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1. ZUSAMMENFASSUNG

Grol3e Knochendefekte (englisch ,critical size defect) kdnnen ohne Unterstitzung nicht vollstandig
regenerieren und werden klinisch daher in der Regel mit Implantaten aus nicht resorbierbaren
Knochenersatzmaterialien versorgt, die dauerhaft im Korper verbleiben. Diese momentan ubliche
medizinische Versorgung bedarf der Verbesserung in zwei Bereichen: (i) Neuentwickelte,
resorbierbare Knochenersatzmaterialien kénnten eine vollstdndige Regeneration des
Knochengewebes bei gleichzeitiger Degradation des Knochenimplantats erméglichen. (ii) Au3erdem
kénnte der Einsatz neuartiger Fertigungstechniken, wie des 3D-Drucks, zu einer verbesserten,
patientenspezifischen Passform der Implantate im Sinne der personalisierten Medizin fiihren. Die
dadurch erzielten Verbesserungen im Implantatdesign und in der Integration des Implantats in das
Knochengewebe, sowie kirzere OP-Zeiten wiirden einen signifikanten Mehrwert fir die Patienten
bedeuten.

Im vorliegenden Projekt werden Knochenersatzmaterialsysteme auf ihre in vitro-Biokompatibilitét hin
untersucht, die in Kooperation mit akademischen und industriellen Partnern entwickelt wurden. Diese
Materialsysteme sollen die Herstellung von neuartigen Knochenimplantaten ermdglichen, die beide
oben genannten Verbesserungsansatze fir die klinische Versorgung von ,critical size*-
Knochendefekten kombinieren. Die Materialien basieren einerseits auf dem synthetischen Polymer
Polyvinylencarbonat (PVCA) und dessen Derivat Polyhydroxymethylen (PHM) mit verschiedenen
Supplementierungen und andererseits auf dem nattirlichen Polysaccharid Alginat, das ebenfalls in
Materialvarianten supplementiert wurde. Die Untersuchung der Materialien mithilfe von primaren,
humanen Osteoblasten als Zellen des Zielgewebes der geplanten Anwendung hat eine gute in vitro-
Biokompatibilitat der PVCA- und PHM-basierten Materialien auch ohne Supplementierung gezeigt. Die
weitere Supplementierung mit Hydroxylapatit hat dabei trotz dessen bekannten, osteogenen
Eigenschaften die in vitro-Biokompatibilitat hier leicht verringert. Uber die Demonstration der nicht
zytotoxischen Eigenschaften und der Besiedelungsfahigkeit hinaus konnte gezeigt werden, dass
priméare, humane Osteoblasten in den dreidimensional strukturierten, 3D-gedruckten Probekdrpern
aus PHM in der Lage waren, ein gewebeédhnliches Geflige aus Zellen und extrazellularer Matrix zu
bilden. Alginatmaterialvarianten mit und ohne Supplementierung von Hydroxylapatit waren dagegen
nicht biokompatibel, da sie keine Zelladhasion erlaubten. Die zusatzliche Supplementierung mit
Gelatine konnte jedoch auch hier die in vitro-Biokompatibilitat herstellen.

Zusétzlich zur in vitro-Biokompatibilitatsprifung der Materialien wurde im Projekt ein Modellsystem zur
mechanischen Stimulation von Osteoblasten wahrend der Kultivierung in dreidimensionalen Scaffolds
und zur anschlieBenden Analyse ihrer relativen Genexpression mittels gPCR-Arrays entwickelt und
charakterisiert. Die mechanische Belastung von Knochengewebe in vivo hat einen groRen Einfluss auf
osteogene und Regenerationsprozesse. Das System erweitert das methodische Repertoire fiir die
Analyse der Interaktion von Zellen mit 3D-Biomaterialien fiur die Knochengeweberegeneration und fur
die Untersuchung ihrer biologischen Grundlagen. Die im System als Modellzellen verwendeten
primaren, humanen Osteoblasten wurden in Bezug auf ihre Proliferation, Adhéasion und
Reaktionsfahigkeit auf osteogene Stimulierung mit BMP-2 charakterisiert. Dabei wurden Defizite in der
Zelladhasion und der osteogenen Stimulierbarkeit festgestellt, die einen teilweisen Verlust der
Osteoblasten-typischen Zellfunktionen bedeuten. Fir die Durchfihrung der mechanischen Stimulation
der Zellen wurde eine Apparatur entwickelt, die ,confined compression‘ ermoglicht, also die
Kompression bei Verhinderung der seitlichen Ausdehnung der Probekorper. Die mechanische
Stimulation der Osteoblasten in Fibringelen als Modellmaterial mit der entwickelten Apparatur hatte
Uberraschenderweise keinen signifikanten Effekt auf inre Genexpressionsmuster im Kontext
Osteogenese. Dies ist vermutlich auf die oben beschriebenen Defekte der Osteoblasten in osteogener
Stimulierbarkeit und Adhésion zurtickzufihren.

Insgesamt bilden die Ergebnisse des Projekts ein umfassendes Modellsystem fir die Priifung der
in vitro-Biokompatibilitdt neuentwickelter Biomaterialien, sowie fir die Untersuchung der Effekte
mechanischer Stimulation auf Osteoblasten in 3D-Biomaterialien. Die bisher verwendeten Zellen



bedirfen angesichts ihrer nicht Zellart-typischen Eigenschaften der weiteren Untersuchung oder des
Austauschs. Insgesamt stellt das in vitro-System einen signifikanten Beitrag fur die Verbesserung der
klinischen Versorgung von ,critical size‘-Knochendefekten dar. Es ermdglicht auRerdem wichtige
Einblicke in die Wechselwirkung zwischen neuen Biomaterialsystemen und den Zellen ihres
Zielgewebes im Kontext Knochenregeneration erlauben.



2. ABSTRACT

Critical size defects in bone are not able to fully regenerate without medical intervention and are
therefore usually treated with implants made of non-resorbable bone graft materials that remain in the
body permanently. There is a clinical need for the improvement of this standard-of-care treatment in
two regards: (i) Newly developed, resorbable bone graft materials would enable complete
regeneration of critical size defects by being degraded and concomitantly replaced by newly formed
bone tissue. (ii) The use of innovative manufacturing techniques like 3D printing would, in addition,
improve the patient-specific implant-defect-fit according to the principles of personalized medicine.
The corresponding improvements in implant design and tissue integration of the implant, as well as
reduced time requirements for surgery would result in significantly increased benefit for patients.

As part of the presented project, two groups of novel bone graft materials were evaluated in terms of
their in vitro biocompatibility. Both material groups were developed in cooperation with partners in
academic research and industry and combine the improvement strategies for bone grafts introduced
above. The materials are based on the synthetic polymer polyvinylene carbonate (PVCA) and its
derivative polyhydroxymethylene (PHM) with a variety of added supplements, and on the natural
polysaccharide alginate with similar supplementations, respectively. Primary, human osteoblasts were
used as a model for the target tissue of the materials’ intended use as bone grafts. Both PVCA and
PHM without supplementation demonstrated high in vitro biocompatibility. Surprisingly, the additional
supplementation with hydroxyl apatite, which had been described as osteogenic before, lowered
PVCA'’s and PHM’s in vitro biocompatibility slightly in this project. The results also demonstrated the
ability of the osteoblasts to form a tissue-like complex of extracellular matrix and active cells inside of
the three-dimensionally structured, 3D printed test specimens of PHM. Alginate-based material
variants with and without supplementation with hydroxyl apatite were not biocompatible, as they did
not allow cell adhesion. However, the additional supplementation with gelatin was able to achieve

in vitro biocompatibility for the alginate-based material as well.

In addition to the in vitro biocompatibility testing, the presented project also comprises the
development and characterization of a model system for the mechanical stimulation of 3D cultures of
osteoblasts with biomaterials and the subsequent analysis of their relative gene expression with gq°PCR
arrays. Mechanical loading is known to have a significant impact on osteogenic and regeneration
processes in bone in vivo. The developed system expands the available set of methods for the
analysis of interactions between cells and 3D biomaterials for bone regeneration and its biological
mechanisms. The characterization of the model osteoblasts in terms of proliferation, adhesion and
reaction to osteogenic stimulation with BMP-2 revealed shortcomings in cell adhesion and osteogenic
response demonstrating a partial loss of osteoblast-specific cell characteristics. To enable the
compression of cell-laden biomaterial specimens under conditions of ‘confined compression’, a
custom apparatus was developed. ‘Confined compression’ describes a mode of compression that
prevents lateral expansion of the specimen, which allows better analytical resolution of the cellular
response compared to unconfined compression without spatial restrictions. Surprisingly, mechanical
stimulation of the model osteoblasts in fibrin gels by ‘confined compression’ had no significant effect
on osteogenesis-related gene expression, likely as a result of their aforementioned defects in cell
adhesion and osteogenic response capabilities.

In conclusion, the project’s presented results form a comprehensive model system for in vitro
biocompatibility testing of newly developed, 3D printed biomaterials as well as for the analysis of
effects of mechanical stimulation of osteoblasts in 3D biomaterials. Because of the demonstrated
deficiencies in cell-type specific response, the model osteoblasts used here need further
characterization or replacement. Nevertheless, the system presented here is a significant contribution
to the ongoing improvement for the treatment of critical size defects with bone grafts. It also allows
valuable insights into the interaction of novel biomaterials with cells of their target tissue in implant-
assisted bone regeneration.



3. EINLEITUNG
3.1. Zielsetzung

Fur die aktuelle chirurgische Versorgung groRer Knochendefekte im Sinne einer Osteoplastik werden
Ublicherweise nicht resorbierbare, metallische Knochenersatzmaterialien wie Titan und Kobalt-Chrom
eingesetzt.! Diese zeigen eine annehmbare Integration ins umgebende Knochengewebe und kénnen
durch ihre hohe Steifigkeit zwar die mechanischen Stiitz- oder Schutzfunktionen des zu ersetzenden
Knochens gut erfiillen?3, ihr permanenter Verbleib im Korper bedeutet aber eine unvollstandige
Regeneration des ersetzten Knochengewebes. Im Sinne einer mdglichst vollstandigen Heilung wére
es stattdessen zu begriuRen, wenn Knochendefekte versorgt werden kénnten, ohne dass daftir
Fremdkdrper im Kdrper des Patienten verbleiben missten.

Resorbierbare Implantatmaterialien, die im Gleichschritt mit der Heilung und Neubildung von nativem
Gewebe aufgeltst werden, wirden eine vollstandige Wiederherstellung des nativen Knochens in
Umfang, Aufbau, Zusammensetzung und Eigenschaften ermdglichen.* Auch die natirliche
Reaktionsfahigkeit des Knochens auf Reize wie etwa Belastung, sowie die Versorgung des
regenerierten Knochengewebes, als auch des umgebenden Weichgewebes durch Vaskularisierung
ware wiederhergestellt.

Die Verwendung von sehr steifen metallischen Implantatmaterialien fuhrt aul3erdem zu einer
Verringerung der mechanischen Belastung des angrenzenden nativen Knochengewebes, dem
sogenannten ,stress shielding’. Die durch diese Minderbelastung hervorgerufene Atrophie des
Knochengewebes fuhrt regelmafig zur Schwachung der Implantatintegration im Gewebe, bis hin zum
Verlust des Implantats.® Permanente Implantate aus Metall kénnen auBerdem eine spatere
diagnostische radiologische Bildgebung durch ihre Rontgenopazitat entscheidend stéren. Einige
synthetische Materialien wie zum Beispiel Polyetheretherketon (PEEK) kénnen dagegen mechanische
Eigenschaften erreichen, die denen von nativem Knochengewebe sehr nahekommen. Das ,stress
shielding" ist dadurch deutlich verringert.®” PEEK ist jedoch biologisch durch seine hydrophobe
Eigenschaft inert und wird nicht gut in das umgebende Knochengewebe integriert.® Kunststoffe fir die
Anwendung als Knochenersatzmaterial, die resorbiert werden kdnnen, sind ebenfalls bisher nicht
etabliert.

Des Weiteren ware es wiinschenswert, die Notwendigkeit langeren Nachbearbeitens von Implantaten
wahrend der Operation zu verringern und die Passform der Implantate zu verbessern. Der Einsatz von
malf3geschneiderten, auf Basis von CT-gestiitzten, dreidimensionalen Modellen hergestellten
Implantaten im Sinne der personalisierten Medizin wiirde dies erreichen. Es ergdben sich daraus
verringerte Operationszeiten, und ein damit einhergehendes verringertes Infektionsrisiko, aber auch
verringerte Heilungs- und Hospitalisierungszeiten fiir den Patienten.®

Die aktuell ibliche Versorgung von Knochendefekten kritischer Gréf3e mit biologisch weitgehend
inerten Implantaten bedarf daher der Verbesserung in zwei Aspekten. Auf der Seite der verwendeten
Materialien bedeutet der Einsatz von Metallen oder Kunststoffen oft, dass Fremdkdrper dauerhaft im
Korper verbleiben, die sich in ihren Eigenschaften signifikant vom Knochengewebe unterscheiden,
das sie ersetzen. Der Einsatz von Biomaterialien, die im Verlauf des Heilungsprozesses resorbiert und
dabei durch patienteneigenes Knochengewebe ersetzt werden, wiirde hier eine deutliche
Verbesserung der Behandlung bedeuten.* Die Verwendung patientenspezifischer, maligefertigter
Implantate wirde auf der anderen Seite durch eine genauere Passform der Implantate und einer
Verringerung der Operationszeit zu einer besseren Implantatintegration und einem verringertem
Risiko fur die Patienten fuhren.

Fur beide Verbesserungsansétze gibt es bereits Entwicklungen, etwa den Einsatz von resorbierbaren
Knochenersatzmaterialien anstelle von inerten Implantatent®!!, oder der Fertigung
patientenspezifischer Implantate aus Kunststoff und Metallen?. Wiinschenswert wére es aber, beide
Konzepte durch die Entwicklung maf3geschneiderter Implantate mit verbesserter biologischer



Integrations- und Resorptionsféahigkeit zu verbinden. Einen Beitrag zu diesem Ziel soll die hier
vorliegende Arbeit leisten.

Zur Verklrzung von Operationszeiten und fir eine bessere, patientenspezifische Passform der
Implantate bietet sich fur die Herstellung neuartiger Implantate die Technik der additiven Fertigung,
zum Beispiel der 3D-Druck, an. Mit Varianten dieser Technik kénnen viele verschiedene Materialien
schnell und exakt in beinahe beliebige Form gebracht werden.>*212 Auch eine dezentrale Herstellung
von Implantaten kénnte so ermdglicht werden, zum Beispiel direkt in der behandelnden Klinik, um
kurze Herstellungs- und Transportzeiten zu erreichen.**

Die Verwendung von neuartigen Materialien fiir medizinische Anwendungen als Medizinprodukte wie
etwa Implantate setzt deren préklinische Prifung auf Unbedenklichkeit und Eignung fur die geplante
Therapie voraus. Diese beiden Eigenschaften sind die wesentlichen Aspekte der sogenannten
Biokompatibilitat (mehr dazu, siehe Kapitel 3.3). Erste Schritte einer solchen Prifung in vitro war der
Inhalt des ersten Teilprojekts der vorliegenden Arbeit.

Die dabei untersuchten Materialien sind in Kooperationsprojekten mit Partnern aus der akademischen
Forschung und einem potentiellen Verwertungsparter aus der Industrie entstanden. Die zuerst
beschriebenen Materialien stammen aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Rolf Mulhaupt am Freiburger
Materialforschungszentrum der Universitat Freiburg. Diese Materialien basieren auf dem
synthetischen Polymer Polyvinylencarbonat (PVCA) und dessen Derivat Polyhydroxymethylen (PHM).
Des Weiteren wurden Materialien untersucht, die durch die Arbeitsgruppe von Dr. Rainer Detsch am
Lehrstuhl fur Werkstoffwissenschaften der Universitat Erlangen-Nirnberg auf der Basis von
Alginatgelen entwickelt wurden.

Beide Materialsysteme wurden mit dem Ziel entwickelt, sie mithilfe von additiven Fertigungstechniken
(3D-Druck) fur die Herstellung von Knochenimplantaten einsetzen zu kénnen und sie mit
Resorptionseigenschaften auszustatten, sodass sie nach Implantation bei gleichzeitiger Resorption
durch natives Knochengewebe ersetzt werden kdnnen.

Das Materialsystem auf Basis von Alginat soll dabei als multifunktionelles, mehrschichtiges Implantat
zur Versorgung von Defekten des Schadelknochens zum Einsatz kommen (siehe Abbildung 1). Eine
auRere, massiv gedruckte Schicht (HGA, Schicht A) soll biologisch méglichst inert sein und dadurch
das Einwachsen von Zellen aus dem Weichgewebe verhindern und das Implantat nach auf3en hin
abschlieRen. Die darunterliegende Schicht des Implantats (HGB, Schicht B) soll mittels 3D-Druck
einen pordsen Aufbau erhalten und mit Hydroxylapatit supplementiert sein. Dadurch soll sie mit
osteokonduktiven Eigenschaften ausgestattet sein, also das Einwachsen von Zellen des umgebenden
Knochengewebes ermdéglichen und beglinstigen, um so eine Regeneration von nativem Knochen zu
erlauben. Nach innen abgeschlossen werden soll das Implantat durch eine weitere Deckschicht
(HGC) aus inertem Alginatgel. Auch hier soll dieses Material das Einwandern von Zellen des
Weichgewebes verhindern und die Funktion der Dura Mater ibernehmen, die das Gehirn als auRerste
Hirnhaut umgibt und schitzt.

Abbildung 1:  mehrschichtiger Aufbau des geplanten Knochenimplantats auf Alginatgelbasis; HGA: &ul3ere
inerte Deckschicht, HGB: osteokonduktive Knochenregenerationsschicht, HGC: innerer inerte
Deckschicht, HGD: verworfen



Im zweiten Projektabschnitt sollte das Repertoire an in vitro-Untersuchungsmethoden um ein System
zur Analyse des Einflusses von mechanischer Stimulation auf (Knochengewebs-) Zellen wahrend der
Interaktion mit dreidimensionalen Materialien erweitert werden. Mithilfe eines solchen Systems
kénnten Erkenntnisse Uber das Regenerationspotential von Implantatmaterialkandidaten gewonnen
werden, die Uber die reine in vitro Zytotoxizitatsprifung hinausgehen. Wiinschenswert waren
einerseits Versuche zur Analyse des Zellverhaltens nach mechanischer Stimulation in einem
dreidimensional strukturierten Material, was die physiologische Belastung und Stimulation von Zellen
besser nachbildet als statische Kulturen.'® Andererseits konnten Versuche, die die
Materialeigenschaften wéahrend und nach der Interaktion von Zellen mit dem Material messbar
machen, Einschatzungen der mechanischen Eignung des Materials erlauben.

3.2. Grundlagen der Knochenbiologie

Zum Verstandnis von Regenerationsprozessen im Knochengewebe ist ein Uberblick tiber die
Anatomie und Physiologie des Knochens und seiner Zellen nétig. In den folgenden Abséatzen sollen
die wichtigsten Aspekte in dieser Hinsicht kurz umrissen werden.

3.2.1. Anatomie der Knochen

Von aulRen nach innen betrachtet bestehen Knochen aus den folgenden vier Strukturen: Die aul3erste
Schicht, einer dinnen Knochenhaut, dem Periost, das mit seiner hohen Zahl an Stammzellen fir
Knochenheilung und Dickenwachstum wichtig ist.*6-18 Darunter liegt die Kortikalis, eine kompakte,
wenig pordse Schicht aus mineralisiertem Knochengewebe. Das Innere der Knochen ist in der Regel
ausgefullt mit der Spongiosa, die ebenfalls mineralisiert, aber deutlich poréser ist als die Kortikalis.
Kortikalis und Spongiosa stehen im Durchschnitt in einem Volumenverhaltnis von etwa 80:20.1¢ Nach
innen abgeschlossen wird der Knochen von einer weiteren Knochenhaut, dem Endosteum. Diese
bedeckt alle inneren Oberflachen von Kavitéaten im Knochen, etwa von Havers-Kanélen (siehe unten)
und ist wie das Periost fiir Knochenauf- aber auch fiir Knochenabbau zustandig.*®

Grundlegendes biologisches und strukturelles Element von Kortikalis und Spongiosa sind die
Osteons. Diese zylindrischen ,Grundbausteine” des mineralisierten Knochengewebes enthalten ein
zentral liegendes Gefald im sogenannten Havers-Kanal. Thn umgeben Lamellae, schichtweise
aufgebautes Knochengewebe, mit darin eingeschlossenen Osteozyten, einem der fiir die
Knochenfunktion mit am wichtigsten Zelltypen. Die Osteozyten befinden sich in den Lamellae in
flussigkeitsgefillten Kanalen, die Lacunae und Canaliculi genannt werden.®

Die Lamellae, und damit auch das gesamte mineralisierte Knochengewebe, erhdlt seine
mechanischen und biologischen Eigenschaften aus dem Zusammenwirken seiner drei grundlegenden
Bestandteile: organische Matrix, mineralisches Hydroxylapatit und Knochenzellen. Die organische
Matrix besteht dabei zum grof3ten Teil aus Kollagen Typ 1-Fibrillen, aul3erdem in geringerem Umfang
aus weiteren Matrixproteinen, etwa Osteocalcin und Proteoglykanen.*-?! Die anorganische Matrix
besteht aus mineralischem Hydroxylapatit (,carbonated hydroxyapatite'??), dessen kristalline Struktur
von den umgebenden Kollagen-Fibrillen beeinflusst wird.2® Einige der weiteren Proteine der
organischen Matrix steuern wiederum die Kollagenfibrillenbildung, etwa Decorin'®, oder regulieren die
Mineralisierung, wie etwa BSP und Osteopontin.?!

Kortikalis und Spongiosa unterscheiden sich im Grad der Ordnung und Dichte der Kollagen-Fibrillen
und der Mengenverhéltnisse von Kollagen und anderen Proteinen und dadurch in der Gesamtstruktur
des Gewebes. Unterschiede gibt es auch zwischen verschiedenen Bereichen des Knochens. So ist
zum Beispiel die Dichte der Kollagenfibrillen in der Diaphyse (dem Schaft der langlichen
Réhrenknochen) am hochsten. 1923

3.2.2. Knochenentstehung und Knochenumbau

In der Embryonalentwicklung werden zwei verschiedene Mechanismen der Knochenentstehung
(Ossifikation) beobachtet. Knochen der Extremitaten entstehen durch die sogenannte endochondrale
Ossifikation, dabei bildet sich Knochengewebe aus einem Knorpelvorlaufer. Die Knochen der
Skelettachse (Wirbelsaule, Rippen, Schliisselbein, Schadel) entstehen durch intramembrandse
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Ossifikation. Hier gibt es keinen knorpeligen Vorlaufer, Knochen bilden sich direkt aus
mesenchymalem Gewebe.

Beiden Mechanismen gemeinsam ist die initiale Kondensation von mesenchymalen Vorlauferzellen.
Im Fall der endochondralen Ossifikation exprimieren diese die chondralen beziehungsweise
osteoblastenspezifischen Transkriptionsfaktoren SOX9 und RUNX2 und differenzieren zu
Chondrozyten. Sie produzieren extrazellulare Matrix des Knorpelgewebes, unter anderem Kollagen
Typ Il. Der so gebildete Knorpel wird dabei umhillt von Perichondrium, einer diinnen Hiille, die
ebenfalls Chondrozyten enthalt. Chondrozyten im mittleren Teil des Knorpels, der Diaphyse des sich
entwickelnden Knochens sind dann die ersten, die weiter ausdifferenzieren zu hypertrophischen
Chondrozyten, die an Grol3e stark zunehmen und nun Kollagen Typ 10 statt Kollagen Typ 2 und
aullerdem Osteopontin (SPP1) exprimieren. Die so gebildete Matrix mineralisiert nun und ein Teil der
hypertrophischen Chondrozyten geht anschlie3end in die Apoptose. Ein weiterer Teil jedoch
differenziert erneut weiter zu Osteoblasten. Auch im Perichondrium entstehen durch Differenzierung
von Chondrozyten Osteoblasten. Zusammen mit Osteoklasten und Endothelzellen wandern diese
entlang von in den Knorpel integrierten BlutgeféRen in den Knorpel ein. Sie bauen dort die von den
hypertrophen Chondrozyten gebildete Knorpelmatrix ab und ersetzen sie durch Knochengewebe.
Dabei entsteht eine Knochenmarkkavitat in der Diaphyse des neuen gebildeten Knochens. Die
Wachstumsfugen, also die Bereiche in denen neues Knorpelgewebe gebildet und anschlieRend zu
Knochengewebe umgebaut wird, wandern durch fortschreitende Knochenbildung in Richtung der
Epiphysen des Knochens.?*

Bei der intramembrandsen Ossifikation, die fir die Bildung von platten Knochen, also etwa dem
Schadel verantwortlich ist, differenzieren die kondensierten mesenchymalen Zellen direkt zu
Osteoblasten. Sie exprimieren Knochenmatrix, die dann mineralisiert. Dabei werden Osteoblasten
eingeschlossen, die daraufhin zu Osteozyten weiter ausdifferenzieren. Ebenfalls in die
mineralisierende Matrix eingeschlossen werden Blutgefal3e, die daraufhin in der Spongiosa des neuen
Knochens das Knochenmark bilden. Mesenchymale Zellen auf der Oberflache des Knochens bilden
das Periosteum, Osteoblasten auf der Innenseite des Knochens bilden weiter Knochengewebe und
verdicken dadurch die Kortikalis des Knochens.?®

Auch nach der Embryonalentwicklung wird stindig Knochen auf- und abgebaut. Neben den bereits
erwéhnten Osteozyten sind daran wesentlich zwei weitere fir Knochen charakteristische Zelltypen
beteiligt: die Osteoklasten und Osteoblasten.

Dem aktuellen Wissensstand zufolge scheinen Osteozyten diejenigen Zellen zu sein, die fur die
Erkennung von Schaden im Knochengewebe mafgeblich verantwortlich sind. Osteozyten besitzen
eine Vielzahl kleinster Zellauslaufer, durch welche sie per ,gap-junctions’ zu einem weitreichenden
Netzwerk untereinander verbunden sind. Tritt eine Beschadigung im Knochen auf, werden diese
Verbindungen teilweise zerstoért, die betroffenen Osteozyten gehen in die Apoptose. Dies stellt das
erste Signal zur Initiierung des Knochenumbauprozesses dar. Es wird im Endosteum aufgenommen,
dort bildet sich daraufhin das Knochenumbaukompartiment (,bone remodeling compartment’). Durch
diese Kompartimentierung wird der Knochenab- und -umbau 6rtlich auf die beschadigten Bereiche
beschrankt. Die Zellen des Knochenumbaukompartiments produzieren Wachstumsfaktoren wie
RANKL, die die Bildung von Osteoklasten aus deren Vorlauferzellen beférdern.26:27

Osteoklasten sind grof3e, mehrkernige Zellen, die auf die Resorption von Knochen spezialisiert sind.
Sie bilden sogenannte Faltensdume, Zellmembranbereiche an der Kontaktflache mit der
Knochenmatrix, an der die Resorption stattfindet. Hier sezernieren Osteoklasten Protonen sowie
Proteasen wie Cathepsin K und MMP-9. Dies bildet zwischen Osteoklasten und Knochenmatrix, in
den sogenannten Howship’schen Lacunae, ein Milieu, dass zum Abbau der mineralischen Matrix
durch Ansauerung sowie der organischen Proteinbestandteile des Knochengewebes auf
enzymatischem Weg sehr gut geeignet ist.?8

Gleichzeitig mit der Aktivierung von Osteoklasten wird aber auch die Bildung von Osteoblasten durch
die Knochenumbaukompartimente des Endosteums angeregt. Diese knochenaufbauenden Zellen
bilden neue, unreife Knochenmatrix, das Osteoid, wahrend und nachdem die Osteoklasten ihren



Knochenabbau betreiben. Dadurch wird das vorherige Knochenvolumen wiederhergestellt.?® Herkunft
und Funktion der Osteoblasten werden im ndchsten Abschnitt n&her erlautert.

3.2.3. Entstehung und Eigenschaften der Osteoblasten

Wesentliche Funktion der Osteoblasten ist der Aufbau von Knochengewebe. Sie sind aber auch durch
direkten Kontakt und indirekt durch Ausschiittung von Wachstumsfaktoren an der Osteoklastogenese
beteiligt, sowie endokrin aktiv.2® Osteoblasten entwickeln sich aus mesenchymalen Stammzellen
(MSC)?°, wobei der genaue Weg ihrer Entwicklung je nach Gewebe und Mechanismus der
Knochenentstehung variieren kann.3! Der zentrale Transkriptionsfaktor, der tiber den gesamten
Prozess ihrer Differenzierung und dariiber hinaus das Verhalten von Osteoblasten bestimmt ist
RUNX2%92%2 Die Expression dieses Transkriptionsfaktors ist dabei sowohl notwendig als auch
ausreichend, um mesenchymale Zellen zu Osteoblasten differenzieren zu lassen.®? Induziert wird die
Expression von RUNX2 in mesenchymalen Stammzellen durch den indian hedgehog (ihh)-
Signalweg, welcher die Proliferation der Stammzellen anregt und sie auf eine Differenzierung in
Richtung Osteoblasten festlegt.3%333* Im friihen Differenzierungsstadium des unreifen Osteoblasten
beginnen diese Zellen dann mit der Expression von Knochen-Matrix-Proteinen wie Kollagen Typ 1,
Osteopontin und Osteocalcin sowie weiteren Osteoblasten-typischen Proteinen wie der alkalischen
Phosphatase und bilden dadurch noch unreifes Knochengewebe mit nicht vollstdndig geordneten
Kollagenfasern, das sogenannte Osteoid. 333 Im spéateren Verlauf der Differenzierung wird RUNX2
herunterreguliert, die Zellen werden zu reifen Osteoblasten und das Knochengewebe reift durch
Ordnung der Kollagenfasern.® Osteoblasten sind auch fiir die Mineralisierung der Knochenmatrix
verantwortlich. Sie exprimieren dafiir Kollagen Typ 1, das die Bildung von Hydroxylapatitkristallen
steuert??, alkalische Phosphatase, die unter anderem durch Spaltung von Pyrophosphat dessen
Serumkonzentration senkt und die Konzentration von Phosphat erhéht und damit die Mineralisierung
beglinstigt®”, sowie weiteren Proteinen wie BSP, das eine wichtige Rolle bei der initialen
Kristallbildung von Hydroxylapatit spielt.®® Im Zuge des letzten Differenzierungschritts von
Osteoblasten reduziert ein Teil dieser Zellen ihre Matrixproduktion und wird in der mineralisierten
Matrix eingeschlossen®. Die fortschreitende Mineralisierung und die verringerte Verfligbarkeit von
Sauerstoff innerhalb der Matrix sind zwei Faktoren die dabei die weitere Differenzierung dieser Zellen
zu Osteozyten anregt.*® Diese Zellen machen den groRten Teil der Zellen im Knochen aus (~95%)*
und haben eine wichtige Funktion bei der Detektion mechanischer Reize (siehe Kapitel 3.2.5). Der
restliche Teil der Osteoblasten geht in die Apoptose oder verbleibt als Knochensaumzellen auf der
Oberflache des Knochens.4243

3.2.4. Intrazellulére Signalwege in Osteoblasten

Das Verhalten von Osteoblasten wird intrazellular durch eine Reihe von Signalwegen gesteuert, die
auch in anderen Zelltypen entscheidende Regelungsfunktionen haben. Die Osteoblasten reagieren
damit auf extrazellulare Reize mit Proliferation, Differenzierung oder einer veranderten Expression
Osteoblasten-spezifischer Gene und der damit einhergehenden verstarkten oder verringerten Bildung
von Knochengewebe. Zu diesen extrazellularen Reizen gehéren Wachstumsfaktoren, Hormone, aber
auch mechanische Reize. Untereinander sind die Signalwege vielfaltig vernetzt und beeinflussen sich
gegenseitig. Gemeinsam ist ihnen allerdings die Austibung ihrer Effekte durch eine kleine Gruppe von
zentral wichtigen Transkriptionsfaktoren, die entscheidend das Zellverhalten von Osteoblasten
bestimmen; dazu gehort allen voran RUNX2, aber auch Osterix (OSX) und COX-2. Die wichtigsten
dieser Signalwege werden im Folgenden kurz vorgestellt.

Im TGF-B-Signalweg fiihrt die Bindung von TGF-B an seinen Rezeptor (TGFBR1/TGFBR2) auf der
Zellmembran zur intrazellularen Phosphorylierung von Smad2/3. Dieses wirde bei Ausbleiben der
Phosphorylierung nach Ubiquitinierung von der Zelle abgebaut. Phosphoryliertes Smad2/3 kann
dadurch mit seinem Bindungspartner Smad4 interagieren und in den Zellkern translozieren.
Zusammen mit weiteren Faktoren aktiviert der Komplex daraufhin die Expression von Zielgenen, die
die frihen Differenzierungsprozesse von Osteoblasten und ihre Proliferation anregen, spate
Proliferationsprozesse dagegen inhibieren. In einem weiteren TGF-3-abh&ngigen Signalweg fuhrt
dessen Bindung zu seinen Rezeptoren intrazellular zur Aktivierung der p38 und ERK1/2-MAPK-
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Signalkaskaden. Daraufhin wird im Zellkern der zentrale Osteoblastentranskriptionsfaktor RUNX2
durch Phosphorylierung aktiviert, was zum Beispiel die Expression von OSX - ebenfalls ein
Transkriptionsfaktor - steigert.*

Ein mit dem TGF-B-Signalweg eng verbundener weiterer Signalweg reagiert auf die Bindung von
Knochenmorphogenetische Proteine (BMPs) an ihre Rezeptoren. Auch hier wird durch die
Phosphorylierung von Smad-Proteinen deren Ubiquitin-abhangiger Abbau verhindert. Dies sind im
BMP-Signalweg Smad 1/5/8. Auch diese binden nach Aktivierung an Smad4 und translozieren in den
Zellkern. Dort bewirken sie die verstarkte Expression der Transkriptionsfaktoren RUNX2, DLX5 und
OSX. Dadurch wird die Differenzierung von Osteoblasten in all ihren Entwicklungsstadien begtinstigt.
Auch in diesem Signalweg wird neben der Smad-abh&angigen Signaltransduktion auch Gber die
Aktivierung der MAP-Kinasen p38 und ERK1/2 die Expression von Osteoblasten-
Transkriptionsfaktoren (RUNX2, DLX5, OSX) aktiviert. Osteoblasten-aktivierende Funktion haben zum
Beispiel BMP-2 und BMP-4.%° Die subkutane Gabe von BMP-2 ist hinreichend, um die Bildung von
Knochengewebe de novo zu induzieren (sogenannte Osteoinduktion).*® Neben einer Vielzahl von
intra- und extrazellularen Einflussfaktoren auf diesen Signalweg ist die Inhibierung des BMP-
Signalwegs durch die extrazellularen Proteine Noggin und Chordin wichtig. Diese Proteine binden
extrazellular an BMPs und verhindern dadurch ihre Bindung an die zellularen BMP-Rezeptoren. Sie
agieren also als Inhibitoren der BMP-Signaltransduktion und daher der Osteoblastendifferenzierung
und des Knochenaufbaus.*

Auch die Wachstumsfaktoren der FGF-Familie (unter anderen FGF2, FGF4, FGF6, FGF184748)
beeinflussen das Osteoblastenverhalten. Dabei spielen drei FGF-Rezeptoren (FGFR1-3) eine Rolle.
Die Bindung von FGFs an ihre Rezeptoren fuhrt in Osteoblasten tber die Aktivierung verschiedener
intrazellularer Signalwege zu erhdhter Proliferation (Uber die Aktivierung von ERK1/2 und den PI3K-
Akt-Signalweg), zu verstarkter Differenzierung (ebenfalls Uber ERK1/2), und zu erhdhter Expression
von RUNX2 (per Aktivierung des Proteinkinase C-Signalwegs).444849

Ebenfalls fur die Regulierung des Osteoblastenverhaltens sehr wichtig ist die wnt-Signaltransduktion.
Im kanonischen oder B-catenin-abhangigen Signalweg verhindert wnt durch Bindung an seinen
Rezeptor Frizzled (FZD) und dessen Korezeptor LRP5 die Phosphorylierung und anschlieBende
Degradation von -catenin. Diese Phosphorylierung geschieht im inaktiven Zustand des Signalwegs
Uber einen Proteinkomplex aus Axin, GSK3[B und anderen Proteinen. Bindet WNT nun an seinen
Rezeptorkomplex wird intrazellulér Dishevelled (DSH) aktiviert, welches durch Phosphorylierung
GSK3p inaktivieren kann. 3-catenin wird daraufhin nicht mehr phosphoryliert und in der Folge auch
nicht mehr degradiert. B-catenin kann dadurch in den Zellkern translozieren, wo es als
Transkriptionskofaktor fungiert.5%5! Es steigert dort die Expression von RUNX2%2, kann aber auch
durch Kompetition um Bindungsstellen an Transkriptionsfaktoren die Wirkung von SOX-9 verringern,
welches mesenchymale Stammzellen in Richtung Chondrozyten differenzieren lasst. Dadurch
erleichtert B-Catenin-abhéngige Signaltransduktion die Differenzierung in Richtung Osteoblasten.>!

Whnt-Signaltransduktion geschieht auch tiber von B-Catenin unabhangige Wege. Diese nicht-
kanonisch genannten Mechanismen weisen eine grol3e Variation und damit einhergehende
Uberschneidungen ihrer Interaktionspartner auf. Beispielhaft soll hier der WNT/Ca?*-Signalweg kurz
erwahnt werden: In diesem Signalweg fihrt die Bindung von wnt an FZD-ROR-Rezeptorkomplexe zu
einer Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3)-vermittelten Freisetzung von Ca?* ins Zytosol, dadurch zur
Aktivierung von Phospholipase C und Proteinkinase C und schlussendlich zur Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren NF-kB, CREB und NFAT.52 Dieser Signalweg ist fir die Osteoblastogenese
und Osteoblastendifferenzierung in mesenchymalen Stromazellen mitverantwortlich.5*

Welche Bedeutung alle diese Signalwege auch fir die Reaktion von Osteoblasten auf mechanische
Reize haben, wird im Folgenden beschrieben.



3.2.5. Osteoblasten und Osteozyten als Mechanosensoren

Schon lange ist bekannt, dass Knochen auf mechanische Belastung reagiert und sich durch Auf- oder
Abbau von Gewebe an sich verandernde Belastungen anpasst (Wolff'sches Gesetz, 1892).5° Knochen
wird dort durch Aufbau neuen Gewebes verstarkt, wo die Belastung grof3 ist, und dort abgebaut, wo
mehr Knochengewebe vorhanden ist, als fur die auftretenden Belastungen notig ist¢. Die
mechanische Belastung des Knochens muss dafir in Zellen detektiert und in eine Veranderung des
Zellverhaltens umgesetzt werden. In vivo sind daftir Osteozyten maRRgeblich, aber auch Osteoblasten
sind mechanosensitiv. Die Mechanismen, die diese Reaktionsfahigkeit vermitteln, sind in beiden
Zelltypen weitgehend gleich.5” Alle Zellen sind sténdig einer Vielzahl von mechanischen Belastungen
und Kréften ausgesetzt. Dazu z&hlt die Gravitation und Kréfte, die durch Kérperbewegungen auf die
Zellen wirken, aber auch innere Kréfte, welche die Zellen durch ihr eigenes Zellskelett auf sich und
andere Zellen austiben.®® Im Fall der Osteozyten kommen auch Scherkrafte durch Flissigkeitsstrome
hinzu, die in den Canaliculi genannten Hohlraumen im mineralisierten Knochengewebe entstehen, in
denen die Osteozyten zu finden sind.5°.

Aus der Literatur sind eine Vielzahl von molekularen Effekten mechanischer Stimulation auf
Osteoblasten oder damit verwandten Zellen (mesenchymale Vorlauferzellen, unreife/reife
Osteoblasten, Osteozyten) bekannt. Alle oben beschriebenen Signaltransduktionswege in
Osteoblasten werden durch mechanische Stimulation beeinflusst.®°

Die eigentlichen Sensoren fiir mechanische Stimulierung in Osteoblasten scheinen Calcium-Kanéle
und Integrine zu sein.5”8* Zum Beispiel ist fir die Calcium-Kanale Piezol und Polycistin1/2 eine
Funktion an mechanosensitiven Prozessen gezeigt worden.®2-%* Polycystin agiert dabei
moglicherweise auch im Zusammenspiel mit dem priméren Cilium, fir das ebenfalls eine
Mechanosensitivitat in Osteoblasten angenommen wird.5°

Die frihesten bekannten zellularen Effekte der Stimulierung sind der Einstrom von Ca2+ in die Zelle
sowie die Bildung und Sezernierung von Prostaglandin E2 (PGE-2), Adenosintriphosphat (ATP) und
Stickstoffmonoxid (NO).40.65.66,

Diese friihen Signalmolekile wiederum beeinflussen dann nachgelagerte
Signaltransduktionskaskaden. So flihrt etwa mechanische Stimulation durch Fliissigkeitsfluss zu einer
Calcium-vermittelten Aktivierung von IPs, NF-kB und COX-2.57-% Calcium-Einstrom in Osteoblasten
als Folge von mechanischer Stimulation durch Flissigkeitsstrom fithrt aul3erdem zu einer
Phospholipase C-, Ras- und ERK1/2-abhangigen Aktivierung von RUNX2.7%71 Durch mechanische
ausgeldste Signaltransduktion Uber Integrine fuhrt durch die Aktivierung von FAK und ERK1/2
ebenfalls zur Erhhung der RUNX2-Aktivitat.5971.72,

Es bestehen also vielfaltige Verknipfungen zwischen mechanischen Einflissen und den
verschiedenen intrazellularen Signalwegen, die wie oben beschrieben die Osteoblastendifferenzierung
und knochengewebsspezifische Zellaktivierung steuern. Sie stimulieren also ebenfalls in aller Regel
oben genannten osteoblastenspezifischen Transkriptionsfaktoren, darunter RUNX2 und COX-25760
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Abbildung 2:  Ubersicht iiber mechanoresponsive Signaltransduktionswege in Osteoblasten; rote Symbole:
Second Messenger, blaue Symbole: intrazellulare Signaltransduktionsproteine, griine Symbole:
aktivierte Transkriptionsfaktoren, Grafik erstellt mit Biorender (biorender.com)

3.2.6. Zell-Matrix-Adhéasion und Fokaladh&sionen

Die Adhésion von Zellen sowie ihre Integrin-vermittelte Bindung an die sie umgebende extrazellulére
Matrix (ECM) sind grundsatzliche Voraussetzung fur normale Zellfunktionen, wie Inhibition und
Regulation der Apoptose, Zellzyklus-Kontrolle und Proliferation oder Differenzierung” und
Migration”#75, in allen Entwicklungsstadien von der Embryonalentwicklung an’®. Dies gilt folgerichtig
auch fur Osteoblasten, deren Funktion je gerade die Interaktion mit der extrazellularen Matrix ist.””78

Eine der wichtigsten Strukturen fiir den Kontakt von Zellen mit ihnrer Umgebung sind Proteinkomplexe,
die sich in ihrer Bezeichnung (,focal adhesions’, ,focal contacts’, fibrillar adhesions)”® und
Zusammensetzung leicht unterscheiden kénnen, im Kern aber den Kontakt vom extrazellularen Raum
per Integrine zum Actin-Zytoskelett herstellen.”-8! Die im Folgenden vereinfacht als Fokaladh&sionen
bezeichneten Komplexe von Integrinen und weiteren Bindungspartnern sind also neben ihrer oben
beschriebenen Bedeutung fur die Mechanosensitivitat in Osteoblasten auch fir weitere grundlegende
zellulare Funktionen wichtig.

Verschiedene Zelltypen exprimieren dabei unterschiedliche Gruppen von Integrinen. In Osteoblasten
sind dies Integrin B1, Integrin 33 und Integrin 5 in Kombination mit verschiedenen Integrin a-
Untereinheiten.®2-84 Die Kombination verschiedener Integrin-Typen vermittelt dabei die
Bindungsfahigkeit an unterschiedliche Liganden. So binden zum Beispiel die Integrine f1/al und
Integrin f1/a2 an Kollagen Typ | und Integrin 3/aV an die knochenspezifischen Matrixproteine BSP
und Osteopontin.&

Fokaladhé&sionen sind grofRe Proteinkomplexe mit einer variablen Zusammensetzung der beteiligten
Proteine. Ein zentrales Protein dabei ist die fokale Adhé&sionskinase (FAK), die mit einer sehr grof3en
Zahl an Proteinen im Fokaladhasionskomplex interagiert.® Bei der Bildung von Fokaladh&sionen wird
FAK rekrutiert von Paxillin®”-# das in sich ausbildenden Adhasionen (,nascent adhesions®, NA)
interagiert mit Kindlin.® FAK wird in der Fokaladhasion durch Phosphorylierung aktiviert®® und
ermdoglicht ihre Reifung.®! Das Adapterprotein Vinculin verstarkt dabei die Bindung der
Proteinkomplexbestandteile und reduziert so ihren fortwahrenden Austausch im Komplex. Dadurch
werden die Fokaladhasionen stabilisiert.®>-*4 Vinculin wiederum wird vom weiteren Komplexpartner
Talin sowie dem Zytoskelettprotein Actin in einer aktivierten Form stabilisiert und dadurch im
Fokaladhasionskomplex gehalten®%* Talin stabilisiert dartiber hinaus auch eine fir externe Liganden
hochaffine Konformation der an der Fokaladhésion beteiligten Integrine und tragt auch so zur Reifung
der Adhasionskomplexe bei.®®
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Der Reifungsprozess von Fokaladhasionen ist abhéngig von einer mechanischen Belastung der sich
bildenden Adhéasion’®, dabei (bt die Zelle selbst eine Zugkraft auf inre Umgebung aus, die durch die

Fokaladhésion vermittelt wird®®. So ist zum Beispiel die Menge an zum Komplex rekrutiertem Vinculin
abhangig von der Kraft, die auf die Adhasion wirkt.®s

Wie stark Zellen auf ihrem Untergrund oder in der sie umgebenden Matrix adhérieren ist abhangig von
der Flache der Fokaladhasionen und ihrer Verteilung.®® Die Starke der einzelnen Fokaladhasionen ist
dabei allerdings nicht direkt korreliert mit ihrer individuellen Grof3e, hier spielen weitere Faktoren wie
etwa die Zellmorphologie eine Rolle.®° Fokaladhasionen haben aber auch selbst eine Funktion als
Mechanosensoren fur die Zelle (siehe Kapitel 3.2.5).

Paxillin, Vinculin, FAK, sowie Integrine sind also zentrale strukturelle und signaltransduzierende
Elemente in Fokaladh&sionen und wurden daher in dieser Arbeit als Markerproteine fiir intakte und
funktionsfahige Fokaladh&sionen in Farbungen ausgewahilt.

3.3. Biomaterialien

3.3.1. Definition

Der Begriff ,Biomaterial‘ ist in der Vergangenheit auf verschiedene Arten und immer wieder neu
definiert worden. Zentrale und entscheidende Eigenschaft eines Biomaterials ist jedoch seine
Biokompatibilitat. Eine frihere und weithin akzeptierte Definition hierfir lautete:

“The ability of a material to perform with an appropriate host response in a specific application.”

,Die Fahigkeit eines Materials, bei einer bestimmten Anwendung eine geeignete Reaktion des
Wirtsorganismus* hervorzurufen.

Spater ist diese Definition erweitert worden um zuséatzliche Anforderungen:

“The ability of a biomaterial to perform its desired function with respect to a medical therapy, without
eliciting any undesirable local or systemic effects in the recipient or beneficiary of that therapy, but
generating the most appropriate beneficial cellular or tissue response in that specific situation, and
optimising the clinically relevant performance of that therapy.”

,Die Fahigkeit eines Biomaterials, seine gewiinschte Funktion in Bezug auf eine medizinische
Behandlung zu erfillen, ohne dabei unerwiinschte lokale oder systemische Effekte im Empfanger der
Behandlung hervorzurufen, dabei aber die fur die spezifische Situation am besten geeignete zellulare
oder Gewebsreaktion zu erzielen und die klinische Wirksamkeit der Behandlung zu maximieren.“%®

Es geht also um die Interaktion von Materialien mit biologischen Systemen, zum Beispiel einem
Menschen als Empfanger einer medizinischen Behandlung, bei der ihr Schaden minimal, ihr Nutzen
aber moglichst grol3 sein soll.

3.3.2. Eighung von Materialien fur die Versorgung von grof3en Knochendefekten

Um die Biokompatibilitat eines Materials zu beurteilen, muss seine geplante spezifische Anwendung
bertcksichtigt werden. Die Testung setzt also zielgewebsspezifische Untersuchungen voraus, um
einen moglichen vom Material ausgehenden Schaden und seine Eignung fiir die Anwendung
abschatzen zu kénnen. Die Testung erfolgt dabei immer mehrstufig. Sie beginnt mit in vitro-
Evaluierungen, die - sofern erfolgreich - mit in vivo-Studien vervollstandigt werden.

Die hier untersuchten Biomaterialkandidaten sind entwickelt worden, um in Implantaten in Knochen
zur Behandlung von grofRen Knochendefekten verwendet zu werden. Uberschreiten diese Defekte
eine gewisse GroRe, so ist eine Heilung ohne weitere Unterstitzung nicht moglich.® Im Allgemeinen
ist dies bei Defekten ab ca. 1-2 cm GrofR3e oder 50% des Knochenumfangs der Fall, hangt aber auch
von der Lokalisation des Defekts, dem Alter des Patienten, dem Zustand des umgebenden Gewebes
und weiteren Faktoren ab.1® Implantate werden bei diesen im Englischen als ,critical size defect’
bezeichneten Defekten eingesetzt, um trotzdem eine Heilung zu ermdglichen. Sie miissen dafir in der
Lage sein, sich in die Wunde zu integrieren, das Einwachsen von Zellen aus deren Umgebung und die
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Neubildung von Knochengewebe zu ermdglichen (Osteokonduktivitat) und gleichzeitig die
mechanische Funktion des noch fehlenden Knochengewebes zu tibernehmen.®

Als autologe Transplantate bezeichnet man Knochengewebe, das dem Patienten an einer anderen
Stelle, oft dem Beckenkamm entnommen und an der Stelle des zu behandelnden Defekts eingesetzt
wird. Wahrend diese Behandlungsmethode zwar gute Behandlungsergebnisse zeigt, bedeutet die
Entnahme von Knochen eine weitere Operationswunde mit dem damit verbundenen Morbiditatsrisiko
(etwa durch Infektion). AuBerdem ist oft nicht genug Knochengewebe zur Entnahme verfugbar, um
den urspriinglichen Defekt behandeln zu kdnnen.3® Auch der Einsatz von menschlichem Knochen aus
einem zweiten Individuum nach dessen Tod ist mdglich (,Allograft). Knappheit an Knochenmaterial
besteht hier nicht. Im Vergleich zu autologen Transplantaten ergeben sich allerdings ein erhéhtes
Risiko von Infektionen®! und eine geringere Langlebigkeit der Transplantate.102.103

Verschiedene synthetische Materialien sind ebenfalls bereits zur Versorgung von Knochendefekten
erprobt worden. Dies sind vor allem Metalle, Keramiken, Polymere und Glaser oder Komposite aus
diesen Materialien.102194.105 E{jr eine moglichst vollstandige Wiederherstellung des gesunden Zustands
des Knochen ist es beim Einsatz von synthetischen Materialien erstrebenswert, dass das Implantat im
Zuge der Heilung resorbiert und durch natives Gewebe ersetzt wird.® Hierbei ist ein mikro- und
makropordser Aufbau wichtig, der die Vaskularisierung des Implantats und die Diffusion von
Nahrstoffen ermdglicht.® Gleichzeitig darf vom Implantat auch keine toxische oder die Heilung
hemmende Wirkung ausgehen. Aul3erdem muss das Material wirksam sterilisiert werden kdnnen, um
nicht zum Ausldser von Infektionen nach der Implantation zu werden.

