-Einheiten verwendet sowie

Vorsilben fiir dezimale Vielfache und Teile der SI-Einheiten nach DIN 1301.



ANHANG

6.7. GERATE UND LABORAUSSTATTUNG

Gerit

Biochemischer Analysator

Brutschrank

Dispergiersystem

Fluoreszenzmikroskop

Fluoreszenzplattenlesegeriit

Phasenkontrastmikroskop

pH-Elektrode

Zihlkammer

Pipetten

Pipettierhilfe

Plattenlesegerét
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Typus, Hersteller, Ort

YSI 2700 Select™,

YSI Incorporated, Yellow Springs, USA
Heracell 240

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

DI-18 Ultra—Turrax®, IKA® Werke

GmbH & Co KG, Staufen, Deutschland
Olympus IX 50

Olympus Corporation, Tokio, Japan
Fluoroskan Ascent

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Olympus BX 41

Olympus Corporation, Tokio, Japan
Checker®

Hanna Instruments Ltd, Leighton Buzzard,
GroBbritannien

Blaubrand®, nach Neubauer

Brand GmbH & Co KG, Wertheim,
Deutschland

Research®: 10-100 pL, 100-1000 pL.
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Pipetus®

Hirschmann Laborgerite GmbH & Co KG,
Eberstadt, Deutschland

Absorbance Microplate Reader Model 680
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Multiskan Spektrum
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Rasterelektronenmikroskop

Rontgenphotoelektronenspektrometer

Sterilbank

Universalpriifmaschine

Wasseraufbereitungsanlage

Zentrifuge
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Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

JSM-6700F

Jeol Ltd., Tokio, Japan

Axis Ultra

Kratos, Manchester, Grof3britannien
Technoflow 2F150-11 GS

Integra Biosciences AG, Ziirich, Schweiz
HERAsafe KS

Kendro Laboratoty Products, Boston,
USA

INSTRON Series 5548 Microtester
Instron GmbH, Darmstadt, Deutschland
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Multifuge 3s

Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland
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6.8. VERBRAUCHSMATERIALIEN

Material

Einmalhandschuhe

Einmalpipetten

Eppendorf-Hiitchen

Gelkolonne

Kryoréhrchen

Pipettenspitzen

Reagenz- und Zentrifugenréhren

Spritzen

Spritzenvorsatzfilter

Vakuumfilter

Wannenstapel

Zellkulturflaschen
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Typus, Hersteller, Ort

Semperguard

Semperit AG Holding, Wien, Osterreich
Serologische Pipetten: 2 ml, 10 ml
Sarstedt AG & Co, Numbrecht,
Deutschland

ReagiergefiBe: 1,5 mL, 2 mL

Sarstedt AG & Co, Numbrecht,
Deutschland

Sephadex G-25

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

Mikroréhren mit Drehverschluss: 2 mL
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,
Deutschland

Spitzentyp A, B, D

Sarstedt AG & Co, Numbrecht,
Deutschland

15 mL, 50 mL

Sarstedt AG & Co, Numbrecht,
Deutschland

20 mL

Terumo Europe NV, Leuven, Belgien
Minisart 0,2 um

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Sartolab 0,2 um

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Wannenstapel Easy Fill™

Nunc GmbH & Co KG, Langenselbold,
Deutschland

T 175-Flaschen, T 75-Flaschen
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Sarstedt AG & Co, Nimbrecht,
Deutschland

Zellkulturplatten 96-Lochplatten, 24-Lochplatten,
6-Lochplatten
Sarstedt AG & Co, Niimbrecht,
Deutschland

Zentrifugalkondensatoren MW 30.000, MW 3.000
Vivaspin 20
Satorius Stedim  Biotech GmbH,

Gottingen, Deutschland
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6.9. VERWENDETE REAGENZIEN
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Alle verwendeten Chemikalien hatten, wenn nicht anders aufgefiihrt, den hdochsten

erhéltlichen Reinheitsgrad.

Reagenz

Acrylamid

Adenosin

Agarose

Alizarinrot S

Aminoséuren, nicht-essentiell

Ammoniumchlorid

APS

Bisacrylamid

BMP-2

BSA

Cacodylsédure Natriumsalz Trihydrat
Calciumchlorid
Chloroform

DAPI

Hersteller

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co, Karlsruhe,
Deutschland

Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,
Deutschland

Prof. Sebald, Wiirzburg, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland
Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland
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DEPC

Dichlormethan

Dinatriumhydrogenphosphat

Direktrot 80

DMEM (Pulver)

DMEM/Ham’s Nutrient Mixture F-12

dNTPs

EDTA

EGM-2

Essigsidure

Ethanol

Ethidiumbromid

Formaldehyd

FCS

FITC

Gelatine (aus Schweinehaut)

L-Glutamin

Glutaraldehyd

Glycerol
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Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Riedel-de-Haen AG, Seelze, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

Cambrex Bio Sciences Verviers, Verviers,
Belgien

AppliChem GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland

lfAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland

IfAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Amersham Pharmacia Biotech AG,
Uppsala, Schweden

Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland
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Glycin

Hanks’-Puffer

HEPES

Hyaluronidase

Isopropanol
Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Kaliumhexacyanoferrat(III)

Kaliumhydrogencarbonat

Kollagen

Kollagenase

MAG

Magnesiumchlorid

Mercaptoethanol

MVA

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat

Natriumhydrogencarbonat
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Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

lfAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

Riedel-de-Haen AG, Seelze, Deutschland
Riedel-de-Haen AG, Seelze, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

FILK, Freiberg, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

Institute of Macromolecular Compounds,
Russian Academy of Sciences, St.
Petersburg, Russland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland
Institute of Macromolecular Compounds,
Russian Academy of Sciences, St.

Petersburg, Russland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland
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Natrium-Pyruvat

Natriumtetraborat Decahydrat
Natriumthiosulfat

Nonidet P-40 Substitute

Oligo-dT-Primer

PCR-Puffer

(5 x Colorless GoTaq™ Reaction Buffer)

Penicillin/Streptomycin

Pikrinsdurelosung (geséttigt)

Polylactid-co-Glycolid

Poly-L-Lysin Hydrobromid

Polyvinylalkohol

Primer

2-Propanol

Reverse Transkriptase (M-MLV RT)

Ribonuclease A (bovin)

RNA tidy G

3x RT-Puffer (M-MLYV RT 5 x Buffer)

SIGMAFAST " BCIP®/NBT

Silbernitrat
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IfAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

IfAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

Boehringer Ingelheim Pharma GmbH &
Co KG, Ingelheim, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Miinchen,
Deutschland

MWG Biotech AG, Ebersberg,
Deutschland

Mallinckrodt Baker B.V., Deventer,
Niederlande

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

AppliChem GmbH,
Deutschland

Darmstadt,

Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

Sigma Aldrich Chemie-GmbH, Miinchen,
Deutschland

Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland
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Tag-Polymerase (GoTaq™ Hot Start)

TEMED

Toluidinblau

Tris

Trypsin
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Promega GmbH, Mannheim, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,
Deutschland

Fluka Chemie AG, Buchs, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe,
Deutschland

IfAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich
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