Unter den synthetischen Implantatmaterialien spielen Keramiken eine besondere Rolle. Durch ihre
hohe Festigkeit konnen sie die mechanische Funktion von Knochen erfullen. Aufgrund ihrer
Zusammensetzung und chemischen Ahnlichkeit zu mineralisierter Knochenmatrix werden Keramiken
auf Calciumphosphat- (Hydroxylapatit, Tricalciumphosphat) oder Calciumsulfatbasis aber auch gut in
den umgebenden Knochen integriert (Osteokonduktion).35:85106 Nachteil keramischer Werkstoffe ist
ihre Sprodigkeit. Polymere nattirlichen oder synthetischen Ursprungs eignen sich ebenfalls als
Implantatmaterial, sie sind dabei in der Regel weniger hart als Keramiken oder Metalle, daftir aber
weniger sprode®. Vor allem biologische Polymere wie etwa Kollagen, Fibrin oder Alginat haben sich
dabei als sehr gut biokompatibel erwiesen und sind bioresorbierbar!®’. Aber auch synthetische
Polymere wie etwa Polylactid oder Polycaprolacton sind mit einigem Erfolg als Implantatmaterial
erprobt worden. Auch diese Materialien sind bioresorbierbar.07:108

Kombinationen von Polymeren und Keramik kann zu Kompositmaterialien fuhren, die die
gewlinschten Eigenschaften beider Materialklassen erfolgreich verbinden.'®® So kénnen etwa
osteokonduktive Materialien (z.B. Hydroxylapatit) mit resorbierbaren, mechanisch flexiblen Polymeren
(etwa Kunststoffen oder Hydrogelen) verbunden werden.'*? Dies verleiht dem Implantat nicht nur
vorteilhafte mechanische Eigenschaften, die Kombination verschiedener Materialien kann auch eine
bessere Integration des Implantats in den Knochen erméglichen, ohne die osteokonduktive Wirkung
der Keramik zu verlieren.%

3.3.3. Evaluierung der Zytotoxizitat von Biomaterialien in vitro

Fur Biomaterialien, die in Knochen eingesetzt werden sollen, muss zur adaquaten Beurteilung der
in vitro-Biokompatibilitét ihre Zytotoxizitat, ihre mechanischen Eigenschaften, ihr struktureller Aufbau
und auch ihre Resorbierbarkeit begutachtet werden.*'!

Im vorliegenden Projekt wurde hauptsachlich die in vitro-Zytotoxizitat der Materialien untersucht.
Diese Prifung ist ein wesentlicher und grundlegender Schritt bei der Evaluierung von Biomaterialien!*?
und notwendige Voraussetzung fir alle weiteren Untersuchungen des Verhaltens von Zellen bei
Interaktion mit dem Material. Darlber hinaus wurden aber auch Versuche durchgefihrt, die die
Materialeigenschaften in Bezug auf mdgliches Einwachsen von Knochenzellen, die Bildung von
extrazellularer Matrix und die Expression knochenspezifischer Markerproteine (Osteokonduktivitat)
untersuchen.
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Die in vitro-Zytotoxizitatsprifung von Medizinprodukten, zu denen auch Implantate z&hlen, ist in
1ISO10993-5 standardisiert. Dieses Regelwerk gibt eine Teststrategie und eine Reihe von méglichen
Testmethoden vor. Demnach soll die Prufung mittels:

.Beurteilung der Zellschadigung aufgrund morphologischer Veréanderungen;

Messungen der Zellschadigung;

— Messungen des Zellwachstums;

Messungen spezifischer Aspekte des Zellstoffwechsels*

erfolgen.*® Die Untersuchungen sollen mit den Priifmustern selbst, oder Extrakten davon
durchgefiihrt werden und die Ergebnisse qualitativ nach morphologischen Gesichtspunkten oder
quantitativ zum Beispiel durch Messung der Zellproliferation beurteilt werden. Hierbei ist die
guantitative Bewertung der qualitativen vorzuziehen.*'3

Als Testsystem kommen priméare Zellen oder Zelllinien in Frage. ISO 10993-5 macht dabei keine
Vorgaben zur Verwendung von ausschlieBlich humanen Zellen. Die bessere Eignung menschlicher
Zellen fir die Evaluierung von Materialien zur spateren Verwendung in menschlichen Patienten liegt
jedoch angesichts von gezeigten Unterschieden im Zellverhalten zwischen verschiedenen Spezies auf
der Hand**16, Der Vergleich menschlicher primarer Osteoblasten mit verschiedenen gangigen
humanen Osteoblastenzelllinien hat ebenfalls bemerkenswerte Unterschiede gezeigt,'!” sodass der
Einsatz priméarer Zellen sinnvoll erscheint. Andererseits fuhrt die eingeschrankte Proliferationsfahigkeit
primarer Zellen und ihre begrenzte Verfiigbarkeit dazu, dass in verschiedenen Studien verschiedene
Zellisolate zum Einsatz kommen muissen. Die Eigenschaften von Zellen aus verschiedenen Isolaten
konnen sich jedoch signifikant unterscheiden, bei Osteoblasten sind etwa das Geschlecht und Alter
der Spender, aber auch die Isolationsmethode Einflussfaktoren fiir verschiedene Aspekte des
Zellverhaltens.'” Primare Zellen missen also vor ihrer Verwendung als Testsystem gut charakterisiert
werden, auch 1SO10993-5 sieht dies vor. In der vorliegenden Arbeit werden primére, humane,
calvariale Osteoblasten verwendet, da diese die in vivo-Situation der geplanten Anwendung der
Materialien in Implantaten fur die Versorgung von Knochendefekten kritischer GroR3e in der
Schéadelkalotte am besten nachbilden.

3.4. Testsystem fur mechanische Stimulation durch Kompression

Der Einfluss mechanischer Stimulation auf das Zellverhalten von Osteoblasten ist vielfach belegt
(siehe Kapitel 3.2.5). Auch bei der Knochenheilung in vivo ist die mechanische Belastungssituation an
der Stelle der Fraktur ein wichtiger Faktor, der den Mechanismus der Heilung und ihre
Geschwindigkeit maRgeblich beeinflusst. Generell scheint eine maflige mechanische Belastung statt
totaler Fixierung die Heilung positiv zu beeinflussen.118119

Zentrales Ziel eines Teils dieser Arbeit war daher die Entwicklung eines Testsystems, das geeignet
ist, die bei mechanischer Belastung in Osteoblasten ablaufenden zellularen Prozesse in vitro zu
untersuchen. Das System soll dazu die mechanische Stimulation unter sterilen Zellkulturbedingungen
ermoglichen, aul3erdem soll es den Einsatz von dreidimensionalen Scaffolds zur Kultur der Zellen und
die zyklische Kompression der Zellen in diesem Scaffold in Form der sogenannten ,confined
compression’ (siehe unten) erlauben. Die zellulare Antwort auf die Stimulation soll anschlielend durch
Messung der Genexpressionsmuster analysierbar sein.

Einzelne &hnliche Versuchsaufbauten sind in der Literatur bereits beschrieben?0121, haufiger werden
allerdings fur die mechanische Stimulation von Zellen in vitro Systeme eingesetzt, bei denen Zellen im
Monolayer durch Dehnung auf elastischen Wachstumsuntergriinden stimuliert werden. Der Einsatz
von dreidimensionalen Scaffolds ist sicherlich vorzuziehen, da dies die physiologische Umgebung der
Osteoblasten besser nachbildet.*

Der Einsatz von Kompression, hier als sogenannte ,confined compression‘, statt Dehnung bildet
ebenfalls viele in vivo-Situationen besser nach als Dehnung. So werden etwa Frakturen wahrend der
Heilung in der Regel durch Kompression belastet.*'® ,Confined compression’, also die Kompression
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unter Verhinderung der gleichzeitigen seitlichen Ausdehnung der komprimierten Probe, vereinheitlicht
die auf die Zellen wirkende Belastung auf eine einzelne Richtung. Im Gegensatz dazu wirde beim
Einsatz von ,unconfined compression’, also der Kompression bei gleichzeitiger seitlicher Ausdehnung
der Probekoérper, ein Spektrum von unterschiedlich ausgerichteten Belastungen auf die Zellen wirken,
was moglicherweise zu einer Uberlagerung verschiedener zellularer Antworten zur Folge hatte, die
analytisch nicht aufzulésen waren.'??

Zyklische Belastung der Zellen ist der statischen Kompression im Sinne der Untersuchung von
Parametern, die die Regeneration unterstitzen ebenfalls vorzuziehen. Sowohl in vitro als auch in vivo
fuhrt die statische Belastung von Osteoblasten bzw. Knochen zu inflammatorischen beziehungsweise
Knochen abbauenden Reaktionen.8123

Zu Beginn des Projekts war keine dementsprechende Methode etabliert. In der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Bernd Rolauffs, Leiter des Forschungszentrums fiir Gewebeersatz, Regeneration und
Neogenese (G.E.R.N) an der Universitatsklinik Freiburg, war zwar die Arbeit mit einer
Kompressionsmaschine zur mechanischen Stimulation Routine, allerdings in deutlich verschiedenen
Anwendungen, in der Regel mit nativen Gewebestlicken. Diese vorhandene Expertise war hilfreich.
Trotzdem mussten fiir viele technische und biologische Aspekte der hier angestrebten Anwendung
neue Lésungen gefunden werden.
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4, MATERIAL UND METHODEN
4.1. Abkirzungen

alphaMEM Variante des 'Modified Eagle Medium'
ANOVA Varianzanalyse

BMP-2 Bone morphogenetic protein 2

BSA Rinderserumalbumin

cDNA komplementére DNA

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol

DAVID Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery
DMEM Dulbeccos Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

FCS fotales Kalberserum

GOl (in der gPCR) untersuchtes Gen

HA Hydroxylapatit

HBSS Hank’s Balanced Salt Solution

HBV Hepatitis B-Virus

HCV Hepatitis C-Virus

HIV Humanes Immundefizienz-Virus

HKG Referenzgen (in der gPCR)

HPV16 Humanes Papilloma-Virus

KGM Keratinozytenmedium

MSC mesenchymale Stammzellen

nGVvV gemahlenes Nanogelatinevlies

ObGS Osteoblasten-Wachstumsfaktoren (Mediumsupplement)
ObM Osteoblastenmedium

PBS Phosphat-gepufferte Salzlésung

PCR Polymerasekettenreaktion

PFA Paraformaldehyd

PHM Polyhydroxymethylen

PPC Positivkontrolle in der gPCR

PVA Polyvinylalkohol

PVCA Polyvinylencarbonat

gPCR guantitative (reverse Transkriptase-) Polymerasekettenreaktion
REM Rasterelektronenmikroskopie

RNA Ribonukleinséaure

RTC Reverse-Transkriptase-Kontrolle
TGFB Transforming Growth Factor 8

TNFa Tumornekrosefaktor a

uv-C ultraviolette Strahlung (A~280-100 nm)
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4.2. Medien

Folgende Medien wurden verwendet:
Tabelle 1: Zusammensetzung der verwendeten Medien

Medium Zusammensetzung

Fa. Sciencell (Carlsbad, USA), Art.Nr.: 4601;
Osteoblastenmedium (ObM) nach Herstellerangaben: Zugabe von FBS, Osteoblasten-Wachstumsfaktoren (ObGS),
Penicillin/Streptomycin (P/S) (alle mitgeliefert)

ObM basal wie ObM, ohne Zugabe von FCS, ObGS, P/S
ObM -Serum wie ObM, ohne Zugabe von FCS
ObM -Serum -ObGS wie ObM, ohne Zugabe von FCS, ObGS

wie ObM, Zugabe von 50pg/ml Na-L-Ascorbat (Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen), 0,01 M
ObM Mineralisierungsmedium B-Glycerol-2-Phosphat (Fa. Merck, Darmstadt), 0,1 uM Dexamethason (Sigma Aldrich,
Taufkirchen, Art.Nr. D4902)

Fa. Thermo Fisher Scientific (Darmstadt), Art.Nr.: 22320-030; Zugabe von 10% FCS
(Fa. Bio&Sell, Feucht) Art.Nr.: FCS.EUA.0500), 2 mM Glutamax (Fa. Thermo Fisher
Scientific, Darmstadt), 0,12 mg/ml Kanamycin (Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

Dulbeccos Modified Eagle Medium
(DMEM)

wie DMEM, Zugabe von 50ug/ml Na-L-Ascorbat (Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen),
DMEM Mineralisierungsmedium 0,01 M B-Glycerol-2-Phosphat (Fa. Merck, Darmstadt), 0,1 pM Dexamethason (Sigma
Aldrich, Taufkirchen, Art.Nr. D4902)

Fa. Thermo Fisher Scientific (Darmstadt), Art.Nr.: 121561-056; Zugabe von 10% FCS
alphaMEM (Fa. Bio&Sell, Feucht) Art.Nr.: FCS.EUA.0500), Penicillin/Streptomycin (1%, Fa.
Biochrom, Berlin)

Fa. Promocell (Heidelberg), Art.Nr.: C-20011; nach Herstellerangaben: Zugabe von
Keratinozytenmedium (KGM) Supplement-Mix, CaCl2, zuséatzlich: Zugabe von 50 mg/ml Kanamycin (Fa. Sigma-
Aldrich, Taufkirchen), 10 mg/ml Neomycin (Fa. Sigma-Aldrich, Taufkirchen)

4.3. Chemikalien und Reagenzien

BMP-2 (CHO-derived)  Fa. Peprotech (Hamburg), Art.Nr.. 120-02C, Lot.Nr.: #0919595 G1320;
stock: 50 pg/mlin 0,1% BSA in PBS, gelagert bei -20°C

Chloroform Fa. Carl Roth, Karlsruhe, Art.Nr. 6340.4

DAPI Fa. Thermo Fisher Scientific (Darmstadt), Art.Nr. D3571
Ethanol Fa. Sigma Aldrich (Taufkirchen)

Fibrinogen Fa. Merck Chemicals (Darmstadt), Art.Nr.: 341576
Fibronectin Fa. Sigma Aldrich (Taufkirchen), Art.Nr. FO895
HBSS+Ca Fa. Sigma Aldrich (Taufkirchen), Art.Nr. 55037C
Octenidin Apotheke des Universitatsklinikums Freiburg

PBS Fa. Thermo Fischer Scientific (Darmstadt), Art.Nr. 14190-094
Propidiumiodid Fa. Sigma Aldrich (Taufkirchen), Art.Nr. P4864
SYTO16 Fa. Thermo Fisher Scientific (Darmstadt), Art.Nr. S7578
Thrombin Fa. Merck Chemicals (Darmstadt), Art.Nr.: 605190
Triton X-100 Fa. Sigma Aldrich (Taufkirchen)

Trizol Fa. Sigma Aldrich (Taufkirchen), Art.Nr. T9424
Trypsin/EDTA Fa. Anprotec (Bruckberg), Art.Nr.: AC-EZ-0020

4.4. Zellen, Zellcharakterisierung, Zellkultur

In allen Teilprojekten der Arbeit kamen humane, primare, calvariale Osteoblasten zum Einsatz. Diese
Zellen sind kommerziell erhéltlich (Fa. Sciencell, Carlsbad, USA, Art.Nr. 4600). Bescheinigt werden
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den Zellen negative Tests auf HIV-1, HBV, HCV, Mycoplasmen, Bakterien, Hefen und Pilze. Es
werden mindestens 10 Populationsverdopplungen garantiert. Die Osteoblasten wurden im vom
Hersteller verfigbaren, proprietdren Osteoblastenmedium (ObM) kultiviert und bei Erreichen von fast
vollstandiger Konfluenz passagiert falls nicht anders beschrieben.

Zur vorlaufigen Charakterisierung der Osteoblasten wurde ein Mineralisierungsassay mithilfe einer
Farbung mit Alizarinrot durchgefiihrt. Dazu wurden die Zellen in Passage 6 bis zur Konfluenz in ObM
kultiviert und die Medien dann durch DMEM- bzw. ObM-basierte Mineralisierungsmedien (siehe
Kapitel 0) ersetzt. Die Zellen wurden darin dann weitere 3 Wochen kultiviert und anschlieBend mit
PBS gewaschen. Nach Fixierung mit eiskaltem Ethanol und Waschen mit Wasser wurden die Zellen
mit 40 mM Alizarinrot-Lésung (pH 4,1) (Fa. Roth, Karlsruhe) fir 30 min bei Raumtemperatur gefarbt.
Nach viermaligem erneuten Waschen mit Wasser kann das Vorhandensein mineralisierter
extrazellularer Matrix an der Intensitat der Farbung abgelesen werden.

Auf3erdem kamen in einigen Versuchen HPV16 E6/E7-immortalisierte, humane Gingivakeratinozyten
zum Einsatz. Diese Zellen wurden vor Beginn der vorliegenden Arbeit in Explantatkultur genommen
(Ethik-Votum 307/09 der Albert-Ludwigs-Universitat Freiburg) und in der Gruppe von Dr. Massimo
Tommasino (International Agency for Research on Cancer, Weltgesundheitsorganisation, Lyon,
Frankreich) immortalisiert (nach Pear et al., 1993'%4). Die gewebsspezifische Expression von
Markerproteinen und der Chromosomenstatus dieser Zellen sind Gberprift worden.*

Die immortalisierten Gingivakeratinozyten wurden in Keratinozytenmedium (KGM) kultiviert. Das
Medium wurde 2- bis 3-mal pro Woche erneuert. Bei Erreichen von Subkonfluenz wurden die Zellen in
PBS gewaschen, mit Trypsin/Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) (0,05%/0,02%, Fa. Anprotec,
Bruckberg) abgeldst und nach Zentrifugieren in DMEM im jeweiligen Kulturmedium erneut ausgesat.

In Versuchen zur Charakterisierung der Osteoblasten in Monolayern inklusive der Untersuchung des
Einflusses der Medienzusammensetzung auf die Osteoblasten, des Effekts von BMP-2 bei
Verwendung von ObM, zur Kultur der Zellen in Fibringelen und in Kompressionsversuchen (siehe
Kapitel 4.15) wurde ein weitergehend standardisiertes Zellkulturschema als das in den anderen
Projektteilen verwendet: Es wurden fur alle genannten Versuche primare, calvariale Osteoblasten
einer einzelnen Herstellercharge (#0309) verwendet. Mediumwechsel fanden jeweils 3 Tage nach
dem Ausséen der Zellen statt, Abldsen mit Trypsin und erneutes Aussaen nach 5 Tagen. Dieses
Schema wurde in allen Passagen beibehalten. Die Zellen wurden in Passage 1 aus bei -150°C
gelagerten Aliquots aufgetaut, wie beschrieben kultiviert und in Passage 3 wieder bei -150°C
eingefroren und gelagert. Fur die genannten Versuche herangezogen wurden ausschlief3lich Zellen,
die in Passage 3 wiederum aufgetaut, kultiviert und dann in Passage 5 verwendet wurden. Eine
Abweichung von diesem System gab es nur fir die Zellen, die in Versuchen zur mechanischen
Stimulation in Gelen verwendet wurden. Diese wurden in Passagen 3 und 4 fir 4 statt 5 Tage
kultiviert. Ein Mediumwechsel wurde hier nach jeweils 2 Tagen durchgefiihrt.

Wahrend der Kultivierung wurde die Zunahme der Zellzahl innerhalb eines Kultivierungsintervalls von
Passage zu Passage von 5 Tagen Lange dokumentiert. Die Geschwindigkeit der Proliferation wurde
daraus mithilfe eines simplen exponentiellen Modells berechnet.

Zellzahl nach Kultur = Zellzahl beim Aussien  ProliferationsgeschwindigkeitAnzeht der Tage in Kultur

Die Anzahl ausgeséter Zellen wurde konstant gehalten, ebenso wie die vorgegebene Dauer der
Kultivierung bis zum Passagieren von 5 Tagen. Die Proliferationsgeschwindigkeit ergibt sich daher
einfach aus der Zahl der Zellen nach der Kultivierung und beschreibt sehr vereinfacht die
durchschnittliche Zunahme der Zellzahl pro Tag. Die durchschnittliche Proliferationsgeschwindigkeit
wurde fur die Passagen 2 bis 6 in mindestens 14 bis maximal 66 Replikaten ermittelt (14=n=66).

Um den Einfluss der Mediumzusammensetzung auf das Verhalten der verwendeten Osteoblasten zu
untersuchen, wurde verschiedenen weiteren Medien(-varianten) erprobt. Neben dem vom
Zelllieferanten vorgesehenen Medium ObM wurden die Zellen ObM ohne Serum (ObM -Serum) und
ObM ohne Serum und ohne Wachstumsfaktoren (ObM -Serum -ObGS) kultiviert. Dabei wurde die
Geschwindigkeit verfolgt, mit der die Zellen Konfluenz erreichen und die Genexpressionsmuster per
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gPCR-Arrays gemessen. Dafiir wurden die Osteoblasten in Passage 4 oder 5 in ObM ausgesét. Nach
6 h wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt und dabei je nach Versuch das Medium ersetzt mit ObM,
ObM -Serum oder ObM -Serum -ObGS. Nach Kultur Giber Nacht wurden die Zellen mithilfe des
RNeasy Kits der Fa. Qiagen (Hilden) lysiert und ihre RNA extrahiert.

Zur Untersuchung der Expressionsmuster von Zelladhasionsproteinen durch
Immunfluoreszenzfarbung wurden primére Osteoblasten in Passage 5 ausgesat auf Glas- (Thermo
Fisher Scientific, Darmstadt) oder Kunststoffdeckglaschen (aus PVC, Electron microscopy sciences,
Hatfield, USA). In einigen Versuchen wurden die Glasdeckglaschen zuvor mit Fibronectin beschichtet.
Dazu wurden die Deckglaser vor der Besiedelung fur 30 min bei Raumtemperatur mit einer 0,0005%
Losung Fibronectin (Thermo Fisher Scientific, Darmstadt) in PBS inkubiert und anschlieRend zweimal
mit PBS gewaschen.

4.5. Stimulation von primaren, humanen Osteoblasten mittels BMP-2

Um die Zelltyp-spezifische Stimulierbarkeit der verwendeten Osteoblasten zu demonstrieren, wurden
die Zellen mit BMP-2 im Medium Kultiviert und die Expressionsmuster von Genen gemessen, die mit
der Osteogenese in Verbindung stehen. Daflir kamen zwei verschiedene Konzentrationen BMP-2 zum
Einsatz. Aus der Literatur ergeben sich Konzentrationen von 50 ng/ml und 300 ng/ml, sowie
Inkubationszeiten von 2 und 7 Tagen, die geeignet sind, um einen messbaren Effekt auf die
Genexpression von Osteoblasten hervorzurufen!?6-132, Um einen Einfluss des Mediumsupplements
FCS auszuschlie3en, wurde die Stimulierung mit BMP-2 in ObM und ObM -Serum durchgeftihrt. Die
Osteoblasten wurden in beiden Fallen zunéchst in Passage 5 mit einer Dichte von 4570/cm? in ObM
ausgesat. Den Zellen wurde 6 Stunden Zeit gegeben, um zu adharieren; anschlieRend wurde das
Medium ausgetauscht durch ObM beziehungsweise ObM -Serum. Nach Kultur tber Nacht wurde
erneut das Medium ausgetauscht mit ObM beziehungsweise ObM -Serum, jeweils mit 0 ng/ml,

50 ng/ml oder 300 ng/ml BMP-2. Nach 2 bzw. 7 Tagen wurde jeweils die RNA mithilfe des RNeasy
Kits der Fa. Qiagen (Hilden) aus den Zellen extrahiert. Zusétzlich zum Standardprotokoll des
Herstellers wurde eventuell vorhandene genomische DNA mithilfe der gDNA-Eliminator-Tubes
entfernt. Die RNA wurde in 40 pl Wasser eluiert und Integritat und Konzentration mit dem Mikrofluidik-
Gelelektrophoresesystem Experion (Fa. Bio-Rad, Feldkirchen) gemessen. Die Analyse der
Genexpressionsmuster per quantitativer RT-PCR (qPCR) wurde durchgefiihrt wie in Kapitel 5.2.3
beschrieben. Dabei wurde auch eine statistische Auswertung per Student’s T-Test vorgenommen. Der
Effekt von BMP-2 wurde in 3 biologischen Replikaten untersucht (n=3).

4.6. Art, Beschaffenheit und Herkunft von Biomaterialien

Untersucht wurden in dieser Arbeit zwei Gruppen von Biomaterialien mit voneinander verschiedenen
Grundbestandteilen. Eine Gruppe, entwickelt und hergestellt in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Rolf
Mulhaupt an der Universitat Freiburg, basiert auf Polyvinylencarbonat (PVCA). Dieses Material und
sein Derivat Polyhydroxymethylen (PHM) sind feste Kunststoffe (chemische Strukturen von PVCA,
PHM, siehe Abbildung 3). Die zweite Gruppe Biomaterialien sind alginatgelbasiert und stammen aus
der Gruppe von Dr. Rainer Detsch an der Universitat Erlangen-Nurnberg.

Af B

Abbildung 3:  chemische Strukturen von A: PVCA, B: PHM

Beide Materialgruppen wurden durch Zugabe von weiteren Materialien und durch ihre Verarbeitung
mit 3D-Druckmethoden madifiziert und in ihren (Biomaterial-)Eigenschaften verandert, um eine
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maglichst gute Eignung als Knochenersatzmaterial zu erreichen. In Tabelle 2 und Tabelle 3 sind die
Materialvarianten aufgelistet, die in der Arbeit zum Einsatz kamen.

Tabelle 2: Varianten der PVCA-basierten Materialien

Grundmaterial Fullstoff Verarbeitung

PVCA ohne 3D-Druck massiv
kryo-3D-Druck porés

Aerosil 200 3D-Druck massiv

Hydroxylapatit 3D-Druck massiv
kryo-3D-Druck porés

PHM ohne 3D-Druck massiv
kryo-3D-Druck poros

MgO-Nanopartikel 3D-Druck massiv

nano-Gelatinevlies 3D-Druck massiv

Hydroxylapatit 3D-Druck massiv

kryo-3D-Druck pords
Tabelle 3: Varianten der alginatgelbasierten Materialien

Grundmaterial Fillstoff Verarbeitung

Alginat ohne 3D-Druck massiv
3D-Druck poros

Hydroxylapatit grob 3D-Druck massiv

3D-Druck poros
Hydroxylapatit fein 14% 3D-Druck massiv

3D-Druck poros
Hydroxylapatit fein 21% 3D-Druck massiv

3D-Druck pords
Hydroxylapatit fein, Gelatine Typ B 3D-Druck massiv

Hydroxylapatit fein, Gelatine Typ A 3D-Druck poros

3D-Druck massiv

Alle Materialien auf PVCA- und Alginatgel-Basis wurden durch 3D-Druck-Verfahren verarbeitet.
Né&heres dazu ist bereits publiziert worden33134, Zum Einsatz kamen Probekdrper mit
dreidimensionalen, miteinander verbundenen Poren (,makropords®), und massiv gedruckte Proben
ohne definierte dreidimensionale Strukturierung.

Zur Herstellung von Probekdrpern aus PVCA und PHM wurde PVCA mithilfe eines Bioplotters als
viskose Ldsung in Dimethylsulfoxid (DMSO) extrudiert und anschlieBend in Wasser gefallt. PHM-
Proben wurden durch anschlieRende Umsetzung des PVCA zu PHM in basischer Losung gewonnen.
Es wurden zwei Arten von Probekérper hergestellt: Einerseits Proben, die massiv, also ohne beim
Drucken intendierte Poren gedruckt wurden. Andererseits Probekorper, die durch Ablegen von
Materialstrangen mit einem gewissen Abstand zueinander Poren mit definierbarer Grol3e erhielten
(,Makroporen®). Im spéateren Verlauf des Projekts wurden die Materialien wéhrend des Druckens
mithilfe von Trockeneis eingefroren (,kryo-3D-Druck®). Formveréanderungen, die durch das Fallen in
Wasser entstanden, lieRen sich dadurch verringern, sodass hthere Auflosungen erreicht werden
konnten33, Dadurch war es schlussendlich moglich, Strukturen mit Poren mit einer GroRe von ca.
200 pm zu drucken.

Zur Verbesserung der méglichen Auflésung beim Druck von PVCA wurden Fullstoffe zum
Grundmaterial hinzugefiigt. Diese waren Aerosil 200, Magnesiumoxid-Nanopartikel und
Hydroxylapatit, sowie gemahlene Nanogelatinevliese (nGV). Aerosil 200 (Fa. Evonik, Hanau) ist
hydrophile pyrogene Kieselsaure mit einer spezifischen Oberflache von 200 m?/g und wurde mit einer
Konzentration von 7 wt% eingesetzt. Es sollte ebenso wie Magnesiumoxid (MgO)-Nanopartikel (Alfa
Aesar, Kandel, durchschnittliche Partikelgrof3e <100 nm, 57 wt%) auf seine Eignung als
Thixotropiermittel beim Druck von PVCA untersucht werden. Thixotropiermittel erleichtern den 3D-
Druck von sehr kleinen Strukturen durch eine Erh6hung der Viskositat wahrend des Druckvorgangs.
Auch fur Hydroxylapatit (Fa. abcr, Karlsruhe, durchschnittliche PartikelgréRe 5 + 3 um, 33 wt%) sollte
ein moglicher thixotroper Effekt Gberpriift werden. Die Herstellung der Gelatinevliese wurde zuvor
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beschrieben'®. Hier wurden Gelatinevliese nach Mahlen in fliissigem Stickstoff mit einer
Konzentration von 5% in PVCA- und PHM-Materialvarianten eingesetzt.

Alle PVCA-basierten Materialproben konnten vor der Besiedelung mithilfe von 70% Ethanol
desinfiziert werden. Die Proben wurden mindestens Uber Nacht bei Raumtemperatur in 70% Ethanol
inkubiert und dann zweimal fiir 5 min, einmal Giber Nacht und anschlielend zwei weitere Male fur

5 min in PBS gewaschen.

Alginat-Hydrogel-basierte Probekérper wurden ebenfalls durch 3D-Druck hergestellt. Die Hydrogele
selbst sind fur den Druck durch Extrudieren geeignet. Im Laufe des Forschungsprojekts zur
Entwicklung des Materials wurden Verbesserungen im Druckverfahren erzielt, sodass auch hier
dreidimensional pordse Strukturen druckbar waren. Alle Arbeiten zur Herstellung der Probekédrper auf
Alginatbasis wurden in und von Mitarbeitern der Arbeitsgruppe von Herrn Dr. Detsch in Erlangen
durchgefihrt.

Zum Herstellen der Druckpasten aus Alginat wurde PBS auf 80°C erwarmt und Polyvinylalkohol (PVA)
(3% wi/v) eingeruhrt. AnschlieRend wurde Alginat 176 (PH176, VIVAPHARM® JRS PHARMA GmbH &
Co. KG, Rosenberg, 7% w/v) darin gelést und geriihrt. Auch beim Materialsystem Alginat wurden
verschiedene Zusétze zur Verbesserung der Materialeigenschaften erprobt. Von vornherein
vorgesehen war die Zugabe von Hydroxylapatit (HA) zum Alginatgel zur Verbesserung der
Zelladhasion auf dem Material. Das HA wurde hier mit 14% w/v beziehungsweise 21% w/v eingesetzt
und vor der Zugabe von Alginat in die PBS-PVA-Mischung eingerihrt. Es wurde HA mit zwei
verschiedenen Partikelgrof3enverteilungen eingesetzt. Das grébere HA (Fa. Sigma-Aldrich,
Taufkirchen), hatte eine nominelle Partikelgré3e von 10/50 um (,grob®). Das feinere HA (Fa. Medical
Group, Béligneux, Frankreich) eine nominelle Partikelgrof3e von 5/25 um (,fein®). Abbildung 4 zeigt
rasterelektronische Aufnahmen der Partikel. Materialvarianten ohne den Zusatz von Hydroxylapatit
wurden im Projekt auch mit ,Schicht A“ bezeichnet, Materialien mit Zusatz von Hydroxylapatit als
»Schicht B“.

Abbildung 4:  Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der verwendeten Hydroxylapatit-Varianten; links:
Partikel mit 10/50 ym (,grob*), rechts: Partikel mit 5/25 um (,fein“); Aufnahmen angefertigt von
Vera Bednarzig, Universitat Erlangen-Nurnberg; Maf3stabsbalken: 20 pm

Zusétzlich zur Zugabe von Hydroxylapatit wurde Schicht B auch als Variante mit Gelatine erprobt.
Zum Einsatz kam zunéchst unter basischen Bedingungen extrahierte Gelatine (Typ B) aus dem Rind
(Fa. Merck, Darmstadt, 90 bloom). Da in der kooperierenden Arbeitsgruppe an der Universitat
Erlangen-Nurnberg ein Protokoll zur Verwendung von Gelatine des Typs A (extrahiert unter sauren
Bedingungen) bereits etabliert war'®, wurde die alginatbasierten Materialien im spateren Verlauf des
Projekts auf eine solche Gelatine umgestellt (Rousselot X-pure 10P HBLV, Gent, Belgien). Ein
Einfluss auf die biologischen Eigenschaften der Materialien im Sinne der Besiedelung durch humane,
priméare Osteoblasten oder ihre in vitro Biokompatibilitdt konnte nicht festgestellt werden (siehe Kapitel
5.1.5). Die Gelatine wurde in beiden Fallen mithilfe von Transglutaminase quervernetzt, um ein
Ausl6sen aus dem Materialgefiige unter Zellkulturbedingungen zu verhindern.

Die alginatbasierten Probekdrper wurden unter keimarmen, aber nicht sterilen Bedingungen
hergestellt. Die Herstellungsumstande mit vielen Mischvorgadngen groRerer Materialmengen und die
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Verarbeitung im 3D-Drucker erlaubten laut Aussage unserer Projektpartner an der Universitat
Erlangen-Nurnberg keine Einhaltung aller Mainahmen zum sterilen Arbeiten. Daher wurden
Maoglichkeiten zur nachtraglichen Sterilisierung erprobt. Eine Desinfizierung der Alginat-basierten
Materialien mit Ethanol war wegen ihrer Zusammensetzung und grof3en Porositat nicht maglich.
Daher wurden kurzfristige Versuche (bis 3 Tage Kulturzeit) ohne Sterilisierung durchgefihrt. Die
Proben wurden vor dem Einsatz mehrfach in Hank’s Balanced Salt Solution (inklusive Calcium)
(HBSS+Ca) gewaschen. In der kurzen Kulturzeit reichte das aus, um zusammen mit den im Medium
vorhandenen Antibiotika eine Kontamination der Kultur zu verhindern. Fir langere Kulturzeiten im
weiteren Verlauf der Arbeit war eine Sterilisierung der Proben jedoch notwendig. Hierfiir wurden
verschiedenen Anséatze evaluiert:

Zunéachst wurden die Proben in einer UV-Kammer der Firma Dr. Grobel UV-Elektronik GmbH
(Ettlingen) mit UV-C-Strahlung (Wellenlange 255 nm) mit einer Dosis von 100 bis 500 mJ/cm? je Seite
behandelt. In einem zweiten Ansatz wurden Proben flir 2 min in 0,1% Octenidin in HBSS+Ca inkubiert
und anschlieend dreimal in HBSS+Ca gewaschen. Octenidin wurde erprobt, da es als wenig
aggressives Desinfektionsmittel bekannt ist, und daher zum Beispiel auch auf Schleimhauten und
Wunden angewendet werden kann. In einem letzten Ansatz wurden die Probekdrper dicht verpackt
und bei kommerziellen Anbietern per gamma-Strahlung sterilisiert. Dabei kamen Strahlendosen von 5
bzw. 15 kGy zum Einsatz. Ein méglicher negativer Einfluss der sehr energiereichen gamma-Strahlung
auf die Struktur der Proben wurde in der Arbeitsgruppe von Dr. Detsch untersucht und nicht
festgestellt.

Grundsatzlich war die Zahl der verfugbaren Probekérper aufgrund der limitierten Herstellungskapazitat
der kooperierenden Arbeitsgruppen stets stark begrenzt. Einige der hier durchgefuhrten Versuche
konnten daher leider nicht in dem Umfang oder mit der Zahl an Replikatversuchen durchgefuhrt
werden, die gewilnscht war.

4.7. Messung der Materialquellung von alginatbasierten Biomaterialproben

Um das Aufquellen von Alginatgelproben bei Inkubation in verschiedenen Puffern beziehungsweise
Medien zu quantifizieren, wurden die Proben Uber den Verlaufszeitraum eines Experiments mehrfach
fotografiert und die Durchmesser der Proben computergestitzt vermessen. Die Proben wurden tber
Zeitraume von bis zu 48 h in PBS, HBSS mit 1,26 mM Calcium, DMEM, alphaMEM beziehungsweise
Varianten dieser Medien in 12-well-Platten inkubiert. Fotografiert wurden die Proben dann in zeitlichen
Abstanden mehrfach und senkrecht von oben, um die perspektivische Verzerrung zu minimieren. Die
seitlich begrenzenden Wande der 12-well-Platte wurden dabei als GroR3enreferenz mit fotografiert.
Durch Vermessung von Probe und Well in den entstandenen Bildern (in Pixeln) konnte mithilfe des
bekannten Durchmessers des Wells der Durchmesser (in mm) jeder Probe berechnet werden. Aus
den Durchmessern wurde dann die Oberflache der (ndherungsweise kreisrunden) Proben berechnet
und fur die Auftragung auf den Ausgangsdurchmesser bei Beginn des jeweiligen Experiments
normalisiert.

4.8. Proliferationsverfolgung durch Impedanzmessung

Zur Beurteilung der Biokompatibilitat von Biomaterialien wurde die Proliferation und Zelladhasion von
Gingivakeratinozyten und Osteoblasten wéahrend der Kultur in Eluaten der Materialien beobachtet.
Dafur wurde das iCelligence-System (Fa. Agilent, Santa Clara, USA) verwendet. Dieses Gerat misst in
einer speziellen Zellkulturschale die Impedanz zwischen in den Boden der Schale eingelassenen
Elektroden. Durch sich darauf anheftende und proliferierende Zellen erhoht sich die Impedanz. Nimmt
die Zellzahl ab, oder verringert sich die Adhasionsstarke der Zellen, sinkt sie. Der Verlauf der
gemessenen Impedanz tber die Zeit spiegelt das Wachstum und die Gesundheit der kultivierten
Zellen wieder. Der Vergleich der Wachstumsverlaufe von Zellen in verschiedenen Medien, z.B.
unbehandeltes Medium und Materialeluate, erlaubt Aussagen uber positive oder negative Effekte ihrer
Inhaltsstoffe. Hier wurde das System eingesetzt, um mdgliche Effekte der Eluate von
Biomaterialkandidaten zu untersuchen.
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Um die in vitro-Biokompatibilitat der Grundmaterialien PVCA und PHM zu tberprifen, wurden Eluate
von Probekdrpern mit einer Gesamtoberflache von ca. 3,5 cm? hergestellt. Dazu wurden die Proben
nach der Lagerung in Ethanol fiir mehrere Stunden in PBS gewaschen und das PBS dabei mehrfach
erneuert. Anschlielend wurden die Proben in jeweils 5 ml KGM fiir 7 Tage bei 37°C, 5% CO:
inkubiert. Parallel wurde KGM ohne Material auf dieselbe Art inkubiert, um im Versuch als
Negativkontrolle zu fungieren. Diese Eluate wurden dann anstelle von unbehandeltem und nicht
vorinkubiertem Zellkulturmedium fir die Kultur von Gingivakeratinozyten im iCelligence-System
verwendet. Dazu wurden die Zellen nach dem Trypsinieren in den Eluaten resuspendiert und mit
0,102-10%/cm? in die iCelligence-Zellkulturschalen ausgesat und ihre Proliferation verfolgt. Ein
Austausch des Mediums/Eluats fand alle 2 oder 3 Tage statt. Verbrauchtes Eluat wurde dabei mit
frischem ersetzt.

Ein schneller Anstieg der als ,Cell Index‘ bezeichneten Impedanz zeigt schnelle Proliferation oder
zunehmende Adhasion der Zellen an. Ist dieser Anstieg im Vergleich zu einer Negativkontrolle mit
Medium ohne darin inkubiertem Material langsamer, kann davon ausgegangen werden, dass
Bestandteile der Probekérper in die Eluate Gbergegangen sind und das Wachstum der Zellen
behindert haben. Hier ware nicht von Biokompatibilitat der getesteten Materialien auszugehen.

Um ihre Biokompatibilitat und eventuelle gewebsspezifische Effekte der Materialien noch
weitergehend zu untersuchen, wurden fiir ausgewahlte Materialvarianten im spateren Verlauf des
Projekts auch der Effekt von Eluaten auf die Proliferation von primaren, humanen Osteoblasten
untersucht. Hierfiir wurden Eluate nach ISO-Norm 10993-5:2012-07 hergestellt*¥’. Fir die Elution
wurden dementsprechend 0,8 ml ObM pro cm? Probenoberflache verwendet (Probekérper mit Dicke >
1 mm). Die Probekérper wurden gewaschen wie oben beschrieben und dann fiir 72 h bei 37°C im
Medium inkubiert. Die Osteoblasten wurden trypsiniert und im Eluat oder unbehandeltem
Kontrollmedium mit einer Zelldichte von 0,078-108/cm? in iCelligence-Platten ausgesat. Das
Wachstum der Zellen wurde fiir 100 h beobachtet. Es wurden fiir jede Materialvariante mindestens 3
Eluate hergestellt und ihr Einfluss auf das Zellwachstum gemessen (n=3). Zur Auswertung wurde der
kumulative Zellindex durch Integration des Zellindexes Giber die Zeit bestimmt. Zum Vergleich des
Wachstums von Osteoblasten in Eluaten und unbehandeltem Kontrolimedium wurden die
durchschnittlichen kumulativen Zellindizes der Replikate berechnet und mittels Zweistichproben-t-Test
fur zwei gepaarte Stichproben in der Software Prism 7 (Fa. Graphpad, San Diego, California, USA)
verglichen. Zum Vergleich des Zellwachstums zwischen verschiedenen Materialvarianten wurden
deren kumulierte Zellindizes normalisiert auf den kumulierten Zellindex ihrer jeweiligen
Negativkontrolle (unbehandeltes Medium) und dann mittels einfacher Varianzanalyse (,one-way
ANOVA) verglichen. Dabei wurden Normalverteilung und gleiche Varianzen zwischen den
verglichenen Gruppen angenommen.

4.9. Besiedelung von Materialproben

Neben der Untersuchung von Materialeluaten wurde die in vitro-Biokompatibilitat der Materialien auf
PVCA-/PHM- und Alginatgel-Basis auch durch direkte Besiedelung mit Osteoblasten untersucht. Dazu
wurden massiv und makroporos gedruckte Probekorper mit 1,3-10* Zellen/cm? (PVCA-/PHM-Basis)
beziehungsweise 2,6-10* Zellen/cm? (Alginatbasis) besiedelt. Massiv gedruckte Materialproben auf
PVCA-/PHM-Basis wurden vor der Besiedelung mit Nassschleifpapier bis 4000 grit plangeschliffen,
um eine ebene Besiedelungsoberflache zu erhalten.

4.10. Beschreibung und Charakterisierung der Kompressionsmaschine

Zur Kompression und Charakterisierung von Fibringelproben mit und ohne Zellen kam im Projekt eine
Kompressionsmaschine zum Einsatz, die von der Arbeitsgruppe um Alan J. Grodzinsky am
Massachusetts Institute of Technology, Boston entwickelt, gebaut und beschrieben wurde®*8. Die
Maschine befindet sich nun im Labor von Prof. Dr. Bernd Rolauffs, Leiter des Forschungszentrums fur
Gewebeersatz, Regeneration und Neogenese (G.E.R.N) an der Universitatsklinik Freiburg, und wurde
fur die Durchfiihrung von Versuchen fir diese Doktorarbeit freundlicherweise zur Verfigung gestellt.
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Die Maschine besteht im Wesentlichen aus einer Plattform zur Aufnahme von Proben, einem nach
oben und unten beweglichen Adapter fur die Aufnahme von Stempeln, sowie Kraft- und
Positionssensoren zur Verfolgung der Adapterbewegung. Mithilfe einer Software kann diese
Bewegung anhand der Daten der Sensoren mit fein einstellbaren Parametern und reproduzierbar
durchgefihrt und nachverfolgt werden.

Die Plattform erlaubt das Einsetzen von verschiedenen, auf die jeweilige Anwendung zugeschnittenen
Apparaturen und Probenaufnahmen. Die hier verwendete ist Apparatur ist in Kapitel 5.2.7 naher
beschrieben.

Der Stempeladapter wird Uber eine Gewindestange von einem Schrittmotor bewegt, und kann dabei
eine Kraft von maximal 400 N ausiiben. Seine Position entlang der Bewegungsachse wird von einem
Differentialtransformator (Linear Variable Differential Transformer) gemessen und an die
Steuersoftware weitergegeben. Die momentan auf den Adapter wirkende Kraft entlang der
Bewegungsachse wird von einer Kraftdose gemessen (angezeigt als das Gewicht mit der
entsprechenden Gewichtskraft) und ist ebenfalls mithilfe der Software auslesbar. Im Verlauf der
Versuche hat sich gezeigt, dass gemessenen Kréfte in der Software nicht korrekt angezeigt werden.
Daher wurde in einem Vorversuch das Messverhalten der Kraftdose charakterisiert:

Zwei Petrischalen wurden als Flussigkeitsreservoir auf eine am Adapter angebrachte Plattform
gestellt. Die auf den Adapter wirkende Kraft wurde daraufhin kontinuierlich gemessen, wéhrend
mithilfe einer Pipette in Abstanden von je 10 s jeweils 0,994 g destilliertes Wasser in die Petrischalen
gegeben wurde. Das Volumen pro Pipettiervorgang wurde vorher mithilfe einer geeichten Feinwaage
bestimmt. Nach jeder Zugabe wurde die mittlere gemessene Kraft Giber einen Zeitraum von 5,5 s
bestimmt um Messrauschen durch Mitteln eliminieren zu kénnen. Der Versuch wurde fiinfmal
wiederholt und die jeweils gemessenen Kraftzuwachse gemittelt. Die Daten (siehe Abbildung 5)
zeigen eine mit dem hinzugefiigten Gewicht linear zunehmende gemessene Kraft. Die tatséchlich
wirkende Kraft kann also aus der in der Steuersoftware angezeigten Kraft mit einem konstanten
Faktor errechnet werden, der hier als 5,01 ermittelt wurde.

gemessene Kraft [g]

D!D T T T
0 60 120 180
Zeit [s]

Abbildung 5:  Ermittlung der Skalierung der gemessenen Krafte am Stempeladapter, aufgetragen ist die
gemessene Kraft Uber die Zeit wahrend der Messung

4.11. Herstellung von Zell-beladenen und Zell-freien Fibringelen

Fibringele mit 500 ul Volumen als 3D-Scaffolds fiir Kompressionsversuche mit und ohne Osteoblasten
wurden hergestellt aus Fibrinogen- und Thrombin-Lésungen (beide aus humanem Plasma). Dafir
wurden pro Gel aus 100 mg/ml Fibrinogen-L6sung in PBS eine Verdiinnung mit ObM basal in der
doppelten der gewiinschten Endkonzentration angesetzt und jeweils 250 pl davon in einer Bohrung
der GielRform vorgelegt. Hinzugefugt wurden jeweils weitere 250 pl einer Kombination aus ObM basal,
1x108 Zellen (sofern zutreffend) und 25 U Thrombin (aus 500 U/ml Lésung in PBS). Die Zellen wurden
daflir nach dem Trypsinieren in ObM basal resuspendiert. Die Gief3form wurde dann fur 5 min bei
37°C inkubiert, sodass die Gele ausharteten. AnschlieBend wurde 25 ml ObM in die Giel3form
gegeben, sodass alle Gele bedeckt sind und ein Reservoir an Medium in der Giel3form entsteht.
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Verwendet wurden Gele mit einer Endkonzentration des Fibrinogens von 5, 15, und 50 mg/ml (alle mit
50 U/ml Thrombin).

Um die Gele vor dem Versuch aus der Giel3form zu entnehmen, wurde die Klebefolie zum
VerschlieBen der Form zunachst wieder abgezogen. Dann wurde das Gel mit einer Kantle von der
Innenwand der Giel3formbohrung geldst, bis es sich frei in der Giel3formbohrung drehen konnte. Mit
einem Spatel wurde das Gel nun von der Unterseite der GieR3form her aus der Bohrung
herausgeschoben und mit dem Spatel in die Kompressionskammer tberfiihrt.

Zur Nachverfolgung der Zellviabilitat in den Fibringelen wurden Gele in separaten Einzelformen mit
gleicher Innengeometrie und Grol3e und mit gleichen Geleigenschaften (50 mg/ml Fibrinogen)
gegossen und in den Giel3formen in 6-well-Platten inkubiert.

4.12. Verifizierung der Zellviabilitat in Fibringelen

Um zu ermitteln, wie lange Osteoblasten in den Fibringelen tberleben kénnen, wurden LIVE/DEAD-
Farbungen durchgefiihrt. Dazu wurden Fibringele aus Einzelformen nach 3, 6, 10 und 18 Tagen
Inkubation der L&ange nach per Skalpell geteilt und die Zellen an der entstehenden Schnittflache mit
Propidiumiodid (1 pg/ml, Fa. Sigma Aldrich, Taufkirchen) und SYTO16 (5 uM, Fa. Thermo Fisher
Scientific, Darmstadt) fir 30 Minuten bei Raumtemperatur in Medium geféarbt und anschliel3end
mikroskopiert. Alle Zellen in den Aufnahmen wurden manuell gezahlt. Mit Propidiumiodid gefarbte
Zellen wurden dabei als tot identifiziert, mit SYTO16 gefarbte als lebendig.

4.13. Messung des Elastizitatsmoduls von Fibringelen in Abh&ngigkeit von der
Fibrinogenkonzentration

Der Elastizitatsmodul E der Fibringele wurde in zyklischen Kompressionsversuchen (,confined
compression‘) auch in Abhangigkeit von der Fibrinogenkonzentration gemessen. Dazu wurden jeweils
drei Fibringele mit variabler Fibrinogenkonzentration und einer Thrombinkonzentration von 50 U/ml in
die Kompressionskammern eingesetzt, um 5% der urspriinglichen Probenhdhe vorkomprimiert und fir
20 Zyklen mit einer Kompressionsamplitude von weiteren 10% bei 0,1 Hz komprimiert. Zum Einsatz
kamen Gele mit Fibrinkonzentrationen von 5, 15 und 50 mg/ml. Die Aufnahme und Auswertung der
Kompressionsdaten erfolgte analog zu den Versuchen zur Frequenzabhangigkeit: Es wurden 100
Messpunkte pro Kompressionszyklus aufgezeichnet, und 25 Zyklen durchgefiihrt. Auch hier wurde die
Steigung der Hysteresekurve im Spannungs-Dehnungs-Diagramm nach Mittelung Uber die ersten
zwei Zyklen im Bereich direkt nach Erreichen der maximalen Kompression ausgewertet. Fir jede
Konzentration wurden mindestens unabhéangige 3 Versuche durchgefiihrt (n=3). Zur statistischen
Auswertung der Ergebnisse wurde eine einfache Varianzanalyse (,one-way ANOVA®) durchgeftihrt.
Dabei wurden Normalverteilung und gleiche Varianzen zwischen den verglichenen Gruppen
angenommen.

4.14. Messung des Elastizitatsmoduls von Fibringelen in Abhéangigkeit von der
Kompressionsfrequenz

Der Elastizitatsmodul E (,Young’s Modulus®) der Fibringele wurde in zyklischen
Kompressionsversuchen (,confined compression‘) gemessen. Dazu wurden jeweils drei Fibringele mit
einer Fibrinogenkonzentration von 50 mg/ml und einer Thrombinkonzentration von 50 U/ml in die
Kompressionskammern eingesetzt, wahrend der Kontaktfindung (siehe unten) um 5% der
urspringlichen Probenhthe vorkomprimiert und fir 20 Zyklen mit einer Kompressionsamplitude von
weiteren 10% komprimiert. Die Kompressionsfrequenz war dabei variabel. Die auftretende Kraft und
die Auslenkung des Stempels wahrend der Kompression wurden an 100 Messzeitpunkten pro Zyklus
aufgezeichnet (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6:  Verlauf von gemessener Kraft und gefahrenem Weg des Stempels wahrend der zyklischen
Kompression von Fibringelen mit 5 mg/ml Fibrinogen bei 0,1 Hz, 10% Kompression Uber 25
Zyklen; schwarz: gemessene Kraft [N], schwarz gestrichelt: vom Stempel gefahrener Weg [mm]
Aus den gemessenen Werten fiir Kraft und Weg wurden zusammen mit der summierten Oberflache
der Gele und Ihrer Ausgangsdicke die Spannung und Dehnung zu jedem Zeitpunkt wahrend der
Kompression berechnet. Betrachtet wird die Dehnung € der Proben:

AL

EZL—O

(dabei ist AL der Betrag der Hohenénderung der Probekérper durch Kompression und Lo deren
urspriingliche Héhe)

und die dabei auftretende Spannung o in den Probekdrpern:

O'=Z

(mit F als der gemessenen Kraft und A der kombinierten Querschnittsflache der drei Probekdrper).

Werden beide Werte als Spannungs-Dehnungs-Diagramm gegeneinander aufgetragen, ergibt sich
eine Hysteresekurve, die die Kompression der Proben widerspiegelt (siehe Abbildung 7). Zur
Auswertung wurden die Daten der ersten 2 Kompressionszyklen verwendet und gemittelt.

Dehnung

-0.11 -0.|1 0 -0.[09 -0.|08 -0.|07 -0.]06 -0.|05 -0.[04 -0.|03 -0.|02 -0.|01 0.00
L L L . . L 1 0

—— Spannungs-Dehnungs-Kurve 3

T
A
Spannung [kPa]

=== Bereich fur polynomialen Fit

----- Steigungstangente

Abbildung 7:  Spannungs-Dehnungs-Diagramm der zyklischen Kompression von Fibringelen mit 5 mg/mi
Fibrinogen bei 0,1 Hz, 10% Kompression; schwarz: Mittelwerte Gber die ersten zwei Zyklen, rot:
Bereich der Spannungs-Dehnungskurve fiir die eine polynomiale Naherungsfunktion ermittelt
wurde, schwarz gestrichelt: Steigungstangente am Umkehrpunkt der Spannungs-Dehnungskurve
mit Steigung aus polynomialer Naherungsfunktion

Der Elastizitats-Modul (E-Modul; Young’s Modul) ergibt sich aus dem Quotienten der Anderung von
Spannung und Dehnung direkt nach Erreichen der maximalen Kompression (adaptiert aus Hales et

al., 20021%9):
E= Ao
T As
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Dies entspricht einer Geraden im Spannungs-Dehnungs-Diagramm, die die Kurve am Punkt der
maximalen Kompression tangiert. Da es bei der Auslenkung des Stempels nach oben keinen
kontinuierlichen Kontakt mit den Probekorpern gab ( lift-off'), konnte der E-Modul nur am unteren
Umkehrpunkt der Hysteresekurve bestimmt werden. Um die Steigung an diesem Punkt trotz relativ
weniger Messpunkte moglichst genau zu ermitteln, wurde der Verlauf der Messkurve ab diesem Punkt
mit einer polynomialen Funktion zweiten Grades mithilfe von Microsoft Excel angenéhert und die
Steigung dieser Funktion am Punkt maximaler Kompression berechnet. Es wurden die ersten zwei
Kompressionszyklen gewabhlt, da die auftretende Spannung in der Probe mit jedem
Kompressionszyklus abnahm (siehe Abbildung 6). Der ermittelte E-Modul beschreibt also die
Eigenschaften der Probe direkt zu Beginn der Messung.

Inwiefern die Steifigkeit der Fibringele von der Kompressionsfrequenz abhéngig ist, wurde anhand von
Kompressionsversuchen mit 0,05 Hz, 0,1 Hz, 0,5 und 1 Hz ermittelt. Hohere Kompressionsfrequenzen
fuhrten wegen technischer Limitationen der Kompressionsmaschine zu verringerten Amplituden und
konnten deswegen nicht untersucht werden. Fir jede Frequenz wurden mindestens 3 unabhéngige
Versuche (n=3) mit jeweils 3 Fibringelprobekorpern durchgefuhrt. Fir jeden Versuch wurden bis dahin
nicht komprimierte Proben verwendet. Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse wurde eine
einfache Varianzanalyse (,one-way ANOVA") durchgefiihrt. Dabei wurden Normalverteilung und
gleiche Varianzen zwischen den verglichenen Gruppen angenommen.

4.15. Mechanische Stimulation von Osteoblasten in Fibringelen durch
zyklische Kompression

Zell-beladene Gele wurden wie oben beschrieben hergestellt und in die drei Kompressionskammern
der Apparatur eingesetzt. Die Apparatur wurde in den Inkubator eingesetzt und auf 37°C erwéarmt,
danach wurde wie oben beschrieben Kontakt zwischen Stempel und Proben hergestellt und verifiziert.
Die Gele wurden dabei um 5% ihrer bei der Kontaktfindung gemessenen Ausgangshoéhe
vorkomprimiert. Als Kontrolle wurden drei weitere, gleichartige Gele in jeweils 1 ml ObM fur die Dauer
des Versuchs im selben Inkubator gelagert.

Die Gele wurden nun zyklisch komprimiert. Es wurde eine Amplitude der Stempelbewegung von 10%
der Ausgangshdhe der Gele gewahlt. Aus der Literatur ergibt sich eine sinnvolle
Kompressionsfrequenz von 1 Hz, fur die ein Effekt auf die komprimierten Zellen erwartet werden kann.
Aufgrund von technischen Limitationen der Kompressionsmaschine konnte diese Frequenz nicht ganz
erreicht werden. Bei Einstellung von 1 Hz Kompressionsfrequenz wurde daher mit tatsachlich 0,85 Hz
komprimiert. Die Kompression wurde fur 2 h ausgetibt. Nach der Kompression wurden die Gele
aufgeschlossen und die RNA der enthaltenen Zellen aufgereinigt wie unten beschrieben. Die
Kompression von Zellen in Fibringelen wurde in vier unabhéngigen Versuchen durchgefihrt (n=4).

4.16. Gelaufschluss und RNA-Extraktion aus Zell-beladenen Fibringelen

Zur Extraktion von RNA aus Zellen in Fibringelen wurden die Gele zunéachst mit einem Skalpell in 8
Stiicke geteilt. Diese Gelstiicke wurden dann in Zentrifugenréhrchen mit 500 pl Trizol Reagent (Fa.
Sigma Aldrich, Taufkirchen), im Homogenisierungsgerét Precellys (Fa. Bertin Technologies, Montigny-
le-Bretonneux, Frankreich) aufgeschlossen. Die Réhrchen wurden dann 30 s bei 8000 g, 4°C
zentrifugiert und alle Flissigkeit in ein neues Réhrchen Uberfiihrt. Nach erneuter Zentrifugation fiir

5 min bei 12000 g, 4°C wurde erneut der Uberstand abgenommen und in ein neues Réhrchen
Uberfuhrt. Nach Zugabe von 1/5 des Volumens an Chloroform (Fa. Carl Roth, Karlsruhe), vortexen
und Inkubation bei 4°C fir 10 min, wurde erneut fiir 10 min bei 12000 g, 4°C zentrifugiert. Die
wassrige, obere Phase wurde dann abgenommen und auf Qiashredder-Tubes (Fa. Qiagen, Hilden)
des RNeasy-Kits (Qiagen) pipettiert. Anschliel3end wurde die Aufreinigung der RNA nach
Herstellerprotokoll des RNeasy-Kits durchgefihrt. Dabei wurden nach Verwendung der Qiashredder-
Tubes gDNA-Eliminator-Tubes eingesetzt, um eine mdgliche Kontamination durch genomische DNA
zu verringern. War mehr als 700 pl wassriger Uberstand nach der Phasentrennung entstanden,
wurden die Aufreinigungsschritte parallel in mehreren Tubes des Kits durchgefuhrt. Erst beim
Auftragen der Uberstande auf die Mini Spin Columns des Kits wurden die Ubersténde durch
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mehrfaches Hinzufiigen der Einzelvolumina und wiederholtes Zentrifugieren vereinigt. Die RNA wurde
schlussendlich in 40 pl Wasser eluiert und ihre Konzentration photometrisch gemessen (Qiaxpert, Fa.
Qiagen). Die Integritat der RNA wurde anschlieRend noch mit dem Mikrofluidik-
Gelelektrophoresesystem Experion (Fa. Bio-Rad, Feldkirchen) verifiziert.

4.17. Array-basierte quantitative RT-PCR (qPCR)

Zur Analyse der Genexpressionsmuster der Osteoblasten in verschiedenen Kultur- und
Stimulationsbedingungen wurden gPCR-Arrays der Firma Qiagen (RT2 Profiler PCR Arrays, Art.Nr.
330231 PAHS-026ZD, siehe Anhang, Tabelle 18 fir eine vollstandige Liste aller mit dem Array
getesteter Gene) eingesetzt.

Zunachst wurden jeweils 500 ng der isolierten RNA mit dem RT? First Strand Kit (Fa. Qiagen) nach
Herstellerprotokoll zu cDNA umgeschrieben. Diese cDNA wurde dann ebenfalls nach
Herstellerangaben in gPCR Arrays in einem PCR-Cycler der Fa. Bio-Rad, Feldkirchen (Cfx 96 Touch)
analysiert. Dabei kam RT2 SYBR Green qPCR Mastermix (Qiagen) zum Einsatz.

Zur Auswertung der gemessenen PCR-Daten wurde ein Python-basierter Auswertungsalgorithmus
programmiert. Die Auswertung folgt der 2-22¢4-Methode von Livak und Schmittgen#® und
berlcksichtigt die von Qiagen in den Arrays integrierten Kontrollen. Der Algorithmus ist in der
Programmiersprache Python programmiert und lauft in Notebook-Umgebungen wie Jupyter-Notebook
oder Google Colab. Eingabeformat fiir die gemessenen gPCR-Daten sind in Microsoft Excel
generierte .csv-Dateien. Ausgegeben werden die Ergebnisse ebenfalls als .csv-Datei, die die
berechneten Expressionsaktivitdten sowie Unsicherheitsbereiche fur selbige zur einfachen Darstellung
als Saulendiagramme in Excel oder Statistikprogrammen enthalt. Zusatzlich wird eine grafische
Darstellung der Expressionsaktivitaten aller in einem Versuch untersuchten Proben und Gene erzeugt.
Dieses Clustergram zeigt farbig codiert die Expressionsintensitat der untersuchten Gene und zeigt
zusatzlich Ahnlichkeiten in den Expressionsmustern zwischen Proben durch deren Anordnung in der
Grafik und durch Dendrogramme, die hierarchisch die Ahnlichkeit der Muster von Proben bzw. Genen
zeigen. Einzelheiten zu den Datenstrukturen und der Quellcode des Algorithmus werden im
Ergebnisteil dieser Arbeit gezeigt und besprochen. Die in der Analyse berechneten
Expressionsaktivitaten der untersuchten Gene, sowie die dazugehoérigen p-Werten der statistischen
Auswertung werden als Tabelle ausgegeben.

Einige der so gewonnenen Ergebnisse der hier durchgefuhrten Versuche wurden mithilfe der
Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery (DAVID)
(https://david.ncifcrf.gov/summary.jsp) auf ihre eventuelle gemeinsame Zugehdrigkeit zu biologischen
Prozessen untersucht. Dabei wurden die Standardeinstellungen benutzt (Background: Homo Sapiens,
Thresholds: Count 2, EASE 0.1, # of Records: 1000). Von den erhaltenen Ubereinstimmungen wurden
solche nicht beachtet, die offenbar redundant, zu allgemein fiir eine konkrete Aussage (etwa ,signal®),
oder im Kontext der hier verwendeten qPCR-Arrays trivial (etwa ,skeletal system development®)
waren. Zum Vergleich wurden die Ergebnisse auch mithilfe des PANTHER Classification System
(http://www.pantherdb.org) analysiert. Dabei wurden ebenfalls die Standardeinstellungen verwendet
(Test Type: Fisher’s Exact Test, Correction: Calculate False Discovery Rate). Als ,Annotation Set"
wurde das ,,GO biological process complete” des GO Consortium ausgewahlt. Als ,Reference List"
wurde die in der Datenbank vorliegende Liste aller humanen Gene herangezogen. Beide
Datenbanken bertcksichtigen sowohl die Liste der regulierten Gene als auch Richtung und Betrag
ihrer Genexpressionsanderung.

4.18. Gefrierschnitte

Zur Anfertigung von Gefrierschnitten wurden Fibringele in flissigem Stickstoff in Einbettmedium (Fa.
Leica Biosystems, Wetzlar) eingefroren. An einem Kryotom (Fa. Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar) wurden dann Dinnschnitte von 10 um Dicke hergestellt und auf Histobond-Objekttrager (Fa.
Paul Marienfeld GmbH & Co.KG, Lauda Kdnigshofen) aufgezogen. Die Schnitte wurden dann bei 4°C
gelagert.
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Nach Trocknung tiber Nacht bei 4°C wurden die Schnitte in PBS gewaschen, fir 20 min bei
Raumtemperatur in 4% Paraformaldehydlésung (Fa. Roth, Karlsruhe) in PBS fixiert und anschlieend
erneut in PBS gewaschen.

4.19. Fluoreszenzfarbungen und Fluoreszenzmikroskopie

Zur indirekten Immunfluoreszenzfarbung (Immunzytochemie) von Gefrierschnitten von Fibringelen
oder Zellen als Monolayer auf Deckglasern wurden diese dreimal in PBS gewaschen, fiir 20 min bei
Raumtemperatur in 4% Paraformaldehydlésung (Fa. Roth, Karlsruhe) in PBS fixiert und anschliel3end
erneut mit PBS gewaschen. Nach der Fixierung wurden Schnitte oder Zellen zum Blockieren fir

30 min in 5% Rinderserumalbumin (BSA, Fa. Merck, Darmstadt), 0,1% Triton X-100 (Fa. Sigma
Aldrich, Taufkirchen) in PBS (Blockierlésung) inkubiert und dann erneut mit PBS gewaschen. Die
Inkubation mit dem primaren Antikorper erfolgte in 5% BSA in PBS Uber Nacht bei 4°C. Folgende
Antikdrper und Konzentrationen wurden verwendet (Tabelle 4).

Tabelle 4: verwendete Priméarantikérper

eingesetzte

Zielprotein Ursprungsspezies Hersteller und Artikelnummer Verdannung
Vinculin Maus Fa. Abcam, Art.Nr. ab18058 1:200
Paxillin Kaninchen Fa. Abcam, Art.Nr. ab32115 1:200
fokale Adhasionskinase (FAK) Kaninchen Fa. Abcam, Art.Nr. ab76496 1:100
Integrin B1 Kaninchen Fa. Abcam, Art.Nr. ab179471 1:100
Integrin B3 Maus Fa. Abcam, Art.Nr. ab7167 1:50
Osteocalcin (BGLAP) Maus Fa. Santa Cruz, Art.Nr. sc-376726 1:100
Osteopontin (SPP1) Maus Fa. Abcam, Art.Nr. ab69498 1:200
RUNX2 Kaninchen Fa. Abcam, Art.Nr. ab192256 1:500

Die Schnitte beziehungsweise Zellen wurden dann wiederum in PBS gewaschen und anschlieRend
mit dem oder den Sekundarantikérper(n), und/oder mit 1,47 uM Phalloidin-Alexa Fluor 488 (Fa.
Thermo Fisher Scientific, Darmstadt) fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Fir Farbungen von
Fibringelschnitten kam Phalloidin als Konjugat mit iFluor 594 (Fa. Abcam, Cambridge, UK) in einer
Verdinnung von 1:1000 zum Einsatz. Folgende Sekund&rantikdrper und Konzentrationen wurden
verwendet (Tabelle 5).

Tabelle 5: verwendete Sekundérantikérper

Zielspezies Antikdrpermarkierung Hersteller und Artikelnummer eingesetzte

Verdiinnung
Maus Alexa Fluor 594 Fa. Life Technologies, Art.Nr. A11020 1:200
Maus Alexa Fluor 488 Fa. Life Technologies, Art.Nr. A11029 1:200
Kaninchen Alexa Fluor 594 Fa. Life Technologies, Art.Nr. A11012 1:200
Kaninchen Alexa Fluor 488 Fa. Life Technologies, Art.Nr. A11008 1:200

Abschlief3end wurden die Schnitte beziehungsweise Zellen erneut in PBS gewaschen, fir 10 min mit
300 mM 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI, Fa. Thermo Fisher Scientific, Darmstadt) bei
Raumtemperatur inkubiert und erneut in PBS und Wasser gewaschen. Die Schnitte wurden dann mit
Deckglaschen versiegelt (Eindeckelmedium, Fluoromount-G, Thermo Fisher Scientific, Darmstadt)
und mindestens Uber Nacht bei 4°C zum Trocknen gelagert. Zellen auf Deckglaschen wurden mit
demselben Eindeckelmedium auf Objekttrager aufgebracht.

Zur Analyse der Farbungen von Gefrierschnitten, sowie Zellen im Monolayer kam ein
Epifluoreszenzmikroskop der Fa. Keyence (Neu-Isenburg) zum Einsatz.

Zellen auf Oberflachen von Biomaterialproben wurden nach einem &hnlichen Protokoll gefarbt: Zur
Lebendzellfarbung wurden die Proben vor der Farbung nicht fixiert, sondern stattdessen direkt in PBS
gewaschen und inklusive Blockierung, Inkubation mit Primar- und Sekundarantikérpern bzw.
Phalloidin, sowie anschlieBender Inkubation mit DAPI gefarbt wie fiir Gefrierschnitte oben
beschrieben. Farbungen von lebenden Zellen auf Biomaterialoberflachen wurden am Life Imaging
Center der Universitat Freiburg an einem konfokalen Laserscanningmikroskop analysiert (siehe
unten).
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4.20. Konfokale Laserscanningmikroskopie

Zur Auswertung von Immunfluoreszenzfarbungen von Zellen auf dreidimensional gekrimmten
Oberflachen von Biomaterialien kam ein konfokales Laserscanningmikroskop (LSM 880, Fa. Carl
Zeiss Microscopy Deutschland GmbH, Oberkochen) des Life Imaging Centers der Universitét Freiburg
zum Einsatz. Die Auflésung in x-, y-Richtung wurde dabei mithilfe der Zeiss-Software ZEN auf die fir
das Objektiv optimalen Werte eingestellt. Um die Zellen auch auf den in z-Richtung gekrimmten
Oberflachen abbilden zu kénnen, wurden z-Stapel aufgenommen. Der Abstand der Fokusebenen
zwischen jeweils zwei Aufnahmen der z-Stapel wurde auf die GréRe der Pinhole-Offnung abgestimmt,
die wiederum von den verwendeten Fluoreszenzwellenlangen abhangt. Um die
Aufnahmegeschwindigkeit der zum Teil grof3en Anzahl von Aufnahmen zu beschleunigen, aber
trotzdem dasselbe Gesamtvolumen der Probe abzudecken, wurde gegebenenfalls der Abstand
zwischen Aufnahmen eines z-Stapels vergroRert.

4.21. Rasterelektronenmikroskopie

Zur Aufbereitung von Zell-beladenen oder Zell-freien Fibringelproben fir die Analyse im
Rasterelektronenmikroskop wurden die Gele zunachst mit einem Skalpell in mehrere Stiicke geteilt,
sodass bestimmte Bereiche des inneren Volumens als Schnittflache freigelegt wurden. Die Gelstiicke
wurden dann bei 4°C in 4% PFA Uber Nacht fixiert. Die Gelstiicke wurden anschlieRend in PBS
gewaschen und dann mithilfe einer aufsteigenden Alkoholreihe (30%, 50%, 70%, jeweils 30 min, 80%
Uber Nacht, 90%, 100%, jeweils 1 h, 100% uber Nacht) entwassert. Die Stiicke wurden dann in einer
Kritisch-Punkt-Trocknungsmaschine (CPD 030, Fa. BAL-TEC, Schalksmuhle) getrocknet und direkt
anschlieBend mit Gold beschichtet (,gesputtert’). Dabei kam eine Maschine der Firma Jeol (Freising)
und mit einem Kammerdruck von 45 mbar, einer Stromstéarke von 20 mA und einer Sputterzeit von

60 s zum Einsatz. Proben von PVCA und PHM wurden analog behandelt.

Fur die Aufnahme von elektronenmikroskopischen Bildern kam ein JSM-IT100
Rasterelektronenmikroskop der Firma Jeol (Freising) zum Einsatz.
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S. ERGEBNISSE

5.1. Praklinische Evaluierung von potentiellen Biomaterialien auf ihre
Eignung als Knochenersatzmaterial

5.1.1. PVCA-und PHM-Varianten zeigen nach Aufreinigung in vitro Biokompatibilitat in
Eluatversuchen

Zu Beginn der Entwicklung der PVCA-basierten Biomaterialien wurde die Proliferation von
immortalisierten humanen Gingivakeratinozyten bei Kultivierung in Materialeluaten von
Polyvinylencarbonat (PVCA) und Polyhydroxymethylen (PHM) durch Impedanzmessung (,iCelligence®)
im Vergleich zu unbehandeltem Zellkulturmedium zur initialen Evaluierung der in vitro-
Biokompatibilitat begutachtet (Abbildung 8). Eluate enthalten die I6slichen, und potentiell
zytotoxischen Bestandteile der untersuchten Ausgangsmaterialien und werden durch Inkubation von
Materialproben in Zellkulturmedium hergestellt (siehe Kapitel 4.8). Die Eluate von PVCA und PHM
erlaubten dabei eine Proliferation der Zellen, sie war allerdings deutlich langsamer als in
unbehandeltem Medium. Diese Ergebnisse legen nahe, dass in den Materialproben Verunreinigungen
durch Lésemittel aus der Herstellung zuriickgeblieben waren. Diese Vermutung wurde durch eine
Analyse der zurtickgebliebenen Lésungsmittel im Material mittels NMR (,nuclear magnetic resonance
spectroscopy‘) durch die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Milhaupt bestatigt (Daten hier nicht gezeigt). Die
Reinheit der Materialien wurde daraufhin und fir alle folgenden Proben durch die wiederholte
Extraktion mit Ethanol (Soxhlet-Extraktion) verbessert.
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Abbildung 8:  Kaultivierung von Gingivakeratinozyten in A: PVCA-Eluat, B: PHM-Eluat
Von Soxhlet-aufgereinigten Proben wurden dann ebenfalls Eluate in Zellkulturmedium hergestellt und
Gingivakeratinozyten darin kultiviert (Abbildung 9). Zu beobachten war ein nun nur noch sehr geringer
Unterschied in der Zunahme des Zellindexes im Vergleich zur Negativkontrolle mit unbehandeltem
Medium, besonders im Falle des PHM-Eluats.
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Abbildung 9:  Kaultivierung von Gingivakeratinozyten in A: PVCA-Eluat nach Soxhlet-Aufreinigung, B: PHM-Eluat
nach Soxhlet-Aufreinigung

Auf der Basis dieser vorlaufigen, aber positiven Ergebnisse wurde die Material- und

3D-Druckmethodenentwicklung in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Mulhaupt fortgesetzt.

o
o
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Im Rahmen dieser Arbeiten wurde der Einsatz von Additiven erwogen, die das Drucken kleinerer
Strukturen ermdglichen (sogenannte Thixotropiemittel zur Erhohung der Viskositat der Drucklésung
wahrend des 3D-Drucks). Von Materialvarianten mit diesen Zuséatzen wurden Eluate hergestellt und
deren Effekt auf das Wachstum von Gingivakeratinozyten untersucht.

Die Zugabe von Hydroxylapatit zu PHM flihrte bei der Testung von entsprechenden Eluaten zu einem
gesteigerten Wachstum der Gingivakeratinozyten (Abbildung 10A). Die Verwendung von
Hydroxylapatit als Additiv wurde daher in weiteren Versuchen auch in der direkten Besiedelung von
Materialproben weiter untersucht.

Die Zugabe von Magnesiumoxid (MgO)-Nanopartikeln zu PHM verhinderte dagegen die Proliferation
der Gingivakeratinozyten in einem Eluat des Materials vollstandig (Abbildung 10B), genauso die
Zugabe von Aerosil 200 zu PVCA (Abbildung 10C). Beide Stoffe wurden daher als Additive verworfen.
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Abbildung 10: Kaultivierung von Gingivakeratinozyten in Eluaten von PHM mit A: Hydroxylapatit, B: MgO-
Nanopartikeln, von PVCA mit C: Aerosil 200

Des Weiteren wurde in flissigen Stickstoff zermahlenes Gelatinevlies (nGV) als Additiv erwogen und
auf seine moglichen Effekte im Sinne der in vitro Biokompatibilitat hin untersucht. Die Zugabe einer fr
die weitere Untersuchung geeigneten Menge Medium zu einer Probe des Vlieses war allerdings nicht
mdglich, da das Vlies so saugfahig war, dass die gesamte FlUssigkeit absorbiert wurde und daher
spater nicht mehr entnommen werden konnte. Der Einfluss von nGV auf das Zellverhalten wurde
daher nur in direkten Besiedelungsversuchen beobachtet (siehe Kapitel 5.1.3).

Die in vitro Biokompatibilitat von ausgewdahlten Materialvarianten von PVCA und PHM wurde
anschlieRend auch mit priméren, humanen Osteoblasten in weiteren Versuchen untersucht. Diese
Zellen des Zielgewebes der geplanten Anwendung der evaluierten Materialien in Knochenimplantaten
erlauben weitergehende Erkenntnisse tber die mdgliche Eignung der Materialien zur Unterstitzung
der Geweberegeneration. Dazu wurde die Proliferation der Zellen in Eluaten von PVCA und PHM,
PVCA und PHM nach kryo-Druck, sowie PVCA und PHM mit Hydroxylapatit mittels
Impedanzmessung Uber einen Zeitraum von 100 h beobachtet. Die hierfiir verwendeten Eluate
wurden nach den Vorgaben in ISO10993-5 hergestellt (siehe Kapitel 4.8). Die Zellen waren in diesem
Versuch in allen getesteten Eluaten in der Lage, zu proliferieren (siehe Abbildung 11). Bei Kultivierung
in Eluaten von PHM und PHM nach kryo-Druck (PHM kryo) gab es keine statistisch signifikanten
Unterschiede in der Proliferation zur Negativkontrolle mit unbehandeltem Kontrolimedium. Alle PVCA-
Eluate (PVCA, PVCA nach kryo-Druck [PVCA kryo], PVCA mit Hydroxylapatit [PVCA+HA]) wiesen
dagegen eine statistisch signifikant langsamere Proliferation der darin kultivierten Zellen im Vergleich

32



zum Kontrollmedium auf. Das kryo-3D-Druckverfahren hatte weder bei PVCA- noch bei PHM-Eluaten
einen statistisch signifikanten Einfluss auf die Zellproliferation im Vergleich zum Standard-3D-Druck.
Die Zugabe von Hydroxylapatit zu den Materialien fuhrte bei PVCA, aber auch bei PHM (PHM+HA) zu
einem statistisch signifikant langsameren Wachstum der Osteoblasten im Vergleich zu PVCA
beziehungsweise PHM ohne Hydroxylapatit.

1,00 Materialvariante normalisierter p-Wert
> B PVCA kumulativer (Vergleich zu
3 Zellindex Kontrollmedium)
£ PVCA cryo
20,75
; PVCA+HA PVCA 0.7357 0.0124
t
(]
= PHM PVCA kryo 0.761 0.0003
€ 0,50
< PHM cryo PVCA+HA 0.6573 0.0410
Q
t
2 PHM+HA PHM 0.9713 0.0085
=025
£ PHM kryo 0.9066 0.1614
o
c

PHM+HA 0.4796 0.0667

0,00

100h

Abbildung 11: Ergebnis der statistischen Auswertung der iCelligence-Versuche zum Einfluss von
Materialeluaten auf die Proliferation von priméren, humanen Osteoblasten; angegeben ist der
jeweilige kumulative Zellindex nach 100 h Inkubation normalisiert auf den Zellindex in
unbehandeltem Kontrollmedium; n=3; #: statistisch signifikant unterschiedliche Proliferation im
Vergleich zum Vergleichsmedium (p<0,05); statistisch signifikant unterschiedliche
Proliferationsgeschwindigkeiten im Vergleich zwischen ausgewahlten Materialvarianten mit
Balken eingetragen (*: p<0,05, ***: p<0,005, ****: p<0,0001); publiziert in Stolz et al., 2021132

5.1.2. PVCA und PHM sind stark mikroporos

Zur Untersuchung der inneren Struktur der PVCA- und PHM-Probekdrper wurden REM-Aufnahmen
angefertigt. Die Proben wurden angeschliffen, um ihr Inneres freizulegen und es
rasterelektronenmikroskopisch untersuchen zu kénnen. Abbildung 12 zeigt PVCA-Proben in
verschiedenen VergrofRerungen (30-fach bis 1000-fach). Zu sehen ist ein massives Material
(Abbildung 12 D) mit einigen Poren im Grof3enbereich von einigen Dutzend Mikrometern (Abbildung
12 B). Die Poren waren weniger haufig im Randbereich der Proben, also knapp unter der
Probenoberflache zu finden (Abbildung 12 A).
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Abbildung 12: rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von PVCA-Proben nach Anschleifen;
MalRstabsbalken: A: 500 pum, B: 50 um, C, D: 10 um
REM-Aufnahmen von PHM-Proben zeigen ein deutlich anderes Bild. Wahrend PVCA grol3ere Poren
von bis zu 100 um Durchmesser in ansonsten massivem Material aufwies, hatten die PHM-Proben in
ihrem gesamten Volumen zusatzliche Poren von ca. 1-2 pm Durchmesser (Abbildung 13 C). GréRere
Poren wie bei PVCA im Bereich von einigen Dutzend Mikrometern waren ebenfalls zu finden, es
waren aber deutlich mehr, mit sehr viel geringerem Abstand zueinander (Abbildung 13 B). Die Poren
bildeten hier im Vergleich zu ihrem Durchmesser lange Rohren, die senkrecht zur Oberflache der
Probe in das Material hineinreichen (Abbildung 13 C, D). Nach Einschatzung unserer Projektpartner in
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Milhaupt gehen diese beobachteten Poren auf physikalische
Lésungsmittelaustauschprozesse zuriick, die durch die Fallung der Probekdrper in Wasser nach dem
3D-Druck ausgelost werden (siehe Kapitel 6.1).134141
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PR IR e
rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von PHM-Proben nach Anschleifen in verschiedenen
Vergrof3erungen; C, D: gleicher Bildausschnitt mit unterschiedlicher Fokussierung;

MaRstabsbalken: A: 500 pm, B: 100 pum, C, D: 20 um

Abbildung 13:

5.1.3. PVCA-und PHM-Varianten zeigen in vitro-Biokompatibilitat in Besiedelungsversuchen,
Supplementierungen vermitteln keinen zusétzlichen Effekt

Neben der Untersuchung von Eluaten wurde die in vitro-Biokompatibilitat von PVCA- und PHM-
basierten Materialien auch mittels Besiedelung ihrer Oberflachen mit priméren, humanen
Osteoblasten untersucht. Die Fahigkeit der Zellen, dabei auf den Materialoberflachen zu adharieren
und sich auszubreiten, als grundlegende Voraussetzung fir alle weiteren Zellfunktionen, wurde dabei
mikroskopisch untersucht und als Indikator der in vitro-Biokompatibilitdt begutachtet. Die Besiedelung
von PVCA-Oberflachen (Abbildung 14 A, B) zeigte dabei, dass die Osteoblasten zwar auf dem
Material vorhanden waren, aber eine runde Zellmorphologie aufwiesen, also auf der Oberflache nicht
adharieren konnten. Durch den Umstieg auf das kryo-3D-Druckverfahren wurde die Besiedelung von
PVCA-Proben aus herkdbmmlichem 3D-Druck nicht wiederholt. Spatere Proben aus PVCA zeigten
bessere Eignung fiir die Besiedelung mit Osteoblasten (siehe unten).

Auf PHM-Oberflachen (Abbildung 14 C, D) wiesen die Zellen eine sehr ausgebreitete Morphologie auf
und bildeten lange Zellauslaufer. Im Vergleich zu den PVCA-Probekdrpern waren hier auerdem bei
gleicher ausgesater Zellzahl deutlich mehr Zellen zu finden. Die Osteoblasten waren also in der Lage,
auf PHM zu adharieren und zu proliferieren.
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PVCA
Osteoblasten, 72 h nach Ausséen; zu erkennen ist auch die starke Porositat der Materialien; blau:
Eigenfluoreszenz des Materials, griin: Actin; MalRstabsbalken: 200 um

Auch der Effekt von supplementiertem Hydroxylapatit (HA) wurde in der direkten Besiedelung
untersucht. Sowohl bei PVCA (Abbildung 15 A, B), als auch bei PHM (Abbildung 15 C, D) lagen die
Zellen in der groRen Mehrzahl mit stark abgekugelter Zellmorphologie vor. Die Supplementierung von
HA fuhrte also angesichts der stark verschlechterten Adhasion der Zellen auf den Materialoberflachen
zu einer deutlichen Verschlechterung der in vitro-Biokompatibilitdt im direkten Besiedelungsversuch.
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Abbildung 15: Besiedelung von PVCA- (A, B) und PHM-Oberflachen (C, D) mit 56% Hydroxylapatitzusatz mit
priméren, humanen Osteoblasten, 72 h nach Ausséen; blau: Eigenfluoreszenz des Materials,
grun: Actin; Mal3stabsbalken: 200 pm

Im Verlauf des Projekts wurde die Technik des kryo-3D-Drucks zur Verbesserung der raumlichen

Auflésung beim Drucken erprobt. Zunéchst wurden massive, also nicht makroporés gedruckte Proben

besiedelt. Wie Abbildung 16 zeigt, hatte der Wechsel der Druckmethode keinen negativen Einfluss auf

die Fahigkeit der Osteoblasten, auf den Materialien zu adharieren. Sowohl auf PVCA (Abbildung 16 A,

B) als auch auf PHM (Abbildung 16 C, D) weisen die Zellen eine ausgedehnte Morphologie mit langen

Zellauslaufern auf, was eine gute, permanente Adhasion der Zellen auf dem Untergrund demonstriert.

Dies steht in gewissem Widerspruch zu den Ergebnissen des Besiedelungsversuchs mit herkdmmlich

3D-gedrucktem PVCA, bei dem die ausgesaten Osteoblasten keine physiologische Zellmorphologie

aufwiesen. Da das Projekt jedoch schnell voranschritt und dadurch keine weiteren PVCA-Proben aus
herkdmmlichem 3D-Druck verfligbar waren, wurden die Besiedelungseigenschaften dieser

Materialvariante zugunsten der weiteren Materialentwicklung nicht weiter untersucht.
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Abbildung 16: Besiedelung von PVCA- (A, B) und PHM-Oberflachen (C, D) nach kryo-Druck mit priméren,
humanen Osteoblasten, 72 h nach Ausséen; blau: Eigenfluoreszenz des Materials, griin: Actin;
MalRstabsbalken: 200 pm

Neben massiv gedruckten Proben wurden auch solche besiedelt, die beim Druck durch das Ablegen
von Materialstrdngen mit definiertem Abstand zueinander mit Poren ausgestattet wurden. Diese
Zwischenraume (,Makroporen®) waren interkonnektierend, also untereinander verbunden. Die
nominelle GroRRe dieser Poren wurde definiert als Abstand der Materialstrange zueinander und kann
variiert werden. Durch Ungenauigkeiten im Druckprozess wichen die Poren in ihrer Grol3e teilweise
erheblich von der nominellen Grof3e ab.

Die Besiedelungsversuche haben gezeigt, dass die Osteoblasten sowohl auf Proben mit nomineller
Porengréf3e von 200 um (Abbildung 17 A, B), als auch auf solchen mit nomineller Porengréf3e von
500 um (Abbildung 17 C, D) gut wachsen konnten. Ein Unterschied in der Zellmorphologie zu massiv
gedruckten Proben war nicht zu beobachten. Bei Proben mit der gréReren Porengrée waren durch
die Zwischenraume der zuoberst liegenden Materialstrdnge auch Zellen zu erkennen, die auf der
Oberflache der darunterliegenden Strange adhérierten, ein erster Hinweis auf die Besiedelung des
Inneren der makropordsen Proben.
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Abbildung 17: Besiedelung von PVCA-Gittern (A, B: 200 um, C, D: 500 um nominelle Porengrof3e) mit primaren,
humanen Osteoblasten, 2 Wochen nach Ausséen; blau: Eigenfluoreszenz des Materials, griin:
Actin; MafR3stabsbalken: 200 pm

Auch PHM-Proben mit Makroporen zeigten eine gute Besiedelbarkeit mit priméaren Osteoblasten ohne

Unterschied zu massiven Proben und ohne erkennbaren Unterschied durch unterschiedlich grof3e

Poren (Abbildung 18). Auch hier konnten Zellen in tieferen Schichten der Proben nachgewiesen

werden.
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Abbildung 18: Besiedelung von PHM-Gittern (A, B: 200 um, C, D: 500 pm nominelle Porengréf3e) mit priméaren,
humanen Osteoblasten, 2 Wochen nach Aussaen; blau: Eigenfluoreszenz des Materials, griin:
Actin; MafR3stabsbalken: 200 pm

Wie oben bereits erwéhnt, sollte auch in flissigem Stickstoff zerkleinertes Gelatinevlies auf seine

Eignung als Thixotropiemittel fiir den 3D-Druck erprobt werden. Es wurde daher auch der Effekt

dieses Additivs auf die Besiedelungseigenschaften von PVCA und PHM untersucht. Weder fir PVCA

(Abbildung 19), noch fir PHM (Abbildung 20) wurde ein positiver oder negativer Einfluss der

Gelatinevliesfragmente auf die Zelladhasion beobachtet.
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Abbildung 19: Besiedelung von PVCA-Gittern (500 um nominelle Porengréf3e) mit 5% Gelatinevlieszusatz mit
priméren, humanen Osteoblasten, 2 Wochen nach Ausséen; blau: Eigenfluoreszenz des
Materials, grun: Actin; Mal3stabsbalken: 100 um

In einem einzelnen Versuch wurde auch untersucht, wie priméare Osteoblasten sich in einer
Langzeitkultivierung auf beziehungsweise in einem makroporésen PHM-Probekorper verhalten. Sie
wurden daflr fur 8 Wochen auf den Materialproben kultiviert. Von den Probekérpern wurden danach
Gefrierschnitte angefertigt und Osteopontin, ein Protein der extrazellularen Matrix, sowie der
Osteoblastenmarker RUNX2 angefarbt (Abbildung 21). Das ebenfalls osteoblastenspezifische Protein
Osteopontin, sowie RUNX2 waren tber die gesamte Ausdehnung des Schnitts in der
fluoreszenzmikroskopischen Auswertung nachweisbar. Es hatte sich ein Geflige aus aktiven
Osteoblasten und gewebsspezifischer extrazellularer Matrix gebildet, das nicht nur die inneren
Oberflachen des Materials bedeckte, sondern auch die inneren Hohlrdume der Probekdrper
vollstandig ausfilite. Dies legt nahe, dass die Osteoblasten in makroporésen Proben aus PHM ihre
Zelltyp-spezifischen Eigenschaften beibehalten haben und ihre physiologische Funktion der fir die
Knochengeweberegeneration nétigen Produktion extrazellularer Matrix erfullen konnten.

41



Abbildung 20: Besiedelung von PHM-Gittern (A, B: 200 pm, C, D: 500 um nominelle Porengréf3e) mit 5%
Gelatinevlieszusatz mit priméren, humanen Osteoblasten, 2 Wochen nach Ausséen; blau:
Eigenfluoreszenz des Materials, gruin: Actin; MalRstabsbalken: 100 um

42



Abbildung 21: Gefrierschnitt eines PHM-Probekdrpers nach Langzeitbesiedelung mit primaren Osteoblasten
(8 Wochen); Immunfluoreszenzfarbung von griin: Osteopontin, rot: RUNX2; aus Einzelbildern
zusammengesetztes Panoramabild; zu erkennen ist die Besiedelung aller Hohlrdume des
Probekorpers zwischen den hier schwarz erscheinenden Materialstrangen; wahrend der
Besiedelung nach oben zeigende Probenflache hier links; Mafl3stabsbalken: 1 mm
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5.1.4. Alginatbasierte Biomaterialien quellen in Zellkulturmedien und Pufferldsungen auf3er
alphaMEM stark auf

Fur die Verwendung in Knochenimplantaten sind mdglichst gleichbleibende Dimensionen des
Materials notwendige Grundvoraussetzung. Es wurde daher hier das Quellverhalten der in
Entwicklung befindlichen alginatbasierten Materialien in verschiedenen (Zellkultur-) Medien
untersucht. Abbildung 22 zeigt die VergréRerung der Oberflache von Proben von Schicht A (zell-inerte
Trennschicht), normalisiert auf ihre Ausgangsgrof3e, wahrend der Inkubation in PBS, HBSS mit
Calcium und DMEM. Zu beobachten war die deutliche und schnelle Zunahme der Probengrolie
innerhalb von 6 h nach Beginn der Inkubation auf knapp das doppelte der Ausgangsgrofe. Proben in
PBS zerfielen innerhalb der ersten 6 h soweit, dass eine weitere Vermessung nicht mehr moglich war.
Proben in HBSS mit Calcium und DMEM nahmen nach 6 h nicht mehr in relevantem Ausmalf an
GroRe zu.Bei allen Versuchen zur Quellung von Alginatgelmaterialien standen nur kleine Anzahlen
von Probekdrpern zur Verfugung. Daher konnte hier keine Wiederholung von Versuchen oder eine
statistische Analyse stattfinden. Die gefundenen Trends entsprachen sich zwischen den
verschiedenen Versuchen jedoch soweit, dass eine Auswertung der Ergebnisse trotzdem sinnvoll
erscheint.
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Abbildung 22: Veranderung der Oberflache von Proben von Schicht A wahrend der Inkubation in verschiedenen
Medien; rot: DMEM, schwarz: PBS, blau: HBSS mit Calcium (1,26 mM)

Proben der Schicht B nahmen ebenfalls in den ersten 6 h nach Start der Inkubation in PBS, HBSS mit

Calcium und DMEM deutlich an Groéf3e zu (Abbildung 23). Hier waren es in HBSS mit Calcium und

DMEM ca. 40% VergroéfRerung. In PBS wuchs die Probenoberflache um ca. 80% in den ersten 24 h

nach Inkubationsbeginn.

2.4
=)
L 224
=
=
©
t 2.0
2
£
© .

.8 L 4 o EE— ]
E b /./ —e
2
~ 1.6
®
=
[} Py Kﬁ Py
& 1.4 * ¢
[
o
2 1.2
% i —e— DMEM —e— PBS —e— HBSS+Ca

1.0 T T | f T T T { |

0 2 4 6 24 26 28 30 46 48

Zeit [h]

Abbildung 23: Veranderung der Oberflache von Proben von Schicht B wahrend der Inkubation in verschiedenen
Medien; rot: DMEM, schwarz: PBS, blau: HBSS mit Calcium (1,26 mM)
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Um auszuschliel3en, dass einzelne Bestandteile von DMEM fir die Quellung verantwortlich sind,
wurden Varianten des Mediums hergestellt, denen keiner oder jeweils nur einer der Mediumzuséatze
FCS, Kanamycin und Glutamax zugefiigt wurden. Im Vergleich zu den ebenfalls wieder getesteten
DMEM mit allen Zusétzen und HBSS mit Calcium ergab sich bis ca. 48 h nach Versuchsbeginn kein
relevanter Unterschied (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Veranderung der Oberflache von Proben von Schicht B wahrend der Inkubation in verschiedenen
Medien; rot, durchgehende Linie: HBSS mit Calcium (1,26 mM), rot, gestrichelte Linie: DMEM
ohne Zusétze, schwarz, durchgehende Linie: DMEM mit Kanamycin, schwarz, gestrichelte Linie:
DMEM mit FCS, blau, durchgehende Linie: DMEM mit Glutamax, blau, gestrichelte Linie: DMEM
mit Kanamycin, FCS, Glutamax (vollstandiges Medium)

Nach einem Hinweis aus der Kooperationsarbeitsgruppe an der Universitéat Erlangen wurde auch fur

alphaMEM der Einfluss auf das Quellverhalten untersucht. Dort waren Besiedelungsversuche dieser

Probekérper in alphaMEM durchgefiihrt und dabei keine berméaRige Quellung beobachtet worden.

Fur die hier durchgefiihrten Versuche kam alphaMEM mit Glutamax, sowie alphaMEM mit Glutamax

und FCS beziehungsweise mit Glutamax und Penicillin/Streptomycin zum Einsatz. In all diesen

Medienvarianten konnte innerhalb von 24 h keine Quellung der Proben mehr beobachtet werden

(Abbildung 25).
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Abbildung 25: Veranderung des Durchmessers von Proben von Schicht B wéahrend der Inkubation in
verschiedenen Varianten von alphaMEM,; rot: alphaMEM mit Glutamax, schwarz: alphaMEM mit
Glutamax, FCS, blau: alphaMEM mit Glutamax, FCS, Penicillin/Streptomycin

5.1.5. Alginatbasierte Biomaterialien erméglichen Besiedelung durch primare, humane
Osteoblasten nur nach Supplementierung mit Gelatine

Anders als die Materialvarianten auf Basis von PVCA und PHM wurden die Materialien auf
Alginatgelbasis nicht mithilfe von Eluaten, sondern ausschlie3lich in Direktbesiedelungsversuchen auf
ihre in vitro-Biokompatibilitat hin untersucht. Die grundlegende Vorgehensweise war dabei in der
Regel gleich: Primare, humane Osteoblasten als Zellen des Zielgewebes der angestrebten klinischen
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Anwendung der Materialien wurden auf Materialproben ausgeséat und nach Inkubation und
Fluoreszenzfarbung mittels konfokaler Laserscanmikroskopie dokumentiert.

Zunéachst wurden Proben aus nicht supplementiertem Alginatgel (Schicht A) untersucht. Da Alginat fur
humane Zellen bekanntermal3en inert ist, wurde hier keine Zelladhasion und Besiedelung der Proben
erwartet. Dieses bestatigte sich bei lichtmikroskopischer Beobachtung von besiedelten Proben, daher
wurde auf eine weitere Analyse mittels Fluoreszenzfarbung verzichtet (Daten nicht gezeigt).

Ausfihrlicher untersucht wurden Proben aus Alginatgel mit Supplementierung von Hydroxylapatit
(Schicht B, osteokonduktive Schicht). Zunachst wurden massiv gedruckte Probekdérper aus Alginatgel
mit Hydroxylapatit ohne weitere Supplemente untersucht. Die fluoreszenzmikroskopische Auswertung
zeigte, dass zwar Zellen auf den Probenoberflachen vorhanden waren, diese aber nicht die
physiologische, ausgestreckte Zellmorphologie mit langen Zellauslaufern aufwiesen (Abbildung 26).
Vielmehr zeigten die Zellen eine kugelférmige Morphologie oder bildeten Zellaggregate. Klare Zeichen
dafir, dass Zellen auf der gesamten Oberflache des Materials adhé&rieren konnten, waren nicht zu
erkennen. Einige Zellen hatten allerdings offenbar direktem Kontakt zu Hydroxylapatitpartikeln im
Material. Die Vermutung lag nahe, dass die Zellen an diesen Partikeln, sofern sie an der Oberflache
der Proben zuganglich waren, mindestens eingeschrankt adhéarieren konnten.

Abbildung 26: Besiedelung von Alginatgelen mit 14% Hydroxylapatit (grob) mit priméren, humanen
Osteoblasten, 48 h nach Aussaen, A: massiv gedruckt, B: pords gedruckt; blau: DNA,
Eigenfluoreszenz des Hydroxylapatits, griin: Actin; Maf3stabsbalken: 100 pm

Um zu eruieren, ob die Adhasion an Hydroxylapatit zur vollstandigen Besiedelung der Materialien
ausreichen kénnte, wurden anschlie3end Materialproben untersucht, die mit Hydroxylapatit mit
kleinerer Partikelgré3e hergestellt worden waren. Hier wurden massiv und makropords gedruckte
Proben untersucht, die die vorher verwendete oder eine héhere Konzentration (21%) von
Hydroxylapatit enthielten. Auch hier waren jedoch ausschlief3lich Zellen zu finden, die nicht die
physiologische, ausgestreckte Zellmorphologie aufwiesen (Abbildung 27). Die Adhé&sion der
Osteoblasten an kleineren Hydroxylapatitpartikeln schien nicht starker zu sein als an solche mit
grolRerem Durchmesser.
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massiv gedruckt makropords

14% Hydroxylapatit

21% Hydroxylapatit

Abbildung 27: Besiedelung von Alginatgelen mit feinem Hydroxylapatit mit priméren, humanen Osteoblasten,
72 h nach Ausséen, A, C: massiv gedruckt, B, D: Gitter; A, B: 14% Hydroxylapatitgehalt, C,D:
21% Hydroxylapatitgehalt; blau: DNA, Eigenfluoreszenz des Hydroxylapatits, grin: Actin;
MaRstabsbalken: 100 pm
Erst die Zugabe von Gelatine zum Alginatgel (,blend®) fihrte zu Materialproben, die von priméren
Osteoblasten grof3flachig besiedelt werden konnten (Abbildung 28). Schon eine Zugabe von 0,5%
Gelatine (Typ B), reichte aus, um die Zellen in die Lage zu versetzen, die Oberflachen der Proben
dicht zu besiedeln (Abbildung 28 A). Eine Erhéhung des Gelatinegehalts auf 1% brachte keine
signifikante Veranderung mit sich (Abbildung 28 C). Allerdings blieben einige Bereiche der Proben
noch unbesiedelt (Abbildung 28 B, D). Die Ursachen blieben unklar, es ist jedoch denkbar, dass
inhomogene Materialeigenschaften, wie etwa eine ungleichmaBige Verteilung des Gelatineanteils
daflr verantwortlich waren (siehe Kapitel 6.1.2.2). Spater untersuchte Proben gleicher
Materialzusammensetzung wurden vollstandig besiedelt (siehe unten).
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0,5% Gelatine

1% Gelatine

Abbildung 28: Besiedelung von Hydrogelen aus Alginat-Gelatine-blend (Typ B) mit Hydroxylapatit (fein) mit
priméren, humanen Osteoblasten, 48 h nach Ausséen, A, B: 0,5% Gelatinegehalt, C, D: 1%
Gelatinegehalt; blau: DNA, Eigenfluoreszenz des Hydroxylapatits, griin: Actin; Mal3stabsbalken:

100 pm
Ein Wechsel von Gelatine Typ B zu Typ A brachte keine Veranderungen im Besiedelungsverhalten
der Zellen mit sich. Auch hier wurden Probenoberflachen aus Material mit 0,5 bis 1,5% Gelatine

grof3flachig von priméren Osteoblasten besiedelt (Abbildung 29). Ein Unterschied im
Besiedelungsergebnis zwischen Proben mit unterschiedlichen Gelatinegehalten war nicht erkennbar.

Die Zugabe von Gelatine hat sich bei der Herstellung von Alginatgelmaterialien damit allerdings als
notwendig und sehr effektiv erwiesen, ihre in vitro-Biokompatibilitat im Sinne ihrer Eignung fur die
Besiedelung durch Osteoblasten zu erreichen.
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Abbildung 29: Besiedelung von Hydrogelen aus Alginat-Gelatine-blend (Typ A) mit Hydroxylapatit (fein) mit
primaren, humanen Osteoblasten, 7 Tage nach Ausséaen; A, B: 0,5% Gelatinegehalt, C, D: 1%
Gelatinegehalt, E, F: 1,5% Gelatinegehalt; blau: DNA, Eigenfluoreszenz des Hydroxylapatits,
grun: Actin; Mal3stabsbalken: 100 um

Ausgehend von diesem positiven Ergebnis wurden dann auch makropords gedruckte Probekdrper
hergestellt und besiedelt. Auch hier war nach einer Inkubation eine gute Besiedelung der Oberflachen
der Materialstrange fluoreszenzmikroskopisch zu erkennen (Abbildung 30). Je nach
Belichtungsbedingungen waren dabei auch die Materialstrange selbst aufgrund der Autofluoreszenz
des Hydroxylapatits sichtbar (Abbildung 30 A). Hydroxylapatit fluoresziert offenbar selbst (daher
Autofluoreszenz) und ist mit Licht der gleichen Wellenlange wie DAPI anregbar. Soweit im Mikroskop
sichtbar, waren Oberflachen in allen Tiefenebenen der Proben besiedelt, die Zellen konnten also auch
in tieferen Ebenen der Proben adharieren und durch Diffusion des Mediums mit Nahrstoffen versorgt
werden.
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Abbildung 30: Besiedelung von makropords gedruckten Hydrogelen aus Alginat-Gelatine-blend (Typ A) mit
Hydroxylapatit (fein) mit primaren, humanen Osteoblasten, 2 Tage nach Ausséen; A, B: 0,5%
Gelatinegehalt, C: 1% Gelatinegehalt, D, E: 1,5% Gelatinegehalt; blau: DNA, Eigenfluoreszenz
des Hydroxylapatits, griin: Actin; Mal3stabsbalken: 100 pm

5.1.6. Octenidin- und UV-C-Behandlung von alginatbasierten Biomaterialien ist ungeeignet
zur Sterilisierung

Um die in vitro-Biokompatibilitat der Materialien auch im Sinne der Bildung von extrazellularer Matrix
durch darauf kultivierte Zellen und deren Differenzierung untersuchen zu kénnen, waren
Langzeitbesiedelungsversuche nétig, die wiederum die Sterilitét der Materialproben voraussetzen.
Erste Versuche mit den unter keimarmen, aber nicht sterilen Bedingungen hergestellten Probekdrpern
zeigten, dass Inkubationszeiten von mehr als einer Woche nicht kontaminationsfrei moglich waren. Es
bildete sich ein triber Niederschlag im Medium, der wohl aus Bakterienzellen und aus Bruchstiicken
der Materialproben bestand, die sich vermutlich aufgrund der enzymatischen Aktivitat der
kontaminierenden Bakterien schnell zersetzten (Daten nicht gezeigt).

In einem ersten Ansatz zur Verbesserung der Sterilitdt der Probekdrper wurden diese daher mit dem
wenig aggressiven und fur den klinischen Einsatz zugelassenen Desinfektionsmittel Octenidin
behandelt und anschlieRend mit priméaren Osteoblasten besiedelt. Anders als bei unbehandelten
Proben hatten diese Zellen anschlieRend eine abgekugelte Zellmorphologie und adhérierten nicht auf
den Materialien, waren also offenbar abgestorben (Daten nicht gezeigt). Vermutlich verantwortlich
waren daftr Ruckstande des Octenidins in dem sehr porésen Material, die offenbar auch durch
mehrfaches Waschen der Probekdrper nicht beseitigt werden konnten.

Eine Bestrahlung der Proben von zwei Seiten mit UV-C (500 mJ/cm?, Wellenlange 255 nm) in einem
weiteren Ansatz zur Sterilisierung der Probekérper fuhrte im Besiedelungsversuch nicht zu
offensichtlichen negativen Effekten auf die Zellen: auch UV-C-bestrahlte Proben wurden zunachst
groR¥flachig von den Osteoblasten besiedelt (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Besiedelung von UV-sterilisierten (500 mJ/cm?) Hydrogelen aus Alginat-Gelatine-blend (Typ A)

mit Hydroxylapatit (fein) mit primaren, humanen Osteoblasten, 7 Tage nach Ausséen; grun: Actin;

Mafstabsbalken: 100 pm
Die Langlebigkeit der Proben in Bezug auf eine mdgliche Bakterien-induzierten Degradation und
Mediumtriibung war im Vergleich zu unbehandelten Proben leicht verbessert, nach ca. 1,5 Wochen
war aber auch hier eine beginnende Verschlechterung des Probenzustands zu erkennen. Nach 3
Wochen hatte die mechanische Stabilitdt der Proben soweit abgenommen, dass sie beim Umgang mit
den Probekoérpern wahrend der Routine-Zellkulturarbeiten Zerfallserscheinungen aufwiesen
(Abbildung 35). Die mechanische Stabilitat der Proben hatte also deutlich abgenommen.
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Abbildung 32: Zersetzungserscheinungen von UV-C-bestrahlten (250 mJ/cm?) und mit primaren Osteoblasten
besiedelten Proben von makroporés (A) und massiv (B) gedrucktem Alginatgel mit Hydroxylapatit
(fein) und Gelatine (Schicht B) nach 3 Wochen Inkubation; MaRstabsbalken: 10 mm

Die Proben wurden eingefroren und Gefrierschnitte angefertigt. Anschlieend wurden Osteopontin,
Osteocalcin und RUNX2 immunzytochemisch angefarbt. Es konnte keine spezifische Farbung fir
diese Markerproteine fur Osteoblasten-Extrazellularmatrix und Osteoblastendifferenzierung gefunden
werden (Abbildung 33, Abbildung 34). Lediglich einige Oberflachen innerhalb der Probe zeigten eine
schwache DAPI-Fluoreszenz, was auf Zellfragmente hinweist, die noch DNA enthielten. Offenbar
waren die Proben zunéchst von Zellen besiedelt worden. Die schwache DAPI-Fluoreszenz und der
fehlende Nachweis spezifischer Osteoblastenmarker legt jedoch nahe, dass die Zellen im Laufe der
Inkubation, und moéglicherweise durch den negativen Einfluss einer verbliebenen bakteriellen
Kontamination der Proben, in Apoptose gegangen sind.

Durch die langen Belichtungszeiten, die nétig waren, um die schwache vorhandene Fluoreszenz zu
dokumentieren, werden die Hydroxylapatitpartikel im Material aufgrund ihrer Autofluoreszenz in den
Aufnahmen abgebildet. Gut zu erkennen ist dadurch die makropordse Struktur der Probekérper.
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Abbildung 33:
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Immunzytochemisch geférbte Gefrierschnitte von massiv gedruckten Alginatgelproben mit
Hydroxylapatit (fein) und Gelatine (Schicht B) nach UV-C-Bestrahlung, 3 Wochen nach Ausséen;
blau: DAPI, A, B: griin: Osteopontin, rot: RUNX2; C, D: rot: Osteocalcin; sehr lange
Belichtungszeiten von 1,5 s (rot, blau), beziehungsweise 0,4 s (gruin); Maf3stabsbalken: 500 pm



Abbildung 34: Immunzytochemisch gefarbte Gefrierschnitte von makroporés gedruckten Alginatgelproben mit
Hydroxylapatit (fein) und Gelatine (Schicht B) nach UV-C-Bestrahlung, 3 Wochen nach Ausséen;
blau: DAPI, A, B: griin: Osteopontin, rot: RUNX2; C, D: rot: Osteocalcin; sehr lange
Belichtungszeiten von 1,5 s (rot, blau), beziehungsweise 0,5 s (gruin); Maf3stabsbalken: 500 pm

5.1.7. Gamma-Bestrahlung erméglicht die Sterilisierung und vollstédndige Besiedelung von
makropordsen Alginat-Gelatine-Hydroxylapatitprobekérpern durch primére, humane
Osteoblasten in Langzeitkultur

Da auch durch die Bestrahlung mit UV-C angesichts der Probendegradation und der Mediumtriibung
die bakterielle Kontamination noch nicht wirksam beseitigt werden konnte, wurden neue
Materialproben durch einen kommerziellen Dienstleister gamma-sterilisiert. Bei der Gamma-
Bestrahlung werden die Probenkdrper in kontrollierter Weise ionisierenden Gammastrahlen
ausgesetzt, um die Abtétung von Viren, Bakterien und anderen Krankheitserregern, zu erreichen. In
anschlieRenden Besiedelungsversuchen sollte geklart werden, ob diese Sterilisierungsmethode auch
hier effektiv ist, ob sie die Materialeigenschaften im Sinne der Biokompatibilitat verdndert und ob nun
langere Besiedelungszeiten maéglich sind. Proben wurden nach der Besiedelung bis zu 48 Tage
inkubiert. Das Ausbleiben einer Kontamination zeigte an, dass die gamma-Bestrahlung die Proben
wirksam sterilisiert hatte. Die anschlieBende Auswertung per konfokaler Mikroskopie nach
Immunfluoreszenzfarbung zeigte vollsténdig besiedelte Materialoberflachen der makroporés
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gedruckten Proben (Abbildung 35). Vereinzelt waren auch Zellen zu sehen, die die Poren des
Materials zwischen zwei Stréngen teilweise tiberspannt hatten (Abbildung 35 B). Der groR3ere Teil des
inneren Porenvolumens war aber nicht mit Zellen ausgefullt.

Ein negativer Effekt der hochenergetischen Gamma-Strahlung auf die rheologischen und
mechanischen Eigenschaften der Materialien, etwa durch teilweise Zerstérung der Alginatpolymere,
wurde durch die kooperierende Arbeitsgruppe an der Universitat Erlangen-Nirnberg untersucht und
ausgeschlossen.

Abbildung 35: Besiedelung von gamma-sterilisierten (15 kGy) makroporés gedruckten Hydrogelen aus Alginat-
Gelatine-blend (Typ A) mit Hydroxylapatit (fein) mit prim&ren, humanen Osteoblasten, 48 Tage
nach Ausséen; blau: DNA, Eigenfluoreszenz des Hydroxylapatits, griin: Actin; Mastabsbalken:
100 pm

Ein ahnliches Ergebnis zeigten immunzytochemisch gefarbte Gefrierschnitte von besiedelten

makropordsen Proben nach 65 Tagen in Kultur. Auch hier war die fast vollstandige Besiedelung aller

innerer Oberflachen der Proben fluoreszenzmikroskopisch zu erkennen, unabhéngig von ihrer
raumlichen Lage und Orientierung (Abbildung 36 A, C). Auch zu erkennen war, dass die Osteoblasten
dort einzelne Zwischenrdume zwischen Materialstrangen ausfillen konnten, wo die Strénge nahe

aneinander lagen, also kein grof3er Spalt tberbriickt werden musste (Abbildung 36 B, D).
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Abbildung 36:

Immunzytochemisch geféarbte Gefrierschnitte von gamma-sterilisierten (15 kGy) makropords
gedruckten Hydrogelen aus Alginat-Gelatine-blend (Typ A) mit Hydroxylapatit (fein) nach
Besiedelung mit prim&ren, humanen Osteoblasten, 65 Tage nach Ausséen; links jeweils 4-fache,
rechts 20-fache VergréRerung des selben Bildausschnitts; blau: DNA, griin: Actin;
Mafstabsbalken: A, C: 500 um, B, D: 100 pm
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5.2.  Entwicklung und Charakterisierung eines Modellsystems zur
Untersuchung des Einflusses von ,confined compression® auf das
Zellverhalten

Zur Erweiterung des Repertoires an Methoden zur praklinischen Evaluierung von potentiellen
Biomaterialien im Hinblick auf ihren Effekt bei der mechanischen Stimulierung von Zellen im Material
wurde ein System entwickelt, dass die Untersuchung des Effekts mechanischer Stimulation von
Zellen, hier primaren, humanen Osteoblasten, wahrend der Kultur in einem dreidimensionalen
Material erlaubt. Dazu wurden die verwendeten Osteoblasten zunachst umfassend im Hinblick auf ihre
Proliferationsaktivitat, ihre Genexpression im Kontext Osteogenese, ihre Ausstattung mit
Adhésionsmolekiilen und ihre Reaktionsfahigkeit auf biochemische osteogene Differenzierungsreize
hin charakterisiert. Des Weiteren wurde hier eine Apparatur entwickelt und hergestellt, welche die
,confined compression* erlaubt, also die Kompression von zell-beladenen Materialproben unter
Verhinderung der gleichzeitigen seitlichen Ausdehnung der komprimierten Probe. Fiir die Verwendung
der Apparatur waren einige Versuchsmethoden nétig, die ebenfalls entwickelt wurden und hier
beschrieben sind. Das fir die Charakterisierung des Systems verwendete Modellmaterial Fibrin
hinsichtlich seiner Eigenschaften im entwickelten Versuchsaufbau rheologisch untersucht und
schlussendlich die Reaktion der primaren, humanen Osteoblasten auf ,confined compression’
analysiert. Die verschiedenen Aspekte der Systementwicklung werden im Folgenden besprochen.

5.2.1. Proliferationsgeschwindigkeit der primaren, humanen Osteoblasten ist von Passage
und Expansionslinie abhéngig

Zur Verringerung der Variabilitat des Zellverhaltens der primaren, humanen Osteoblasten in den
Versuchen zur Charakterisierung des Modellsystems wurde ein stark standardisiertes Verfahren zur
Kultivierung der Zellen etabliert.

Nachdem zu Beginn des Projekts festgestellt wurde, dass die primaren, humanen Osteoblasten auch
nach Kulturzeiten von 11 Tagen in DMEM keine Konfluenz erreichten (Daten nicht gezeigt), wurde zu
ihrer Routine-Zellkultur ausschlieRlich das vom Hersteller fur ihre Kultur empfohlene ObM eingesetzt.
Es wurde beobachtet, um welchen Betrag die Zellzahl durch die Kultivierung vom Ausséen in
Zellkulturflaschen bis zum Trypsinieren zunahm. Daraus wurde fir jede Passage separat eine
durchschnittliche relative Zellzahlzunahme pro Tag berechnet (Abbildung 37). Die Zellen wurden zu
Beginn des Projekts bis Passage 6 kultiviert und ihre Proliferationsgeschwindigkeit verfolgt. Fur die im
Folgenden beschriebenen Versuche wurden jedoch nur Zellen in Passage 5 verwendet und daher bis
zu dieser Passage expandiert.

Da nicht mit einer Expansion genug Zellen in Passage 3 bereitgestellt werden konnten, um alle
Versuche durchzufiihren wurden dazu mehrfach Zellen in Passage 1 in Kultur genommen, bis
Passage 3 expandiert und erneut eingefroren. Die so gelagerten Zellen unterschieden sich nach dem
erneuten Auftauen bei der Kultivierung bis Passage 5 in ihrer Proliferationsgeschwindigkeit und
werden in Abbildung 37 daher separat gezeigt, es wurden Zellen aus drei Expansionsvorgangen von
Passage 1 zu Passage 3 ndher untersucht.

Alle Versuche zur Charakterisierung der Osteoblasten in Hinblick auf Mediumeinfluss, BMP-2-
Stimulation, Expression von Proteinen der Fokalkontakte wurden mit Zellen aus einem
Expansionsvorgang durchgefihrt (Abbildung 37 in hellgrau). Fur Versuche zur mechanischen
Stimulation von Osteoblasten mussten Zellen aus einer neuen Expansion benutzt werden (Abbildung
37 in dunkelgrau).

Zu beobachten war, dass die Proliferationsgeschwindigkeit mit zunehmender Passagenzahl
tendenziell abnimmt. Zellen in Passage 1 nahmen durchschnittlich um mehr als 50% pro Tag in lhrer
Zahl zu. Bei Zellen in Passage 6 lag dieser Wert der Zellzahlzunahme pro Tag bei nur noch etwa
20%. Die verschiedenen Expansionslinien, die in Passagen 3 und 4 separat untersucht wurden,
zeigen innerhalb einer Passage Unterschiede von bis zu 28 Prozentpunkten in ihrer téaglichen
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Zellzahlzunahme, obwohl die Zellen aus der gleichen Ursprungszellkultur stammen und unter gleichen
Bedingungen kultiviert wurden.

Aufgrund der unterschiedlichen Proliferationsgeschwindigkeiten unterschieden sich die Zellen auch in
der Zeit, die sie vom Ausséen zur Konfluenz benétigten. Diese Kulturzeit bis zum Trypsinieren wurde
zur Verringerung der Systemvariabilitét jedoch soweit standardisiert wie maglich. Zur Expansion der
Zellen von Passage 1 zu 3 wurde eine konstante Kulturzeit von 5 Tagen gewabhlt, ebenso fir die
Kultur der Zellen bis Passage 5 in den Versuchen zur Zellcharakterisierung. Die Zellen in Versuchen
zur Stimulation im Gel wurden von Passage 3 bis 5 mit einer konstanten Inkubationszeit von 4 Tagen
kultiviert.
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Abbildung 37: Proliferationsgeschwindigkeiten der priméren, humanen Osteoblasten in verschiedenen
Zellkulturpassagen (P1 bis P6), ab P3: hellgrau: Zellen fir Versuche zur Zellcharakterisierung,
dunkelgrau: Zellen fir Versuche zur mechanischen Stimulation, weil3: weitere aus Passage 1
expandierte, in P3 aufgetaute Zellen; statistisch signifikant unterschiedliche
Proliferationsgeschwindigkeiten mit Balken eingetragen fir ausgewahlte Passagenpaare; *:
p<0,05, **: p<0,01, ****: p<0,0001; 3<n<67
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5.2.2. Primére, humane Osteoblasten kénnen nur in DMEM-Mineralisierungsmedium
mineralisierte Matrix bilden

Wesentliches physiologisches Merkmal von Osteoblasten ist die Fahigkeit, mineralisierte
extrazellulare Matrix zu bilden. Daher wurde diese Eigenschaft bei den hier verwendeten primaren,
humanen Osteoblasten mithilfe einer Farbung von mineralisierter Matrix durch Alizarinrot Gberpruift.

Wie in Abbildung 38 anhand der roten Farbung erkennbar, waren die Osteoblasten in der Lage,
wahrend einer 3-wdchiger Kultivierung in DMEM-Mineralisierungsmedium stark mineralisierte Matrix
zu bilden (Abbildung 38 D). Die Kultivierung fur nur 7 Tage in diesem Medium (Abbildung 38 B), oder
die Kultivierung in DMEM ohne Mineralisierungszuséatze reichten fur eine Mineralisierung nicht aus
(Abbildung 38 A, C).
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DMEM DMEM-Mineralisierungsmedium

7 Tage

21 Tage

Abbildung 38: Alizarin-Rot-Farbung von primaren, humanen Osteoblasten nach Kultivierung in DMEM
beziehungsweise DMEM-Mineralisierungsmedium; A: 7 Tage Kultivierung, DMEM; B: 7 Tage
Kultivierung, DMEM-Mineralisierungsmedium; C: 21 Tage Kultivierung, DMEM; D: 21 Tage
Kultivierung, DMEM-Mineralisierungsmedium

Zellen, die in ObM kultiviert wurden (Abbildung 39), haben unter keinen der getesteten
Kulturbedingungen, auch nicht bei Zugabe von Mineralisierungszuséatzen und 21 Tagen Kulturzeit
(Abbildung 39 D) mineralisierte Matrix gebildet.

ObM ObM-Mineralisierungsmedium

§

Abbildung 39: Alizarin-Rot-Farbung von priméren, humanen Osteoblasten nach Kultivierung in ObM
beziehungsweise ObM-Mineralisierungsmedium; A: 7 Tage Kultivierung, ObM; B: Tage
Kultivierung, ObM -Mineralisierungsmedium; C: 21 Tage Kultivierung, ObM; D: 21 Tage
Kultivierung, ObM -Mineralisierungsmedium

5.2.3. Entwicklung eines Auswertungsalgorithmus fir gPCR-Daten zur relativen
Genexpressionsanalyse

Zur Charakterisierung der Genexpressionsaktivitat der im Projekt verwendeten priméren, humanen
Osteoblasten wurden in verschiedenen Teilprojekten gPCR-Array-Versuche durchgefihrt. Zur
Auswertung der dabei erhaltenen Daten wurde ein Auswertungsalgorithmus entwickelt, der auf der
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2-24Ca-Methode von Livak und Schmittgen# basiert und automatisch die Daten aus allen gemessenen
biologischen Replikaten aller getesteten Versuchsbedingungen eines Versuchs zusammenfasst. Im
Folgenden wird die grundsatzliche Struktur und Funktionsweise des Quellcodes besprochen. Gezeigt
wird der Quellcode, wie er in der Programmierumgebung Google Colab benutzt werden kann. Alle
Codebestandteile, denen ein Rautezeichen (#) vorgestellt ist und die griin gedruckt sind, werden bei
der Ausfiihrung des Programms ignoriert und dienen lediglich als Kommentar zum besseren
Verstandnis des Programmcodes.

Daten werden im entwickelten Algorithmus intern in ,Pandas Dataframes‘ abgespeichert. Dieser
Variablentyp erlaubt das Arbeiten mit tabellarisch angelegten Daten und deren Adressierung Uber
Zeilen- und Spaltennamen anstelle von lediglich Indizes (wie etwa bei den in Python oft verwendeten
Arrays oder Listen).

Zeilen 1 bis 18 im Programmcode dienen dem Import von frei verfligbaren Programmbefehlen und
dem Bereitstellen von Daten. Benétigt werden die Elemente Pandas, Dash_Bio, Numpy, IPython,
Math, Scipy und google.colab. Zeile 8 stellt Daten aus dem Online-Speicher Google Drive in Colab zu
Verfligung.

Zeilen 20 bis 27 definiert mathematische Funktionen, die spater referenziert werden kénnen und so
nur ein einziges Mal niedergeschrieben werden missen.

Der Algorithmus importiert anschlieBend die Rohdaten (Zeile 32). Die Wahl der Datei und damit die
Auswahl der zu analysierenden Daten muss durch manuelle Anderung des Dateinamens im
Quellcode erfolgen. In Zeile 40 werden dann die Namen der verschiedenen Versuchsbedingungen
(hier als ,Testgroups® bezeichnet) ausgelesen und als Variable abgespeichert.

Zeilen 48 bis 72 dienen der Qualitatskontrolle der eingelesenen Daten. Dabei diente das Handbuch
der verwendeten qPCR-Arrays der Fa. Qiagen als Grundlage. Zunachst wird gepruft, ob die Cq-Werte
fur die integrierte Kontrolle auf genomische DNA entweder ,NaN* lauten (entspricht nicht
nachweisbarer DNA-Menge) oder zumindest gréRer als 35 sind. Das Ergebnis dieser Prifung wird als
Text ausgegeben (Zeilen 51 bis 56). Mit dieser Uberpriifung soll verifiziert werden, dass genomische
DNA in allen vermessenen RNA-Extrakten entweder nicht nachweisbar (NaN), oder ihre Menge so
gering war, dass sie lediglich einen vernachlassigbaren Einfluss auf die weitere Auswertung hat (Cq >
35).

Anschliel3end wird geprift, ob die Cg-Werte der positiven PCR-Kontrolle (PPC) fur alle Proben um
mindestens 5 grol3er ist als die der jeweiligen ,Reverse Transcription Control“ (RTC) (Zeile 68). Auch
hier erfolgt die Ausgabe des Prifergebnisses (Zeilen 69 bis 72). Dies stellt eine ausreichende
Effizienz des Transkriptionsprozesses der RNA zu cDNA sicher.

Die Auswabhl eines oder mehrerer der auf den Arrays gemessenen Referenz- oder Haushaltsgenen
(HKG) fur die Auswertung des Versuchs soll anhand ihrer Varianz Uber alle gemessenen Proben
erfolgen. Als Referenzgene geeignet sind solche Gene, die in ihrer Expression mdglichst nicht von
den im vorliegenden Versuch getesteten Einflissen auf das Zellverhalten beeinflusst sind, also fir alle
Proben und Kontrollen méglichst gleiche Cg-Werte in der gPCR aufweisen. Um das Referenzgen im
jeweils vorliegenden Versuch zu ermitteln, dass diesen Anspriichen am besten gerecht wird, ermittelt
der Algorithmus zunachst den mittleren Cq-Wert fur jedes der funf potentiellen Referenzgene tber
allen Proben (Zeilen 78 bis 81). AnschlieRend wird die Abweichung im Cg-Wert fir jedes potentielle
Referenzgen fiur alle Proben (Zeile 85) sowie die der maximale Unterschied in den Cg-Werten
zwischen hdchster und niedrigster Expressionsaktivitat fur jedes potentielle Referenzgen berechnet
(Zeilen 88 bis 89). Laut Handbuch der Qiagen-qPCR-Arrays sollen jene Gene als Referenzgene
herangezogen werden, deren Expressionsaktivitdten sich zwischen allen Proben nur um weniger als 1
cycle unterscheiden. Ob eine so geringe Abweichung fiir eins oder mehrere der potentiellen
Referenzgene im jeweils ausgewerteten Versuch vorliegt, wird im Algorithmus in Zeile 96 geprift. Ist
dies der Fall, werden die Gene, die diese Voraussetzung erfiillen mit der Bandbreite ihrer
Expressionsaktivitaten (Differenz im Cg-Wert von hichster zu niedrigster Expression) in einer Variable
(,HKG") abgespeichert (Zeile 97) und ihre Namen in einer Textausgabe angegeben (Zeilen 100 bis
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101). Sollten keine potentiellen Referenzgene eine Cqg-Bandbreite von kleiner als 1 haben, wird
stattdessen dasjenige Gen als Referenzgen ausgewahlt, dass die geringste Bandbreite aufweist (Zeile
103). Auch hier wird anschlieend die Auswahl des Gens per Text ausgegeben (Zeilen 106 bis 107).

Als nachstes prift der Algorithmus, ob die ermittelten Cq-Werte eines bestimmten Gens fir alle
Proben einer Versuchsbedingung, also alle biologischen Replikate eines Versuchs, einen
einstellbaren Maximalwert (Zeile 113) nicht Uberschreiten. Dies dient dazu, sehr hohe Cg-Werte, die
auch von der Amplifikation unspezifischer PCR-Produkte stammen kénnten, aus der weiteren Analyse
auszuschlief3en. Der Algorithmus iteriert daher Giber jede Zeile der eingelesenen Rohdaten (Cg-Werte)
(Zeile 116) und prift ob innerhalb dieser Zeile alle Cq-Werte die zu einer der vorher ausgelesenen
Testgruppen gehdren (Zeile 117) den Schwellwert nicht Giberschreiten (Zeile 124). Das Ergebnis
dieser Prifung wird als Boolesche Variable (wahr / falsch) in einer neuen Datenframe-Variable
abgespeichert. Da in der Rohdatentabelle die Cq-Werte in Zeilen nach Gen sortiert sind, wird in dieser
Prufung also fur jedes Gen und getrennt fiir jede Testgruppe des jeweiligen Versuchs Uberprift, ob
alle Replikate eine gewisse Mindestgenexpression zeigen. In den spéater folgenden Schritten der
Auswertung werden jene Proben von der Auswertung ausgeschlossen, die nicht in allen Replikaten flr
das jeweils ausgewertete Gen den Cqg-Grenzwert unterschritten haben.

Anschliel3end beginnt die quantitative Auswertung der qPCR-Daten. Es wird zunachst fir jedes Gen
und fiir jede Testgruppe der mittlere Cg-Wert aus den Cg-Werten der vermessenen Versuchsreplikate
berechnet (Zeilen 131 bis 139). Dann wird von jedem dieser gemittelten Cq-Werte der gemittelte Cq-
Wert der vorher ausgewéhlten Referenzgene abgezogen (ACq). Diese Werte geben die
Expressionsaktivitat aller untersuchten Gene in Relation zu den ausgewahlten Referenzgenen
innerhalb einer Testgruppe an.

Um verschiedene Testgruppen, also verschiedene Versuchsbedingungen miteinander zu vergleichen,
muss im Algorithmus als ndchstes eine Vergleichsgruppe - also in der Regel die Negativkontrolle des
Versuchs - und die aktuell auszuwertende Testgruppe - eine der getesteten Versuchsbedingungen -
ausgewahlt werden. Dies geschieht manuell in Zeilen 172 bis 175. ,ContrSample® ist dabei die
Variable welche die Vergleichsgruppe (Negativkontrolle) festlegt, ,Sample® gibt die auszuwertende
Versuchsbedingung an. Es wird nun fiir jedes Gen die jeweilige Differenz der ACg-Werte zwischen
Vergleichsgruppe und auszuwertender Testgruppe berechnet (AACq-Werte) (Zeilen 178 bis 182).

Fur die statistische Auswertung der gPCR-Ergebnisse ist es notwendig, die Standardabweichungen
der berechneten ACq-Werte (0acq) zu ermitteln. Da diese aber aus mehreren Variablen berechnet
werden (hier aus den gemittelten Cg-Werte von untersuchtem Gen und den gemittelten Cg-Werten
des/der Referenzgen(e)), die alle mit Varianz behaftet sind, ist eine Fehlerfortpflanzung nétig.

Zunéachst wird fur jedes Gen innerhalb jeder Testgruppe die Standardabweichung der Cq-Werte der
Replikate berechnet (Zeilen 188 bis 193).

Die Standardabweichung des gemittelten Cg-Werts (ocq) aller verwendeter Referenzgene wird der
Einfachheit halber naherungsweise berechnet. Dazu wird fiir jedes dieser Referenzgene die Summe
gebildet aus dem mittleren Cg-Wert aller Replikate einer Versuchsbedingung (Cqyx¢) und der
dazugehdrigen Standardabweichung (Ocq, Hke) (Zeilen 196 und 197):

CqHKG,max = CqHKG + GCq,HKG

AnschlieBend wird aus diesen Summen flr jede Testgruppe der Mittelwert gebildet (Cquks max) (Zeilen

214 und 215) und der Mittelwert der Cg-Werte der Referenzgene (Cqyks) abgezogen (Zeilen 231 und
232):

OCqHKG = Cqukcmax — Cquke

Es ergibt sich ein ndherungsweise berechneter Wert fir die Standardabweichung des mittleren Cqg-
Werts aller ausgewahlten Referenzgene (o¢q uxke)-
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Aus den so berechneten Standardabweichungen von Referenzgen(en) (o¢qukg) Und den
untersuchten Genen (GOI) (o¢q,cor) kann durch Fehlerfortpflanzung die kombinierte
Standardabweichung der ACg-Werte (o,cq,6o1) €rrechnet werden. Dabei gilt folgende Formel:

_ 2 2
Oacq = \/GCq,GOI + Ocq,HKG

Die Berechnung ist implementiert in Zeilen 247 bis 255. Analog dazu wird die kombinierte
Standardabweichung der AACg-Werte (cacq) berechnet in Zeilen 269 bis 274. Hier werden die
Standardabweichungen der ACg-Werte von Vergleichsgruppe und Testgruppe fir die Berechnung
verwendet:

— 2 2
GAACq - \/GACq,Testgruppe +GACq,Vergleichsgruppe

Um die grafische Auftragung der berechneten Daten zu erleichtern, werden anschlieBend fir jedes
untersuchte Gen die Werte fir AACq +/- ihrer Standardabweichung berechnet. Diese dienen spater
dazu, die unteren und oberen Grenzen der Fehlerbalken in den erstellten Sdulendiagrammen
festzulegen (Zeilen 284 bis 290)

AuRRerdem wird die statistische Signifikanz der Unterschiede der ACg-Werte zwischen Vergleichs- und
Testgruppe per Student’s T-Test berechnet (Zeilen 303 bis 306). Dazu kommt die entsprechende
Funktion der frei verfigbaren und im Quelltext verdffentlichten Funktionshbibliothek SciPy
(https://scipy.org/) zum Einsatz. Mit ihrer Hilfe wird aus dem ACqg-Wert der ausgewahlten
Versuchsbedingung (,Sample®) und der dazugehorigen Standardabweichung, sowie dem ACqg-Wert
der ausgewahlten Vergleichsgruppe (,ContrSample®) und der dazugehdrigen Standardabweichung
berechnet. Die Anzahl der Replikate wird automatisch berechnet und angegeben. Es werden gleiche
Varianzen fur beide Gruppen angenommen (Zeilen 299 bis 302).

Im letzten Schritt der quantitativen Auswertung wird aus den berechneten AACg-Werten die Starke
der Genregulation berechnet (Zeile 308). Es gilt:

Regulation = 274A¢d

Fur die grafische Auftragung wird diese Berechnung auch mit der Summe und der Differenz aus
AACqg-Wert und dafir berechneter Standardabweichung berechnet. Die resultierenden Werte
beschreiben die untere und die obere Grenze der eingezeichneten Fehlerbalken.

Im Folgenden werden in verschiedenen weitern Programmbausteinen unterschiedliche Kombinationen
der berechneten Daten exportiert.

Baustein Export 1 speichert die Regulationslevels inklusive der Werte zum Einzeichnen der
Fehlerbalken in einer .csv-Datei ab und startet ihren Download.

Baustein Export 2 kombiniert zunachst die Regulationsstérke aller Gene mit den per T-Test fur diese
berechneten p-Werte (Zeilen 8 bis 11). AnschlieRend wird fir jedes der Gene gepriift, ob der p-Wert
kleiner ist als das gewahlte Signifikanzniveau von p=0,05 (Zeilen 12 und 13). Alle Werte fir Gene, bei
denen dieses Niveau Uberschritten wird, werden entfernt. Die verbliebenen Werte fir
Regulationsstarke und p-Wert werden dann in einer .csv-Datei abgelegt und heruntergeladen.

Der Programmbaustein Clustergram flihrt automatisiert eine weitere Auswertung der zuvor
berechneten Expressionsaktivitdten durch. Mithilfe der Funktionsbibliothek dash_bio
(https://dash.plotly.com/dash-bio) wird mit allen ACg-Werten (ausgenommen Referenzgene)
automatisiert ein hierarchisches Clustering durchgefiihrt und die ACg-Werte anhand dieses
Clusterings geordnet und farbcodiert in einem sogenannten Clustergram aufgetragen. Das
hierarchische Clustering wird dabei sowohl fiir die gemessenen Gene, als auch fur alle untersuchten
Versuchsbedingungen durchgefiihrt, sodass Muster ahnlicher Genexpression zwischen
verschiedenen Genen erkannt werden kénnen, als auch Versuchsbedingungen, die dhnliche Effekte
auf die Genexpressionsaktivitdten haben. Fir das Clustering werden die euklidische Distanzmetrik
und ,average-linkage* verwendet. Eine Ubersicht tiber mégliche Distanzmetriken und Jlinkages' und
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die Grunde fir diese Auswabhl gibt der Diskussionsteil dieser Arbeit an (siehe Kapitel 6.2.2). Das fur
die Farbcodierung verwendete Farbskala wird automatisch an die tbergebenen Daten angepasst und
weist dem grof3ten vorhandenen ACqg-Wert (also der geringsten Expressionsaktivitat) die Farbe Blau,
dem kleinsten (h6chste Expressionsaktivitat) die Farbe Rot zu (Zeilen 35 bis 37).
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5.2.3.1. Quantitative Auswertung
!pip install dash bio

import pandas as pd

import dash bio

import numpy as np

from google.colab import files
from google.colab import drive
drive.mount ('/content/drive')

from IPython import get ipython
get ipython() .magic('reset -sf')

import pandas as pd

import dash bio

import numpy as np

import matplotlib.pyplot as plt
import math

import scipy

#Funktion fur 27-x

def exp2 (exponent) :
#a=np.array(iterable)
return 2**-exponent

#Funktion fir teilen durch
def div(dividend, divisor):
return dividend/divisor

Cg=pd.read csv('/content/drive/MyDrive/qPCRAuswertung/220707 LV376-

433 Cg.csv', header=[0,1], index col=0) .astype('float64') #.astype noti
g, da Werte als object (Text) gespeichert, weil die Zeile Test Group Tex
t enthalten hat

TestGroups=set (Cqg.columns.levels[0].tolist()) #set () reduziert Liste au
f einzigartige Eintrage

print (f'Folgende {len(TestGroups)} Testgruppen wurden gefunden: {TestGr
oups}')

GDCisna=Cqg.loc['GDC'].isna ()
GDCis35=Cqg.loc['GDC']>35

GDCpass=(GDCisna+GDCis35) .all() #.all() Return whether all elements are
True, potentially over an axis.

if GDCpass:
print ('GDC ist ok (<35) flur alle Proben.')
else:

print ('GDC ist nicht ok (>35).")
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#Priife PPC

RTC=Cqg.drop (Cg.head (90) . index)
RTC=RTC.drop (Cg.tail (3) .index)
# RTC=RTC.apply(geo mean, axis=0)
RTC=RTC.apply (np.mean, axis=0)

PPC=Cqg.drop (Cg.head (93) .index) .apply (np.mean, axis=0)

PPCgreaterRTC=( (RTC-PPC)<5).all()
if PPCgreaterRTC:
print ('RTC-PPC ist ok (<5) fir alle Proben.')
else:
print ('RTC-PPC ist nicht ok (>=5) fir mindestens eine Probe.')

#berechne Mittelwerte fiir alle HKG

CgHKG=Cqg.drop (Cg.head (84) .index) .drop (Cg.tail (7) .index)

# CgHKGaverage=CqHKG.apply(geo mean, axis=1) #Mittelwert per geometic
mean

CqgHKGaverage=CqHKG.apply (np.mean, axis=1) #Mittelwert per arithmetic me
an

#print (CgHKGaverage)

CgHKGvariances=CqgHKG. sub (CqgHKGaverage, axis=0) #Abweichungen der Cgs de

r HKGs vom Mittelwert iilber alle HKGs

#print (CqHKGvariances)

CgHKGvarrange= (CgHKGvariances.max (axis=1) -

CgHKGvariances.min (axis=1)).to frame('range') #berechne Abstand von max
zu min und verwandle in dataframe mit column name 'range'

# print (CgHKGvarrange)

# print ( (CgHKGvarrange<l) .any () .all())

#fprife, ob Varianz fiir min. 1 HKG <1; HKG enthdlt Genname und Varianz d

er ausgewahlten HKGs

if (CgHKGvarrange<l) .any().all(): #.all() um zu reinem bool umzuformen
HKG=CgHKGvarrange [CgHKGvarrange.range<l] #iilbernehme nur rows, in dene

n range<l

#fprint (HKG)

print (f'Folgende HKG(s) werden verwendet (Varianz<l): {HKG.index.toli
st()}1")
else:

HKG=CgHKGvarrange [CgHKGvarrange.range==CgHKGvarrange.range.min ()] #er

mittle HKG mit geringster Varianz, schreibe dessen Zeile in CgHKGvarran
ge in HKG

print (f'Varianz fir keines der HKG <1, benutze HKG mit kleinster Abwe
ichung: {HKG.index.tolist()}")
# print (HKG)

cutoff=35 #hier Cutoff-Wert festlegen
# cutoff=float (input ('Cg cutoff eingeben (z.B. 35):'"))
Cgcutoff=pd.DataFrame (columns=TestGroups, index=Cg.index) .drop(Cqg.tail (
7) .index)
for row in Cqcutoff.itertuples (index=True):

for TestGroup in TestGroups:
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# print (f'row: {row}')

# print (f'TestGroup: {TestGroup}"')

# print (f'Cg35 row, testgroup: {row[0]}, {TestGroup}')

# print ((Cg.loc[row[0],TestGroup]<35).all()) #prift, ob alle Werte
<35; NaN ergibt False, daher mit abgedeckt

Cgcutoff.loc[row[0],TestGroup]=(Cg.loc[row[0],TestGroup]<cutoff) .al
1() f#schreibe ...<cutoff.all() in row[0] und TestGroup entsprechende Ze
lle in Cqgcutoff

Cagmean=pd.DataFrame (columns=TestGroups, index=Cqg.index) .drop(Cqg.tail(7)
.1ndex)
for row in Cagmean.itertuples (index=True) :
for TestGroup in TestGroups:
# print (f'Testgroup: {TestGroup}"')
if Cgcutoff.loc[row[0],TestGroup]:
# Cagmean.loc[row[0], TestGroup]=geo mean(Cq.loc[row[0],TestGroup])
#Cg mean per geometric mean, nicht benutzen
Cagmean.loc[row[0], TestGroup]=np.mean (Cqg.loc[row[0], TestGroup]) #
Cg mean per arithmetic mean, dieses ist richtig
# print (Cqgmean)

Cgdelta=pd.DataFrame (columns=TestGroups, index=Cqg.index) .astype(float).
drop (Cg.tail (7) .1index)
for row in Cgdelta.itertuples (index=True) :
for TestGroup in TestGroups:

# print (f'Cgmean: {Cgmean.loc[row[0],TestGroupl}")

# print (Cgmean.loc[list (HKG.index) , TestGroup])

# Cgdelta.loc[row[0],TestGroup]=Cgmean.loc[row[0], TestGroup]-
geo _mean (Cgmean.loc[list (HKG.index),TestGroup]) #bildet Mittelwert (geo
metric) der Cg-
Werte der in HKG aufgefiihrten Gene

Cgdelta.loc[row[0],TestGroup]=Cgmean.loc[row[0], TestGroup] -
np.mean (Cgmean.loc[list (HKG.index), TestGroup]) #bildet Mittelwert (arit
hmetic) der Cg-
Werte der in HKG aufgefiihrten Gene

#print (Cgdelta)

ContrSample=["'ObM-

Serum Ong/ml BMP2 d2'] +#hier festlegen, welches Sample als Kontrolle d
ienen soll

Sample=["'ObM-

Serum Ong/ml BMP2 d7'] #hier festlegen, welches Sample analyisert werde
n soll

# Cgdeltadelta=Cgdelta[Sample]

Cgdeltadelta=pd.DataFrame (columns=[Sample[0]], index=Cqg.index) .astype (f
loat) .drop(Cg.tail (7) .index)

Cgdeltadelta[Sample[0] ]=Cqgdelta[Sample[0]].subtract (Cgdelta[ContrSample
[01], axis=0)

Cgdeltadelta=Cqgdeltadelta.drop (list (HKG.index))
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# print (Cgdeltadelta)

CgStDev=pd.DataFrame (columns=TestGroups, index=Cg.index).astype(float).
drop (Cg.tail (7) .index)
for row in CgStDev.itertuples (index=True) :
for TestGroup in TestGroups:
if Cqgcutoff.locl[row[0], TestGroup]:
CgStDev.loc[row[0],TestGroup]=Cqg.loc[row[0], TestGroup].std() #be
rechnet Standardabweichung der Cg-Werte pro Gen pro Testgruppe
# print (CgStDev)

#Cq mean + jew. Standardabweichung

Cg plus StDev=pd.DataFrame (columns=TestGroups, index=Cqg.index) .astype (£
loat) .drop(Cg.tail (7) .index)
for row in Cq plus_ StDev.itertuples (index=True) :
for TestGroup in TestGroups:

# print (f'Cgmean: {Cgmean.loc[row[0],TestGroupl}")

# print (£'StDev: {CgStDev.loc[row[0],TestGroupl}")

Cqg plus StDev.loc[row[0],TestGroup]=Cgmean.loc[row[0], TestGroup]+Cg
StDev.loc[row[0], TestGroup]

#berechnet StAbw. des gemeinsamen Cg-

Werts aller HKG naherungsweise: Mittelwert aller Cg+StAbw. aller HKG -
Mittelwert aller Cqg

CgHKG plus StDev=pd.DataFrame (columns=TestGroups, index=['HKGs'])

for TestGroup in TestGroups:

CgHKG plus StDev.loc['HKGs',TestGroup]=np.mean(Cq plus StDev.loc[list
(HKG. index) , TestGroup]) #bildet Mittelwert (arithmetic) der Cg-
Werte+StDev aller HKGs

# print (f£'Cg plus Stdev: {Cg plus StDev.loc[list (HKG.index), TestGroup
)

# CqHKG plus StDev.loc[row[0],TestGroup]=geo mean(Cqg plus StDev.loc[l
ist (HKG.index) , TestGroup]) #bildet Mittelwert (geometric) der Cqg-
Werte+StDev aller HKGs

CgHKGStDev=pd.DataFrame (columns=TestGroups, index=['CgHKGStDev'])
for TestGroup in TestGroups:

# print (f'cghkg+stdev {CgHKG plus StDev[TestGroup].iloc[0]}")

# print (f'geo mean hkg{geo mean (Cgmean.loc[list (HKG.index) ,h TestGroup]
) ")

# CqHKGStDev[TestGroup]=CqgHKG plus StDev[TestGroup].iloc[0]-
geo _mean (Cgmean.loc[list (HKG.index), TestGroup]) #zieht Mittelwert (geom
etric) der Cg-Werte aller HKGs von mittl. Cg+StDev ab

CqgHKGStDev [TestGroup]=CgHKG plus StDev[TestGroup].iloc[0]-
np.mean (Cgmean.loc[list (HKG.index), TestGroup]) #zieht Mittelwert (arith
metic) der Cg-Werte aller HKGs von mittl. Cg+StDev ab

# print (CgHKGStDev)

#Standardabweichung der deltaCg-Werte
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# Fehlerfortpflanzung der StAbw. der Cg-
Werte von GOI und HKG: Fehler (deltaCqg)=(Fehler (CgGOI)"2+Fehler (CgHKG) "2
)"1/2
CgdeltaStDev=pd.DataFrame (columns=TestGroups, index=Cqg.index) .astype (fl
oat) .drop (Cg.tail (7) .index)
for row in CgdeltaStDev.itertuples (index=True) :
for TestGroup in TestGroups:

# print (f'Cgmean: {Cgmean.loc[row[0],TestGroupl}")

# print (Cgmean.loc[list (HKG.index), TestGroup])

CgdeltaStDev.loc[row[0], TestGroup]=math.sqrt (CgStDev.loc[row[0],Tes
tGroup] **2+CqHKGStDev.1loc[0] [TestGroup] **2)
# print (CgdeltaStDev)

# Fehlerfortpflanzung der StAbw. der deltaCg-
Werte von Probe und Kontrolle: Fehler (deltadeltaCq)=(Fehler (deltaCqgProb
e) "2+Fehler (deltaCgKontrolle) ~2)"1/2
# CgdeltadeltaStDev=Cgdelta[Sample]
CgdeltadeltaStDev=pd.DataFrame (columns=[Sample[0]], index=Cqg.index) .ast
ype (float) .drop (Cqg.tail (7) .index) .drop (list (HKG.index))
# print (CgdeltadeltaStDev)
for row in CgdeltadeltaStDev.itertuples (index=True) :
# print (f'CgdeltaStDev Sample: {CgdeltaStDev.locl[row[0],Sample] [0]}")
# print (f'CgdeltadeltaStDev: {math.sqrt (CgdeltaStDev.loc[row[0], Sampl
e[0]]**2+CgdeltaStDev.loc[row[0],ContrSample[0]]**2)}")
CgdeltadeltaStDev.loc[row[0],Sample]=math.sqgrt (CqgdeltaStDev.loc[row[0
],Sample[0] ] **2+CgdeltaStDev.loc[row[0],ContrSample[0]]**2)
# print (f'CgdeltadeltaStDev: {CgdeltadeltaStDev}"')

#fasst Werte fiir deltadeltaCg mit Bereich deltadeltaCqg +/- StAbw. in ei
ner Tabelle zusammen

# Cgdeltadelta plus StDev=Cqgdeltadelta

Cgdeltadelta plus_ StDev=pd.DataFrame (columns=[Sample[0]], index=Cqg.inde
xX) .astype (float) .drop(Cg.tail (7) .index) .drop (list (HKG.index))
Cgdeltadelta plus StDev[Sample[0]]=Cgdeltadelta[Sample[0]]
Cgdeltadelta plus StDev['- StDev']=Cgdeltadelta[Sample[0]]-
CgdeltadeltaStDev[Sample[0]]

Cgdeltadelta plus StDev['+ StDev']=Cgdeltadelta[Sample[0]]+Cgdeltadelta
StDev[Sample[0]]

# print (Cqgdeltadelta plus_ StDev)

#p-

values anhand von P4 ObM vs. P5 ObM und ACVR1 und COL15A1 in Graphpad m
anuell Uberprift. Stimmt.
pvalues=pd.DataFrame (index=Cqg.index) .astype (float) .drop(Cg.tail (7) .inde
X)
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pvalues[Sample]=scipy.stats.ttest ind from stats(np.array(Cgdelta[Sampl
el]), np.array(CgdeltaStDev[Sample]), len(Cg[Sample].columns), np.array(
Cgdelta[ContrSample]), np.array(CgdeltaStDev[ContrSample]), len(Cgl[Cont
rSample] .columns), equal var=True) [1]

# print (pvalues)

Reg=Cgdeltadelta plus StDev.apply(lambda x: exp2(x)) #berechnet fold-
regulation als deltadelta-Cg-Werten (und aus deltadeltaCg +/- StAbw.)
# print (Req)

#Notiz: fold regulation aus expression data: -1/x

5.2.3.2. Export1

#Export Regulation to csv, download

from google.colab import files
from datetime import date

FilenameReg=str (date.today () .strftime ("%y%m%d")+' '+Sample[0].replace ('
/', M)+ vs. '"+ContrSample([0].replace('/','")+'.csv' # Datei wird bena
nnt "Sample vs. Kontrolle" nach Zuordnung oben

Reg.to csv(FilenameReg, sep=',"')
files.download (FilenameReq)

5.2.3.3. Export 2
#Export signifikante Regulation + p-values to csv, download

from google.colab import files
from datetime import date

SignificantReg=pd.DataFrame (index=Cqg.index) .astype (float) .drop(Cg.tail (
7) .index)

SignificantReg[Sample]=Reg[Sample]

SignificantReg[str ('p-value '+Sample[0]) ]l=pvalues[Sample]
SignificantReg=SignificantReg.drop(SignificantReg[SignificantReg['p-
value '"+Sample[0]]>0.05].index) .dropna ()

FilenameSigReg=str (date.today () .strftime ("Sy%sm3d")+' '+Sample[0].replac
e('/',""))+" vs. '"+ContrSample[0].replace('/',"'")+' signifikant.csv' #
Datei wird benannt "Sample vs. Kontrolle" nach Zuordnung oben

SignificantReg.to csv(FilenameSigReg, sep=',")
files.download (FilenameSigReq)

5.2.3.4. Clustergram

Werte in clustergram, invertiert, damit kleine deltaCg = hohe Expressio
n in rot dargestellt werden

# ExprLevels=Cgdelta.dropna () .apply (lambda x: exp2(x)) #plottet 2"-
deltaCg in Clustergram; nicht verwenden, da Unterschiede in wenig expri
mierten Genen kaum erkennbar sind

#Umrechnung in z-score:
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# ExprLevels =pd.DataFrame (index=ExprLevels.index) .astype (float) .drop (E
xprLevels.tail (7) .index)

# for column in ExprLevels.columns: #z-

score: median pro sample abziehen, teilen durch Standardabweichung pro
Sample

# ExprLevels [column]=(ExprLevels[column]-

np.median (ExprLevels[column])) /np.std(ExprLevels[column])

dash bio.Clustergram/(
data=ExprLevels,
cluster='all"',
column labels=list (ExprLevels.columns.values),
row labels=list (ExprLevels.index),
center values=False, #True: zentriert alle Werte um den Mittelwert
aller Werte
row dist='euclidean',
col dist='euclidean',
standardize="none',
link method='average',
optimal leaf order=True,
height=1000,
width=600,
tick font={'size': 9},
display ratio=[0.5, 0.1],
color map= [[0.0, '#DA2AO0B'], [ (-
min (ExprLevels.min())/ (max (ExprLevels.max () ) -
min (ExprLevels.min()))), '"#FFFFFF'],[1.0, '#0613C6']]
frot-weiBl-blau

Fur die Auswertung der qPCR-Daten des Versuchs zur mechanischen Stimulation von priméren,
humanen Osteoblasten in Fibringelen durch ,confined compression‘ (siehe Kapitel 5.2.12) wurde eine
abgewandelte Auswertung durchgefihrt. Hier wird nach dem Einlesen der Daten die Qualitatskontrolle
durchgefiihrt wie oben beschrieben. Fir die quantitative Auswertung werden als ACg-Werte dagegen
zunéchst die Differenz aus Cg-Wert jedes Gens und Cqg-Wert der Referenzgene fur jedes Replikat des
Versuchs einzeln berechnet. Nun werden, erneut einzeln fir jedes Versuchsreplikat, AACg-Werte als
Differenzen der ACg-Werte von Kontrollgruppe und Versuchsgruppe berechnet. Erst danach werden
die AACqg-Werte gemittelt und zur Regulationsstarke umgerechnet wie oben beschrieben. Es wird
aber abweichend von der vorher beschriebenen Variante die Standardabweichung der gemittelten
AACqg-Werte direkt aus den AACg-Werten der Replikate berechnet, nicht Gber eine
Fehlerfortpflanzung.

Mit dieser Berechnungsmethode wird ein paarweiser Vergleich der Expressionsaktivitaten zwischen
Kontrollgruppe und Versuchsgruppe fur jedes Replikat des Versuchs méglich. Da die untersuchten
Zellen in der Kontrollgruppe (unkomprimierte Gele) und der Versuchsgruppe (komprimierte Gele) vor
der Kompression keine unterschiedlichen Bedingungen erfahren - beide Gruppen von Gelen stammen
aus derselben Giel3form und werden erst kurz vor dem Versuch umgesetzt - ist es sinnvoll, zunéchst
die Unterschiede in der Expressionsaktivitat zwischen Zellen der nicht komprimierten Kontrollgele und
der Zellen in komprimierten Gelen zu betrachten und erst anschlieRend tber alle Versuchsreplikate zu
mitteln. Mdgliche Unterschiede in der Expressionsaktivitdt zwischen den Replikaten, die sich eventuell
aus der vorherigen Behandlung der Zellen ergeben und daher nicht komprimierte und komprimierte
Zellen in gleichem Mal3e betreffen, kbnnen so eliminiert werden und schlagen sich dadurch nicht in
einer groReren Standardabweichung der AACg-Werte nieder. Der Betrag der AACg-Werte, also auch
der Regulationsstarke, andert sich dagegen im Vergleich zur vorher beschriebenen
Auswertungsvariante nicht. Es wird in der hier beschriebenen Methode der Auswertung
dementsprechend auch ein gepaarter T-Test durchgefiihrt. Der Quellcode fur die Variante mit
gepaarter Auswertung ist vollstandig im Anhang dieser Arbeit zu finden.
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5.2.4. Anderungen der Mediumkomposition gehen mit unspezifischen Anderungen der
Genexpressionsmuster und Verringerung der Proliferationsgeschwindigkeit einher

Zur ldentifizierung von geeigneten Zellkulturbedingungen fiir die Kultur von priméren, humanen
Osteoblasten vor und wahrend der geplanten Kompressionsversuche wurden die Expressionsmuster
der Zellen nach Kultur in zwei Passagen und in verschiedenen Medien mithilfe von gPCR-Arrays mit
Genen aus dem Kontext Osteogenese untersucht. Abbildung 40 zeigt die dabei gemessenen
Genexpressionsaktivitaten in einer Ubersicht. Tabelle 6 bis Tabelle 8 geben die signifikant regulierten
Gene in den getesteten Kulturbedingungen an.

Beim Vergleich der Passagen 4 und 5 war fast kein signifikanter Unterschied in den
Genexpressionsmustern der Zellen zu beobachten (Abbildung 40C, Tabelle 7). Lediglich das Gen fir
Kollagen Typ 15 al (COLA15A1) war signifikant, wenn auch schwach hochreguliert (1,92-fach). Die
hier verwendeten Osteoblasten verhalten sich im Kontext Osteogenese also offenbar in den
getesteten Passagen sehr ahnlich, es ergibt sich aus diesen Versuchen keine Notwendigkeit eine der
beiden Passagen fir weitere Versuche auszuschlieRen. Zusammen mit den Erkenntnissen aus der
Verfolgung der Zellproliferation wurde daher entschieden, fur alle Versuche zur Zellcharakterisierung
und mechanischer Zellstimulierung Zellen in Passage 5 zu verwenden, da hier aus der limitierten Zahl
an Ausgangszellen durch einen weiteren Expansionsschritt mehr Zellen fur Versuche gewonnen
werden konnten.

Der Vergleich der Expressionsmuster der Osteoblasten bei Kultivierung in verschiedenen
Mediumvariationen zeigt gré3ere Unterschiede. Zellen in Passage 4 reagierten auf das Fehlen von
Serum im Medium (ObM -Serum) mit Hochregulation einer Reihe von Genen auf den Osteogenese-
gPCR-Arrays (Tabelle 6). Wurden zusétzlich auch die Wachstumsfaktoren dem Medium nicht
hinzugefugt (ObM -Serum -ObGS), wurden einige der gleichen Gene ebenfalls aktiviert (CDH11,
COL14A1, COL3A1, CTSK), einige weitere herunterreguliert. Die Ubereinstimmungen in den
Genregulationséanderungen zwischen diesen beiden Kulturbedingungen erscheinen aber zu klein, um
von einem eindeutigen Muster auszugehen.

Mit den Listen der signifikant regulierten Genen wurde eine Datenbanksuche in DAVID (Database for
Annotation, Visualization and Integrated Discovery) durchgefuhrt. Bei dieser Suche wird analysiert, ob
die eingegebenen Gene gemeinsame Verbindungen zu bestimmten biologischen Prozessen haben
(,functional annotation‘). Die Datenbank enth&lt formalisierte Informationen zur Funktion von Genen
und der funktionalen und regulatorischen Verkniipfungen zwischen ihnen (siehe Kapitel 4.17).142

Fur Zellen in Passage 4 nach Kultur in ObM -Serum ergab die Datenbanksuche jedoch keine
spezifischen und damit relevanten Treffer. Lediglich grob definierte Gebiete wie ,collagen®, ,skeletal
system development* oder ,cell-cell-adhesion” wurden ausgegeben. Keine dieser Zuordnungen
enthielt mehr als 4 der eingegebenen Gene, sie erscheinen daher alle wenig aussagekréftig.

Fur die Regulationsmuster von Zellen (P4) in ObM -Serum -ObGS ergab die Datenbanksuche einige
scheinbar verwandte Treffer. ,wound healing“ (COL3A1, FGF1, FGF2, TGFB3, TGFBR2), ,mitogen*
(FGF1, FGF2, TGFB3, VEGFB), ,secreted” (CTSK, COL3A1, COL14Al, FGF1, FGF2, TGFBS3,
TGFBR2, VEGFB), ,positive regulation of angiogenesis” (FGF1, FGF2, TGFBR2, VEGFB) mit den
jeweils angegebenen damit verbundenen Genen. Drei dieser vier biologischen Prozesse weisen eine
gewisse Ahnlichkeit auf, da Wundheilung in der Regel mit Zellteilung (,mitogen“) und Angiogenese
einhergeht. Lediglich ,secreted” ist mit diesem Bereich nicht auf den ersten Blick verbunden.
Gleichzeitig weisen die drei Bereiche aber eine groRe Uberschneidung der fiir sie annotierten Gene
auf. Ihr gleichzeitiges Auftreten geht also vielleicht eher auf eine Ahnlichkeit der ausgegebenen
Prozesse zuriick, als auf eine besondere Betonung dieser Prozesse im hier beschriebenen Versuch.

Zellen in Passage 5 nach Kultur in ObM -Serum ergaben in der Datenbanksuche lediglich Treffer mit
drei oder weniger verknlpften Genen: ,extracellular matrix organization® (SOX9, COL5A1, COL15A1),
,negative regulation of transcription from RNA polymerase Il promoter®, bzw. ,negative regulation of
gene expression” (SMADS5, SOX9, IGF2, VEGFA), “negative regulation of apoptotic process” und
“positive regulation of cell proliferation” (SMAD5, SOX9, VEGFA). Aufgrund der kurzen Liste von
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signifikant regulierten Genen ist dieses Ergebnis nicht tiberraschend, eine Bewertung ist daher aber
schwierig.

Da in Zellen in Passage 5 nach Kultur in ObM -Serum -ObGS lediglich drei Gene signifikant reguliert
waren, ergab eine Datenbanksuche mit DAVID hier keine relevanten Ergebnisse.

Der Vergleich der regulierten Gene in Zellen derselben Passage mit verschiedenen
Mediumvariationen zeigt keine groRen Ubereinstimmungen. In Passage 4 waren in ObM Serum und
ObM -Serum -ObGS nur CDH11, COL14A1, COL3A1 und CTSK gleichartig reguliert, eine
Datenbanksuche mit dieser Liste ergab keine Hinweise auf eine gemeinsame Beteiligung an
konkreten biologischen Prozessen. Der entsprechende Vergleich in Passage 5, sowie der Vergleich
im selben Medium zwischen den verschiedenen Passagen ergab keine Ubereinstimmung bei mehr als
einem Gen und lasst daher keine weitere Analyse zu.
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Abbildung 40: Ubersicht (iber die relativen Genexpressionsaktivititen von prlmaren, humanen Osteoblasten in
A,B: Passage 4, C, D, E: Passage 5 nach Kultur in A, D: ObM -Serum, B, E: ObM -Serum -ObGS,
C: ObM im Vergleich zur Kultur A, B, D, E: der entsprechenden Passage in ObM, C: von Passage
4; *: statistisch signifikante Genexpressionsanderung, p<0,05; n=3
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Tabelle 6: Ubersicht iber die statistisch signifikant (p<0,05) regulierten Gene im Kontext Osteogenese von
Osteoblasten in Passage 4 nach Kultur in links: ObM -Serum, rechts: ObM -Serum -ObGS, im
Vergleich zu P4 in ObM

P4 ObM -Serum P4 ObM -Serum -ObGS
Gen Expressionsaktivitat p-Wert Gen Expressionsaktivitat p-Wert
CDH11 2.66 0.0103 CDH11 2.96 0.0177
CHRD 2.88 0.0088 COL14A1 5.83 0.0150
COL14A1 2.76 0.0401 COL3A1 3.39 0.0144
COL3A1 2.27 0.0219 CTSK 4.83 0.0058
CTSK 3.11 0.0043 FGF1 0.31 0.0495
FN1 1.71 0.0445 FGF2 0.28 0.0166
IGF1R 1.83 0.0290 ITGA2 0.19 0.0403
ITGA1 2.26 0.0187 TGFB3 3.26 0.0459
MMP2 1.69 0.0470 TGFBR2 0.31 0.0390
RUNX2 1.97 0.0457 VEGFB 2.29 0.0278
SOX9 2.81 0.0132
Tabelle 7: Ubersicht liber das statistisch signifikant (p<0,05) regulierte Gen im Kontext Osteogenese von
Osteoblasten in P5 nach Kultur in ObM, im Vergleich zu P4 in ObM
P5 ObM
Gen Expressionsaktivitat p-Wert
COL15A1 1.92 0.0152
Tabelle 8: Ubersicht (iber die statistisch signifikant (p<0,05) regulierten Gene im Kontext Osteogenese von

Osteoblasten in Passage 5 nach Kultur in links: ObM-Serum, rechts: ObM -Serum -ObGS, im
Vergleich zu P5 in ObM

P5 ObM -Serum P5 ObM -Serum -ObGS

Gen Expressionsaktivitéat p-Wert Gen Expressionsaktivitat p-Wert

COL15A1 0.29 0.0012 PHEX 0.59 0.0453

COL5A1 0.62 0.0490 VEGFA 0.27 0.0146

IGF2 0.39 0.0435 VEGFB 1.82 0.0477
SMADS5 0.72 0.0427
SOX9 1.67 0.0477
VEGFA 0.39 0.0103

Eine weitere Methode zur Identifikation von Mustern in mehrdimensionalen Genexpressionsdaten ist
das hierarchische Clustering. Hierbei werden die vermessenen Gene nach Ahnlichkeit inrer
Genexpressionsanderungen sortiert. Andert sich die die Expression von zwei Genen in der Summe
der verschiedenen Versuchsbedingungen &hnlich, werden die beiden Gene zusammen in ein Cluster
einsortiert. Die entstehenden Cluster werden untereinander erneut verglichen und entsprechend
hierarchisch eingeordnet. Dabei werden sowohl &hnlich exprimierte Gene, als auch
Versuchsbedingungen mit &hnlichen Effekten auf die Genexpressionsmuster geclustert.
Dendrogramme zeigen die Verhéltnisse zwischen den Clustern in Baumform an. Das Ergebnis eines
solchen Clusterings mit den Genexpressionsdaten der Zellen in P4 und P5 in ObM / ObM -Serum /
ObM -Serum -ObGS ist in Abbildung 41 dargestellt.

Zu erkennen ist, dass zwischen den verschiedenen Kulturbedingungen keine klaren
Gemeinsamkeiten in der Veranderung der Genexpressionsaktivitdten der einzelnen Gene zu
erkennen sind. Schwankungen in der Expression scheinen zuféllig zu sein. Die getesteten
Versuchsbedingungen kénnten zum Beispiel umso gréRere Anderungen in den
Genexpressionsmustern vermuten lassen, je mehr sich die getesteten Medienbedingungen ahneln.
Das dies nicht zu beobachten ist, wird bestatigt durch das Ergebnis des Clusterings der
Versuchsbedingungen. Im Clustering werden zwar die Proben in vollstandigem Medium (P4 ObM und
P5 ObM) als am &hnlichsten erkannt, alle weiteren Medienbedingungen oder Unterschiede in der
Passage sind im folgenden Clustering aber scheinbar zufallig angeordnet. Ein Zusammenhang
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zwischen Medienbedingungen und Passage auf der einen und den Genexpressionsmustern auf der
anderen Seite ist nicht erkennbar.

Beim Vergleich der Expressionsmuster zwischen den verschiedenen Genen zeigt sich ein ahnliches
Bild. Zwar gibt es deutliche Unterschiede in der Expressionsaktivitat (-2.52<ACq<13.58), es ist
allerdings keine Gruppe von Genen zu erkennen, die unter bestimmten Kulturbedingungen
gemeinsam und verschieden vom Rest der gemessenen Gene reguliert ware. Das Clustering der
Gene untereinander scheint vielmehr die durchschnittliche Expression uber alle Versuchsbedingungen
nachzuvollziehen.

Klassische Osteoblasten-Differenzierungsmarker wie Osteopontin (SPP1), Osteocalcin (BGLAP) oder
RUNX2 sind im Clustergram unabh&ngig vom verwendeten Medium klar als sehr schwach exprimiert
zu erkennen (dunkelblaue Farbung), was angesichts der (angenommenen) Identitéat der kultivierten
Zellen als Osteoblasten Uberrascht. Gene mit Bezug zur extrazelluldren Matrix scheinen unter den
signifikant regulierten Genen in diesem Versuch leicht Giberreprasentiert zu sein (siehe Abbildung 41
und Tabelle 6 bis Tabelle 8). Es ist aber davon abgesehen kein offensichtliches Muster zu
beobachten. Insbesondere sind offenbar auch keine Prozesse vom Fehlen von Serum und/oder
Wachstumsfaktoren im Medium beeinflusst, die die Expression von osteoblastenspezifischen
Biomarkern oder die Osteoblastendifferenzierung betreffen.

Fur die weiteren Versuche wurde mit dem vollstandigen Osteoblastenmedium (ObM) weitergearbeitet.
Bei Kultur in Medium ohne Serum und umso mehr in Medium ohne Serum und Wachstumsfaktoren
war eine sehr stark verringerte Proliferationsgeschwindigkeit zu verzeichnen. Wahrend Zellen in ObM
nach 4 bis 5 Tagen Konfluenz erreicht hatten, waren Zellen in ObM -Serum und ObM -Serum -ObGS
auch bis zu 15 Tage nach Ausséen noch nicht konfluent. Dies steht in einem gewissen Widerspruch
zu der oben gefundenen Zuordnung der regulierten Gene zu proliferativen Prozessen, der sich ohne
weitere Untersuchungen nicht aufklaren lasst. Es ware allerdings aufgrund dieser verringerten
Vermehrungsgeschwindigkeit nicht moglich gewesen, bei Verwendung von nicht vollstandigem
Medium in annehmbaren Zeitraumen ausreichend viele Zellen fiir die folgenden Versuche zu
gewinnen.
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Abbildung 41: Clustergram der Genexpressionsmuster von priméren Osteoblasten in verschiedenen Passagen
(P4, P5) in verschiedenen Mediumvariationen (ohne Serum, ohne Serum und ohne ObGS);
farbcodiert aufgetragen sind die Genexpressionsaktivitaten aller im gPCR gemessenen Gene als
ACqg-Werte (Cg-Wert des jeweiligen Gens minus Cg-Wert des Referenzgens), blau zeigt
geringere Expression an, rot starkere Expression als das Referenzgen; hierarchisches Clustering
mit ,average-linkage‘, euklidische Distanzmetrik
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5.2.5. Primére, humane Osteoblasten exprimieren Adhé&sionsproteine in nicht-typischen
Lokalisierungen und weisen eine eingeschrankte Adhasion auf

Neben der Fahigkeit zu mineralisieren, sind fur eine physiologische Osteoblastenfunktion,
insbesondere fir die Mechanotransduktion, auch ein voll ausgebildetes und funktionsfahiges
Zytoskelett sowie Zell-Matrix-Kontakte essentiell. Daher wurden die hier verwendeten priméren,
humanen Osteoblasten auch in dieser Hinsicht charakterisiert.

Dafur sollten das Zytoskelett mittels Phalloidin, sowie die fir den Zell-Matrix-Kontakt zustandigen
Fokaladhéasionen mittels Immunfluoreszenzfarbung verschiedener Fokaladhasionsproteine sichtbar
gemacht werden. Angefarbt wurden Paxillin, Vinculin und die fokale Adhé&sionskinase (FAK), sowie die
Ankerproteine Integrin 1 und Integrin 3. Alle diese Proteine sind in der Regel an Fokaladhé&sionen
lokalisiert und haben dort ihre Funktion. Bei den hier gefarbten priméren humanen Osteoblasten war
fur alle diese Proteine zwar eine spezifische Farbung zu beobachten (Abbildung 42 links), die
Lokalisation in Fokaladhasionen war allerdings nur fir Paxillin und Vinculin zu verzeichnen (Abbildung
42 A, Abbildung 43). Auch diese sichtbare Lokalisation war fiir Paxillin und - noch starker ausgepragt -
fur Vinculin nur in einem Teil der Zellen zu sehen. In den restlichen Zellen war auch fir diese Proteine
eine diffuse Verteilung im gesamten Zytosol zu sehen. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die
Osteoblasten moglicherweise keine vollstandig ausgepragten und intakten Fokaladhasionen bildeten,
obwohl sie die hier analysierten Fokaladhésionsproteine exprimieren.

Dariiber hinaus gab es auch innerhalb eines Praparats deutliche Unterschiede darin, inwieweit die
Zellen nach der Farbung noch vollsténdig intakt waren. Wahrend einige Zellen die normale,
ausgebreitete Zellmorphologie aufwiesen (Abbildung 42 links), hatte ein etwa gleich grof3er Anteil
stark verzerrte Morphologien mit scheinbar kollabierten Zellauslaufern und Zellkérpern (Abbildung 42
rechts). Da diese Beobachtung selbst bei vorsichtigster Behandlung der Praparate und in jeder
Farbung mit den hier verwendeten priméren, humanen Osteoblasten, aber nicht bei Farbung anderer
Zellen gemacht wurde (Daten nicht gezeigt), ist nicht von einem reinen Artefakt durch falsche
Probenbehandlung auszugehen. Die trotzdem vorhandene Farbung aller der hier untersuchten
Proteine, sowie von Actin und DNA weist daraufhin, dass die Zellen bis zum Zeitpunkt der Fixierung
wohl noch intakt und aktiv waren.
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Integrin B1

Integrin B3

Abbildung 42:

primére, humane Osteoblasten auf Glasoberflachen; Féarbung von Zytoskelett und
Fokaladhasionsproteinen; blau: DNA, rot: Actin, griin: A, B: Paxillin; C, D: Vinculin; E, F: fokale
Adhésionskinase (FAK); G, H: Integrin B1; I, J: Integrin B3; Maflstabsbalken: 100 pm
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Vinculin

Paxillin

Abbildung 43: priméare, humane Osteoblasten auf Glasoberflachen; Farbung von Zytoskelett und
Fokaladhasionsproteinen; blau: DNA, rot: Actin; A: griin: Paxillin; B: griin: Vinculin

MafRstabsbalken: 50 um

Paxillin

FAK

Abbildung 44: priméare, humane Osteoblasten auf Fibronectin-beschichteten Glasoberflachen; Farbung von
Zytoskelett und Fokaladhé&sionsproteinen; blau: DNA, rot: Actin, griin: A, B: Paxillin; C, D: fokale
Adhasionskinase (FAK); MaRstabsbalken: 100 pm

Paxillin

FAK

Abbildung 45: priméare, humane Osteoblasten auf Kunststoffoberflachen; Farbung von Zytoskelett und
Fokaladhasionsproteinen; blau: DNA, rot: Actin, griin: A, B: Paxillin; C, D: fokale Adh&sionskinase

(FAK); MaRRstabsbalken: 100 um
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Um zu untersuchen, ob die Osteoblasten auf anderen Oberflachen besser adhéarieren kénnen und dort
vielleicht in grol3erem Ausmalf? intakte Fokaladh&sionen ausbilden, wurden die Zellen auch auf
Kunststoff (Polyvinylchlorid) sowie Fibronectin-beschichteten Oberflachen ausgesét und ebenfalls
immunzytochemisch gefarbt.

Die Beschichtung von Glasoberflachen resultierte weder in einem signifikanten Unterschied in der
Ausbildung von Fokaladhasionen der Osteoblasten, noch in einer Veranderung ihrer Adhasion auf der
Oberflache. Es waren weiterhin nur einige Zellen zu beobachten, die eine klare Lokalisation von
Paxillin in Fokaladh&sionen aufwiesen, fur die fokale Adhasionskinase war das weiterhin nicht der Fall
(Abbildung 44 A, C), auch wenn alle Zellen diese Proteine exprimierten. Gleichzeitig war aber
weiterhin auch die Adh&sion der Zellen nicht stérker ausgepragt, als auf nicht beschichteten
Glasoberflachen, da auch bei Fibronectin-Beschichtung weiterhin viele Zellen wéhrend der Farbung
beschadigt wurden (Abbildung 44 B, D).

Bei der Kultivierung von Osteoblasten auf Kunststoffoberflachen war zwar die Expression von Paxillin
und fokaler Adhasionskinase zu verzeichnen, allerdings konnte hier fiir keines dieser Proteine eine
klare Lokalisation in Fokaladh&sionen beobachtet werden. Vielmehr wurden hier beide Proteine in
allen beobachteten Zellen diffus im gesamten Zytosol gefunden (Abbildung 45). Auch die Kultivierung
auf Kunststoffoberflachen hatte also keinen verbessernden Effekt auf die Aushildung vollstandiger und
intakter Fokaladhéasionen in den hier verwendeten Osteoblasten.

5.2.6. Stimulation von priméaren Osteoblasten mit BMP-2 resultiert nicht in eindeutigen
Genregulationsmustern

Die im Projekt verwendeten priméren, humanen Osteoblasten wurden mit BMP-2 stimuliert, um zu
untersuchen, inwiefern sie grundsatzlich ihre zellularen Funktionen im Kontext Osteogenese und
Knochengeweberegeneration in Reaktion auf externe Reize aktivieren kénnen. Abbildung 46 und
Abbildung 47 zeigen als Ubersicht die Expressionsaktivitaten von Osteogenesegenen der
Osteoblasten nach Stimulierung mit 50 beziehungsweise 300 ng/ml BMP-2 fiir 2 beziehungsweise 7
Tage in ObM beziehungsweise ObM -Serum. Die je nach Versuchsbedingung statistisch signifikant
regulierten Gene sind in den folgenden Tabellen aufgelistet (Tabelle 9 bis Tabelle 16).

Auch mit diesen Listen wurde eine Datenbanksuche in DAVID (Database for Annotation, Visualization
and Integrated Discovery) und zusatzlich im PANTHER Classification System durchgefihrt, um
Muster in den Genexpressionsdaten zu finden und Zuordnungen zu bekannten biologischen
Prozessen herzustellen (,functional annotation‘). Die vier in der Datenbank abgelegten biologischen
Prozessen mit den jeweils besten Ubereinstimmungen zu den gemessenen Genexpressionsmustern
wurden in Tabelle 9 bis Tabelle 16 eingefugt. Mit x markiert sind die Gene, die mit dem jeweiligen
biologischen Prozess verbunden sind.

Die Analyse der Genexpressionsmuster mit DAVID ergab in fast allen Versuchen mit Stimulation in
ObM die Beeinflussung von Prozessen mit Bedeutung fur die extrazellulare Matrix, Integrin(-bindung)
und Kollagen(-bindung) oder Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhasion. In einigen Fallen wurden
Verbindungen zu Zellproliferation beziehungsweise Mitogenen gefunden. Datenbanktreffer zur
Stimulierung von BMP-Signalwegen wurden nur in einem Fall gefunden.

Bei Stimulation in ObM -Serum mit geringer BMP-2-Konzentration (50 ng/ml) war eine Zuordnung zu
biologischen Prozessen nicht moglich oder kaum aussagekratftig, da hier nur sehr wenige Gene
statistisch signifikant in ihrer Expression verandert waren. In den Versuchen, in denen eine hdéhere
Konzentration BMP-2 (300 ng/ml) zum Einsatz kam, waren erneut biologische Prozesse mit Bezug zu
extrazellularer Matrix beziehungsweise dem extrazellularen Raum tberdurchschnittlich haufig in den
Zuordnungen in der Datenbank vertreten. AuRerdem wurden Verbindungen zu den TGF(- und BMP-
Signalwegen aufgezeigt (ObM -Serum 300 ng/ml, 2 Tage, ,TGF-beta signaling pathways®, ,positive
regulation of pathway-restricted SMAD protein phosphorylation®, ,BMP signaling pathway*).

Lediglich in einem Versuch (300 ng/ml, 7 Tage, ObM -Serum) ergab der Datenbankvergleich
biologische Prozesse mit direktem Bezug zu Knochenmineralisierung. Bemerkenswert ist, dass hier
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ebenfalls ein Hinweis auf einen moglichen Zusammenhang mit der zellularen Reaktion auf
mechanische Stimulierung als Ergebnis ausgegeben wurde, die im Versuch ja gar nicht vorlag.

Die Genexpressionsdaten des BMP-2-Versuchs wurden zum Vergleich auch in eine zweite Datenbank
zur functional annotation‘ eingegeben. Dieser PANTHER genannten Datenbank liegt eine andere
Datenbasis zugrunde. Grundsatzlich verwiesen die in dieser Suche gefundenen Hinweise mit sehr viel
weniger Verknipfungen auf die in der Datenbank abgelegten Prozesse. Die Zuordnung erschien
daher weniger spezifisch. Die funktionelle Bandbreite der in der PANTHER Datenbank gefundenen
biologischen Prozesse ist im Vergleich zu denen aus DAVID deutlich breiter. Zwar fanden sich
ahnliche Prozesse, die sich auf den Kontakt der Zellen zum extrazellularen Raum beziehen
(,membrane to membrane docking®, ,collagen biosynthetic process®), es wurden aber auch einige
grundsatzlich andere Prozesse angegeben, wie etwa ,positive regulation of vascular endothelial cell
proliferation®, die auf den ersten Blick keine Verbindung mit der BMP-2 Stimulierung von Osteoblasten
haben. Einige Treffer fir die Versuche mit geringerer BMP-2-Konzentration spiegelten aber auch den
zu erwartenden Effekt der Stimulierung, der Aktivierung von osteogenetischen Prozessen wider
(,intramembranous ossification®, ,ossification®). Alle Ergebnisse der Datenbanksuche mit PANTHER
finden sich im Anhang (Tabelle 19 ff.).
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Tabelle 9:

Zuordnung zu den 4 (functional annotations' der DAVID-Datenbank mit bester Ubereinstimmung

Ubersicht iiber die statistisch signifikant (p<0,05) regulierten Gene im Kontext Osteogenese von
Osteoblasten in ObM mit 50 ng/ml BMP-2 im Vergleich zu ObM mit 0 ng/ml BMP-2 nach Kultur fiir 2 Tage mit

50 ng/ml BMP-2, 2 Tage

functional annotation DAVID

extracellular

extracellular

Gen Expressionsaktivitat | p-Wert space matrix integrin binding mitogen
CHRD 0.48 0.0330 X
COL14A1 0.22 0.0065 X X
COL15A1 0.50 0.0098 X X
COL1A1 1.51 0.0443 X X
COL5A1 1.92 0.0062 X X X
CTSK 0.50 0.0171 X
FGF2 1.65 0.0162 X X X
FGFR1 0.67 0.0313
ICAM1 0.28 0.0114 X X
IGF2 4.30 0.0435 X X
ITGAL 1.85 0.0150 X
PHEX 0.43 0.0193
TGFB1 1.67 0.0182 X
TGFB2 2.26 0.0232 X
VCAM1 0.60 0.0366 X
Tabelle 10: Ubersicht iiber die statistisch signifikant (p<0,05) regulierten Gene im Kontext Osteogenese von
Osteoblasten in ObM mit 50 ng/ml BMP-2 im Vergleich zu ObM mit 0 ng/ml BMP-2 nach Kultur
fur 7 Tage mit Zuordnung zu den 4 ,functional annotations' der DAVID-Datenbank mit bester
Ubereinstimmung
50 ng/ml BMP-2, 7 Tage functional annotation DAVID
Gen Expressionsaktivitat | p-Wert extrsaliocaegleular ER lumen | collagen binding response to TNFa
CHRD 0.18 0.0266 X
COL10A1 0.23 0.0085 X
COL14A1 0.11 0.0040 X X
CSF1 0.29 0.0155 X
CTSK 0.26 0.0293 X X X
FGFR1 0.32 0.0136
ICAM1 0.13 0.0064 X X
IGF2 8.59 0.0161 X
SMAD3 0.12 0.0058 X
VCAM1 0.25 0.0147 X
B2M 0.34 0.0120 X
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Tabelle 11:

Ubersicht iiber die statistisch signifikant (p<0,05) regulierten Gene im Kontext Osteogenese von

Osteoblasten in ObM mit 300 ng/ml BMP-2 im Vergleich zu ObM mit 0 ng/ml BMP-2 nach Kultur
fur 2 Tage mit Zuordnung zu den 4 ,functional annotations' der DAVID-Datenbank mit bester

Ubereinstimmun'

300 ng/ml BMP-2, 2 Tage functional annotation DAVID
Gen Expressionsaktivitat | p-Wert extrsapc:CIIeuIar regulg(t)izlr:l\cl)? EMT wound healing TGFB pathway
BGN 1.55 0.0441 X
BMP4 0.17 0.0162 X X X
BMP6 6.31 0.0238 X X
BMPR1B 0.30 0.0474 X
CHRD 0.30 0.0113 X X
COL10A1 4.07 0.0495 X
COL15A1 0.17 0.0019 X
COL1A1 1.83 0.0220 X X X
COL5A1 2.76 0.0058
CSF1 0.33 0.0064 X
CTSK 0.40 0.0047 X
EGFR 0.42 0.0142 X X
FGF2 1.75 0.0472 X X
FGFR1 0.50 0.0043
ICAM1 0.12 0.0009 X
IGF2 8.75 0.0201 X
ITGA1 2.30 0.0051
MMP2 1.90 0.0070 X
PHEX 0.28 0.0021
SERPINH1 1.83 0.0108 X
SMAD3 0.13 0.0005 X X X
TGFB1 2.50 0.0045 X X X
TGFB2 2.71 0.0102 X X X
TGFB3 0.42 0.0179 X X X
TGFBR1 1.68 0.0315 X X X
TGFBR2 0.61 0.0489 X X X
VCAM1 0.26 0.0020
B2M 0.61 0.0269
Tabelle 12: Ubersicht (iber die statistisch signifikant (p<0,05) regulierten Gene im Kontext Osteogenese von

Osteoblasten in ObM mit 300 ng/ml BMP-2 im Vergleich zu ObM mit 0 ng/ml BMP-2 nach Kultur
fr 7 Tage mit Zuordnung zu den 4 ,functional annotations' der DAVID-Datenbank mit bester

Ubereinstimmung

300 ng/ml BMP-2, 7 Tage functional annotation DAVID
Gen Expressionsaktivitat | p-Wert extracellular in_teg_rin positive re_gulati_on of positive re_zgula_tion of
space binding cell proliferation cell migration
BGN 2.94 0.0250 X
BMP2 0.26 0.0287 X X X
COL5A1 3.31 0.0214 X X
CSF1 0.12 0.0066 X X X
CTSK 0.18 0.0283 X
EGFR 0.28 0.0263 X X X
FGFR1 0.30 0.0156
ICAM1 0.05 0.0022 X
IGF2 31.85 0.0024 X X
MMP2 2.54 0.0398 X
TGFB1 3.73 0.0338 X X
VCAM1 0.08 0.0085 X
B2M 0.31 0.0167 X
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Tabelle 13:

Ubersicht iiber die statistisch signifikant (p<0,05) regulierten Gene im Kontext Osteogenese von
Osteoblasten in ObM -Serum mit 50 ng/ml BMP-2 im Vergleich zu ObM-Serum mit 0 ng/ml BMP-
2 nach Kultur fir 2 Tage mit Zuordnung zu den 4 ,functional annotations’ der DAVID-Datenbank

mit bester Ubereinstimmung

50 ng/ml BMP-2, 2 Tage

functional annotation DAVID

Gen Expressionsaktivitat | p-Wert cell-cell adhesion Cell adhesion extracellular space
COL14A1 0.17 0.0428 X X X
ICAM1 0.19 0.0390 X X X
Tabelle 14: Ubersicht iiber die statistisch signifikant (p<0,05) regulierten Gene im Kontext Osteogenese von
Osteoblasten in ObM -Serum mit 50 ng/ml BMP-2 im Vergleich zu ObM -Serum mit O ng/ml
BMP-2 nach Kultur fiir 7 Tage, keine Zuordnung zu ,functional annotations* in der DAVID-
Datenbank
50 ng/ml BMP-2, 7 Tage
Gen Expressionsaktivitat p-Wert
TGFB1 2.67585511 0.0302
Tabelle 15: Ubersicht iiber die statistisch signifikant (p<0,05) regulierten Gene im Kontext Osteogenese von
Osteoblasten in ObM -Serum mit 300 ng/ml BMP-2 im Vergleich zu ObM -Serum mit 0 ng/ml
BMP-2 nach Kultur fur 2 Tage mit Zuordnung zu den 4 ,functional annotations’ der DAVID-
Datenbank mit bester Ubereinstimmung
300 ng/ml BMP-2, 2 Tage functional annotation DAVID
TGF-B positive regulation of extracellular BMP
Gen Expressionsaktivitat | p-Wert | signaling pathway-restricted SMAD signaling
h ; space
pathways protein phosphorylation pathway
BMP4 0.24 0.0432 X X X X
BMP6 4.53 0.0491 X X X
BMPR1B 0.32 0.0284 X
CHRD 0.38 0.0290 X X
COL14A1 0.08 0.0213 X
COL5A1 3.39 0.0462 X
CSF1 0.38 0.0396 X
CTSK 0.26 0.0240 X
ICAM1 0.08 0.0055 X
ITGA1 2.34 0.0493
TGFB1 4.19 0.0203 X X
TGFB2 4.24 0.0136 X
TGFBR1 2.42 0.0493 X
Tabelle 16: Ubersicht iber die statistisch signifikant (p<0,05) regulierten Gene im Kontext Osteogenese von
Osteoblasten in ObM -Serum mit 300 ng/ml BMP-2 im Vergleich zu ObM -Serum mit 0 ng/ml
BMP-2 nach Kultur far 7 Tage mit Zuordnung zu den 4 functional annotations’ der DAVID-
Datenbank mit bester Ubereinstimmung
300 ng/ml BMP-2, 7 Tage functional annotation DAVID
positive . cellular response
Gen Expressionsaktivitat | p-Wert extracel_lular regulation of bone inflammatory to mechanical
matrix . . . response .
mineralization stimulus
BGN 3.31 0.0212 X
BMP6 7.46 0.0036
BMPR1B 0.47 0.0399
COL1A1 5.58 0.0382
COL5A1 8.55 0.0358
CSF1 0.20 0.0306 X
PHEX 0.33 0.0380
TGFB1 4.36 0.0084 X X X X
BGN 3.31 0.0212
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Auch mit diesen Expressionsdaten wurde ein hierarchisches Clustering durchgefuhrt. Im
resultierenden Clustergram (Abbildung 48) ist beim Vergleich der verschiedenen
Stimulationsbedingungen (Zeitpunkte / BMP-2-Konzentrationen) kein eklatanter Unterschied zu
erkennen. Die bestehenden Unterschiede scheinen eher zuféllig zu sein. Einander &hnliche
Versuchsbedingungen (zum Beispiel ObM d7 50 ng/ml BMP-2 und ObM d7 300 ng/ml) werden zwar
zum Teil jeweils paarweise in gemeinsame Cluster eingeordnet, wie anhand der &hnlichen Stimuli auf
die Zellen zu erwarten gewesen ware, insgesamt erscheint aber auch die Zuordnung der Cluster eher
zuféllig zu sein. In den Genexpressionsaktivitaten der tatsachlich zugeordneten Cluster sind keine
distinkten Unterschiede oder Muster zu erkennen.

Auch mithilfe der gefundenen Datenbanktreffer l&sst sich aufgrund ihrer grof3en funktionalen
Bandbreite in diesem Versuch kein eindeutiges Muster in den Effekten der BMP-2-Stimulation
erkennen. Obwohl einige mdgliche Effekte der Stimulierung bei mehreren Versuchsbedingungen in
der Datenbank gefunden wurden und trotz einzelner Paarungen ahnlicher Versuchsbedingungen im
hierarchischen Clustering waren keine klaren Expressionsmuster und auch kein konzentrations- oder
zeitabhangiger Effekt in diesem Versuch zu beobachten.
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Abbildung 48: Clustergram der Expressionsmuster von priméren Osteoblasten nach Stimulierung mit BMP-2 (0 /
50/ 300 ng/ml) fir 2 / 7 Tage; farbcodiert aufgetragen sind die Genexpressionsaktivitaten aller im
gPCR gemessenen Gene als ACq-Werte (Cq-Wert des jeweiligen Gens minus Cg-Wert des
Referenzgens), blau zeigt geringere Expression an, rot stérkere Expression als das Referenzgen;
hierarchisches Clustering mit ,average-linkage’, euklidische Distanzmetrik
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5.2.7. Entwicklung einer Apparatur und Methode zur zyklischen Kompression von Zellen in
dreidimensionalen Scaffolds

Um die zyklische ,confined compression® von Osteoblasten in einem dreidimensionalen Scaffold oder
einer Biomaterialprobe, also eine Kompression ohne seitliche Ausdehnung des Probekdrpers zu
ermdglichen, waren eine Reihe von Anforderungen zu erfillen:

Da zunéachst keine Biomaterialien zur Verfiigung standen, die fir Kompressionsversuche geeignet
waren, musste ein geeignetes Modellmaterial fir die Scaffolds ausgewahlt werden. Da mit den im
Projekt untersuchten Alginatmaterialien auch Hydrogel-basierte Materialproben perspektivisch fir die
Kompression eingesetzt werden sollten, fiel die Wahl daher auf einfach verfligbare andere Hydrogele,
zunéchst auf Kollagen Typ I. Die in frhen Versuchen in diesem Projekt hergestellten Gele waren
allerdings mechanisch so instabil, dass der Transfer von Giel3form zu Kompressionsapparatur nicht
ohne Beschéadigung der Proben mdéglich war (Daten nicht gezeigt). Daher wurde stattdessen Fibrin als
Modellmaterial ausgewahlt. Dieses ermdglicht deutlich festere Probekdrper und erlaubt durch
Anderung der Konzentration des Bestandteils Fibrinogen die Anpassung seiner rheologischen
Eigenschaften (siehe Kapitel 5.2.10). Fibrin ist als biokompatibles Material und als Scaffold fiir
Zellkulturanwendungen erprobt (siehe Kapitel 6.2.1).

Des Weiteren musste die maximal mogliche Grof3e eines zu komprimierenden Probekorpers bestimmt
werden. Diese hangt mafRgeblich ab von der maximalen Kraft, die bei der Kompression ausgetibt
werden kann, der gewiinschten Kompressionsamplitude und der Steifigkeit des zu komprimierenden
Materials. Die Kompressionsamplitude wurde auf maximal 10% festgelegt. Fur die auszulibende Kraft
wurde zum Zeitpunkt des Designs der Kompressionskammer nach Hinweisen von Prof. Dr. Rolauffs
ein oberes Limit der Kompressionsmaschine von 50 N angenommen. Damit bleiben Probengrof3e und
erwartete Probensteifigkeit als Faktoren tbrig, fur die eine sinnvolle Balance gefunden werden
musste. Auch die Anzahl von Zellen, die bei einer gegebenen Zelldichte in einer Probe kultiviert
werden kann, hdngt natirlich von der Probengré3e ab und muss hier berticksichtigt werden. Tabelle
17 zeigt beispielhaft die maximal mdglichen Materialsteifigkeiten in MPa (rechts), bei denen
Probekérper mit verschiedenen GréRRen (links) bei der maximal mdglichen Kompressionskraft von

50 N beziehungsweise 400 N noch zu 10% komprimiert werden kénnen.

Tabelle 17: Ubersicht tiber die maximal méglichen Materialsteifigkeiten (E-Moduln) abh&ngig von der
Probengrdf3e und der maximal auszulibenden Kraft durch die Kompressionsmaschine bei 10%

Kompression

ProbengroRe ) )
maximale Kraft maximaler E-Modul
Durchmesser Flache
50N 25,46 MPa
0,5cm 0,2 cm? X
400 N 203,72 MPa
50 N 10 MPa
0,8cm 0,5 cm?
400 N 80 MPa
50N 6,37 MPa
lcm 0,8 cm? X
400 N 50,93 MPa
50 N 1,59 MPa
2cm 3,14 cm? '
400 N 12,73 MPa
50 N 0,25 MPa
5cm 19,63 cm? '
400 N 2,04 MPa

Ein Probendurchmesser von 0,8 cm ergibt demnach eine maximal mégliche Materialsteifigkeit von

10 MPa beziehungsweise 80 MPa bei gleichzeitig gut zu handhabenden Probekdrpern. Eine
Probenhdhe von 1 cm bei diesem Durchmesser ergibt ein Volumen von 0,5 ml, was eine ausreichend
hohe Zellzahl fur die spatere Auswertung durch RNA-Extraktion und gPCR ermdglicht, wenn eine
Zelldichte von 2-108 Zellen/ml gewahlt wird, wie in diesem Projekt. Auch die Extraktion von
ausreichenden Mengen Protein aus dieser Zahl von Zellen fiir Proteinanalysen (etwa Western Blot)

erscheint moglich und realistisch.
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Die Kompressionskammer wurde daher fur Probenkorper mit diesen Maf3en, 0,8 cm Durchmesser bei
1 cm Hoéhe entworfen. Um bei kleineren Materialsteifigkeiten mehrere Probenkdrper gleichzeitig
komprimieren zu kdnnen, wurde die Apparatur mit drei Kompressionskammern versehen. Die maximal
madgliche Steifigkeit verringert sich dabei auf ein Drittel. Die etwas kleinere Ausfihrung der Kammern
durch die Werkstatt mit einem Innendurchmesser von 0,78 cm hatte fiir das Einsetzen der
Probekérper allerdings keine Auswirkungen, da die Gelproben durch ihre Flexibilitdt trotzdem ohne
groRReren Kraftaufwand in die Kompressionskammern geschoben werden konnten.

Die Kompressionsapparatur muss auf3erdem die seitliche Ausdehnung der komprimierten
Probekoérper verhindern, aber trotzdem ihre Volumenanderung durch die Kompression zulassen. Zu
diesem Zweck wurde der Einsatz von pordsen Glasfritten (Fa. Robu-Glas, Por. 0 entspricht
PorengrofRe 160-250 pm, 2 mm Dicke) fur den Abschluss der Kompressionskammern nach unten
vorgesehen, die mechanisch stabil und fur feste oder gelartige Proben undurchlassig sind,
Flussigkeiten aber passieren lassen kénnen. Dadurch ist ein Flussigkeitsaustritt aus der Kammer
wahrend der Kompression moglich.

Um der Apparatur die notige mechanische Widerstandsfahigkeit auch groReren Kompressionskraften
gegeniiber zu verleihen, wurde Edelstahl fir ihre Herstellung ausgewahlt. Auch die Sterilisierung
durch Autoklavieren ist so einfach mdglich.

Eine solche Kompressionsapparatur existierte zunachst nicht und wurde im Verlauf des Projekts
entwickelt. Die resultierende Apparatur (siehe Abbildung 49) beinhaltet drei separate Kammern zur
Kompression von Proben mit einem von oben eingefiihrten Stempel. Die Kompressionskammern der
bestehen aus Zylindern mit einem Innendurchmesser von 7,8 mm. Diese undurchlassige seitliche
Begrenzung der Kammern ermdglicht eine ,confined compression’, also eine Kompression ohne
seitliche Ausdehnung der Probe. Die untere Offnung der Kompressionskammern besitzt einen um
~2 mm geringeren Innendurchmesser, sodass die einzusetzenden Glasfritten auf dem entstehenden
Vorsprung abgelegt werden kénnen. Die Kompressionskammern 6ffnen sich nach unten zu Kanalen,
die einen Flussigkeitsfluss zu einem aufrecht stehenden Rohr erméglichen. Dieses dient als
Ausgleichsgefal3, sodass die aus den komprimierten Proben entweichende Fliissigkeit abflieRen und
keinen Gegendruck aufbauen kann.
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Abbildung 49: Konstruktionszeichnung der Kompressionsapparatur; links: Aufsicht, rechts: Seitenansicht (untere
Flache der Apparatur hier nach links zeigend); Maf3e in Millimeter
Um die Kompressionsapparatur reinigen und um die Glasfritten und Proben einfacher in die Kammern
einsetzen zu kdnnen, ist die Apparatur aus zwei Teilen gefertigt. Der obere besteht aus den
Kompressionskammern und dem Ausgleichsrohr, der untere beinhaltet eine Bodenplatte mit darin
eingelassenen Verbindungskanalen. Die beiden Teile werden zusammengeschraubt. Eine
Silikondichtung zwischen den beiden Teilen verhindert das Austreten von Fliissigkeit. Alle Teile sind
autoklavierbar.

Der Stempel, der von oben in die Kompressionskammern reicht und die Bewegung der
Kompressionsmaschine als Kompression auf die Proben in der Apparatur weitergibt, ist aus
Polysulfon gefertigt. Er besitzt 3 Zinken mit einem Durchmesser von jeweils 6,9 mm, die Uber eine
Grundplatte miteinander verbunden und mit einer Aufnahme fir den Bolzen versehen sind, der an der
Kompressionsmaschine fiir die Montage von anwendungsspezifischen Werkzeugen oder Stempeln
vorgesehen ist. Seitliche Bohrungen fiir drei Schrauben erméglichen die Fixierung des Stempels auf
dem Bolzen. Auch der Stempel ist autoklavierbar.

Die anfangs erprobte Verwendung eines Stempels mit Zinken mit 7,9 mm Durchmesser stellte sich als
ungeeignet heraus, da die Ausrichtung des Stempels relativ zur Kompressionsapparatur nicht
ausreichend genau eingestellt werden konnte. Dadurch verkantete sich der Stempel in den
Kompressionskammern. Wegen der dadurch sehr grol3en auftretenden Widerstandskrafte konnte der
Kontakt zu den Probekdrpern oder ihre Kompression nicht detektiert werden. Es wurde also der
Durchmesser der Stempelzinken auf 6,9 mm reduziert. Diese Zinken decken aber trotzdem noch
76,27% der Probekorperoberflache ab (37,39 mm? : 49,02 mm?) und sorgen somit fir eine nahezu
homogene Kompression der gesamten Probekdrper.

Fur die Herstellung von hydrogelbasierten Probekdrpern fiir die Kompression von Osteoblasten in
dreidimensionalen Scaffolds wurden verschiedene Methoden erprobt (siehe Kapitel 5.2.8). Die fiir die
dabei am besten geeignete Methode entwickelte Gie3form wird im Folgenden naher beschrieben. Die
Giel3form aus Polysulfon (siehe Abbildung 50) besitzt jeweils 7 Bohrungen mit einem Durchmesser
von 8,2 mm und 14,5 mm Lange. Nach unten sind diese Bohrungen frei, nach oben 6ffnen sie sich zu
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einem seitlich begrenzten Flissigkeitsreservoir. Die runde Giel3form hat einen Au3endurchmesser
von 89,3 mm, der das Aufsetzen von Deckeln handelsiblicher 90 mm-Petrischalen auf der Oberseite
und damit die Verwendung der Form fiir sterile Inkubation erlaubt.

29,50

15,00

Abbildung 50: Konstruktionszeichnung der Gief3form; links: Aufsicht, rechts: Seitenansicht (untere Flache der
Apparatur hier nach links zeigend); MaRRe in Millimeter

Vor dem GieRRen von Gelen wurde die Form dampfsterilisiert. Stlicke von Klebefolie (gedacht zum

SchlieRen von PCR-Platten; Fa. Bio-Rad) wurden in 70% Ethanol sterilisiert und von unten tber die

Bohrungen der Form geklebt, um diese abzudichten. Die Gele wurden nun gegossen (siehe Kapitel

5.2.8). (Eine Besiedelung der Klebeoberflache der Folie mit primaren Osteoblasten ergab keinen

negativen Einfluss auf das Zellwachstum. Daten nicht gezeigt.)

Die Kompressionskammer, sowie Stempel und Giel3formen wurden von Waldemar Schimpf in den
wissenschaftlichen Werkstatten des Neurozentrums am Uniklinikum Freiburg hergestellt.

5.2.8. Entwicklung einer Methode zur Herstellung von zell-beladenen Probekdrpern fur
Kompressionsversuche

Fur die Herstellung von Probekérpern aus Kollagen- oder Fibringel wurden verschiedene Methoden
erprobt. Grundsatzliches Prinzip war immer die Mischung einer Zellsuspension mit einem zu diesem
Zeitpunkt noch flissigen Gelmaterial. Diese Zell-Gel-Suspension wurde dann in eine Giel3form
gegeben, um dort zu gelieren. Zunachst wurde versucht, die Gele durch in die Form gelegte Folien
nach dem Gelieren aus der nach unten geschlossenen Form herauszulésen. Aufgrund der kleinen
ProbengroRRe, des zu wenig stabilen Kollagen-Materials und der zu labilen Folie stellte sich diese
Methode nicht als durchfuhrbar heraus. Stattdessen wurde eine neue Gief3form entworfen, deren
einzelne Vertiefungen nach unten offen waren und vor dem Giel3en mit Folie verschlossen wurden.
Nach Gelieren der Proben konnte die Folie abgezogen werden, sodass die Proben auch von unten
zuganglich wurden und aus der Form herausschoben werden konnten. In Besiedelungsversuchen der
Klebeseite der Folie, die eigentlich fiir den Verschluss von PCR-Multiwellplatten gedacht ist zeigte
sich kein negativer Effekt auf Osteoblasten, auch bei direktem Kontakt (Daten nicht gezeigt). Bei der
Anwendung als Giel3formverschluss besteht ein solcher dartiber hinaus nur zu einem sehr kleinen Teil
der Zellen im Gel.

Die Viabilitat der Zellen im Gel im zeitlichen Verlauf der Inkubation nach ihrer Herstellung wurde
mithilfe von LIVE/DEAD-Farbungen verfolgt. Zu beobachten war eine abnehmende Uberlebensrate
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der Zellen im Gel mit steigender Inkubationszeit bis auf unter 50% nach 10 und 18 Tagen Inkubation
(Abbildung 51). Fir die hier verwendete Inkubationszeit der Gelproben vor Durchfiihrung von
Kompressionsversuchen tber Nacht kann mit mindestens etwa 80% eine ausreichend hohe
Zellviabilitat angenommen werden.

100
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Abbildung 51: Zellviabilitat von Osteoblasten in Fibringelen im zeitlichen Verlauf nach Herstellung der Gele

Nach erfolgter Kompression von zell-beladenen Fibringelen sollte die differentielle Genexpression der
Zellen per qPCR nach Extraktion der RNA untersucht werden. Fir den dafir nétigen Aufschluss der
Gele wurde zunéchst der Einsatz von Proteinase K erprobt. Da der enzymatische Verdau der Gele
aber mehrere Stunden dauerte (Daten nicht gezeigt) und die Verdnderung der Genexpression
aufgrund der fehlenden Stimulation in diesem Zeitraum moglicherweise schon wieder abgeklungen
sein kénnte, wurde dieser Ansatz verworfen. Stattdessen wurde eine Methode zur mechanischen
Auflésung der Gele mit anschlieRender RNA-Extraktion adaptiert. Die Kombination von Zellaufschluss
durch Trizol-Chloroform vor der Aufreinigung der RNA mithilfe eines Silikasdulen-basierten Kits war in
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Rolauffs bereits etabliert und wurde hier an die Fibringelproben
angepasst. Durch Zerteilen der Gele mit einem Skalpell, einfrieren der Probensticke in Trizol und
anschlieRendem mechanischem Aufschluss liel3 sich eine mehr als ausreichende RNA-Menge fir die
folgenden Analysen gewinnen. Die so gewonnene RNA zeigte anhand der Ergebnisse aus der
Mikrofluidik-Gelelektrophorese eine sehr gute Integritét.

5.2.9. Entwicklung einer Methode zur Detektion des Kontakts zwischen Stempel und Proben
in der Kompressionsapparatur

Die Durchfihrung von exakten Kompressionen von Probekdrpern setzt eine exakte Messung ihrer
Grol3e und der Position ihrer oberen Flache voraus, die in Kontakt mit dem Kompressionsstempel
steht. Da die Kompressionskammer nicht durchsichtig ist, kann der Kontakt des Stempels mit den
eingesetzten Gelen vor Beginn eines Kompressionsversuchs nicht durch Sichtkontrolle detektiert
werden. Stattdessen muss die Detektion des Kontakts zwischen Stempel und Proben durch Messung
der Gegenkraft erfolgen, den die Gele bei beginnender Kompression auf den Stempel ausiben.
Fibringele mit unterschiedlichen Konzentrationen an Fibrinogen haben dabei unterschiedliche
mechanische Eigenschaften und bewirken daher unterschiedlich gro3e Kréfte. Die einfache Definition
eines Gegenkraft-Schwellwerts zur Detektion des Kontakts war daher nicht méglich. Stattdessen
wurde eine anpassungsfahige und automatisierte Methode fiir diese Detektion entwickelt.

Zunéachst wurde der Stempel unter manueller Steuerung mit 40 um/s an die Proben herangefahren.
Die Gegenkraft wurde dabei von der Steuersoftware mehrfach pro Sekunde gemessen und angezeigt
(als dem der Kraft entsprechenden Gewicht, also mit der Einheit Gramm). Sie schwankte
systembedingt im Bereich von ca. +/- 0,03 g. Stieg dabei die Kraft fir mehrere Messpunkte auf mehr
als 0,1 g, wurde das Anfahren gestoppt und ein kurzes Programm aus softwaregesteuerter zyklischer
Kompression auf die Proben ausgeiibt. Hier wurde eine Frequenz von 0,1 Hz und eine
Kompressionsamplitude von 10% gewahlt (5 Zyklen). Die jeweilige Position des Stempels nach
manuellem Anfahren und damit die vermeintliche Position der Oberflache der Proben kann in der
Software abgelesen und zur Einstellung der Amplitude verwendet werden. Ergab diese zyklische
Kompression eine klar an den Daten abzulesende, und dem Kompressionsverlauf folgende
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Gegenkraftverédnderung, wurde der angenommene Kontakt zwischen Probe und Stempel mithilfe
einer linearen Kompression verifiziert. Dazu wurde die Probe in 30 s um 5% komprimiert. Der Stempel
fuhr anschliel3end nicht wieder auf seine vorige Ausgangsposition zurtick. Die dabei aufgenommenen
Daten (Abbildung 52) wurden nun statistisch ausgewertet, um die Grundlage fur eine objektive
Entscheidung Uber den Kontakt zu erhalten.

Grundsatzliches Problem dabei war, dass ein immer vorhandenes Rauschen in der Kraftmessung von
einem durch die Kompression der Probe entstehenden ,tatsachlichen Signal, also einer
Gegenkraftzunahme sicher unterschieden werden musste. Es musste also verhindert werden, dass
Rauschen im Signal falschlicherweise fiir eine Gegenkraft durch die Probe gehalten und damit ein
Kontakt zwischen Probe und Stempel angenommen wurde.
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Abbildung 52: Ermittlung des Rauschanteils der gemessenen Kraft bei der Kontaktfindung (hier: bestehender
Kontakt; S/R = -60,32); aufgetragen ist die Stempelposition (grau), sowie die gemessene Kraft
(schwarz), der gleitende Durchschnitt der gemessenen Kraft (Fenstergréfe 3) (blau) und der
Rauschanteil des gemessenen Kraftsignals als Differenz aus gemessener Kraft und gleitendem
Durchschnitt (rot)

Das Grundrauschen wurde ermittelt, indem an jedem Datenpunkt der gleitende Durchschnitt mit einer

FenstergrofRe von 3 ermittelt (Abbildung 52 in blau) und vom jeweiligen Datenpunkt abgezogen wurde.

Diese Differenz aus geglatteter Kurve und gemessenen Ausgangsdaten entspricht dem Rauschanteil

des Gesamtsignals (Abbildung 52 in rot):

Rauschen = gemessene Kraft an Datenpunkt i
— gleitender Durchschnitt der Kraft an Datenpunkt i

Die Starke dieses Rauschens kann einfach tiber seine Standardabweichung beschrieben werden. Zur
Entscheidung tber das Zustandekommen von Kontakt zwischen Probe und Stempel wird nun die am
Ende (Sekunde 29 bis 30) der linearen Kompression gemessene mittlere Gegenkraft verglichen mit
der Starke (Standardabweichung) des Rauschens. Der Quotient aus diesen beiden Werten beschreibt
das Signal-Rausch-Verhéltnis (S/R) mit nur einer Zahl und ist daher einfach zwischen verschiedenen
Versuchen vergleichbar.

_ Kraftyos_s0s
Standardabweichung des Rauschens

S/R

Die Entscheidung, ob Kontakt besteht, kann anhand dieses Signal-Rausch-Verhaltnisses auf der
Basis von gewonnener Erfahrung mit Kontaktfindungsversuchen getroffen werden. In Versuchsreihen
dazu hat sich gezeigt, dass die Starke des Rauschens nicht im gleichen Maf3 von der Konzentration
des eingesetzten Fibringels beeinflusst war wie die Starke des tatsachlichen Kraftsignals und daher je
nach Konzentration andere S/R den Kontakt anzeigen. Je grof3er die Fibrinogenkonzentration, desto
groRer stellte sich auch das S/R heraus, bei dem Kontakt angenommen werden konnte. Fir Gele mit
5 mg/ml Fibrinogen wurde ein S/R von 3, bei 15 mg/ml ein S/R von 10 und bei 50 mg/ml ein S/R von
30 als Grenzwert verwendet, ab welchem Kontakt angenommen wurde (alle Gele:
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Thrombinkonzentration 50 U/ml). Diese Werte ergaben sich aus Versuchen mit mindestens 3
Replikaten pro Konzentration (n=3).

Die hier beschriebene Methode zur Kontaktfindung wurde vor jedem der folgenden Versuche mit
Gelkompression durchgefuhrt. Die zur Kontaktfindung nétige statische Vorkompression um 5% diente
in den spéater durchgefiihrten zyklischen Kompressionsversuchen dazu, das Abldsen des Stempels
bei Entspannung der Probe (lift-off') zu verringern und einen schlissigen, stabilen Kontakt zu Beginn
der Kompression sicherzustellen.

5.2.10. Steifigkeit von Fibringelen ist abhangig von der Gelzusammensetzung, nicht aber von
der Kompressionsfrequenz

Fibrin wurde hier als kommerziell erhéltliches, biokompatibles und relativ einfach in dreidimensionale
Form zu bringendes Modellmaterial fur die Kultivierung und mechanische Stimulierung von
Osteoblasten ausgewahlt. Sein schnelles Gelieren nach der Mischung von Fibrinogen und Thrombin
ermoglicht die gleichmaRige Verteilung der Zellen in den Probekérpern ohne dass die Zellen zu stark
sedimentieren. Zur Charakterisierung des Materials im Kontext der mechanischen Stimulierung sind
die mechanischen Eigenschaften des Materials von grof3er Relevanz. Es wurde daher untersucht,
welchen Einfluss die Konzentration des Fibrinogens im Fibringel auf den E-Modul hat. Der E-Modul ist
ein Materialkennwert, der bei linear-elastischem Verhalten den proportionalen Zusammenhang
zwischen Spannung und Dehnung bei der Verformung eines Korpers beschreibt und wird hier als Mal3
fur die Steifigkeit des Gels herangezogen. Auf3erdem wurde in Hinblick auf den moglichen Einsatz
verschiedener Kompressionsparameter auch der Einfluss der Kompressionsfrequenz auf den E-Modul
gemessen.

Es zeigte sich eine klare Abhangigkeit der Gelsteifigkeit von der Konzentration des Fibrinogens
(Abbildung 53A). Gele mit einer Fibrinogenkonzentration von 5 mg/ml hatten ein E-Modul von
1,84+0,88 MPa, Gele mit 50 mg/ml Fibrinogen waren mit 35,44+18,65 MPa deutlich steifer. Die E-
Moduln von Gelen mit 5 mg/ml und 15 mg/ml (2,84+2,16 MPa) waren statistisch nicht signifikant
unterschiedlich. Im Vergleich zu den Gelen mit 50 mg/ml waren sie beide aber signifikant weniger
steif.

Der E-Modul der Fibringele war nicht so eindeutig abhangig von der Kompressionsfrequenz bei der er
gemessen wird, wie von der Fibrinogenkonzentration im Gel. Der héchste E-Modul wurde bei 0,05 Hz
gemessen (70,72+10,77 MPa) (Abbildung 53B). Bei der Messung bei 0,5 Hz ergab sich ein davon
statistisch nicht signifikant verschiedener E-Modul von 55,86+9,34 MPa. Bei 0,1 Hz und 1 Hz wurden
E-Moduln von 35,44+18,65 MPa beziehungsweise 31,54+14,84 gemessen. Fur beide war ein
statistisch signifikanter Unterschied zum gemessenen E-Modul bei 0,05 Hz festzustellen.
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Abbildung 53: gemessene E-Moduln der Fibringele in Abhangigkeit von Fibrinogenkonzentration (A) und
Kompressionsfrequenz (B); statistisch signifikante Unterschiede im E-Modul mit Balken
eingetragen; *: p<0,05, **: p<0,01, n=4
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5.2.11. In Fibringele eingebettete Osteoblasten weisen in REM-Aufnahmen eine abgekugelte
Zellmorphologie und fehlenden Kontakt zur Fibringelmatrix auf

Fir die Ausiibung ihrer Zellfunktionen und die Ubertragung mechanischer Stimulation auf die Zellen
ist ihre Einbettung in die Matrix von dreidimensionalen Scaffolds entscheidend wichtig. Daher wurden
mit Osteoblasten beladene Fibringele, wie sie auch fiir die mechanische Stimulation durch
Kompression verwendet wurden, nach Vorkultivierung Giber Nacht rasterelektronenmikroskopisch
(REM) analysiert. An allen Schnittflachen der geteilten Fibringele sind runde Strukturen mit Gré3en im
Bereich von etwa 10 um zu erkennen (Abbildung 54 A, B). Aufgrund ihrer Grof3e und Zahl scheint es
sich hierbei um die im Gel eingebetteten primaren, humanen Osteoblasten zu handeln. Die Zellen
liegen im Fibringel einzeln vor und sind gleichméfig durch das gesamte Gelvolumen verteilt. Auffallig
ist jedoch ihre runde Morphologie. Wahrend Osteoblasten auf zweidimensionalen
Zellkulturoberflachen mithilfe inres Zytoskeletts lange Zellauslaufer bilden und in ihrer langsten
Ausdehnung dutzende Mikrometer messen kdnnen, wiesen die Osteoblasten im Fibringel keinerlei
Anzeichen davon aus, Auslaufer auszubilden, oder ihre Morphologie anderweitig aktiv zu
beeinflussen. Besonders bei starkerer VergréRerung (Abbildung 54 C, D; C zeigt Ausschnitt aus A in
starkerer Vergroferung) war au3erdem zu beobachten, dass zwischen Zellen und umgebender
Fibringelmatrix ein deutlicher Zwischenraum bestand. Es liegt nahe, dass dieser Spalt ein Artefakt der
Trocknung der Proben wahrend der Vorbereitung der Proben fiir die rasterelektronenmikroskopische
Analyse war, bei der sich die Zellen mdglicherweise starker zusammengezogen haben als das
umgebende Gelmaterial. Soweit zu erkennen, blieb der Kontakt zwischen Zelle und Fibringel kaum
bestehen. AuBerdem blieben die Zellen trotz ihrer Kontraktion vollstandig intakt. Dies lasst vermuten,
dass der Kontakt zwischen Zellen und Gel von vornherein nicht stark ausgepréagt war. Hatte die Zelle
etwa durch Fokaladhasionen und den darin enthaltenen Integrine eine starke Verbindung mit der
Gelmatrix aufgebaut, wéare zu erwarten gewesen, dass der Kontakt auch nach der Probenaufbereitung
grof3flachiger bestehen bleibt. Die REM-Aufnahmen liefern also einen weiteren Hinweis auf eine
eventuell nicht gut ausgepragte Fahigkeit der verwendeten primaren, humanen Osteoblasten, Zell-
Matrix-Kontakte auszubilden.
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Abbildung 54: rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Osteoblasten-beladenen Fibringelen;
MaRstabsbalken: A, B: 10 um, C, D: 5 pm

5.2.12. ,Confined compression‘ von Osteoblasten in Fibringelen flhrt nicht zu signifikanter
Veranderung der Genexpressionsmuster im Kontext Osteogenese

Primére, humane Osteoblasten wurden in Fibringele eingebracht und nach Vorkultivierung tber Nacht
fur 2 Stunden zyklisch komprimiert (,confined compression®). Nach Isolation der RNA wurden die
relativen Genexpressionsmuster der Zellen mithilfe von gqPCR-Arrays analysiert, die mit Primern fr
Gene mit Relevanz fiir die Osteogenese bestiickt waren.

Abbildung 55 zeigt die gemessenen relativen Genexpressionsaktivitaten im Vergleich zu
unkomprimierten Kontrollzellen. Zu sehen ist, dass keines der getesteten Gene nach Kompression
statistisch signifikant differenziell exprimiert wurde. Die gré3ten beobachteten Betrage der
Genexpressionsanderungen waren mit 1,44-facher Aktivierung (VEGFA) und 0,68-facher Inhibition
(FGF2) aulRerdem sehr klein und sind damit in dieser Studie nicht auswertungsrelevant.
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Abbildung 55:

(%2

Ubersicht liber die relative Genexpressionsaktivitat von primaren, humanen Osteoblasten in
Fibringelen mit 50 mg/ml Fibrinogen nach 2 h zyklischer Kompression, 1 Hz im Kontext
Osteogenese im Vergleich zu unkomprimierten Zellen; keine statistisch signifikanten Anderungen
in der Expressionsaktivitat (paarweiser Vergleich); n=4
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6. DISKUSSION

Die Ergebnisse des vorliegenden Projekts tragen zu neuen Erkenntnissen in drei verschiedenen,
Ubergeordneten Bereichen bei: Einerseits wurde die Biokompatibilitat von neu entwickelten
Biomaterialien in vitro geprift. Des Weiteren wurde ein Testsystem entwickelt, das die mechanische
Stimulation von Zellen in dreidimensionalen Biomaterialien und die Analyse der Zellantwort darauf
erlaubt. Damit werden die Analysemdglichkeiten fur die préklinische Evaluierung potentieller
Biomaterialien deutlich erweitert. Darlber hinaus haben die Versuche aber auch Erkenntnisse
geliefert Uber die Eigenschaften der als Modellsystem verwendeten priméren, humanen, calvarialen
Osteoblasten. Sie unterscheiden sich signifikant von anderen Osteoblasten, was im Projektverlauf
Zweifel an ihrer zellularen Identitat aufkommen lief3.

6.1. Einflussfaktoren auf die in vitro-Biokompatibilitat von PVCA-/PHM- und
alginatbasierten Biomaterialien

Die in diesem Projekt durchgefiihrten Versuche konnten zeigen, dass es mdglich ist, sowohl PVCA-
/PHM-basierte, als auch alginatbasierte in vitro-biokompatible Materialien herzustellen, die es darauf
kultivierten Osteoblasten erlauben, wichtige Zellfunktionen im Sinne der Geweberegeneration
auszuuben. Die Ergebnisse dieses Projekts haben aber auch einige Faktoren aufgezeigt, die die

in vitro-Biokompatibilitat der Materialien verringerten. Wahrend nach friilheren Definitionen Materialien
auch dann als biokompatibel betrachtet wurden, wenn sie zwar keine akute Abstof3ungs- und
inflammatorische Reaktion hervorrufen, aber durch eine Fremdkorperreaktion eingekapselt werden,
verlangen neuere Definitionen eine engere Interaktion zwischen biologischen Geweben und
Material.®”-%¢ Die Zellen des umgebenden Gewebes sollen demnach durch das Material in die Lage
versetzt werden, die Geweberegeneration zu vermitteln, etwa durch Vaskularisierung, Einwachsen
von Zellen und Gewebeneubildung.®®# Die identifizierten Einflussfaktoren auf die in vitro-
Biokompatibilitat von PVCA-/PHM- und alginatgelbasierten Materialien sollen im Folgenden
besprochen werden.

6.1.1. In vitro-Biokompatibilitdt von PVCA- und PHM-basierten Materialien

Probekérper aus PVCA und PHM ohne Supplementierung zeigten in diesem Projekt gute
Besiedelungseigenschaften fir humane, primére Osteoblasten als Zielzellen der geplanten klinischen
Anwendung als Knochenersatzmaterialien. Es konnte fir eines dieser Materialien (PHM) gezeigt
werden, dass die Zellen darauf auch tber lange Kulturzeiten adhérieren, proliferieren und migrieren
und in den Probekoérpern Proteine der extrazellularen Matrix exprimieren sowie gewebeé&hnliche
Strukturen bilden.

Dass die in den PVCA-/PHM-basierten Materialien initial verbliebenen Rickstande organischer
Lésungsmittel die Proliferation von in vitro kultivierten Zellen hemmen, ist wenig Uberraschend. Die
Messung der Proliferationshemmung Uber das ,read-out® der Impedanz (siehe Kapitel 5.1.1) in diesem
Projekt konnte aber eine Anpassung des Herstellungsprozesses eine deutliche Reduktion der
Losungsmittelriickstande und damit eine deutliche Verbesserung der Biokompatibilitat herbeifihren.

Die Evaluation der in vitro-Biokompatibilitdt von Materialien durch die Messung ihrer Zytotoxizitat, ihrer
Besiedelungseigenschaften und Analyse der Fahigkeit der darauf kultivierten Zellen, zelltypspezifische
Markermolekiile zu exprimieren, wie in diesem Projekt durchgeflhrt, ist Gibliche Praxis.#4145 Auch die
Verwendung von Eluaten fur die Messung der Zytotoxizitat ist verbreitet'#5146 und, wie in Kapitel 3.3.3
beschrieben, in 1IS010993 standardisiert.*’

Uber die Biokompatibilitat von PVCA und PHM ist in der Literatur bisher nur sehr wenig berichtet
worden. In einer Studie von Ueda-Yukoshi und Matsuda waren Endothelzellen sehr gut dazu in der
Lage, auf PVCA-beschichteten Glasoberflachen zu adharieren und zu proliferieren, wahrend ihnen
dies auf PHM-beschichtetem Glas nicht moglich war.'4” Die Beschichtung verschiedener Polymere mit
PHM fuhrte in einer weiteren Studie zu einem verringerten Einfluss des entstehenden Komposits auf
verschiedene Aspekte der Blutgerinnung, also zu einer verbesserten Biokompatibilitdt von PHM im
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Vergleich zu den unbehandelten Polymeren.1*® Angesichts der sehr eingeschrankten Literaturberichte
ist eine Einordnung der in diesem Projekt gemachten Beobachtung allerdings schwierig. Zwar
scheinen die von Ueda-Yukoshi und Matsuda berichteten Ergebnisse den hier gemachten zu
widersprechen. Die Versuchsaufbauten und Probeneigenschaften waren jedoch mit diinnen PVCA-
/PHM-Beschichtungen bei Ueda-Yukoshi und Matsuda und 3D-gedruckten Probekdrpern mit deutlich
hoheren Materialstarken im vorliegenden Projekt sehr unterschiedlich. Hier géalte es nun also zu
klaren, welche Unterschiede in den Materialeigenschaften tatsachlich zu den unterschiedlichen
Besiedelungseigenschaften gefiihrt haben kdnnten. Auch ist es mdglich, dass die unterschiedlichen
verwendeten Zelltypen (Endothelzellen und Osteoblasten) unterschiedlich auf die Materialien
reagieren und daher zu den unterschiedlichen Ergebnissen beigetragen haben.4°

6.1.1.1. Supplementierung von PVCA und PHM

Auch die Untersuchung des Effekts verschiedener Supplemente in PVCA-/PHM-basierten Materialien
hatte entscheidenden Einfluss auf die weitere Materialentwicklung. Pyrogene Kieselsaure (Aerosil
200) und Magnesiumoxid (MgO)-Nanopartikel sollten als Thixotropiemittel die Viskositat der Losung
wahrend des Druckvorgangs erhéhen und so das 3D-Drucken sehr kleiner Strukturen erleichtern.

Pyrogene Kieselsaure ist als Thixotropiemittel fir den 3D-Druck bereits beschrieben worden. In
Konzentrationen eingesetzt, die der hier verwendeten (7%wt) in etwa entsprechen, konnte pyrogene
Kieselsaure dabei die Viskositat von 3D-Drucktinten konzentrationsabhangig erhthen.'%%151 Fiir MgO-
Nanopartikel konnten unsere Projektpartner in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Milhaupt ebenfalls
eine signifikante, konzentrationsabhangige Viskositatserhéhung zeigen. Hierbei war die in den
untersuchten Biomaterialvarianten verwendete Konzentration von 57%wt die hochste, die aufgrund
der hohen Viskositat noch druckbar war.*52

Die hier durchgefiihrten Versuche haben fur beide Stoffe eine sehr deutliche Reduktion der
Zellproliferation gezeigt. Fir pyrogene Kieselsaure ist ein zytotoxischer Effekt bereits gezeigt worden.
Konzentrationen ab 11,25 pg/ml im Zellkulturmedium haben dabei bei Makrophagen aus der Ratte zu
einer verringerten Zellmembranstabilitat, verringerter Mitochondrienfunktion und zur Ausschittung von
inflammatorischen Zytokinen gefihrt.>® In Versuchen mit immortalisierten humanen Endothelzellen
reichte eine Konzentration von 120 pg/ml aus, um die Viabilitdt und metabolische Aktivitét der Zellen
signifikant zu verringern.*® In den hier durchgefihrten Versuchen wurde pyrogene Kieselséaure zwar
nicht direkt ins Zellkulturmedium gegeben. Allerdings wurde sie in den untersuchten Materialproben in
einer im Vergleich zur zitierten Literatur um 580-, beziehungsweise 6000-fach héheren Konzentration
eingesetzt. Da sie ein Dispersionsbildner ist, muss angenommen werden, dass ein relevanter Anteil
der in den Proben enthaltenen pyrogenen Kieselsaure wahrend der Herstellung der Eluate aus den
Materialproben herausgeltst wird und so im Eluat verbleibt. Dadurch kann sie auf die mit dem Eluat
kultivierten Zellen einwirken und eine verringerte Proliferation hervorrufen.

Magnesiumoxid (MgO)-Nanopartikel, wie sie hier ebenfalls als Thixotropiemittel evaluiert wurden, sind
aufgrund ihrer antimikrobielle Wirkung!®>-1%" schon zuvor fir den Einsatz in Biomaterialien erprobt
worden.%81%° Dje antimikrobielle Wirkung von MgO-Nanopartikeln geht unter anderem die Bildung von
reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS) zurtick®>%7, die auch auf Saugerzellen zytotoxisch wirken.®°
Neben dem Effekt von durch MgO gebildete ROS ist die zytotoxische Wirkung von MgO aber auch auf
eine pH-Veranderung zuriickzufiihren. Magnesiumoxid-Nanopartikel bilden in wassrigem Milieu
Magnesiumhydroxid®” und erhthen dadurch den pH-Wert wassriger Medien.%! Die Zugabe von

50 mM MgO-Nanopartikel fihrte bei Zugabe zu gepuffertem Zellkulturmedium einer Studie zu einer
pH-Wert-Erh6hung auf 8,83.162

Die in der Literatur beschriebenen, fir den Knochenersatz entwickelten Biomaterialien enthielten
daher maximal 4% MgO-Nanopartikel oder wurden zusatzlich durch spezielle
Herstellungsbedingungen auf minimale zytotoxische Eigenschaften hin optimiert.1%815° MgO-
Nanopartikel-Konzentrationen von 200 pg/ml sind laut einer Studie flr Zellen der HelLa-
(Zervixkarzinom), SNU-16- (Magenkarzinom) und AGS- (Magen-Adenokarzinom) Zelllinien bereits
zytotoxisch.'®® In einer weiteren Studie reichte eine Konzentration von 15 pg/ml bereits aus, um die
Viabilitat von MCF-7(Mammakarzinom)-Zellen auf die Halfte zu reduzieren.64
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Die in den hier evaluierten Materialvarianten eingesetzte Konzentration an MgO-Nanopartikeln lag mit
57%wt deutlich héher als sie in der Literatur erfolgreich fur nicht zytotoxische Biomaterialien
eingesetzt worden sind.'*815° Obwohl der pH-Wert der hier hergestellten Eluate nicht gemessen
wurde, muss angesichts des sehr hohen MgO-Gehalts der Proben damit gerechnet werden, dass
wahrend der Inkubation der Probekdrper im Medium eine relevante Menge MgO in
Magnesiumhydroxid Gbergegangen ist, die damit verbundene Freisetzung von Hydroxidionen die
Pufferkapazitat des Mediums tUberschritten hat und das MgO somit fir zytotoxische pH-Werte im Eluat
gesorgt hat.

Sowohl fiir MgO-Nanopartikel als auch fir pyrogene Kieselsaure ist nicht davon auszugehen, dass die
Toxizitat in vivo in den hier evaluierten Konzentrationen weniger problematisch ist als in vitro gezeigt.
Beide Supplemente eignen sich also voraussichtlich nicht als Thixotropiemittel fur die Herstellung von
Knochenersatzmaterialien unter den hier evaluierten Bedingungen.

Der Einsatz von in flissigem Stickstoff zerkleinertem Gelatinevlies hatte zwar keine negativen
Auswirkungen auf das Zellverhalten im Besiedelungsversuch mit PVCA und PHM, konnte deren
Besiedelung mit Osteoblasten aber auch nicht verbessern. Die verwendeten Gelatinevliese sind sehr
gut biokompatibel'®®, ein negativer Einfluss war hier also nicht zu erwarten. Da die mit Gelatinevlies
supplementierten Materialien aber auch ohne diese Supplementation bereits vollstandig besiedelt
werden konnten, war in den hier durchgefuhrten Versuchen keine weitere Verbesserung zu
beobachten. Die Verwendung von zerkleinertem Gelatinevlies als Supplement zu PVCA und PHM
wurde daher hier nicht weiterverfolgt.

Die Supplementierung von PVCA-/PHM-basierten Materialien mit Hydroxylapatit (HA) fiihrte in diesem
Projekt sowohl bei der Untersuchung von entsprechenden Eluaten, als auch in
Direktbesiedelungsversuchen uberraschenderweise zu einer schlechteren in vitro-Biokompatibilitat.
HA wird im Allgemeinen als sehr gut geeignet fir den Einsatz als Knochenersatzmaterial betrachtet
und kommt in seiner Zusammensetzung dem mineralischen Anteil des Knochengewebes sehr nahe.®
Es wird daher vielfaltig fur die Herstellung von Knochenersatzmaterialien klinisch eingesetzt!¢; alleine
und als Bestandteil von Kompositmaterialien, zum Beispiel mit einer Polymerkomponente.67:168 \or
diesem Hintergrund war ein negativer Einfluss des HA auf die in vitro-Biokompatibilitat der PCA-/PHM-
basierten Materialien hier nicht zu erwarten. Es wurde hier allerdings eine moderate Verringerung der
Osteoblastenproliferation bei Kultivierung in Eluaten von HA-PVCA und HA-PHM-Kompositen
beobachtet (siehe Abbildung 11). Zur Herstellung der Eluate wurden Materialproben fir drei Tage in
Zellkulturmedium inkubiert. Es ist vorstellbar, dass die HA-Partikel im Material durch ihre grofRe
Porositat, spezifische Oberflache (laut Literatur fir natives HA 2 m?/g®) und die hydrophile Oberflache
des Materials'®® einen Teil der im Medium enthaltenen Wachstumsfaktoren adsorbieren und dem
Medium so entziehen. Die proliferationsférdernde Wirkung der Supplemente wére so verringert.
AuRerdem ist nicht vollstéandig auszuschliel3en, dass im pordsen Material trotz intensiven Waschens
nach der Sterilisierung in Ethanol Reste des Losungsmittels zuriickgeblieben sind. Da Ethanol schon
in sehr kleinen Konzentrationen proliferationshemmend (1 mmol/I*’°) oder gar zytotoxisch (1%*"*)wirkt,
wirden dafir kleinste Mengen zuriickbleibendes Ethanol ausreichen. Die Verwendung einer anderen
Sterilisierungsmethode, etwa der gamma-Bestrahlung, kénnte hier einen méglichen negativen Effekt
von Ethanol auf die in vitro-Biokompatibilitat ausschlie3en.

Auch in den direkten Besiedelungsversuchen von PVCA-/PHM-Materialien zeigten die Varianten mit
HA eine schlechtere in vitro-Biokompatibilitt als solche ohne Supplementierung. Auch hier ist ein
negativer Einfluss durch Ruckstande an Ethanol aus der Sterilisierung in den HA-Partikeln
grundsatzlich denkbar. Zusatzlich kénnte es sein, dass die Partikel die Oberflachenmikrostruktur der
Probekérper beeinflusst. Der Einfluss der Oberflachenstruktur von Biomaterialien auf das
Zellverhalten von Osteoblasten und mesenchymalen Stammzellen ist bereits gezeigt worden.7>-175
Durch die unterschiedlichen Eigenschaften der Materialkomponenten HA (hart, sprode, einzelne
Partikel) und PVCA beziehungsweise PHM (kontinuierliches, weniger hartes Polymermaterial) kdnnte
es sein, dass die Supplementierung mit HA etwa die Oberflachenrauheit der Probekdrper vergrol3ert
und damit die Adhasion und Proliferation der Osteoblasten beeintrachtigt.1’6-17® Eine Analyse der
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Oberflachenstruktur von PVCA-/PHM-Probekdrper mit und ohne HA kdnnte hier ein tieferes
Verstandnis des Einflusses von HA auf die in vitro-Biokompatibilitat erlauben.

6.1.1.2. Kryo-Druck von PVCA/PHM

Die Technik des kryo-3D-Drucks hatte keinen sichtbaren Einfluss auf die Biokompatibilitat von PVCA-
/PHM-basierten Materialien in vitro. Da hier die chemische Zusammensetzung der Materialien oder
die verwendeten Losungsmittel nicht verandert wurden, war eine Veranderung der Biokompatibilitat
auch nicht zu erwarten. Der kryo-3D-Druck ist damit aus biologischer Sicht eine sehr
vielversprechende Methode, feine dreidimensional gedruckte Strukturen herzustellen, ohne
Thixotropiermittel einsetzen zu missen, die zum Beispiel aufgrund von zytotoxischen Eigenschaften
die Biokompatibilitdt der Materialien potentiell beeintrachtigen kénnen.

6.1.1.3. Langzeitbesiedelung von makroporésen PHM-Probekdrpern

Bemerkenswert war das Ergebnis der Langzeitbesiedelung von makroporésen PHM-Probekdrpern mit
primaren, humanen Osteoblasten. Die im immunzytochemisch geféarbten Gefrierschnitt sichtbare,
vollstandige Ausfillung der inneren Hohlrdume der Probe mit Zellen und extrazellularer Matrix,
angezeigt durch Osteopontin, einem osteoblastenspezifischen Protein der extrazellularen Matrix,
zeigte eine dreidimensionale Selbstorganisation der Zellen an, die iber eine Besiedelung der inneren
Oberflachen der Probekérper hinausging. Die Zellen konnten offenbar durch die Expression von
Matrixproteinen Zelladhasionspunkte schaffen, die sie in die Lage versetzten, die Abstande zwischen
sich kreuzenden Materialstrdngen immer weiter zu Uberbriicken, bis die Poren schlussendlich
komplett ausgefillt waren. Die eigenstandige Bildung von dreidimensionaler Matrix durch
Osteoblasten in Kultur ist bereits beschrieben worden!”®18%, Hier ware es sicherlich interessant, in
weiteren Versuchen die Zusammensetzung der gebildeten Matrix zu untersuchen. Angesichts der
Zusammensetzung nativer Knochenmatrix wéare zu erwarten, dass Kollagen Typ 1 einen grof3en Teil
der exprimierten Proteine ausmacht.'®-2! Dies galte es zu verifizieren, zum Beispiel Uber
immunzytochemische Farbungen an Gefrierschnitten, wie flr Osteopontin hier schon gezeigt. Aber
auch andere weniger haufige Matrixproteine wie BGLAP und BSP sind in der gebildeten Matrix zu
vermuten.?02138 Epenfalls interessant ware eine zweistufige Kultivierung von Zellen und Material
zunéchst in dem hier verwendeten Kulturmedium ObM bis zur Ausbildung des Gefliges aus Zellen
und Matrix und anschlieRender Kultur in Mineralisierungsmedium auf Basis von DMEM. Die
Zellcharakterisierung fur dieses Projekt hatte gezeigt, dass die verwendeten Osteoblasten in diesem
Medium mineralisierte Matrix bilden. Ein solcher Versuch kdnnte zeigen, inwieweit sie auch die hier
beobachtete, dreidimensional strukturierte Matrix mineralisieren kdnnen. Versuche dieser Art kbénnten
einerseits das Zellverhalten der primaren humanen Osteoblasten charakterisieren, andererseits aber
auch Aufschlisse Uber die Interaktion von zwischen Osteoblasten und PHM-Material in vitro geben
und so bessere Vorhersagen Uber die Materialeignung als Knochenersatzmaterial ermdglichen.

6.1.2. Invitro-Biokompatibilitat von alginatgelbasierten Materialien

Alginat, das als Hydrogel die Basis des zweiten, hier untersuchten Materialsystems bildet, wird bereits
vielfaltig als Biomaterialien verwendet und kommt zum Beispiel als Wundauflage!® oder als
Tragermaterial fur die Verabreichung von Pharmazeutika'® zum Einsatz. Das Material verhalt sich bei
Einbringen in den Korper weitgehend inert, ruft keine Fremdkorperreaktion hervor und fuhrt nicht zu
Entziindungen.*®? Alginat wird daher nach der in der Einleitung erwahnten friiheren Definition als
biokompatibel angesehen. Alginat bietet Saugerzellen jedoch keine Moéglichkeit der Adhasion. Es
bietet keine spezifischen Strukturen fiir die Bindung zellularer Ankerproteine wie etwa Integrinen,
daruiber hinaus sorgt die negative Ladung der Alginatpolymere fir eine sehr schwach ausgepragte
Adsorption von Proteinen auf dem Gel, die dann wiederum als Adh&sionsvermittler fiir Zellen dienen
konnten.!8 Ist also eine der Heilung forderliche Interaktion eines Biomaterials mit Zellen oder Gewebe
im Sinne der neueren Definition von Biokompatibilitat gewiinscht, ist unmodifiziertes Alginat weniger
geeignet. Alginathydrogele werden nach Implantation zwar resorbiert, Alginatpolymere werden
allerdings im Korper nicht enzymatisch degradiert.*®* Alginatpolymere bis zu einem Molekulargewicht
von 48 kDa werden stattdessen unmaodifiziert Gber den Urin ausgeschieden, Polymere mit grol3erer
Kettenlange verblieben im Tierversuch aber im Korper.18
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6.1.2.1. Supplementierung von alginatgelbasierten Materialien mit Hydroxylapatit

Die im vorliegenden Projekt gewonnen Daten stimmen mit den aus der Literatur bekannten
Eigenschaften von Alginathydrogelen Uberein. Hydrogele aus nicht supplementiertem Alginat
erwiesen sich auch hier als ungeeignet, um Zellen in vitro Adhasionsmaoglichkeiten zu bieten. Bei
Zugabe von Hydroxylapatitpartikeln war nur eine marginale Verbesserung der Adhéasionsfahigkeit der
primaren, humanen Osteoblasten zu erkennen, die sich auf die freiliegenden
Hydroxylapatitoberflachen beschréankte. Eine flachige Besiedelung der Proben als grundlegende
Voraussetzung von Biokompatibilitat wurde nicht erreicht.

In der Literatur sind einige Beispiele dafiir zu finden, dass Alginat-Hydroxylapatit-Materialien ohne
weitere Supplementierung das Wachstum von Zellen in vitro erlaubt haben. So haben etwa mehrere
Arbeitsgruppen Uber die Adhasion von Osteoblasten oder dhnlichen Zellen auf Alginat-Hydroxylapatit-
Scaffolds unterschiedlicher Beschaffenheit berichtet.18-188 Die Zellen zeigten dabei Proliferation tiber
Zeitraume von einigen Wochen, waren metabolisch aktiv und adhéarierten auf den Materialoberflachen.
Sie zeigten dabei aber in der Regel nicht die auf zweidimensionalen Gewebekulturplastik-Oberflachen
und den hier getesteten biokompatiblen Oberflachen zu beobachtende ausgestreckte Zellmorphologie
mit Zellauslaufern.'8” Des Weiteren wird in der Literatur auch fir Alginat-Kollagen-Materialien tiber
eine Verbesserung der Zellaktivitat bei Supplementierung von Hydroxylapatit berichtet. Sowohl die
Proliferationsaktivitdt von mesenchymalen Stammzellen als Osteoblastenvorlauferzellen, als auch Ihre
Expression osteoblastenspezifischer Markergene (SPP1, BGLAP, RUNX2, ALP) waren in einer Studie
im Vergleich zur Kultivierung auf Alginat-Kollagen-Materialien ohne Hydroxylapatit signifikant
erhoht.'® Ahnliche Effekte sind fiir Komposite aus Alginat, Hydroxylapatit und Kollagen auch in vivo
bereits gezeigt worden.1*®

In vielen Fallen ist in den friiheren Berichten eine deutlich kleinere Gro3e der im Material befindlichen
Hydroxylapatitpartikel zu erkennen, verglichen mit denjenigen, die im vorliegenden Projekt verwendet
wurden. Ein Material enthielt Partikel mit weniger als 500 nm Durchmesser*®, eine weitere
Veroffentlichung gibt PartikelgroBen von unter 3 um an.*®” Der Anteil des Hydroxylapatit am
Gesamtmaterial war dartiber hinaus zum Teil deutlich hoher.188:187 Die in den erwahnten
Veroffentlichungen verwendeten Materialien enthielten aul3er Hydroxylapatit keine weiteren
Bestandteile zur Vermittlung der Adhasion. Trotzdem waren sie deutlich besser in der Lage, die darauf
kultivierten Zellen in Adhé&sion und Wachstum zu unterstitzen, als die hier evaluierten
Alginatmaterialien ohne Gelatine. Mdglicherweise liegt das an einer unterschiedlichen Zuganglichkeit
von Hydroxylapatitoberflachen fiir die Zellen im Material. Wird einem Material Hydroxylapatit bei
gleichem Mengenverhaltnis in Form kleinerer Partikel zugegeben, so ist die Gesamtoberflache aller
Partikel groRer. Auch werden die Partikel bei gleichmafiger Verteilung im Kompositmaterial kleinere
Abstande zueinander haben, sodass Zellen Uber die gesamte Zell-Material-Kontaktflache verteilt
geeignete Adhasionspunkte in Form von Hydroxylapatitoberflachen finden. Werden zu grof3e Partikel
eingesetzt, entstehen fur Zellen gegebenenfalls uniberwindliche Abstande zwischen diesen, was die
vollstandige Besiedelung der gesamten Oberflache verhindert. Die GroR3e der in diesem Projekt
verwendeten Hydroxylapatitpartikel betrug mindestens 5/ 25 um und lag damit deutlich héher als die
des in der Literatur verwendeten Hydroxylapatits (siehe oben, vergleiche Kapitel 4.6). Da Zellen auf
Oberflachen von Alginat-Hydroxylapatit-Kompositen in dieser Arbeit nur in kleinen Aggregationen an
Hydroxylapatitpartikeln gefunden wurden, ist davon auszugehen, dass sie dort wirksam adharieren
konnten. Eine weitere Verringerung der Partikelgrof3e oder eine Erhdhung des Anteils des
Hydroxylapatits am Gesamtmaterial hatte hier vielleicht auch ohne die Zugabe von Kollagen eine
Verbesserung der Adhasionsfahigkeit bewirkt. Beides hat allerdings potentiell auch negative
Auswirkungen auf die Eigenschaften des Materials fiir den 3D-Druck, die daher zu Uberprifen wéren.
Darliber hinaus war zum Zeitpunkt der Materialbeschaffung kein anderes Hydroxylapatitmaterial mit
kleinerer PartikelgréRRe in ,medical grade‘-Qualitét verfugbar, das sich damit also fur die Entwicklung
anwendungsnaher Materialvarianten geeignet hatte.
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6.1.2.2. Supplementierung von alginatbasierten Materialien mit Gelatine

Wie eingangs beschrieben verfligt Alginat nicht Gber Bindungsstellen, die Zellen das Adhérieren
erlauben. Das Einbringen von spezifischen Bindungsstellen fiir die Adhasion von Zellen kann die
Besiedelungseigenschaften von Alginat-Kompositmaterialien allerdings entscheidend verbessern. So
fuhrt etwa die Derivatisierung von Alginat mit Arginin-Glycin-Asparaginsaure-Peptiden (RGD) zu einer
deutlich verbesserten Zelladhasion im Vergleich zu unverandertem Alginat.'8 Auch
Kompositmaterialien aus Alginat und Gelatine erlauben mehr Interaktion zwischen Hydrogel und
Zellen,191.192

Die im vorliegenden Projekt gewonnen Ergebnissen stimmen mit diesen friiheren Erkenntnissen
Uberein. Auf Alginat-Hydroxylapatit-Gelatine-Materialien waren auch hier die verwendeten primaren,
humanen Osteoblasten gut dazu in der Lage, zu adhérieren und zu proliferieren. Bei einzelnen Proben
von Alginat-Hydroxylapatit-Gelatine-Materialien trat dabei allerdings eine ungleichmaflige Besiedelung
der Oberflachen auf. Einige Bereiche waren konfluent mit Zellen bewachsen, andere wiesen nur
vereinzelt Zellen auf. Es erscheint nicht unwahrscheinlich, dass hierfur eine ungleichmaRlige
Verteilung des Gelatine-Anteils im Gesamtmaterial urséchlich ist. Trotz sorgfaltiger Durchmischung
der Bestandteile kann durch Sedimentation vor dem 3D-Druck oder durch Trennung der Bestandteile
wahrend der Extrusion des Materials wahrend des Drucks eine teilweise Entmischung stattfinden.
Infolgedessen kdnnten Bereiche der Probekorper entstehen, die weniger Gelatine enthalten, als fiir
eine effektive Adhéasion der Osteoblasten auf ihrer Oberflache nétig ware. Eine ndhere Untersuchung
des Phanomens etwa durch Immunfluoreszenzmikroskopie mit Antikérpern gegen Kollagen als
Hauptbestandteil von Gelatine erscheint moglich. Weitere Probekdrper derselben
Materialzusammensetzung im Projekt wiesen allerdings gleichmaRige Besiedelungseigenschaften auf,
die in vitro-Biokompatibilitat dieses Komposits ist daher grundsatzlich gegeben.

Der Wechsel von Gelatine Typ B zu Typ A ging nicht mit einer merklichen Veranderung der
Besiedelungseigenschaften der Alginatmaterialien einher. Dies entspricht den in der Literatur
beschriebenen Eigenschaften der beiden Gelatine-Varianten. Wahrend Siimon et al. zwar
Unterschiede in der Proteinexpression von Fibroblasten bei Kultur auf elektrogesponnenen Gelatine-
Scaffolds beobachteten, zeigten die Fibroblasten keine Unterschiede in ihrer Proliferationsaktivitat. 13
Die rheologischen Eigenschaften von Gelatine Typ A und B unterschieden sich zwar in einer weiteren
Studie, die Gelier- und Schmelzeigenschaften waren allerdings gleich.®* Es ist allerdings nicht davon
auszugehen, dass der Wechsel des Gelatinetyps von B nach A in der fiir die hier untersuchten
Alginat-Gelatine-Komposite verwendeten geringen Konzentration (1%) einen signifikante Einfluss auf
die Eigenschaften der Materialien hatte.

Die Supplementierung mit Gelatine konnte die in vitro-Biokompatibilitdt der alginatgelbasierten
Materialien zwar entscheidend verbessern, war jedoch fur den an der kommerziellen Verwertung
interessierten Projektpartner, einem Hersteller von Knochenimplantaten, mit Unsicherheiten und
Risiken behaftet. Die Zulassung von Medizinprodukten wie Implantaten gestaltet sich nach Aussage
eines Vertreters dieses Projektpartners deutlich weniger aufwandig, solange ausschlief3lich
synthetische oder pflanzliche Bestandteile im Produkt verwendet werden. Alginat-Hydroxylapatit-
Materialien, wie sie hier zun&chst evaluiert wurden, erfullen diese Eigenschaften. Die Inklusion
tierischer Produkte, wie Gelatine hingegen vergré3ert die Hirden zur Zulassung dagegen erheblich.
Durch das gréR3ere Infektionspotential, das von tierischen Produkten im Vergleich zu pflanzlichen oder
synthetischen Inhaltsstoffen ausgeht, wird eine sehr viel umfangreichere Risikopriifung und eine
aufwandigere Kontrolle der entsprechenden Inhaltsstoffe nétig. Dies zieht entsprechend hdhere
Kosten nach sich. Die weiterentwickelten alginatbasierten Materialien mit Gelatinesupplementierung
waren trotz ihrer verbesserten in vitro-Biokompatibilitat fur den potentiellen kommerziellen
Verwertungspartner daher deutlich weniger attraktiv als die Ausgangsmaterialien ohne Gelatine.

6.1.3. Porositat von PVCA-/PHM- und alginatgelbasierten Materialien

Neben der Zusammensetzung eines Materials ist auch seine Mikro- und Makrostruktur maf3geblich fur
seine Eignung als Biomaterial fur die Regeneration von Knochengewebe. Besonderen Stellenwert
haben dabei das Vorhandensein von Poren im Material und deren GréRRe. Es hat sich gezeigt, dass
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Poren essentiell wichtig sind, um das Einwachsen von Knochengewebe in biokompatible Materialien
in vivo zu erméglichen.'®*® Friihere Untersuchungen konnte die Frage nach der am besten geeigneten
Porengrol3e fir optimales Einwachsen von Zellen in Materialproben oder die Regeneration von
Knochengewebe in vivo nicht eindeutig beantworten®®, aber zumindest gut eingrenzen. Demnach
konnten verschiedene Materialien mit Porengréf3en von 100-150 pm, 150-220 pum, 200 pum und 400-
600 pum die Heilung von Knochendefekten in vivo unterstiitzen®®, In weiteren Untersuchungen waren
Porengréf3en im Bereich von 300-600 um am besten geeignet, um die Regeneration mineralisierten
Knochengewebes zu erlauben, wéhrend kleinere Poren fibrotisches oder nicht mineralisiertes Gewebe
beglinstigten.®” Hervorzuheben ist auch die Bedeutung von Poren fir die Vaskularisierung, die in vivo
essentiell fur die langfristige Versorgung von neu gebildetem Gewebe in Implantaten und erst ab
PorengroRen von 300-400 pm zuverlassig moglich ist.198:19° Zysatzlich zum Vorhandensein von Poren
im GréRenbereich von einigen hundert Mikrometern ist aber auch die Oberflachenstruktur von
Materialien wichtig. Ist diese zu glatt, verhindert das die ausreichende Freisetzung und Konzentrierung
fur die Osteoinduktion nétigen Calcium- und Phosphationen aus Hydroxylapatitimplantaten,200.201

Die hier getesteten Materialproben waren vor diesem Hintergrund mit Poren im Bereich von einigen
hundert Mikrometern Grof3e ausgestattet. Die Technik des 3D-Drucks, besonders als kryo-3D-Druck,
also des Einfrierens des gerade gedruckten Materials, ist hervorragend geeignet, um gezielt
verschiedene Porengréf3en und Porengeometrien zu erzielen. Die in den Materialproben durch den
3D-Druck erzeugten Lumen mit Durchmessern von 200 um und mehr haben sich in den
Besiedelungsversuchen als durchlassig fur Osteoblasten erwiesen. Auch in unter solchen
Porendéffnungen liegenden Schichten der Materialien auf PVCA- beziehungsweise PHM-Basis, als
auch solchen aus Alginatgelen mit Hydroxylapatit waren Zellen zu finden. Die Materialproben von
PVCA und PHM wiesen jedoch auch bei massiv gedruckten Proben Poren unterschiedlicher Grof3e
bis circa 200 um auf. Diese waren wohl die Folge von komplexen Lésungsmittelaustauschprozessen
wahrend des Fallens der in Losung in DMSO gedruckten Probekdrper in Wasser.134141 Auf diesen
Proben ausgeséate Zellen haben diese Poren mit bis zu circa 200 um zum Teil Uberspannt, sind aber
nicht in sie eingewandert (siehe Abbildung 14 und Abbildung 16). Proben aus PVCA und PHM mit 3D-
gedruckten Poren verschiedener Gréf3e wurden bei einigen Materialvarianten auf ihre
Besiedelungseigenschaften untersucht und verglichen, es ergaben sich aber keine Unterschiede.
Weitere Versuche mit langeren Kulturzeiten kdnnten hier eventuell Unterschiede zutage fordern.
Diese hier erzielten Ergebnisse stimmen insgesamt gut mit den in der Literatur beschriebenen
Erkenntnissen Uber den Einfluss von Poren verschiedener Grol3e auf das Zellverhalten tberein.

6.1.4. Sterilisierung von PCVA-/PHM- und alginatbasierten Materialien und
Besiedelungseigenschaften in Langzeitbesiedelungsversuchen

Zur in vitro-Evaluierung der Eignung eines Materials im Hinblick auf die in vivo-Regeneration von
funktionalem, mineralisiertem Knochengewebe nach Implantation ist die langfristige Beobachtung
nach Besiedelung essentiell. Noch mehr als schon bei kurzen Kulturzeiten ist dafur nattrlich die
Sterilitat der Proben nétig. Wahrend deren Sicherstellung bei Proben auf PVCA- und PHM-Basis
durch Ethanolbehandlung kein Problem darstellte, war die Sterilisierung von alginatbasierten Proben
schwieriger. Eine Desinfektion dieser Proben mit chemischen Methoden war aufgrund der Porositat
und damit einhergehender Riickstande der Desinfektionsmittel (Ethanol, Octenidin) nicht moglich. Das
Autoklavieren war aufgrund der Materialeigenschaften ebenfalls zur Sterilisierung nicht geeignet. Die
stattdessen erprobte Desinfektion mit UV-Strahlung ergab zwar eine etwas verbesserte
Inkubationseignung fir langere Kultur. Der Zerfall der Proben erst nach einigen Wochen Kultur und
die auf den Proben gefundenen Zelliberreste legen nahe, dass die Keimbelastung zu Beginn noch
recht niedrig gewesen sein kdnnte. Die porése Struktur des Materials und die begrenzte Fahigkeit von
UV-Strahlung, Materie zu durchdringen kénnte dazu gefuhrt haben, dass Keime im Innern der Probe
tberlebt und sich von dort aus vermehrt und verbreitet haben.2022% Dje fortschreitende Degradation
des Alginatgelmaterials, moglicherweise auch durch die Aktivitat von Mikroorganismen, dirfte dann
die Adhasion der kultivierten Osteoblasten auf dem Material entscheidend gestért haben. Dadurch
ware eine Proliferation der Osteoblasten oder ihre zellspezifische Aktivitat im Sinne der
Knochenregeneration und der Bildung von extrazellularer Matrix nicht mehr méglich.
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Erst die Behandlung der Proben mit gamma-Strahlung hat den nétigen Sterilisierungserfolg gebracht.
Gamma-Strahlung mit Dosen im Bereich der hier verwendeten 5 bis 15 kGy kénnen bei Alginat zu
einer teilweisen Degradation fiihren?%4, daher geht mit dieser Art der Sterilisierung die Gefahr einher,
die Materialeigenschaften zu veréandern. Um solche mdéglichen Veranderungen auszuschlief3en,
wurden einige der gamma-bestrahlten Proben durch die Projektpartner an der Universitéat Erlangen-
Nurnberg rheologisch untersucht. Dabei wurde keine signifikante Veranderung festgestellt.
Erwartungsgeman konnte die gamma-Bestrahlung aber die Sterilitat der Proben sicherstellen. Auch
bei einer langen Inkubationszeit von 48 Tagen trat keine Kontamination der Proben auf. Die Proben
eigneten sich aulerdem weiterhin fur die Besiedelung durch primare, humane Osteoblasten. Die
Besiedelung der gesamten, auch der inneren Oberflache der makroporés 3D-gedruckten Proben
zeigt, dass die Osteoblasten in der Lage waren, auf den Oberflachen zu adhérieren, dort zu
proliferieren und durch Migration auch die Bereiche der Proben zu erreichen, an die sie nicht einfach
durch Sedimentation aus dem Medium hétten gelangen konnten.

Die lange Kulturzeit setzt eine gute Versorgung der Zellen durch Nahrstoffe und einen effektiven
Abtransport von Abfallstoffen ber das Medium voraus. Die Struktur und GroR3e der 3D-gedruckten,
untereinander verbundenen (interkonnektierenden) Poren der alginatbasierten Probekérper konnten
dies offenbar sicherstellen. Anders als bei den PVCA- beziehungsweise PHM-basierten Probekérpern
war in den alginatbasierten Materialien im Langzeitbesiedelungsversuch keine vollstéandige Ausftillung
der freien Raume im Inneren der Probekdrper durch die kultivierten Zellen und von ihnen gebildete
extrazellulare Matrix zu beobachten.

Die Ergebnisse der Langzeitbesiedelung nach gamma-Sterilisierung konnten leider nicht durch
Replikatversuche an weiteren Probekdrpern verifiziert werden. Da die entsprechenden Proben erst am
Ende des Forschungsprojekts verfligbar waren, dieses nicht verlangert werden konnte und auch die
Doktorandin, die die Proben hergestellt hatte, nicht mehr in der Partnerarbeitsgruppe beschaftigt war,
konnte nur ein Satz Proben durch uns untersucht werden.

Ebenfalls nicht eruiert werden konnten die Griinde fur die nicht vollstandige Ausfiillung der
alginatbasierten Proben mit Zellen und extrazellularer Matrix. Wir hatten zu diesem Zweck schon vor
der Herstellung von Probekérpern fir die Langzeitbesiedelung angeregt, den Einfluss verschiedener
Porengrof3en auf das Zellverhalten zu untersuchen. Die Bereitstellung entsprechender Proben war
unserer Partnerarbeitsgruppe allerdings leider aus oben genannten Griinden nicht mdglich. Vorlaufige
Versuche mit PVCA- beziehungsweise PHM-basierten, makropordsen Proben mit unterschiedlichen
PorengrofRen hatten erste Hinweise darauf ergeben, dass auch bei den hier verwendeten humanen,
priméren Osteoblasten die Porengrofe ein Faktor fur ihre Fahigkeit sein konnte, Poren im Material
komplett auszufiillen (Daten nicht gezeigt). Dass die Porengrof3e ein entscheidender Faktor fur die
Regeneration von Knochengewebe in vivo ist, ist aus der Literatur bereits bekannt (siehe oben). Die
Herstellung von Proben mit verschiedenen Porengrof3en wurde durch unsere Partnerarbeitsgruppe
mit dem Alginatmaterial bereits erfolgreich erprobt (persénliche Kommunikation). Die Untersuchung
von Probekérpern mit PorengrofRen zwischen 200 und 800 um ware hier sicher sinnvoll gewesen.

Im Sinne einer spateren medizinischen Anwendung von alginatbasierten Knochenersatzmaterialien
erscheint die Sterilisierung durch gamma-Strahlung als geeignet. Durch ihre hervorragende
Durchdringungsfahigkeit nicht-metallischer Materialien ist gamma-Strahlung fir Implantate mit
komplexeren Formen ohne metallische Komponente sehr gut geeignet.?°> Gerade flir patienten-
angepasste 3D-gedruckte Implantate, wie sie hier geplant sind, ist mit komplexen Formen zu rechnen.
Das Ausbleiben negativer Effekte von gamma-Strahlung auf die rheologischen Eigenschaften der
alginatgelbasierten Materialien ist vorlaufig bereits gezeigt worden, vor einem kommerziellen Einsatz
ware dies mit weiteren Studien zu untermauern. Auch ein Einfluss auf die Resorptionseigenschaften
der Materialien ware angesichts der Eigenschaft von gamma-Strahlung, Polymere degradieren zu
kénnen, nicht Gberraschend und misste vor ihrer Anwendung Uberprift werden. Fir die PVCA- und
PHM-basierten Materialien ist bisher keine Sterilisierungsmethode erprobt worden, die auch fir eine
medizinische Anwendung der Materialien geeignet ware. Sterilisierung mit Gamma-Strahlung
erscheint moglich, auch hier wére aber zu klaren, inwieweit dadurch die chemischen, biologischen und
Resorptionseigenschaften der Materialien verandert werden. Wahrend das Autoklavieren fir PVCA
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aufgrund seiner ausreichend hohen Temperaturbestandigkeit (Glastemperatur tiber 190°C*34)
maoglicherweise in Frage kommt, ist nicht damit zu rechnen, dass PHM autoklavierbar ist. Da Wasser
als Weichmacher fir PHM besonders bei erhéhten Temperaturen bekannt ist**, miissen
Formverénderungen des Materials durch den zum Autoklavieren verwendeten Wasserdampf
befurchtet werden. Eine weitere, verbreitete Methode zur Sterilisierung von Medizinprodukten ist die
Begasung mit Ethylenoxid?®. Da dieses toxische Gas aber vor seiner Verwendung vollstandig aus
dem Implantat eliminiert sein muss, erscheint seine Verwendung fur ein hochporéses Implantat als
mdglicherweise nicht effizient. Insgesamt erscheint die Sterilisierung per gamma-Strahlung vorerst als
am aussichtsreichsten, die tatsachliche Eignung muss aber durch Versuche demonstriert werden.

6.1.5. Quellverhalten von alginatbasierten Materialien

Neben den biologischen Eigenschaften ist fiir die Eignung von Materialien als Knochenersatzmaterial
ihre auch Formstabilitat essentiell wichtig. Verandert sich ihre GréRe etwa nach der Implantation,
kénnten durch Lésen der Verbindung zwischen Implantat und umgebenden Gewebe neue Defekte
entstehen, oder eine Formanderung zu funktionalen oder kosmetischen Veranderung fihren. Daher
wurde das Quellverhalten der alginatgelbasierten Probekérper in verschiedenen Medien untersucht.
Die in DMEM, PBS und HBSS beobachtete Quellung von 25% bis 100% (im Falle von Schicht A, also
Alginatgelen ohne Hydroxylapatit, in PBS) war dabei deutlich grof3er als fur den klinischen Einsatz
akzeptabel. GréRenveranderungen von wenigen Prozent waren nicht schédlich, eine kleine
GroéRenzunahme im Sinne eines maglichst dichten Verschlusses der Kontaktregionen zwischen
Gewebe und Implantat sogar hilfreich. Die Addition von Hydroxylapatit zum Alginatgel konnte
offensichtlich die Quellung des Materials etwas herabsetzen. Dies ist nicht Uberraschend, da fir das
Hydroxylapatit selbst keine Quellung erwartet werden kann. Dagegen ist das porése Gelmaterial
Alginat zur Aufnahme von Wasser aus dem Medium fahig und quillt dadurch an. Es lag zunachst
nahe, als Mechanismus fir diese Wasseraufnahme die Osmose anzunehmen. Die verwendeten
Alginatgele waren mithilfe von Calciumionen quervernetzt (Inkubation in 0,1 M CacCl2)%%¢, die
getesteten Medien enthielten Calciumionen in Konzentrationen zwischen 0 mM (PBS) und 1,8 mM
(DMEM). Es bestand also ein Konzentrationsgradient zwischen Gelmaterial und dem umgebenden
Medium, der zum Einstrom von Wasser ins Gel und damit zur Quellung hatte fihren kdnnen. Da aber
auch alphaMEM Calciumionen in einer Konzentration von 1,8 mM enthalt, aber nicht zur Quellung der
Gele fuihrte, scheint dieser Mechanismus nicht ursachlich fur die Quellung zu sein. Aus dem Vergleich
der herstellerseitig angegebenen Inhaltsstoffe der evaluierten Medien ergab sich auch kein
Anhaltspunkt, dass andere lonen durch Osmose die Quellung verursacht haben kénnten. Warum die
Alginatgele in allen getesteten Medien auf3er alphaMEM aufquollen konnte schlussendlich nicht
geklart werden. Die ungeklarten Ursachen warfen aber grundsétzlich die Frage auf, welche in vitro-
Bedingungen am besten geeignet sind, um die chemische und biologische Umgebung von
Implantaten in vivo nachzustellen. Besonders in Bezug auf Implantatmaterialien fir den
Knochenersatz gibt es dazu bereits einige Bestrebungen, die allerdings vorrangig auf die Integration
der Materialien in den umgebenden Knochen abzielen und dafiir die Abscheidung von Calcium-
Phosphat auf dem Material beleuchten sollen. Hierbei wurden verschiedene Zellkulturmedien, Blut
oder Blutprodukte und ,simulated body fluid* verwendet.207-2%° etzteres ist eine Losung anorganischer
Salze in Konzentrationen, die denen im Blutplasma entsprechen.??” Keines dieser Medien kann jedoch
alle Aspekte der Implantatsituation in vivo vollstandig nachbilden. Da hier zumindest in alphaMEM
keine zu starke Quellung mehr festgestellt werden konnte und die Ursachen fir die Quellung unklar
blieben, ware wohl ein Tierversuch in einem mdéglichen spéateren Verlauf der Materialevaluation der
am besten geeignete Weg um neben anderen Aspekten der Eignung als Implantatmaterial auch die
Formstabilitéat der Materialien zu Uberprifen.

6.1.6. Fazit zur in vitro-Biokompatibilitat von PVCA-/PHM- und alginatbasierten Materialien

Die hier gewonnenen Ergebnisse konnten eine insgesamt gute in vitro-Biokompatibilitat sowonhl fiir
PVCA-/PHM-basierte, als auch fir alginatbasierte Materialvarianten zeigen. Wahrend PVCA und PHM
auch ohne weitere Supplementierung die Kultur von Zellen, bis hin zur Bildung eines langlebigen
Gefliges aus Zellen und neu gebildeter extrazellularer Matrix erlaubten, war beim
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Alginatmaterialsystem die Zugabe von Gelatine nétig, um die Probekdrper in die Lage zu versetzen,
die Kultur von Zellen zu ermdéglichen. Durch die sehr flexible Verarbeitungsmoglichkeit der
Materialsysteme ber den (kryo-) 3D-Druck erscheinen sie aber beide als vielversprechende
Kandidaten fur die weitergehende Evaluierung lhrer Eignung fur die Entwicklung klinisch einsetzbarer
Implantate.

Die eingeschrankte Verfugbarkeit von Probekdrpern verhinderte im Projektverlauf die Verifizierung
einiger Ergebnisse durch Replikationsversuche. Besonders die erneute langfristige Besiedelung
dreidimensionaler makropordser Probekérper ware hier besonders wiinschenswert und
aufschlussreich im Sinne einer Weiterentwicklung der Materialien. Dabei kénnte die gebildete
extrazellulare Matrix naher charakterisiert und auf ihre Ahnlichkeit zu nativem Gewebe untersucht
werden. Auch der Einfluss der geometrischen Eigenschaften der Probekérper, wie Porengrof3e und -
form, Materialstrangdurchmesser oder Probengesamtdicke auf das Zellverhalten sollte in
Folgeversuchen untersucht werden, um die Herstellung optimal geeigneter Implantate zu ermdglichen.

Die fir die Resorption in vivo nétige Biodegradation von PVCA- und PHM-basierten Materialien
konnte in diesem Projekt leider nicht mehr untersucht werden, da die Materialentwicklung bis zum hier
beschriebenen Stand langer dauerte, als vorhergesehen. Schon bei der Projektkonzeption waren
allerdings unter den Projektpartnern Strategien formuliert und diskutiert worden, mit denen die
Materialien biodegradierbar gestaltet werden kénnten.

Die Degradation von Polymer-Biomaterialien in vivo setzt maf3geblich den Abbau der Hauptkette des
Polymers (engl. ,backbone‘) voraus.?*°21* Wahrend der Abbau von Polymeren auf Basis biologischer
Monomere, wie etwa Proteinen (Fibrin, Kollagen), oft durch die Aktivitat von Enzymen geschieht, sind
fur viele synthetische Polymere keine enzymatischen Abbauwege bekannt.?1%212 Diese werden in vivo
daher hauptséachlich per Hydrolyse abgebaut.?° Dies ist zum Beispiel bei den haufig als Biomaterial
verwenden Polymeren Polylactid (PLA), Polycaprolacton (PCL) und Poly(lactid-co-glycolid) (PLGA)
der Fall.?*1213 Um per Hydrolyse degradierbar zu sein, muss das betreffende synthetische Polymer in
seiner Hauptkette entsprechend angreifbare chemische Gruppen besitzen oder damit ausgestattet
werden.?!! Unterschiedliche chemische Gruppen kénnen hier zu unterschiedlich hohen
Degradationsgeschwindigkeiten fiihren.?'* Ortho-Ester und Anhydride sind dabei am reaktivsten, aber
auch Ester und Amide sind durch Hydrolyse spaltbar.?'! Neben den chemischen Eigenschaften des
Polymers hat auch der pH-Wert des umgebenden Mediums einen grofR3en Einfluss auf dessen
Degradationsgeschwindigkeit eines Materials.?!* Da Wasser flr den hydrolytischen Abbau nétig ist,
hat die Geschwindigkeit, mit der dieses in ein Material eindringen kann ebenfalls einen Effekt auf die
Degradationsgeschwindigkeit. Sie ist maf3geblich von der Porositat und Porengréf3e, des Materials
sowie seiner 3D-Struktur abhangig.20:213
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Abbildung 56: chemische Strukturen von A: PVCA, B: PHM

PVCA und PHM enthalten in ihrem Ausgangszustand keine durch Hydrolyse spaltbaren Bindungen in
ihrer Polymerhauptkette (siehe Abbildung 56). Auch ein Enzym, dass PCVA oder PHM degradieren
kénnte, ist nicht bekannt. Daher wurde vorgeschlagen, das zur Synthese von PVCA eingesetzte
Vinylencarbonat mit weiteren Monomeren zu kombinieren, um das entstehende Copolymer mit
funktionelle Gruppen auszustatten, die die Hydrolyse erlauben. An diesen ,Sollbruchstellen® kbnnte
das Polymer dann in vivo degradiert werden. Der Einsatz verschiedener funktionellen Gruppen, wie
etwa Ester, Amide oder Anhydride (siehe oben) ist denkbar, auRerdem liel3e sich deren Haufigkeit im
Polymer variieren. Zusatzlich kann durch die Verarbeitung des Materials durch 3D-Druck die 3D-
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Struktur eines Probekdrpers oder Implantats und ihre Makroporositat sehr einfach eingestellt werden.
Die Degradationsgeschwindigkeit des Materials ware so auf mehreren Ebenen flexibel beeinflussbar.

Ein entsprechendes Implantat kdnnte dadurch im Gleichschritt mit dem Heilungsprozess abgebaut
werden. Dies ist fir die graduelle Lastabtragung auf das neu gebildete Knochengewebe und zur
Verhinderung der Entstehung von Hohlrdumen im Implantat wahrend des Heilungsprozesses
wichtig.?!®> Fur bestimmte Knochenregenerationsprozesse ist auRerdem gezeigt worden, dass die
Degradationsgeschwindigkeit des verwendeten Knochenersatzmaterials die Heilungsgeschwindigkeit
maRgeblich bestimmt.?'® Uber die Steuerung der Resorptionsgeschwindigkeit I4sst sich der
Regenerationsprozess also positiv beeinflussen. Materialweiterentwicklungen in diese Richtung, etwa
durch die Herstellung von hydrolysierbaren Copolymeren, konnten jedoch vor Ende der Projektlaufzeit
nicht mehr durchgefiihrt werden. Auch in diesem Bereich waren sicherlich umfangreichere weitere
Versuche zur biologischen Evaluation noétig, bevor eine endgiiltige Bewertung der Materialeignung als
Knochenersatzmaterial moglich ist.

Fur beide untersuchten Materialsysteme (alginatgelbasiert und PVCA-/PHM-basiert) muss des
Weiteren geklart werden, ob die erreichbaren mechanischen Eigenschaften den Anforderungen an
Knochenersatzmaterialien gentigen. Je nach Anwendungsort im Kérper erflillt der Knochen eine
wichtige mechanische Stiitz- und Schutzfunktion, die ein Implantat ibernehmen muss, bis es
idealerweise resorbiert und durch nativen Knochen ersetzt worden ist. Alle alginatgelbasierten
Materialien, die hier untersucht wurden, kénnen diese Funktionen alleine nicht adaquat erfiillen, da sie
dem Augenschein nach deutlich zu weich sind, um zu erwartende Kréfte etwa bei Stdl3en, oder auch
durch die Belastung von Knochen durch das Kérpergewicht standzuhalten. Daher wurde fur die
Versorgung von Defekten der Schadelkalotte hier vorlaufig noch die Verwendung eines zusatzlichen
Titangitters durch den Verwertungspartner vorgesehen, das zur mechanischen Stabilisierung des
Gesamtimplantats dienen soll. Die Materialien auf PVCA-/PHM-Basis haben dagegen eine deutlich
hdéhere mechanische Stabilitat. Inr E-Modul wurde von den Projektpartnern in der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. Milhaupt bestimmt und liegt fir PVCA bei 540+40 MPa und fiir PHM bei 1,1+0,3 GPa.'®* Die
E-Moduln von PHM und PVCA liegen damit zwar noch etwas unter dem fiir natives Knochengewebe
in der Literatur beschriebenen Wertebereich von circa 10 bis 27 GPa.?'"-??! Besonders PHM ist aber
in seiner Steifigkeit nicht weit von denen von Polyetheretherketon (PEEK, circa 4 GPa???223) und
Polylactid (PLA, 3,8 GPa??%) entfernt, das bereits als Knochenersatzmaterial verwendet wird.®” Dies
lasst eine Verwendung von PVCA und PHM als Knochenersatzmaterial mdglich erscheinen. Der
bekannte Effekt von Wasser als Weichmacher fir PHM wére hier allerdings mit besonderer
Beachtung zu untersuchen.®? In diesem Zusammenhang ebenfalls bemerkenswert ist, dass PVCA
sich schon unter mild basischen Bedingungen in Zeitrdumen von unter 5 Tagen bei Raumtemperatur
oder daruiber in signifikantem Ausmaf zu PHM umsetzen kann.??> Diese Bedingungen sind nach
Implantation in vivo leicht vorstellbar. Mit einer graduellen Umwandlung von PVCA-Implantaten ware
also zu rechnen.

Aufgrund ihrer biologischen Eigenschaften und der flexiblen Formgebungsmdoglichkeiten durch den
3D-Druck erscheinen beide Materialsysteme insgesamt als vielversprechende Kandidaten fur
Knochenersatzmaterialien und sollten in diese Richtung weiterentwickelt und evaluiert werden.

6.2. Entwicklung einer Methode fiir die ,confined compression‘ von
Osteoblasten in dreidimensionalen Scaffolds und anschlieBender Analyse der
Genexpressionsmuster

Zentrales Ziel des zweiten Teilprojekts dieser Arbeit war die Entwicklung einer Methode zur
mechanischen Stimulation von Zellen in vitro durch Kompression in dreidimensionalen Scaffolds.
Dabei sollten Zellen und Scaffold durch ,confined compression‘ stimuliert werden, also komprimiert
werden, wahrend die gleichzeitige seitliche Ausdehnung der Probekdrper verhindert wird. Dadurch
erfolgt die Verformung ausschlie3lich in Kompressionsrichtung. Die dabei notwendigerweise
auftretende Verringerung des Probekérpervolumens geschieht Giber das Ausstrémen von enthaltener
Flussigkeit. Die auf die Zellen wirkende Belastung wird durch die ,confined compression‘ auf eine
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einzelne Richtung beschrankt, was eine gezieltere Auswertung des biologischen Effekts ermdoglicht.'??
Die Kompression sollte unter Bedingungen stattfinden, die denen in reguléarer Zellkultur entsprechen.
Dazu muss die Methode in der in einem Zellkulturinkubator befindlichen Kompressionsmaschine und
in Zellkulturmedium durchfuhrbar sein.

Die Auswertung der Effekte der Kompression sollten durch die Messung der Genexpressionsmuster
der Zellen ohne und nach Kompression analysiert werden. Auch eine Begutachtung der Proben in
Gefrierschnitten nach Stimulation sollte ermdglicht werden. Dazu miissen die Probekoérper nach
Kompression einfach und ohne deren Zerstérung aus der Apparatur herausnehmbar sein. Aul3erdem
missen die Probekdrper dazu geeignet sein, nach der Kompression schnell aufgelést zu werden, um
die Isolation der mRNA der enthaltenen Zellen zu erlauben. Zudem muss es méglich sein,
ausreichend viele Zellen in den Probekdrpern zu kultivieren, um genug mRNA flr die spatere Analyse
gewinnen zu kénnen.

Gleichzeitig soll die Methode ermdglichen, Materialien fur die Kompression zu benutzen, die in ihrer
Steifigkeit mdglichst nahe an jene von nativem Knochengewebe herankommen. Durch die begrenzte
Kraft, die durch die Kompressionsmaschine ausgeiibt werden kann, ergibt sich daher ein oberes Limit
fur die Grol3e der Probekorper. Alle diese Ziele wurden mit der entwickelten Apparatur und Methode
erreicht.

6.2.1. Eigenschaften der entwickelten Kompressionsapparatur

Fir dieses Projekt konnte eine Apparatur entwickelt werden, die erfolgreich fir die ,confined
compression‘ von zell-beladenen und zellfreien Biomaterialproben in der vorhandenen
Kompressionsmaschine eingesetzt wurde.

Die grundlegende Idee fur das Design der Apparatur hat sich dabei bewahrt. In den
Kompressionskammern kdnnen mehrere Biomaterialproben gleichzeitig angeordnet und komprimiert
werden. Die Ausfiihrung des Entwurfs in Edelstahl anstelle von anderen Materialien, wie etwa
Kunststoffen, hat sich als richtig erwiesen, die Apparatur ist dadurch sehr langlebig und auch die
Reinigung und das Sterilisieren durch Autoklavieren ist einfach mdglich. Durch die hohe Steifigkeit des
gewahlten Kammermaterials kénnen Biomaterialien mit sehr hohem E-Modul ohne Verformung der
Kammern komprimiert werden. Auch die verwendeten Glasfritten haben sich zum VerschlieRen der
Kammern nach unten bewaéhrt. Sie sind sehr durchléssig fur Flussigkeiten, aber gleichzeitig
mechanisch so stabil, dass sie grof3e Kompressionskréfte erlauben. Beschadigungen der Gelproben
durch die Fritten, etwa aufgrund ihrer rauen Oberflache, wurden nicht beobachtet. Auch die Glasfritten
lassen sich leicht reinigen und autoklavieren.

Im Gegensatz zu anderen, zuvor beschriebenen Versuchsaufbauten zur Kompression von Zellen in
dreidimensionalen Scaffolds erlaubt die hier entwickelte die Verwendung grofR3er Probekdrper, die
Verwendung steifer Materialien und eine direkte Kompression mit grof3er Flexibilitat in der Wahl der
Kompressionsparameter. Zuvor beschriebene Versuchsaufbauten konnten jeweils einige dieser
Eigenschaften, nicht aber alle gleichzeitig kombinieren: Im haufig verwendeten Flexcell-System?26 ist
zwar neben der Dehnung von Zellen auf flexiblen Zellkultursubstraten auch die Kompression von zell-
beladenen Scaffolds mdglich, die maximal anwendbare Kraft dazu ist jedoch konstruktionsbedingt
stark begrenzt. Die Kompression sehr steifer Materialien ist so kaum mdglich. ,Confined compression’
kann ebenfalls nicht ohne weitere Modifikation des Systems durchgefiihrt werden. Versuchsaufbauten
mit dem Flexcell-System ahnelnden Prinzipien zur Dehnung oder Stauchung von Zellkultursubstraten
sind ebenfalls beschrieben worden, erlauben aber keine Stimulation von Zellen in dreidimensionalen
Scaffolds.??” Die Verwendung von Stempeln und der Belastung der Probekdrper durch Gewichte
wurde ebenfalls durchgefiihrt, erlaubt aber keine zyklische Kompression.?2822% Weitere Systeme
verwenden hydrostatische Kompression, etwa durch Pumpen. Im Vergleich zur Vermittlung der
Kompression tiber das Scaffold stellt dies eine grundsétzlich andere Art der Zell-Stimulierung dar,
auch wenn sie unter Verwendung von Scaffolds mdglich ist.2*° Die Stimulationsapparaturen der Firma
Bose / TA Instruments (,Biodynamic Test Instrument) erlauben zwar Kompression, sind aber in ihrer
maximalen Kompressionskraft beschrankt und bendétigen zur ,confined compression‘ eine
mafgeschneiderte Modifikation.?3232 Weitere Apparaturen zur zyklischen ,unconfined compression’
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sind ebenfalls bekannt.?3® Darliber hinaus sind aber auch vereinzelt Systeme beschrieben worden, die
ahnliche Kompressionsbedingungen ermdglichen, wie das hier entwickelte. Dumas et al. berichteten
von einer Apparatur, die zwar ,confined compression‘ erlaubt, dies allerdings nur bei sehr kleinen
Probekorpern und Kompressionsamplituden.?34

Die hier entwickelte Kompressionsapparatur erlaubt in Verbindung mit der vorhandenen
Kompressionsmaschine die zyklische ,confined compression‘ von dreidimensionalen Probekérpern.
Dadurch wird der Einsatz dreidimensionaler Zellkulturbedingungen, welche im Vergleich zu
zweidimensionaler Zellkultur eine deutlich verbesserte Nachbildung physiologischer Prozesse
verspricht?®®, wahrend der Kompression mdglich. Es kdnnen bis zu drei Probekorper bei
Stimulationsfrequenzen bis ca. 2 Hz gleichzeitig komprimiert werden. Die genaue Maximalfrequenz ist
abhéngig von der gewahlten Amplitude. Amplituden bis tber 50% sind im beschriebenen
Versuchsaufbau mit Fibringelen méglich. Die Verwendung von steiferen Materialien reduziert aufgrund
der hoheren ndétigen Kraft die mogliche Amplitude. Die Probekdrpergrof3e erlaubt die Extraktion von
mehr als ausreichenden Mengen RNA bei der Verwendung von Osteoblasten.

Einige Aspekte der hier entwickelten Kammer kdnnten allerdings auch noch verbessert werden.
Kleinere mogliche Anderung betreffen zum Beispiel eine zu kleine Dichtflache im Bereich des
Ausgleichsgefalies oder gelegentlich auftretende Probleme beim Beftillen der Apparatur, bei dem sich
Luftblasen in den Verbindungskanélen bildeten und gleichmaRiges Strémen des Mediums
behinderten. Sicher die grof3te Herausforderung war aber die fehlende Mdglichkeit, die laufende
Kompression durch Sicht zu kontrollieren. Zur kontrollierten und reproduzierbaren Kompression von
Probekérpern ist eine genaue Kontrolle der Stempelposition und des Kontakts zur Probeoberflache
unverzichtbar. Da diese nicht durch Sicht mdglich war und die dabei auftretenden Krafte zu klein
waren, um sie durch Messung direkt erkennen zu kdnnen, musste hierfiir ein Messalgorithmus
entwickelt werden. Eine durchsichtige Kompressionsapparatur oder ein entsprechendes Sichtfenster
hatte dies sicher stark vereinfacht. Die Herstellung einer solchen durchsichtigen Kammer ware
allerdings aufgrund der weiteren Anforderungen (ausreichende Steifigkeit des Materials, Dichtigkeit
gegeniber Flissigkeiten, Autoklavierbarkeit, Verhinderung von interferierenden biologischen Effekten,
zum Beispiel durch Lésungsmittel aus Klebstoffen, mdglichst einfache Herstellung der Apparatur)
sicher nicht trivial gewesen und wurde hier aus Zeitgrinden nicht verfolgt. Die entwickelte Methodik
zur Detektion des Kontakts zwischen Kompressionsstempel und Probekdrper hat sich schlussendlich
als zuverlassig erwiesen und eine Weiterentwicklung der Kammer als nicht unbedingt notwendig
erscheinen lassen.

Waéhrend der Kompressionsapparaturentwicklung waren einige Hindernisse zu tberwinden. Der
Durchmesser des die Kompression ausubenden Stempels war zu Beginn zu grof3 gewahlt.
Beabsichtigt war eine moglichst grof3e Abdeckung der oberen Oberflache der komprimierten
Materialproben, um eine gleichmafRige Kompression zu erreichen. Da der Stempel in der
Kompressionsmaschine aber nicht sehr genau rdumlich ausgerichtet werden kann, verkantete er sich
wahrend des Kompressionsvorgangs in den Kompressionskammern und fiihrte zu sehr groRen
auftretenden Lasten in der Kompressionsmaschine, die nicht den an den Materialproben wirkenden
Kompressionskraften entsprachen. Eine kontrollierte Kompression wurde dadurch verhindert und erst
durch eine deutliche Verringerung des Stempeldurchmessers erméglicht.

Ebenfalls herausfordernd war, dass die zu entwickelnde Kompressionsmethode die zyklische
Kompression von priméren, humanen Osteoblasten auch in den evaluierten Biomaterialkandidaten auf
PVCA/PHM-Basis und Alginatbasis ermdglichen sollte, diese zu Beginn der Methodenentwicklung
aber noch nicht zur Verfiigung standen. Daher musste ein geeignetes Ersatzmaterial gefunden
werden. Hydrogele boten sich an, da sie gut zu verarbeiten sind, in vielen Fallen biokompatibel sind
und mit den alginatbasierten Materialien Hydrogele auch zu den spéater zu komprimierenden
Materialien zahlten. Eine gute Ubertragbarkeit von Erkenntnissen und Methoden konnte daher
angenommen werden.

Die urspringliche Wahl von Kollagen als Scaffoldmaterial erwies sich jedoch problematisch, da die
hergestellten Probekérper aufgrund ihrer unzureichenden mechanischen Stabilitéat nicht ohne
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Beschéadigung aus ihrer Giel3form entnommen und in die Kompressionsapparatur eingesetzt werden
konnten. Die Erprobung verschiedener Techniken zum Herausldsen der gegossenen Gele aus ihrer
Form fiihrte schlie3lich zu einer verbesserten Giel3form, die sich zur Entnahme der Proben nach
unten hin 6ffnen lasst und zum Wechsel auf Fibrin als Probekdrpermaterial, das sich durch eine
deutlich verbesserte Stabilitét auszeichnet. Damit konnten die Fibrinprobekorper in aller Regel ohne
Beschadigungen und ohne gréReren Aufwand aus der Giel3form entnommen und in die
Kompressionsapparatur eingesetzt werden. Fibrin ist dartiber hinaus kommerziell gut verfugbar,
einfach zu verarbeiten und durch die Variation seiner Ausgangsmaterialien Fibrinogen und Thrombin
einfach in seinen rheologischen Eigenschaften zu beeinflussen. Der mechanische Aufschluss nach
Durchfihrung der Kompression mithilfe von keramischen Kiigelchen war ebenfalls einfach und schnell
mit den Fibringelen maglich.

Waéhrend sich Fibrin zwar wegen seiner grof3eren Steifigkeit als deutlich besser geeignet erwies als
die vorher verwendeten Kollagengele, zeigte sich bei der zyklischen Kompression eine unerwiinschte,
nicht vollstéandig elastische Verformung. Die Gele folgten nach der initialen Vorkompression und der
anschlieRenden zyklischen Kompression nicht vollstandig der Stempelbewegung. Der Stempel hob
sich offenbar bei seiner Aufwartsbewegung in zunehmendem MalR3e von der Probenoberflache ab
(sogenanntes Lift-off'). Ein vollstandig elastisch verformbares Material wiirde sich unter diesen
Umstanden bei jeder Stempelbewegung soweit wieder ausdehnen, dass der Kontakt zwischen
Materialoberflache und Stempel bestehen bleibt. Die maximal auftretenden Krafte wahrend der
zyklischen Kompression lieRen daher immer weiter nach. Die maximale Amplitude der Kompression
von Gel und Zellen verénderte sich dadurch nicht, allerdings erfuhren die Zellen ein kleineres
Spektrum an Kompressionsamplituden im Verlauf des Versuchs, da sich die Gele mit fortschreitender
Versuchsdauer immer weniger entspannten. Fir die Messung der rheologischen Eigenschaften der
Fibringele ergab sich daraus die Herausforderung, dass die scheinbare Gelsteifigkeit von
Kompressionsvorgang zu Kompressionsvorgang abnahm. Um Erkenntnisse Uber die
Ausgangseigenschaften des Materials zu erhalten, wurden daher fiir die Bestimmung der
Gelsteifigkeiten nur die Spannungs-Dehnungs-Kurven der ersten zwei Kompressionszyklen
verwendet. Dies bedeutete aufgrund der verringerten Zahl an Messpunkten eine verringerte
Messgenauigkeit, die durch die Wiederholung der Messung jedoch ausgeglichen werden konnte.

Aus biologischer Sicht erscheint Fibrin als ein gut geeignetes Modellmaterial fur die Untersuchung von
Regenerationsprozessen. Die Interaktion des Kdrpers mit dem Implantat bei der Versorgung von
Knochendefekten besteht im ersten Schritt aus der Bildung eines Blutgerinnsels.?3¢ Dieses besteht zu
einem wesentlichen Teil aus Fibrin.?%¢ Die Zellen des umgebenden Knochengewebes interagieren
daher bei der Regeneration in vivo nicht nur mit dem Material selbst, sondern auch mit Fibrin und
anderen, auf dem Knochenersatzmaterial adsorbierten Proteinen.?3 Fibrin stellt dabei die Form der
extrazellularen Matrix dar, an der die Osteoblasten in vivo zuerst adhéarieren, bevor sie ihre eigene,
gewebsspezifische Matrix bilden. Als Scaffold fir in vitro-Anwendungen und Tissue Engineering ist
Fibrin auRerdem bereits vielfach erprobt und beschrieben worden.?7-242 Auch im spezifischen Kontext
der Knochenregeneration ist Fibrin alleine?*3, oder in Kombination mit B-Tricalciumphosphat
beziehungsweise mit Hydroxylapatit und Gelatine als Scaffold verwendet worden.?44245 Oh et al.
konnten zeigen, dass die Steifigkeit von hydrogelbasierten Scaffolds Einfluss auf die Differenzierung
von mesenchymalen Zellen haben kann. Bei der Verwendung von Scaffolds aus PVA mit HA mit
variabler Steifigkeit induzierten Gele mit einem E-Modul von 20 kPa die Differenzierung von MSCs zu
neuronalen Zellen, Gele mit einem E-Modul von 80 kPa dagegen die zu Chondrozyten. Noch steifere
Hydrogele, hier mit 190 kPa, induzierten eine osteogene Differenzierung der MSCs.246
Vergleichsweise steife Zellsubstrate scheinen also die osteogene Differenzierung zu begunstigen,
auch wenn sie mit E-Moduln im kPa-Bereich noch deutlich von den fiir native Knochenmatrix
gemessenen Steifigkeiten von 0,31 bis 30 GPa entfernt sind.?*”?8 Es ist davon auszugehen, dass die
hier verwendeten Fibringele mit einer Fibrinogenkonzentration von 50 mg/ml und einem gemessenen
E-Modul von 35 MPa die osteogenen Differenzierung von Osteoblasten nicht beeintrachtigen.
Fibringele erscheinen insgesamt als adaquate Modelle fiir die Regenerationssituation im
Knochengewebe nach der Implantation von Knochenersatzmaterialien.
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Die Genexpressionsanalyse nach Stimulation der primaren, humanen Osteoblasten mit
verschiedenen Medienbedingungen, BMP-2 und durch Kompression wurde im vorliegenden Projekt
mit kommerziell erhaltlichen gPCR-Arrays der Firma Qiagen durchgefihrt. Diese Arrays erlauben die
schnelle Analyse der Genexpressionsaktivititen von 84 Genen durch einen einzelnen Versuch und
dadurch die Analyse einer signifikant grof3eren Zahl von Genen als bei manueller Durchfiihrung von
gPCR-Versuchen mdglich wére.

Eine Analyse der relativen Genexpression ware auch moglich gewesen durch die Verwendung von
DNA-Microarrays.?*° Hierbei werden DNA-Oligonucleotide auf einem Trager, oft Glas, fixiert. Die zu
analysierende Population von DNA, zum Beispiel aus mRNA transkribierte cDNA, wird dann
hinzugegeben, hybridisiert an komplementare, fixierte DNA und kann anschliel3end fluoreszenzoptisch
guantifiziert werden. Mithilfe dieser Methode ist die gleichzeitige Vermessung einer im Vergleich zu
gPCR-Arrays noch einmal deutlich erhéhten Zahl an Genen mdglich. Kommerziell erhéltlich sind
Microarrays mit mehr als 200.000 Oligonucleotiden (Fa. Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt). Damit ist die gleichzeitige Analyse des gesamten Transkriptoms in einem einzelnen
Versuch moglich.?*° Ebenfalls mdglich ist die transkriptomweite Analyse der Genexpression mithilfe
der RNASeg-Methode. Hier wird die Population an isolierten mRNAs sequenziert und quantifiziert.
Dadurch ist auch die Detektion von bisher nicht identifizierten und annotierten Transkripten mdglich.2>°
Beiden Methoden gemein ist die grof3e Menge an gewonnenen Daten, was sehr umfangreiche
Analysen mdglich macht. Dies geht aber mit hohen Anforderungen an die maschinelle Ausstattung
und Methodik, sowie vergleichsweise hohen Kosten einher.?%°

gPCR-Arrays dagegen kdnnen mit gPCR-Geréten durchgefuhrt werden und bendétigen keine weitere
Ausstattung. Sie sind daher 6konomischer durchzufiihren und bedtrfen einer geringeren initialen
Investition in Material und Know-How. Die deutlich kleinere Menge an gewonnenen Daten sorgt fur
eine einfache und daher schnelle Auswertung, da weniger aufwandige statistischen Modelle und
Musterfindungsalgorithmen bendtigt werden. Bei Versuchsansétzen, in denen ein bestimmter
biologischer Prozess von vornherein als Untersuchungsgegenstand festgelegt ist, so wie im
vorliegenden Projekt, oder falls ein bestimmter erwarteter Effekt verifiziert werden soll, erscheint es
ausreichend, nur Gene aus diesem Kontext zu untersuchen. Sollen Erkenntnisse aus einem
explorativen Versuch spater nachverfolgt werden, etwa nach Definition einer spezifischeren
Fragestellung, ist es bei der initialen Verwendung von gPCR-Arrays leichter, die Genexpressionsdaten
einzelner Gene durch gPCR-Versuche zu verifizieren. Die gemessenen Daten kdnnen dabei aufgrund
der Verwendung derselben Messmethode direkt mit denen aus qPCR-Arrays verglichen werden.
Sollen dabei die Effekte einer Vielzahl von weiteren Versuchsbedingungen auf eine kleine Zahl von
Genen untersucht werden, ist dies ebenfalls durch eine Uberschaubare Anzahl an gPCR-Versuchen
moglich, wahrend die Verwendung von Microarrays ungeeignet wéare. Daher scheint die Wahl eine
gPCR-basierten Methode flir das vorliegende Projekt richtig, auch vor dem Hintergrund der starken
Fokussierung auf die Methodenentwicklung fur die Kompression von Zellen in dreidimensionalen
Scaffolds.

6.2.2. Auswertungsmethode fir die Genexpressionsanalyse aus gPCR-Daten

Die fur die Auswertung der Genexpressionsdaten aus den gPCR-Daten vorgesehene Software des
Herstellers Qiagen funktionierte leider nicht zuverlassig. Die Verwendung einer schon vorhandenen
gPCR-Software eines anderen Herstellers war aufgrund besonderer Anforderungen der Arrays
ebenfalls nicht einfach méglich. Daher wurde hier ein Auswertungsalgorithmus auf Basis der
Programmiersprache Python entwickelt. Durch die Verwendung eines verbreiteten Ein- und Ausgabe-
Dateiformats (.csv) und der ebenfalls haufig verwendeten Programmierumgebung Google Colab /
Jupyter Notebook ist der Algorithmus leicht auf andere Gerate und Betriebssysteme Ubertragbar.

Die Auswertung folgt der fur die Analyse von Genexpressionsmustern via gPCR veréffentlichten
Methode von Livak und Schmittgen4° und gibt Genexpressionsanderungen in Vielfachen der
Expressionsaktivitat einer Kontrollprobe aus. Zuséatzlich werden die von Qiagen fiir die gPCR-Arrays
vorgegebenen Qualitats- und internen Kontrollen automatisch berticksichtigt. Der Algorithmus erfiillt
also effizient und umfassend die Anforderungen an die Auswertung der verwendeten gPCR-Arrays.
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Fur die Interpretation der gewonnenen Daten wird durch den Algorithmus ein hierarchisches
Clustering durchgefuhrt. Diese Funktion beruht auf Algorithmen, die als Bibliothek frei verfugbar sind
und hier in den Programcode importiert wurden.

Das hierarchische Clustering ist eine gut geeignete Methode, um multidimensionale Daten, wie etwa
Genexpressionsdaten mit einer Vielzahl an analysierten Genen, zu ordnen.?%1?52 Hierbei wird flr alle
Datenpunkte, hier die experimentellen Konditionen innerhalb eines Versuchs, die Ahnlichkeit ihrer
Genexpressionsmuster berechnet. Dabei kénnen verschiedene Methoden fiir die Berechnung zum
Einsatz kommen, die je nach Eigenschaften des Datensatzes und biologischem Kontext alle
angemessen sein kénnen.?51%52 Wichtige Konzepte dabei sind die Distanzmetrik und die sogenannten
Jlinkages‘. Fur das Clustering wird die Ahnlichkeit der Datenauspragung aller Dimensionen eines
Datensatzes (hier die Expressionsaktivitaten aller gemessenen Gene) miteinander verglichen. Fur
diesen Vergleich kdnnen verschiedene mathematische Berechnungsmethoden verwendet werden, die
Distanzmetriken genannt werden.?%:252 Sje unterscheiden sich darin, wie die Unterschiede in der
Datenauspragung in den einzelnen Dimensionen des Datensatzes miteinander zu einem
eindimensionalen Wert kombiniert werden. Dieser Wert gibt die Ahnlichkeit, oder genauer
Unahnlichkeit, der Datenunkte zueinander als ,Distanz’ zwischen ihnen an. Ubliche Distanzmetriken
sind etwa die ,Manhattan‘-Metrik, bei der die Distanzen zwischen den Datenpunkten Uber alle
Dimensionen addiert werden oder die euklidische Distanzmetrik, bei welcher der kiirzeste Abstand
zwischen zwei Datenpunkten berechnet wird. Sobald im hierarchischen Clustering Datenpunkte zu
Clustern zusammengefasst wurden, ist es au3erdem notig zu definieren, wie sie anschlieRend bei der
Berechnung des Abstands zwischen Gruppen behandelt werden sollen (sogenannte linkages').
Haufig wird dazu der Mittelwert aller im Cluster vorhandenen Datenpunkte berechnet und fir den
Vergleich herangezogen (,average linkage®). Es ist aber auch moglich, den kirzest mdglichen Abstand
zwischen Datenpunkten aus zwei Clustern als Distanz zwischen diesen Clustern zu definieren (,single
linkage’). Andererseits kann auch der grof3tmdgliche Abstand zwischen Datenpunkten aus zwei
Clustern als Abstand der Cluster betrachtet werden (,complete linkage‘). Weitere Definitionen und
Berechnungsmethoden fiir Distanz und ,linkages' sind beschrieben.?>® Welche der Methoden am
besten geeignet ist, hangt vom Datensatz ab und lasst sich nicht allgemeingdiltig definieren, sondern
muss anhand der vorliegenden Daten entschieden werden.?>?

Fur die Auswertung der hier gewonnenen Daten wurden verschiedene Distanzmetriken, als auch
verschiedene Jlinkages’ erprobt. In allen Versuchen wurde dazu das Ergebnis des Clusterings
verglichen mit der erwarteten Einordnung der gemessenen Proben. So wurden zum Beispiel &hnliche
Genexpressionsmuster bei &hnlichen eingesetzten BMP-2-Konzentrationen bei der Stimulation von
primaren, humanen Osteoblasten mit BMP-2 erwartet. Es wurde aber auch geprift, ob je nach Wahl
der Distanzmetrik und des ,linkage’ Muster in den Daten zu erkennen waren. Anhand dieser
Beobachtungen und der in der Literatur beschriebenen guten Eignung der euklidischen Distanzmetrik
fur Genexpressiondaten?®? wurde diese Variante fur alle hier durchgefuihrten Versuche verwendet. Die
zum Teil in der Literatur beschriebenen komplexeren Metriken wie etwa ,Rank-Magnitude‘ konnten
hier nicht erprobt werden, da sie in der verwendeten Funktionsbibliothek zum Clustering (siehe oben)
nicht enthalten war. Fir das ,linkage‘ wurde aus denselben Griinden das ,average-linkage
ausgewahlt. Auch hier legten Datenanalyse und Literatur diese Wahl nahe.?%?

Neben dem hierarchischen Clustering sind weitere Methoden der Klassifizierung von Proben in
zusammenhangende Gruppen gebrauchlich, so etwa die Technik der ,k-means*.2>* Wahrend das
hierarchische Clustering keine a priori-Festlegung auf eine bestimmte Anzahl von Gruppen verlangt, in
die die vorhandenen Datenpunkte geordnet werden sollen, muss beim ,k-means‘-Verfahren eine
Anzahl vorgegeben werden. Dies kann zum Beispiel aufgrund des biologischen Kontexts eines
Versuchs geschehen. Die Komplexitéat der Daten kann so verringert werden, um eine einfachere
Auswertung zu ermdglichen. Andererseits ermdglicht die ergebnisoffene Analyse per hierarchischem
Clustering eine unvoreingenommene Beurteilung der Muster in einem Datensatz. Bei einigen der hier
durchgefiihrten Experimente gab es zwar Griinde, von vornherein eine Einschrankung der Zahl der
Cluster vorzunehmen, so etwa die Vorgabe auf ein Cluster pro verwendeter BMP-2-Konzentration bei
der Stimulation der priméaren, humanen Osteoblasten oder die Anzahl der verschiedenen verwendeten
Mediumzusammensetzungen. Die Analyse der Daten hat jedoch ergeben, dass die Einordnung nach
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Ahnlichkeit der Genexpressionsmuster im Datensatz tatsachlich nicht immer diesen angenommenen
Einteilungen folgte. Daher erschien eine neutrale Einordnung ohne eine vorige Annahme bei der
Beschreibung der Ergebnisse sinnvoller. Fir die Identifikation von Gruppen von Genen, die unter den
verschiedenen Versuchsbedingungen ahnliche Expressionsmuster aufweisen, war eine solche
Einschrankung des Clusterings ohnehin nicht angezeigt, da hier ja gerade bis dahin unbekannte
Zusammenhange aufgedeckt werden sollten. Daher wurde das hierarchische Clustering anstelle von
,k-means‘ verwendet.

Die mit den Genexpressionsdaten auf3erdem durchgefiihrte Suche in den Datenbanken DAVID und
PANTHER diente der Identifikation von Regulationsmustern durch sogenannte ,functional annotation’.
Bei dieser Suche wird eine eingegebene Liste von Genen mit durch die Versuchsbedingungen
veranderter Expression verglichen mit den in der Datenbank abgelegten Listen von Genen mit
bekannter, gemeinsamer Beteiligung an definierten biologischen Prozessen. Sind in der
eingegebenen Liste mehr Gene eines bestimmten Prozesses vertreten, als durch reinen Zufall zu
erwarten ware, kann ein Effekt der Versuchsbedingungen auf die Regulation dieses Prozesses
angenommen werden. DAVID fasst formalisierte Informationen zu Genen, Proteinen, ihren Funktionen
und biologischen Prozessen, sowie ihren Verkniipfungen untereinander aus einer Vielzahl von
Datenbanken zusammen und macht sie gemeinsam durchsuchbar.1422% Zu den so
zusammengefassten Datenbanken gehéren neben anderen Entrez, UniProt und Gene Ontology.*?
Die in diesen Datenbanken enthaltenen Daten stammen aus manuell eingetragenen
Experimentaldaten, aber auch aus maschinell inferierten Informationen, zum Beispiel aufgrund von
Sequenzahnlichkeiten.?® Die Datenbank PANTHER basiert vorrangig auf phylogenetischen
Verwandtschaften zwischen Proteinen, die in der Datenbank funktional annotiert sind. Sie ist erweitert
worden um die Informationen Uber die Gene, welche die eingetragenen Proteine codieren und weitere
Daten zu ihrer Expression und Regulation.?”

DAVID und PANTHER konnen in explorativen Versuchen verwendet werden, um in grof3en
Datenmengen mit hoher Komplexitat Muster und ihre mogliche Bedeutung erkennen zu kénnen.?® Sie
sind urspringlich fiir die Verwendung mit Daten aus Microarray-Versuchen konzipiert, bei denen die
Genexpression genomweit gemessen werden kann.?>® gPCR-Arrays sind dagegen in ihrer GroRe
begrenzt und kénnen nicht all jene Gene in ihrer Expressionsaktivitat vermessen, die mit den in den
Datenbanken abgelegten biologischen Prozessen verknipft sind. Die Identifikation von durch die
Versuchsbedingungen beeinflussten biologischen Prozessen bei der ,functional annotation® ist
dadurch in ihrer Genauigkeit etwas verringert. Hinzu kommt, dass die Auswahl von Genen die im
gPCR-Array vertreten sind, eine funktionsbezogene Vorauswahl darstellt. Wahrend eine genomweite
Messung aller Genexpressionsaktivitaten Erkenntnisse zu allen bekannten biologischen Prozessen
ermoglicht und so auch unerwartete Effekte der Versuchsbedingungen erkennbar macht, ist mit der
Verwendung von funktional festgelegte gPCR-Arrays nur eine Aussage Uber den jeweiligen
biologischen Prozess moglich. Auch die Identifikation von Genen, fir die eine Beteiligung an einem
bestimmten Prozess bis dahin nicht bekannt war, kann durch die genomweite Messung maéglich
werden. Trotzdem ist mit den verwendeten Datenbanken eine tibergeordnete Betrachtung aller
gemessenen Genexpressionsdaten gemeinsam moglich, die ohne diese Hilfsmittel kaum sinnvol
darstellbar gewesen waére.

6.3. primare, humane Osteoblasten weisen Defekte in ihrer osteogenen
Reaktionsfahigkeit und der Lokalisation von Adh&asionsmolekilen auf

Mit der oben beschriebenen Kompressionsmethode sollten im spéteren Projektverlauf priméare,
humane Osteoblasten stimuliert werden. Um die Zelltyp-spezifischen Eigenschaften dieser Zellen im
Sinne der Osteogenese im Vorfeld zu charakterisieren, wurden sie mit BMP-2 behandelt und ihre
Reaktion durch Veranderung ihrer Genexpressionsmuster im Kontext Osteogenese analysiert.
AuRerdem wurde der Effekt verschiedener Mediumbedingungen auf die Expressionsaktivitaten und
auf die Proliferation der Zellen untersucht. In beiden Fallen wurden kaum eindeutigen Effekte
beobachtet. Zwar verringerte sich die Proliferationsgeschwindigkeit der Osteoblasten in nicht
vollstandig supplementierten Zellkulturmedien. Bei der Genexpression von Osteogenese-bezogenen
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Genen waren jedoch weder durch die Stimulation mit BMP-2, noch durch die veréanderten
Mediumbedingungen eindeutige Muster erkennbar. Au3erdem zeigte die immunzytochemische
Untersuchung der Adh&sionsmolekile, dass eine Reihe dieser Proteine zwar offenbar von den
primaren, humanen Osteoblasten exprimiert wurden, sie aber nicht ihre physiologische Lokalisierung
aufwiesen. Diese Ergebnisse zeigen Defizite in der Reaktionsfahigkeit der Osteoblasten auf
mechanische und biochemische osteogene Reize und in der Ausstattung mit intakten
Fokaladhé&sionen der Zellen auf.

6.3.1. Reaktion auf die Stimulation mit BMP-2 und auf Veranderung der Mediumkomposition

BMP-2 ist ein potenter Aktivator von Osteoblasten in vitro und der ektopischen (also au3erhalb von
Knochengewebe stattfindenden) Bildung von Knochengewebe in vivo (sogenannte Osteoinduktion).?5°
Die Stimulation von Osteoblasten mit BMP-2 in vitro ist in der Literatur vielfach beschrieben. In
Konzentrationen von 20-300 ng/ml erhéht BMP-2 demnach die Transkriptionsaktivitat von RUNX2 und
BGLAP in Osteoblasten und erhéht die Enzymaktivitat von alkalischer Phosphatase (ALP) in
Zelllysaten bei Inkubation tber Zeitraume von 2 bis 7 Tagen.126-132.260.261 E{jr die hier durchgefiihrte
Zellcharakterisierung wurden Konzentrationen und Inkubationszeiten aus diesen Berichten
Ubernommen. Die erwartete erhdhte Transkriptionsaktivitdt von RUNX2 und BGLAP konnte jedoch
nicht beobachtet werden. Auch andere Gene, die an der Osteogenese, beziehungsweise osteogenen
Differenzierung von Osteoblasten beteiligt sind, wurden nicht in eindeutigen Mustern verstarkt
exprimiert.

Die fehlende Reaktionsfahigkeit der primaren, humanen Osteoblasten auf osteogene Reize bedeutet
einen Verlust dieser osteoblastenspezifischen Zellfunktionen, also effektiv eine Dedifferenzierung.
Dedifferenzierungsprozesse sind fiir verschiedene mesenchymale Zellentitaten bereits beschrieben
worden. So verloren etwa Chondrozyten, die wie Osteoblasten durch Differenzierung aus
multipotenten mesenchymalen Stammzellen (MSC) entstehen, ihren spezifischen Phanotyp durch
Kultvierung in 2D-Kultur fiir etwa einen Monat?%?. Eine Redifferenzierung solcher Zellen durch
biochemische Faktoren im Medium ist mdglich.?® Vaskulare glatte Muskelzellen verringern ihren
Differenzierungsgrad als Reaktion auf mechanische Belastung, was sie in die Lage versetzt, zu
proliferieren, zu migrieren und zur Regeneration von Verletzungen extrazelluldare Matrix zu
produzieren. Diese Dedifferenzierung wird ausgeldst durch den BMP-Antagonisten BMP Endothelial
Regulator (BMPER). Hierbei fuhrt eine erhéhte BMPER-Aktivitat und die sich daraus ergebende
verringerte BMP-Aktivitat zu einer verstarkten Dedifferenzierung in glatten Muskelzellen.?® Dies steht
in einem gewissen Widerspruch zum Effekt von BMPs in Knochengewebe, wo es im Allgemeinen
differenzierungsfordernd wirkt.?>® Reife Osteoblasten im Zebrafisch sind ebenfalls in der Lage als
Antwort auf Verletzungen zu dedifferenzieren, die Expression von Markern spéater
Differenzierungsstadien zurtickzufahren und Eigenschaften von Osteoblasten-Vorlauferzellen zu
entwickeln.2%5

Die Dedifferenzierung von humanen Osteoblasten ist offenbar unter anderem reguliert durch
extrazellulare, biochemische Faktoren. Es wurde gezeigt, dass humane mesenchymale Stammzellen,
die durch Differenzierungsfaktoren im Zellkulturmedium (Ascorbinsaure, p-Glycerolphosphat,
Dexamethason; ,Mineralisierungsmedium®) zur Differenzierung zu Osteoblasten angeregt wurden,
nach Wegfall dieser Faktoren im Medium partiell dedifferenzieren, die Eigenschaften differenzierter
Osteoblasten also teilweise wieder verloren. Diese Dedifferenzierung der Zellen war nicht vollstandig,
da der Osteoblastenmarker RUNX2 weiterhin stark exprimiert wurde und die dedifferenzierten Zellen
deutlich starker auf erneute Inkubation in Differenzierungsmedium reagierten, als vorher nicht
differenzierte MSCs.?% Es ist auRerdem gezeigt worden, dass TNFa die Differenzierung von humanen
Osteoblastenvorlauferzellen zu Osteoblasten durch Mineralisierungsmedium verhindern kann, falls es
dem Medium in den ersten 2 bis 7 Tagen der Kultur im Mineralisierungsmedium zugesetzt wird.26”
Auch die durch den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) ausgeldste Signaltransduktion scheint bei
der Dedifferenzierung von humanen Osteoblasten eine Rolle zu spielen. In einer Studie wurden
humane Osteoblasten-ahnliche Zellen durch Mineralisierungsmedium zur Differenzierung zu
Osteoblasten angeregt. Wurden diese Zellen anschlieBend durch exogene Uberexpression mit dem
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funktionell aktivem EGF-Rezeptor (EGFR) ausgestattet, verloren die Zellen ihre
Osteoblastendifferenzierung und zeigten Eigenschaften von Osteoblastenvorlauferzellen.?%8

Es ist auRerdem berichtet worden, dass biomechanische Einflisse, konkret der Wechsel von
zweidimensionaler ,Monolayer‘-Kultur von humanen Osteoblasten zu dreidimensionaler Kultur in
Scaffolds, die Zellen zur Differenzierung zu Osteozyten anregen kénnen. Der Wechsel zurtick zu einer
zweidimensionalen Kultur fihrte dann entsprechend zu einer Dedifferenzierung der Osteozyten zuriick
zu einem weniger stark ausdifferenzierten Osteoblastenphanotyp.2%®

Die in diesem Projekt beobachteten Defizite der osteogenen Reaktionsfahigkeit der charakterisierten
priméaren, humanen Osteoblasten kénnen als Dedifferenzierung interpretiert werden. Wahrend die
osteogene Reaktion von differenzierten Osteoblasten auf BMP-2 vielfach beschrieben wurde (siehe
oben), reagieren ihre Vorlauferzellen, MSCs, im Allgemeinen nicht mit der Expression osteogener
Differenzierungsmarker wie alkalischer Phosphatase (ALP) auf die Stimulation mit BMP-227°, so wie
auch die hier untersuchten priméren, humanen Osteoblasten auf BMP-2-Stimulation nicht wie erwartet
reagiert haben. Wie die Literatur aul3erdem zeigt, kann ein solcher Dedifferenzierungsprozess auf
biochemische Faktoren, etwa solche im verwendeten Kulturmedium, zurtickgehen. Die hier
verwendeten Zellen waren nur dann in der Lage, mineralisierte Matrix zu bilden, wenn sie fir mehrere
Wochen in Mineralisierungsmedium auf der Basis von DMEM kultiviert wurden, nicht aber wahrend
der Kultur im osteoblastenspezifischen ObM, das weitere Mediumsupplemente unbekannter
Zusammensetzung enthélt. Gleichzeitig war bei Kultur in ObM im Vergleich zur Kultur in DMEM eine
deutlich starkere Proliferation der Zellen zu beobachten. Die osteogene Differenzierung von
Osteoblastenvorlauferzellen und die damit verbundene Aktivierung von RUNX2 geht einher mit dem
p27- und pRb-vermittelten Zellzyklusarrest.2’* RUNX2 steuert diesen Prozess, der eine Inhibition der
Proliferation bedeutet, und wird dadurch selbst noch zusétzlich aktiviert (,feed forward loop*).271272
Dies stimmt gut Uberein mit der in diesem Projekt gemachten Beobachtung, dass die untersuchten
Zellen bei Kultur in ObM zwar sehr schnell proliferieren, aber keine erhthte Expression von RUNX2
zeigen, bei Kultur in DMEM dagegen nur langsam proliferieren, aber zur Ausbildung mineralisierter
Matrix fahig waren. Die Stimulation mit BMP-2 bei Kultur in DMEM wurde im Projekt nicht versucht,
kénnte aber weitere Erkenntnisse zu der Reaktionsfahigkeit der Zellen erlauben.

Zusammengenommen lassen die hier gewonnen Daten Zweifel an der genauen Identitéat der
verwendeten primaren, humanen Zellen aufkommen. Obwohl laut Hersteller als Osteoblasten
bezeichnet, zeigen sie bei der Kultur im vom Hersteller dafiir vorgesehenen, proprietdren Medium
nicht die flr Osteoblasten in der Literatur beschriebenen Eigenschaften. Es ist mdglich, dass die
verwendeten Zellen unter den beschrieben Zellkulturbedingungen auf dem Spektrum von
multipotenter MSC bis zum reifen Osteoblasten eher einen dedifferenzierten Osteoblastenvorlaufer
darstellen.

Die Vermutung liegt nahe, dass das verwendete Medium ObM fir diese Dedifferenzierung
verantwortlich sein kdnnte. Der Einfluss biochemischer Faktoren auf die Differenzierung von MSCs
und Osteoblasten wurde gezeigt.?®¢ Auch die Inhibition der Differenzierung von MSCs zu Osteoblasten
durch TNFa wurde beschrieben.?” Da die Zusammensetzung des Mediums nicht bekannt ist und vom
Hersteller auch auf Nachfrage nicht preisgegeben wurde, kann nicht ausgeschlossen, dass das
Medium ObM TNFa oder andere biochemische Faktoren enthdlt, die zwar die Kultur der Zellen durch
gesteigerte Proliferation erleichtern, das Zellverhalten im Sinne einer osteogenen Differenzierung und
osteoblastenspezifischer Reaktionsfahigkeit aber entscheidend stéren.

Die Untersuchung des Einflusses der Mediumsupplemente (ObGS) und des auf3erdem im Medium
enthaltenen Serums hat hier allerdings auch keine klaren Erkenntnisse Uber ihren Einfluss auf das
Verhalten der primaren, humanen Osteoblasten erbracht.

Zwar wurden die Genexpressionsanderungen der Osteoblasten nicht spezifisch im Kontext
Proliferation untersucht, trotzdem konnte die Genexpressionsanalyse von Osteoblasten in Passage 4
bei Kultur in ObM ohne Mediumsupplemente und ohne Serum zeigen, dass einige Gene mit
Bedeutung fir proliferative Prozesse starker exprimiert wurden (FGF1, FGF2, TGFB3, VEGFB, siehe
Kapitel 5.2.4). Eine solche Reaktion der Zellen in Passage 5 war allerdings nicht zu beobachten, hier
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wurden insgesamt nur drei Gene differenziell exprimiert (PHEX, VEGFA, VEGFB). Zusatzlich war zu
beobachten, dass Zellen in Passage 5 auch in Medium mit Supplementen, aber ohne Serum einige
Gene starker exprimierten, die mit verstarkter Proliferation (FGF1, FGF2, TGFBR2, VEGFB) und
verringerter Apoptose assoziiert sind (SMADS5, SOX9, IGF2, VEGFA). Ein eindeutiger Effekt der
Mediumzusammensetzung auf das Proliferationsverhalten der Osteoblasten konnte hier also nicht
beobachtet werden.

Nur weitere Untersuchungen, zum Beispiel mit der gezielteren Untersuchung der Expression von
Genen mit Bezug zu Proliferationsprozessen kdnnen hier konkretere Erklarungen fiir das beobachtete
Zellverhalten erméglichen. Insbesondere die Kultivierung der Osteoblasten in ObM ohne
Mediumsupplemente (ObGS), aber mit fétalem Kalberserum kdnnte weitere Erkenntnisse liefern.
Medium ohne diese Supplemente wurde im vorliegenden Projekt zwar verwendet, dies enthielt
daruber hinaus aber auch kein Serum, sodass die Zellen méglicherweise durch diesen Umstand in
ihrem physiologischen Zellverhalten und ihrer Proliferation gestort waren. Insbesondere ist vorstellbar,
dass das verwendete Medium bereits BMP-2 enthdlt, und das Aktivierungspotential der Zellen
dadurch bereits geséattigt war. Dies wirde die fehlende weitere Steigerung der untersuchten
Genexpressionsaktivitat erklaren, lasst aber offen, warum die verwendeten Zellen im ObM-basierten
Mineralisierungsmedium nicht zur Bildung mineralisierter Matrix fahig waren.

Neben dem Einfluss des Mediums sind weitere Griinde fur das unerwartete Zellverhalten denkbar. So
kénnen wahrend der Zellkultur, besonders bei der Kultur Giber langere Zeitraume, spontane
Mutationen vorkommen und fuir Veranderungen im Zellverhalten sorgen.?”® Zur Erklarung der
fehlenden Reaktion auf BMP-2 kommen hierbei unter anderem alle Mutationen in Frage, die
Komponenten der von BMP-2 aktivierten intrazellularen Signalkaskade beeinflussen (siehe Kapitel
3.2.4). Eine Beeintréchtigung der Rezeptorfunktion kdnnte die Aktivierung der intrazelluléren
Mediatoren Smad 1/5/8 verhindern. Defekte in diesen Proteinen kdnnten moéglicherweise die Bindung
an Smad 4 stéren und so die Translokation des Komplexes in den Zellkern verhindern. Aber auch ein
Defekt in der Expression der Zielmolekile der BMP-2-Signaltransduktion, wie etwa RUNX2, DLX5
oder OSX, der eine Aktivierung dieser Gene verhindert, ist denkbar. Diese genannten maéglichen
Erklarungen fir das beobachtete Zellverhalten bleiben ohne weitere Untersuchungen jedoch
spekulativer Natur.

6.3.2. Lokalisation von Adhasionsmolekilen

Zur weiteren Charakterisierung wurden die hier verwendeten primaren, humanen Osteoblasten auf
ihre Expression zentraler Molekiile der Fokaladhasionen untersucht, die fir die Aufnahme und
Verarbeitung mechanischer Reize eine entscheidende Rolle spielen (siehe Kapitel 3.2.5). Dabei
wurde die Expression von Paxillin, Vinculin, fokaler Adhasionskinase (FAK), sowie den
osteoblastenspezifischen Integrinen B1 und B3 zwar beobachtet, nur Paxillin wurde allerdings in dem
fur vollstandig ausgebildete Fokaladhasionen typischen, punktférmigen Lokalisierungsmuster
gefunden. Die anderen genannten Proteine lagen in einer diffusen Verteilung im Zytoplasma vor.
Gleichzeitig zeigten die Osteoblasten eine schwache Adhésion auf ihnrem Zellkulturuntergrund (siehe
Abbildung 42). Da Zellen Uber die Fokaladh&sionen ihre Adhé&sion an Strukturen ihrer Umgebung
erreichen, auch auf Glasoberflachen?’4, scheint ein Defekt in der Ausbildung voll funktionaler
Fokaladh&sionen in den verwendeten primaren, humanen Osteoblasten vorzuliegen.

Die Bildung von Fokaladhasionen beginnt in der Regel mit der RhoA-vermittelten Bindung der
Adapterproteine Talin und Kindlin aus dem Zytoplasma an die zytoplasmatische Doméane von
Integrinen.?”>27® Durch mechanische Belastung der sich entwickelnden Fokaladhéasion wird Talin
aktiviert und rekrutiert Paxillin und FAK, die dort auch direkt miteinander interagieren.?”® Der Literatur
sind unterschiedliche Angaben dartber zu entnehmen, ob Paxillin FAK rekrutiert, oder andersherum
FAK flr die Rekrutierung von FAK verantwortlich ist?”5277:278  Paxillin ist in jedem Fall jedoch aufgrund
seiner Fahigkeit, viele weitere Fokaladhéasionsproteine zu binden ein wichtiges Adapterprotein.279:280
Wurde die Bindung von FAK an Paxillin durch Mutation gestért, war FAK in einer Studie nicht mehr in
Fokaladhésionen lokalisiert. Darliber hinaus war dort auch die Bildung neuer Fokaladh&sionen
gestort, sowie die Adhasion der betroffenen Zellen abgeschwécht.®827° Auch das hier untersuchte
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Protein Vinculin, das an der Bindung der Fokaladhasion an die intrazellularen Aktinfilamente des
Zellskeletts beteiligt ist, wird von Talin aus dem Zytoplasma an die Fokaladhé&sion rekrutiert, dadurch
aktiviert und ist ein direkter Bindungspartner von Paxillin.275:276.278

Es sind also flr eine Reihe von Proteinen vorstellbar, dass Defekte in ihrer fokaladhésionsbezogenen
Funktion Ursache flr die hier beobachteten beeintrachtigten Ausbildung von Fokaladhasionen und der
verringerten Adhasion waren. Defekte, die eine Stérung der Ausbildung von Fokaladhésionen
hervorrufen kénnen, sind zuvor beschrieben worden und erscheinen auch hier als Grund fur die
gemachten Beobachtungen maoglich. Paxillin, als zentrales Adapterprotein mit wichtiger Funktion fir
die Bindung von FAK und Vinculin kommt hier in Frage. Da Paxillin aber in der erwarteten
Lokalisierung an FAs gefunden wurde, scheint die Rekrutierung von Paxillin selbst an die
Fokaladhésion nicht gestort zu sein. Ware die Bindung an nachgelagerte Bindungspartner von Paxillin
gestort, kdnnte das die beobachteten Defekte erklaren. Ohne weitere Versuche zur Rekrutierung von
Fokaladhé&sionsproteinen, zum Beispiel auch Talin, ist hier aber keine abschlieRende Erklarung
moglich. Auch eine Stérung der Funktion von FAK bei der Aktivierung von Fokaladh&sionsproteinen
durch Phosphorylierung ist denkbar. Hier kdnnten Analysen des Phosphorylierungsstatus‘ von FAK-
Substratproteine der Fokaladhasionen weiteren Aufschluss erméglichen. Auch und besonders die
Phosphorylierung von Paxillin ware hier ein interessantes Untersuchungsziel, da diese nétig fir die
Bindung von Paxillin zu vielen seiner Bindungspartner ist, sie gleichzeitig fur die Rekrutierung von
Paxillin an die Fokaladhasion aber nicht zwingend vorhanden sein muss.278:280

Bemerkenswert ist auRerdem die Beobachtung, dass zwar Paxillin in dem fiir Fokaladh&asionen
typischen Lokalisierungsmuster gefunden wurde, nicht aber die Integrine 31 und 33 und auch nicht
Vinculin. Es lagen also auf der einen Seite diejenigen Proteine, die die Verankerung der
Fokaladhé&sionen an der Zellmembran vermitteln, nicht in der physiologischen Lokalisierung vor. Auf
der anderen Seite war aber mit Vinculin aber auch eines der Proteine, das die Verbindung zwischen
Fokaladhé&sionen und den Aktinfasern herstellt, nicht in seiner physiologischen Lokalisierung zu
finden. Trotzdem war Paxillin in Zellauslaufern und an den Enden von Aktinfasern lokalisiert (siehe
Abbildung 42A). Dies wirft die Frage auf, mit welchen Fokaladhasionsproteinen Paxillin hier
interagieren konnte, um in der fur Fokaladhasionen typischen Lokalisierung vorzuliegen. Es ist mit
Actopaxin ein weiteres Adapterprotein bekannt, dass die Bindung von Paxillin an Aktinfasern
vermittelt?”8 und das daher hier in Frage kommt. Dariiber hinaus waren die Osteoblasten offenbar
zumindest in eingeschranktem Mal zu einer Adhasion auf dem Zellsubstrat und zur Ausbildung einer
ausgestreckten und erkennbar von Aktinfasern gestiitzten Zellmorphologie fahig. Die Beschaffenheit
der dafur nétigen Zelladh&sionsstrukturen und bis zu welchem Grad diese mit Fokaladh&sionen in
Zusammensetzung und Struktur identisch waren, bleibt offen.

6.4. Effekte mechanischer Stimulation durch ,confined compression‘ auf
primare, humane Osteoblasten

Die Kompression der zuvor charakterisierten, priméren, humanen Osteoblasten in Fibrinscaffolds
durch ,confined compression’ resultierte hier nicht in signifikanten Anderungen der Expression von
Genen im Kontext Osteogenese. Dieses Ergebnis tGberrascht angesichts der biologischen Funktion
von Osteoblasten bei der Knochenregeneration, die durch mechanische Stimulation stimuliert wird
und angesichts der in der Literatur vielfach beschriebenen Effekte mechanischer Stimulation auf
Osteoblasten.

In einem umfangreichen Ubersichtsartikel von Yu et al.?%® wird etwa iiber eine gesteigerte Proliferation
und Migration, sowie Uber gesteigerte Expression der Osteogenese-assoziierten Markerproteine
RUNX2, ALP, BGLAP und Osteopontin bei zyklischer Dehnung von Osteoblasten mit Amplituden von
0,8 bis 9% berichtet. Die in den dafir zitierten Studien haufigste Stimulationsfrequenz war 1 Hz.

Auch fir die Kompression von Osteoblasten sind bereits Effekte auf die Expression
osteoblastenspezifischer Differenzierungsmarker gezeigt worden. Die statische Kompression von
primaren calvarialen Mausosteoblasten in dreidimensionalen Kollagen-Scaffolds resultierte in einer
erhohten Expression der Marker fur osteogener Differenzierung RUNX2, ALP und BGLAP.?® Die
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zyklische Kompression von MC3T3-Osteoblasten-Monolayern fiihrte dagegen nicht zu einer
verédnderten Expression der Gene fur RUNX2, ALP, den WNT-Signalweg-Inhibitor DKK1 oder den
Osteoklasten-Aktivator RANKL.2?7

Bei mehrstundiger zyklischer Kompression von Osteoblasten in Agarosegelen bei einer
Kompressionsfrequenz von 1 Hz waren die Gene fur ALP, BGLAP, RUNX2 und Osterix signifikant
hochreguliert.?8* Die Kompression von Osteoblasten in Kollagengelen (mehrstiindig, wiederholt) in
einer weiteren Studie léste die Aushildung mineralisierter Matrix aus, obwohl aul3er B-
Glycerolphosphat keine die Mineralisierung stimulierenden Supplemente im verwendeten Medium
enthalten waren. Aul3erdem war die Expression des fur die Osteoblastendifferenzierung wichtigen
Transkriptionsfaktors Osterix, sowie von BGLAP und RUNX2 durch die Kompression erhoht.?8?

In mesenchymalen Stammzellen, die in elektrogesponnen Poly(lactid-co-glycolid)-Scaffolds (PLGA)
kultiviert wurden, fiihrte die konstante Perfusion des Scaffolds mit Zellkulturmedium kombiniert mit
einer zyklischen Kompression mit einer Amplitude von 5% der Ausgangshohe bei 1 Hz
Kompressionsfrequenz zu einer Verringerung der Expression der Osteoblastenmarkergene fur
RUNX2, BGLAP, ALP und Kollagen 1.2%2 Bei Verwendung von ebenfalls elektrogesponnen Scaffolds
aus Polycaprolacton (PCL) fiihrte eine Kompression mit 0,5 Hz und einer Amplitude 10% dagegen zu
einer erhéhten Expression von RUNX2, BMP2, sowie SMADS5.28 MC3T3-Osteoblasten, die durch
Bildung von extrazellularer Matrix selbst ein dreidimensionales Scaffold geschaffen hatten und darin
zyklisch komprimiert wurden (Kompressionsfrequenz 1 Hz), exprimierten verstarkt die Gene fir
RUNX2, BMP2 und Osteopontin.?8

Im Allgemeinen sorgt die mechanische Stimulation, besonders auch durch zyklische Kompression, in
Osteoblasten also fur eine Hochregulierung der Aktivitat der typischerweise mit der Osteogenese
assoziierten Gene wie RUNX2, BGLAP und ALP bei Verwendung von Stimulationsfrequenzen um

1 Hz und Amplituden bis circa 10%.

Die Wahl von Kompressionsfrequenzen um 1 Hz, wie sie auch im vorliegenden Projekt fur die
Stimulation der primaren, humanen Osteoblasten verwendet wurde, beruhte auf der Beobachtung,
dass die Schrittfrequenz beim Gehen, die eine vergleichsweise starke Belastung des Skelettsystems
bedeutet, im unteren einstelligen Bereich liegt.?8>28¢ Die im Projekt verwendete
Kompressionsamplitude von 10% liegt ebenfalls im in der Literatur in der Regel berichteten Bereich.
Hier gibt es jedoch gréRere Unterschiede zwischen den Studien, die sich schon allein aus den sehr
unterschiedlichen Versuchsaufbauten ergeben. Werden Zellen durch Stauchung des Zellsubstrats
komprimiert??”, wirken sicher andere Stimulationsbedingungen auf die komprimierten Zellen als bei
Kompression in dreidimensionalen Scaffolds.?®! Ohnehin unterscheidet sich die in vitro ausgetibte
Kompression in Art und Stéarke aber grundsétzlich von der durch mechanische Belastung ausgeubte
Verformung von mechanosensitiven Zellen in Knochengewebe. Die im Knochen in vivo hauptséchlich
fur die Aufnahme mechanischer Reize verantwortlichen Osteozyten detektieren mechanische
Belastungen des Knochens einerseits tber direkte Verformung ihres Zellkdrpers und ihrer
ausgedehnten dendritischen Zellauslaufer, andererseits aber auch tber Flissigkeitsfluss in den
Lacunae und Canaliculi, in sie diese ins Knochengewebe eingebettet sind, sowie tber elektrische
Potentialanderungen, die ebenfalls durch mechanische Belastungen des Knochens entstehen.*%55 In
welchem Malf3e diese Mechanismen die Mechanosensitivitdt von Osteozyten bestimmen, ist bisher
nicht abschlieend geklart. Die Lacunae wirken dabei in vivo als Verstérker der Verformung von
Knochenzellen und kénnen die auf die Osteozyten wirkenden Verformungen im Vergleich zur
Verformung des gesamten Knochengewebes um ein Vielfaches verstéarken.?®” Da dieser komplexe
und sehr fein strukturierte Aufbau des mineralisierten Knochengewebes in vitro bisher nicht vollstandig
nachgebildet werden kann, fehlt die verstarkende Wirkung durch die Lacunae, sodass auch der Effekt
mechanischer Belastung in vitro nicht vollstandig nachgestellt werden kann. Die Kompression von
Osteoblasten in dreidimensionalen Hydrogelen bedeutet aber eine mechanische Verformung der
Zellen und einen Flussigkeitsfluss durch das Scaffoldmaterial. Zwei der drei beschriebenen Stimuli auf
mechanosensitive Knochenzellen in vivo werden so also nachgebildet. Der in der Literatur vielfach
beschriebene Effekt mechanischer Stimulation auf Osteoblasten demonstriert die grundsétzliche
Effektivitat solcher Versuchsaufbauten.
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Waéhrend primére, humane Osteoblasten vielfach auf ihr Zellverhalten in Bezug auf ihre
Mechanosensitivitdt untersucht werden, sind die hier verwendeten calvarialen Osteoblasten der Firma
Sciencell im Speziellen bisher nicht sehr umfangreich beschrieben. In Bezug auf die Expression von
osteogenen Markerproteinen ist von einer erhéhten Expression von ALP, BGLAP OPN und COL1 bei
Kokultur mit humanen Endothelzellen der Nabelschnur und Neutrophilen berichtet worden.?® Die
Kokultur mit Peridontalligamentzellen auf Amnionmembranen hat in einer weiteren Studie die
primaren, humanen Osteoblasten zur Bildung von mineralisiertem Gewebe angeregt.?®® Bei Kultur auf
dreidimensionalen Aerogel-Scaffolds exprimierten die primaren, humanen Osteoblasten mehr BGLAP
und hatten eine hthere ALP-Aktivitat als Vergleichszellen in zweidimensionaler Kultur.?*® Auch auf die
Stimulation mit hochfrequenter elektrischer Wechselspannung reagierten Osteoblasten mit der
hochregulierter Expression von Osteogenese-spezifischen Genen (BMP2, BMP4, TGFBR1 TGFB2,
TGFB3, FGF2, BGLAP, ALP).?%

Die Reaktionsféhigkeit von priméren, humanen, calvarialen Osteoblasten dieses Herstellers im Sinne
der typischen, osteogenen Zellfunktion ist also bereits gezeigt worden. Da der Hersteller jedoch
keinerlei Angaben zum Spender oder Spenderpool macht und auf3erdem einige der zitierten Studien
schon mehr als 10 Jahre in der Vergangenheit liegen, ist nicht damit zu rechnen, dass die fiir die hier
vorgestellten Versuche verwendeten Zellen (erhalten im Oktober 2019) aus derselben
Ursprungspopulation stammen. Beobachtungen aus anderen Studien mit Zellen des gleichen
Herstellers lassen sich also nicht unbedingt tibertragen.

Trotzdem bemerkenswert im Hinblick auf die hier durchgefuhrten Versuche ist jedoch eine Studie von
Zhang et al., fur die calvariale Osteoblasten der Firma Sciencell verwendet wurden.?%? Die Autoren
berichten, dass diese Zellen auf Stimulation durch Dehnung des Zellkulturuntergrunds mit erhéhter
Proliferation und Viabilitat, sowie verringerter Apoptose reagierten. Bei auRerdem durchgefiihrten
Analysen der Expression von Genen im Kontext der Osteogenese mit denselben gPCR-Arrays, die
auch in der hier vorliegenden Arbeit verwendet wurden, waren signifikante Anderungen aber nur fiir
wenige Gene zu detektieren. So waren die Gene fiir den Calcitonin-Rezeptor, Cathepsin K, Kollagen
Typ 10 und Chordin (CALCR, CTSK, COL10A1, CHRD) signifikant reguliert, die Regulationsrichtung
(Inhibierung oder Aktivierung der Genexpression) war jedoch fiir alle diese Gene nicht tber alle
untersuchten Stimulationsdauern gleich. Die calvarialen priméaren humanen Osteoblasten reagierten
also auf die mechanische Stimulation nicht mit einer eindeutigen Aktivierung von Osteogenese-
assoziierten Genen. Auch solche Gene, die als klassische Osteogenesemarker gelten, wie RUNX2,
ALP oder BGLAP waren hier nicht signifikant reguliert. In einer weiteren Studie wurden die calvarialen,
primaren humanen Osteoblasten von Sciencell durch Kompression in dreidimensionalen Scaffolds
mechanisch stimuliert.?®® Dabei kam ein Medium zum Einsatz, dass Ascorbinsaure, Dexamethason
und B-Glycerolphosphat enthielt (vergleiche das hier verwendete Differenzierungsmedium; Kapitel
4.2). Eine Veranderung der Genexpressionsaktivitat von ALP, BMP2 oder Kollagen Typ 1 wurde nicht
beobachtet.

Die hier gemachten Beobachtungen zur ausbleibenden Reaktion der primaren, humanen
Osteoblasten der Firma Sciencell bei mechanischer Stimulation durch zyklische ,confined
compression‘ stimmen also mit den in der Literatur veroffentlichten Beobachtungen zu Zellen der
gleichen Quelle tberein, widersprechen jedoch den Ergebnissen aus Studien mit Osteoblasten im
Allgemeinen.

Da die verwendeten priméren, humanen Osteoblasten im hier verwendeten Versuchsaufbau eine
stark abgekugelte Zellmorphologie aufwiesen und keine dendritischen Zellauslaufer ausgebildet
hatten (siehe Abbildung 54), konnte auch keine Stimulierung der Zellen tber solche Zellauslaufer
erfolgen. Osteoblasten, die im Rahmen von in der Literatur beschriebenen Studien in
dreidimensionalen Scaffolds kultiviert wurden, wiesen dabei grundsatzlich andere Zellmorphologien
auf. Die von Sawa et al. gezeigten primadren Mausosteoblasten wiesen beispielsweise in
zweidimensionaler Kultur zwar eine weniger ausgestreckte Zellmorphologie auf, als die hier
verwendeten humanen Osteoblasten, bilden in dreidimensionaler Kultur in Kollagengelen aber lange
Zellauslaufer.?®® Deren Fehlen erklart das Ausbleiben einer Reaktion der hier untersuchten Zellen auf
Genexpressionsebene vielleicht teilweise.
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Auch die oben bereits angesprochene, eingeschrankte Adhasionsféahigkeit der verwendeten Zellen
und ihre unvollstédndig ausgebildeten Fokaladh&sionen haben vermutlich zum Ausbleiben einer
Reaktion auf die mechanische Stimulierung beigetragen. Da Osteoblasten mechanische Reize
wesentlich auch tGber Fokaladhasionen wahrnehmen®?, fallt bei deren Defekt ein Mechanismus fir ihre
Detektion weg, sodass die nachfolgende Signaltransduktionskaskade, die die Expression der
Osteogenese-assoziierten Genen auslésen kénnte, nicht aktiviert werden kann. Eine Analyse des
Aktivierungsstatus‘ verschiedener Proteine dieser Signalwege, etwa durch die
phosphorylierungsspezifische Proteinanalyse (zum Beispiel per Western-Blot), kénnte hier eventuell
mehr Aufschluss dariiber geben, inwieweit die Osteoblasten in der Lage sind, Stimuli zu verarbeiten
und welche Elemente der Signaltransduktion méglicherweise ihre Funktion nicht wie erwartet erftllen.

6.5. Schlussfolgerungen und Ausblick

Insgesamt ergeben die in diesem Projekt gemachten Beobachtungen und entwickelten Methoden ein
umfassendes Modellsystem, dass die Beurteilung der in vitro-Biokompatibilitat dreidimensionaler -
auch 3D-gedruckter - Materialien in Bezug auf ihre Eignung fiir die Knochengeweberegeneration
erlaubt. Uber die reine Zytotoxizitatspriifung hinaus erweitert das gezeigte Methodenspektrum die
Evaluation von Biomaterialien um die Mdglichkeit, Interaktionen zwischen Zellen und Material im
Hinblick auf Adhéasion, Migration und die Bildung extrazellularer Matrix zu zeigen, was
Grundvoraussetzungen fur die Regeneration nativen Gewebes sind. Die neuentwickelte Methode und
Apparatur zur mechanischen Stimulation von zielgewebespezifischen Osteoblasten wahrend der
Interaktion mit einem dreidimensionalen Biomaterial stellt eine zusatzliche Erweiterung der
Untersuchungsmethoden dar. Mit diesem System kann auch die Interaktion zwischen Materialien und
Zellen bei mechanischer Belastung in vitro nachgestellt werden, die einen signifikanten Einfluss auf
die Regeneration von Knochengewebe hat.

Die in vitro-Biokompatibilitatsprifung der PVCA-/PHM-, sowie alginatgelbasierten Biomaterialien hat
wichtige Impulse fur deren Entwicklungsprozess in der Kooperation mit den beteiligten Arbeitsgruppen
geliefert. Es konnten schlussendlich Materialvarianten identifiziert werden, die gute in vitro-
Biokompatibilitat gezeigt haben und vielversprechende Knochenersatzmaterialien fur die
Weiterentwicklung von neuartigen Implantaten fur die Versorgung grof3er Knochendefekte darstellen.

Durch die entwickelte Kompressionsapparatur und der dazugehérigen experimentellen Methodik sind
Versuche zur mechanischen Stimulation von Zellen in dreidimensionalen Scaffolds mit einem breiten
Spektrum an rheologischen Eigenschaften moglich. Dies schlief3t sehr steife Materialien mit ein, die im
Kontext der Knochenregeneration besonders von Interesse sind. Die Ermdglichung der ,confined
compression’ stellt eine Erweiterung der bisher verfligbaren und in der Literatur beschriebenen
Methoden dar und bedeutet eine Verbesserung der Nachahmung physiologischer Prozesse in einem
in vitro-Experimentalsystem. Insbesondere ist die Apparatur entwickelt worden, um Osteoblasten
wahrend der Kultur in Scaffolds aus den im Projekt entwickelten Materialien zu stimulieren. Diese
Versuche kdnnen nun durchgefuhrt werden, sobald entsprechende Materialprobekérpern zur
Verfliigung stehen.

Die Charakterisierung der hier verwendeten calvarialen, primaren, humanen Osteoblasten hat jedoch
einige Ergebnisse hervorgebracht, die ihre Eignung fir die weitere Verwendung und die Durchfiihrung
tiefergehender Analysen von Prozessen der Knochengeweberegeneration in Frage stellen. Die
Reaktion auf biochemische und mechanische Stimulation, die in Osteoblasten im Allgemeinen zur
Aktivierung osteogener Prozesse flihrt, kann als Grundvoraussetzung fur ein geeignetes,
osteoblastentypisches Zellverhalten betrachtet werden. Ihr Ausbleiben hier war tiberraschend. Die
Ursache dafirr konnte auf Basis der bisherigen Ergebnisse jedoch leider nicht abschlieRend aufgeklart
werden.

Diese Umstande haben jedoch die Notwendigkeit einer umfassenden Charakterisierung aller Teile
eines experimentellen Systems, besonders aber der verwendeten Modellzellen aufgezeigt. Aussagen
Uber moglicherweise unterschiedliche Einflisse verschiedener Versuchsbedingungen
(Scaffoldmaterialien, Kompressionsparameter, etc.) auf das Zellverhalten wahrend der Kompression
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kénnten unter den gegebenen Umstanden nicht verlasslich gemacht werden, da unklar ist, inwieweit
die verwendeten Zellen entsprechende Stimuli wahrnehmen und verarbeiten kdnnen. Hier wéaren
weitere Untersuchungen der verwendeten Modellzellen oder ihr Austausch nétig. Da die Wahl
primarer, humaner Zellen aufgrund der hohen in vivo-Relevanz weiterhin richtig erscheint, kommen
daflr wohl vor allem Osteoblasten aus Explantatkulturen in Frage. Dies ist fir Osteoblasten anderer
Knochenentitaten (Beckenkamm, Alveolarknochen) in der Arbeitsgruppe Orale Biotechnologie auch
bereits Ubliche Praxis.?%

Mit methodischen Verbesserungen dieser Art kann das hier entwickelte System sicher zur weiteren
Untersuchung von Regenerationsprozessen im Knochen beitragen. Auch die hier evaluierten
Biomaterialien haben durch ihre speziellen mechanischen und biologischen Eigenschaften Potential
fur die Verwendung als Knochenersatzmaterial fur die Versorgung grof3er Knochendefekte und lassen
sich durch den 3D-Druck besonders flexibel und patientenspezifisch verarbeiten. Die im Projekt
erzielten Ergebnisse und die erarbeiteten Methoden stellen daher einen relevanten Beitrag zur
Entwicklung neuartiger, patientenspezifischer Knochenersatzimplantate fur die personalisierte Medizin
dar.
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10. ANHANG

10.1. gPCR-Array Osteogenese

Tabelle 18: Liste aller gemessenen Gene auf dem im Projekt verwendeten gPCR-Array
Gensymbol | Genname
ACVR1 Activin A receptor, type |
AHSG Alpha-2-HS-glycoprotein
ALPL Alkaline phosphatase, liver/bone/kidney
ANXAS5 Annexin A5
BGLAP Bone gamma-carboxyglutamate (gla) protein
BGN Biglycan
BMP1 Bone morphogenetic protein 1
BMP2 Bone morphogenetic protein 2
BMP3 Bone morphogenetic protein 3
BMP4 Bone morphogenetic protein 4
BMP5 Bone morphogenetic protein 5
BMP6 Bone morphogenetic protein 6
BMP7 Bone morphogenetic protein 7
BMPR1A Bone morphogenetic protein receptor, type I1A
BMPR1B Bone morphogenetic protein receptor, type I1B
BMPR2 Bone morphogenetic protein receptor, type Il (serine/threonine kinase)
CALCR Calcitonin receptor
CD36 CD36 molecule (thrombospondin receptor)
CDH11 Cadherin 11 type 2, OB-cadherin (osteoblast)
CHRD Chordin
COL10A1 | Collagen, type X, alpha 1
COL14A1 | Collagen, type XIV, alpha 1
COL15A1 | Collagen, type XV, alpha 1
COL1A1 Collagen, type |, alpha 1
COL1A2 Collagen, type |, alpha 2
COL2A1 Collagen, type Il, alpha 1
COL3A1 Collagen, type Ill, alpha 1
COL5A1 Collagen, type V, alpha 1
COMP Cartilage oligomeric matrix protein
CSF1 Colony stimulating factor 1 (macrophage)
CSF2 Colony stimulating factor 2 (granulocyte-macrophage)
CSF3 Colony stimulating factor 3 (granulocyte)
CTSK Cathepsin K
DLX5 Distal-less homeobox 5
EGF Epidermal growth factor
EGFR Epidermal growth factor receptor
FGF1 Fibroblast growth factor 1 (acidic)
FGF2 Fibroblast growth factor 2 (basic)
FGFR1 Fibroblast growth factor receptor 1
FGFR2 Fibroblast growth factor receptor 2
FLT1 Fms-related tyrosine kinase 1 (vascular endothelial growth factor/vascular permeability factor receptor)
FN1 Fibronectin 1
GDF10 Growth differentiation factor 10
GLI1 GLI family zinc finger 1
ICAM1 Intercellular adhesion molecule 1
IGF1 Insulin-like growth factor 1 (somatomedin C)
IGF1R Insulin-like growth factor 1 receptor
IGF2 Insulin-like growth factor 2 (somatomedin A)
IHH Indian hedgehog
ITGAL Integrin, alpha 1
ITGA2 Integrin, alpha 2 (CD49B, alpha 2 subunit of VLA-2 receptor)
ITGA3 Integrin, alpha 3 (antigen CD49C, alpha 3 subunit of VLA-3 receptor)
ITGAM Integrin, alpha M (complement component 3 receptor 3 subunit)
ITGB1 Integrin, beta 1 (fibronectin receptor, beta polypeptide, antigen CD29 includes MDF2, MSK12)
MMP10 Matrix metallopeptidase 10 (stromelysin 2)
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MMP2
MMP8
MMP9
NFKB1
NOG
PDGFA
PHEX
RUNX2
SERPINH1
SMAD1
SMAD2
SMAD3
SMAD4
SMAD5
SOX9
SP7
SPP1
TGFB1
TGFB2
TGFB3
TGFBR1
TGFBR2
TNF
TNFSF11
TWIST1
VCAM1
VDR
VEGFA
VEGFB
ACTB
B2M
GAPDH
HPRT1
RPLPO

Matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A, 72kDa gelatinase, 72kDa type IV collagenase)
Matrix metallopeptidase 8 (neutrophil collagenase)

Matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, 92kDa gelatinase, 92kDa type IV collagenase)
Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1
Noggin

Platelet-derived growth factor alpha polypeptide

Phosphate regulating endopeptidase homolog, X-linked
Runt-related transcription factor 2

Serpin peptidase inhibitor, clade H (heat shock protein 47), member 1, (collagen binding protein 1)
SMAD family member 1

SMAD family member 2

SMAD family member 3

SMAD family member 4

SMAD family member 5

SRY (sex determining region Y)-box 9

Sp7 transcription factor

Secreted phosphoprotein 1

Transforming growth factor, beta 1

Transforming growth factor, beta 2

Transforming growth factor, beta 3

Transforming growth factor, beta receptor 1

Transforming growth factor, beta receptor Il (70/80kDA)

Tumor necrosis factor

Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 11

Twist homolog 1 (Drosophila)

Vascular call adhesion molecule 1

Vitamin D (1,25-dihydroxyvitamin D3) receptor

Vascular endothelial growth factor A

Vascular endothelial growth factor B

Actin, beta

Beta-2-microglobulin

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1

Ribosomal protein, large, PO
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10.2. Auswertungsalgorithmus fir paarweisen Vergleich der AACg-Werte

!pip install dash bio

import pandas as pd

import dash bio

import numpy as np

from google.colab import files
from google.colab import drive
drive.mount ('/content/drive"')
from IPython import get ipython
get ipython() .magic('reset -sf')

import pandas as pd

import dash bio

import numpy as np

import matplotlib.pyplot as plt
import math

import scipy

#Funktion fur 27-x

def exp?2 (exponent) :
#a=np.array(iterable)
return 2**-exponent

#Funktion fir teilen durch
def div(dividend, divisor):
return dividend/divisor

Cg=pd.read csv('/content/drive/MyDrive/gqPCRAuUswertung/230119 LV434-

441 paarweise Cg.csv', header=[0,1,2], index col=0) .astype('float64d') #
.astype noétig, da Werte als object (Text) gespeichert, weil die Zeile Te
st Group Text enthalten hat

#Extrahiere Testgruppen, Replikatliste

TestGroups=set (Cqg.columns.levels[0].tolist()) #set () reduziert Liste au
f einzigartige Eintrage

print (f'Folgende {len (TestGroups)} Testgruppen wurden gefunden: {TestGr
oups}')

Replikate=set (Cq.columns.levels[1l].tolist())

print (f'Es liegen {len(Replikate)} Replikate vor.')




GDCisna=Cqg.loc['GDC'].isna ()
GDCis35=Cqg.loc['GDC']>35

GDCpass=(GDCisna+GDCis35) .all() #.all() Return whether all elements are
True, potentially over an axis.

if GDCpass:
print ('GDC ist ok (<35) fiir alle Proben.')
else:

print ('"GDC ist nicht ok (>35).")

RTC=Cqg.drop (Cg.head (90) .index)
RTC=RTC.drop (Cqg.tail (3) .index)
# RTC=RTC.apply(geo mean, axis=0)
RTC=RTC.apply (np.mean, axis=0)

PPC=Cqg.drop (Cg.head(93) .index) .apply (np.mean, axis=0)

PPCgreaterRTC=( (RTC-PPC)<5).all()
if PPCgreaterRTC:
print ('RTC-PPC ist ok (<5) fir alle Proben.')
else:
print ('RTC-PPC ist nicht ok (>=5) fir mindestens eine Probe.')

#berechne Mittelwerte fir alle HKG

CgHKG=Cqg.drop (Cg.head (84) .index) .drop (Cg.tail (7) .index)
CgHKGaverage=CqHKG.apply (np.mean, axis=1) #Mittelwert per arithmetic me
an

CgHKGvariances=CqgHKG. sub (CqgHKGaverage, axis=0) #Abweichungen der Cgs de

r HKGs vom Mittelwert Uber alle HKGs

#print (CgHKGvariances)

CgHKGvarrange= (CgHKGvariances.max (axis=1) -

CgHKGvariances.min (axis=1)).to frame('range') #berechne Abstand von max
zu min und verwandle in dataframe mit column name 'range'

# print (CgHKGvarrange)

# print ((CgHKGvarrange<l) .any () .all())

#priife, ob Varianz fir min. 1 HKG <1; HKG enthdlt Genname und Varianz d
er ausgewahlten HKGs
if (CgHKGvarrange<l) .any().all(): #.all() um zu reinem bool umzuformen
HKG=CgHKGvarrange [CgHKGvarrange.range<l] #Ubernehme nur rows, in dene
n range<l
#print (HKG)
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print (f'Folgende HKG(s) werden verwendet (Varianz<l): {HKG.index.toli
st()1}1")
else:

HKG=CgHKGvarrange [CgHKGvarrange.range==CqHKGvarrange.range.min ()] #er
mittle HKG mit geringster Varianz, schreibe dessen Zeile in CgHKGvarran
ge in HKG

print (f'Varianz fir keines der HKG <1, benutze HKG mit kleinster Abwe
ichung: {HKG.index.tolist()}")

# print ("HKG:'")
# print (HKG)

cutoff=35 #hier Cutoff-Wert festlegen
# cutoff=float (input ('Cg cutoff eingeben (z.B. 35):'"))
Cgcutoff=pd.DataFrame (columns=TestGroups, index=Cg.index) .drop (Cqg.tail (
7) .index)
for row in Cqgcutoff.itertuples (index=True) :
for TestGroup in TestGroups:

print (f'row: {row}")
print (f'TestGroup: {TestGroupl}')
print (£'Cg35 row, testgroup: {row[0]}, {TestGroup}')
print ((Cg.loc[row[0], TestGroup]<35).all()) #priift, ob alle Werte
<35; NaN ergibt False, daher mit abgedeckt

Cgcutoff.loc[row[0],TestGroup]=(Cg.loc[row[0],TestGroup]<cutoff) .al
1() #schreibe ...<cutoff.all() in row[0] und TestGroup entsprechende Ze

H H H FH

lle in Cqgcutoff

#delta Cg (GOI-HKG pro Sample)

Cgdelta=pd.DataFrame (columns=Cg.columns, index=Cqg.index) .astype(float).
drop (Cg.tail (7) .index)

for row in Cgdelta.itertuples (index=True) :
for Testgroup in TestGroups:
for Replikat in Replikate:
Cgdelta.loc[row[0]] [Testgroup,Replikat]=float (Cg.loc[row[0]] [Test
group,Replikat]-np.mean (Cqg.loc[list (HKG.index) ] [Testgroup,Replikat]))

# print (Cgdelta)
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ContrSample='NC' #hier festlegen, welches Sample als Kontrolle dienen
soll
Sample='komprimiert' #hier festlegen, welches Sample analyisert werden
soll

Cgdeltadelta=pd.DataFrame (columns=Replikate, index=Cqg.index) .astype(flo
at) .drop(Cg.tail(7) .index)
# print (Cgdelta["komprimiert","1"])

for row in Cgdelta.itertuples (index=True) :
for Replikat in Replikate:
Cgdeltadelta.loc[row[0]] [Replikat]=float (Cqgdelta.loc[row[0]] [Samp
le,Replikat] .subtract (float (Cgdelta.loc[row[0]] [ContrSample,Replikat]),

axis=0))

# print (Cqgdeltadelta)

Cgdeltadeltamean=pd.DataFrame (columns=([Sample]), index=Cqgdeltadelta.in
dex)
for row in Cgdeltadeltamean.itertuples (index=True) :
# print (f'Testgroup: {TestGroup}')
if Cgcutoff.loc[row[0],TestGroup]:
Cgdeltadeltamean.loc[row[0] ]=np.mean (Cgdeltadelta.loc[row[0]])
# print (Cqgdeltadeltamean)

CgdeltadeltaStDev=pd.DataFrame (columns=([Sample]), index=Cqgdeltadelta.i
ndex) .astype (float)
# print (CgdeltadeltaStDev)
for row in CgdeltadeltaStDev.itertuples (index=True) :
if Cgcutoff.loc[row[0]].all():
CgdeltadeltaStDev.loc[row[0]]=float (Cgdeltadelta.loc[row[0]].std())
#berechnet Standardabweichung der deltadeltaCg-
Werte pro Gen pro Testgruppe
# print (CgdeltadeltaStDev)

#Cgdeltadeltamean + Jjew. Standardabweichung

Cgdeltadeltamean plus StDev=pd.DataFrame (columns=([Sample]), index=Cqgde
ltadelta.index) .astype (float)
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Cgdeltadeltamean plus StDev[Sample]=Cgdeltadeltamean[Sample]
Cgdeltadeltamean plus StDev['- StDev']=Cgdeltadeltamean[Sample]-
CgdeltadeltaStDev[Sample]

Cgdeltadeltamean plus StDev['+ StDev']=Cgdeltadeltamean[Sample]+Cgdelta
deltaStDev[Sample]

# print (Cqgdeltadeltamean plus StDev)

pvalues=pd.DataFrame (index=Cqg.index) .astype (float) .drop(Cg.tail (7) .inde
X)

pvalues[Sample]=scipy.stats.ttest ind(np.array(Cqgdelta[Sample]), np.arr
ay(Cgdelta[ContrSample]), axis=1, equal var=True, alternative='two-
sided") [1]

# print (pvalues)

Reg=Cgdeltadeltamean plus StDev.apply(lambda x: exp2(x)) #berechnet fol
d-regulation als deltadelta-Cg-Werten (und aus deltadeltaCg +/- StAbw.)
# print (Regqg)

#Notiz: fold regulation aus expression data: -1/x
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10.3. Stimulation mit BMP-2 - Datenbanksuche mit PANTHER

Tabelle 19: Ubersicht iiber die statistisch signifikant (p<0,05) regulierten Gene im Kontext Osteogenese von
Osteoblasten in ObM mit 50 ng/ml BMP-2 im Vergleich zu ObM mit 0 ng/ml BMP-2 nach Kultur
fur 2 Tage mit Zuordnung zu den 4 ,functional annotations' der PANTHER-Datenbank mit bester
Ubereinstimmung

50 ng/ml BMP-2, 2 Tage functional annotation PANTHER
membrane . positive regulation
. i to Intra- collagen of vascular
Gen Expressionsaktivitat p-Wert membranous | biosynthetic .
mdembrane ossification process endot_hehal_ cell
ocking proliferation
CHRD 0.48 0.0330
COL14A1 0.22 0.0065
COL15A1 0.50 0.0098
COL1A1 1.51 0.0443 X X
COL5A1 1.92 0.0062 X
CTSK 0.50 0.0171 X
FGF2 1.65 0.0162 X
FGFR1 0.67 0.0313 X
ICAM1 0.28 0.0114 X
IGF2 4.30 0.0435 X
ITGAL 1.85 0.0150
PHEX 0.43 0.0193
TGFB1 1.67 0.0182
TGFB2 2.26 0.0232
VCAM1 0.60 0.0366 X

Tabelle 20: Ubersicht iiber die statistisch signifikant (p<0,05) regulierten Gene im Kontext Osteogenese von
Osteoblasten in ObM mit 50 ng/ml BMP-2 im Vergleich zu ObM mit 0 ng/ml BMP-2 nach Kultur
fur 7 Tage mit Zuordnung zu den 4 functional annotations’ der PANTHER-Datenbank mit bester
Ubereinstimmung

50 ng/ml BMP-2, 7 Tage functional annotation PANTHER
positive positive
membrane to regulation of regulation of
Gen Expressionsaktivitat p-Wert membrane vascular mononuclear | ossification
docking endothelial cell cell
proliferation proliferation
CHRD 0.18 0.0266
COL10A1 0.23 0.0085
COL14A1 0.11 0.0040
CSF1 0.29 0.0155 X
CTSK 0.26 0.0293
FGFR1 0.32 0.0136 X
ICAM1 0.13 0.0064 X
IGF2 8.59 0.0161 X X
SMAD3 0.12 0.0058
VCAM1 0.25 0.0147 X X
B2M 0.34 0.0120
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Tabelle 21:

Ubersicht iiber die statistisch signifikant (p<0,05) regulierten Gene im Kontext Osteogenese von
Osteoblasten in ObM mit 300 ng/ml BMP-2 im Vergleich zu ObM mit 0 ng/ml BMP-2 nach Kultur
fur 2 Tage mit Zuordnung zu den 4 functional annotations’ der PANTHER-Datenbank mit bester

Ubereinstimmung

300 ng/ml BMP-2, 2 Tage

functional annotation PANTHER

positive posit'ive . . .
regulation of regulation of intermediate various _BMP
Gen Expressionsaktivitat | p-Wert | transforming macrophage mesodermal S|gnal_|ng
h factor _ col_ony- ' ceII' ' pathways in organ
ggoy:;l:éduction stimulating factor | differentiation development
signaling pathway
BGN 1.55 0.0441
BMP4 0.17 0.0162 X X
BMP6 6.31 0.0238
BMPR1B 0.30 0.0474
CHRD 0.30 0.0113
COL10A1 4.07 0.0495
COL15A1 0.17 0.0019
COL1A1 1.83 0.0220
COL5A1 2.76 0.0058
CSF1 0.33 0.0064 X
CTSK 0.40 0.0047
EGFR 0.42 0.0142
FGF2 1.75 0.0472
FGFR1 0.50 0.0043
ICAM1 0.12 0.0009
IGF2 8.75 0.0201
ITGA1 2.30 0.0051
MMP2 1.90 0.0070
PHEX 0.28 0.0021
SERPINH1 1.83 0.0108
SMAD3 0.13 0.0005 X
TGFB1 2.50 0.0045
TGFB2 2.71 0.0102
TGFB3 0.42 0.0179
TGFBR1 1.68 0.0315
TGFBR2 0.61 0.0489
VCAM1 0.26 0.0020
B2M 0.61 0.0269
Tabelle 22: Ubersicht iiber die statistisch signifikant (p<0,05) regulierten Gene im Kontext Osteogenese von

Osteoblasten in ObM mit 300 ng/ml BMP-2 im Vergleich zu ObM mit 0 ng/ml BMP-2 nach Kultur
fur 7 Tage mit Zuordnung zu den 4 functional annotations’ der PANTHER-Datenbank mit bester

Ubereinstimmung

300 ng/ml BMP-2, 7 Tage functional annotation PANTHER
positive membrane to positive pathway-restricted
Gen Expressionsaktivitat | p-Wert regulation of membrane regulation of SMAD protein
odontogenesis docking miRNA maturation phosphorylation
BGN 2.94 0.0250
BMP2 0.26 0.0287 X X
COL5A1 3.31 0.0214
CSF1 0.12 0.0066 X
CTSK 0.18 0.0283
EGFR 0.28 0.0263 X
FGFR1 0.30 0.0156
ICAM1 0.05 0.0022 X
IGF2 31.85 0.0024
MMP2 2.54 0.0398
TGFB1 3.73 0.0338 X X X
VCAM1 0.08 0.0085 X
B2M 0.31 0.0167
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Tabelle 23:

Ubersicht iiber die statistisch signifikant (p<0,05) regulierten Gene im Kontext Osteogenese von
Osteoblasten in ObM -Serum mit 50 ng/ml BMP-2 im Vergleich zu ObM -Serum mit 0 ng/ml
BMP-2 nach Kultur fiir 2 Tage, keine Zuordnung zu ,functional annotations' in der PANTHER-

Datenbank

50 ng/ml BMP-2, 2 Tage

Gen Expressionsaktivitat p-Wert
COL14A1 0.17 0.0428
ICAM1 0.19 0.0390
Tabelle 24: Ubersicht iiber die statistisch signifikant (p<0,05) regulierten Gene im Kontext Osteogenese von
Osteoblasten in ObM -Serum mit 50 ng/ml BMP-2 im Vergleich zu ObM -Serum mit O ng/ml
BMP-2 nach Kultur fur 7 Tage, keine Zuordnung zu ,functional annotations' in der PANTHER-
Datenbank
50 ng/ml BMP-2, 7 Tage
Gen Expressionsaktivitat p-Wert
TGFB1 2.68 0.0302
Tabelle 25: Ubersicht iiber die statistisch signifikant (p<0,05) regulierten Gene im Kontext Osteogenese von
Osteoblasten in ObM -Serum mit 300 ng/ml BMP-2 im Vergleich zu ObM -Serum mit 0 ng/ml
BMP-2 nach Kultur fiir 2 Tage mit Zuordnung zu den 4 ,functional annotations' der DAVID-
Datenbank mit bester Ubereinstimmung
300 ng/ml BMP-2, 2 Tage functional annotation PANTHER
positive regulation of . . . . various BMP
. A macrophage colony- Integrin intermediate signaling
Gen Expressionsaktivitat | p-Wert : . biosynthetic | mesodermal cell .
stimulating factor : o pathways in organ
signaling pathway process differentiation development
BMP4 0.24 0.0432 X X
BMP6 4.53 0.0491
BMPR1B 0.32 0.0284
CHRD 0.38 0.0290
COL14A1 0.08 0.0213
COL5A1 3.39 0.0462 X
CSF1 0.38 0.0396 X
CTSK 0.26 0.0240
ICAM1 0.08 0.0055
ITGAL 2.34 0.0493
TGFB1 4.19 0.0203
TGFB2 4.24 0.0136
TGFBR1 2.42 0.0493
Tabelle 26: Ubersicht tiber die statistisch signifikant (p<0,05) regulierten Gene im Kontext Osteogenese von
Osteoblasten in ObM -Serum mit 300 ng/ml BMP-2 im Vergleich zu ObM -Serum mit O ng/ml
BMP-2 nach Kultur fur 7 Tage mit Zuordnung zu den 4 ,functional annotations* der DAVID-
Datenbank mit bester Ubereinstimmung
300 ng/ml BMP-2, 7 Tage functional annotation PANTHER
positive collagen positive positive
Gen Expressionsaktivitat | p-Wert regulation of biosynthetic regulation of regulation of
odontogenesis process macrophage vascular
BGN 3.31 0.0212
BMP6 7.46 0.0036 X
BMPR1B 0.47 0.0399
COL1A1 5.58 0.0382 X
COL5A1 8.55 0.0358 X
CSF1 0.20 0.0306 X X
PHEX 0.33 0.0380
TGFB1 4.36 0.0084 X X X
BGN 3.31 0.0212
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