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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Knochengewebe

Knochengewebe bildet die Grundlage des Skeletts und spielt als Ansatzpunkt fur Sehnen und
Muskeln eine entscheidende Rolle in der Ausfiihrung von Bewegungen. Gleichzeitig schiitzt es
empfindliche innere Organe, das Gehirn oder das Riickenmark vor &uf3eren Einflissen und
bildet einen Raum fiir das Knochenmark. Zudem dient es als Speicher fur verschiedene
Mineralstoffe und nimmt am Sdure-Base-Haushalt teil (Sommerfeldt und Rubin 2001;
Grabowski 2009; Hart et al. 2020). Knochen setzt sich aus 70 % anorganischen Mineralien,
25 % organischer Matrix und 5 % Wasser zusammen. Er gliedert sich in eine anorganische und
eine organische extrazellulare Matrix, die durch das Zusammenspiel verschiedener Zellen
moduliert wird. Der anorganische Anteil besteht hauptsachlich aus Calcium und Phosphat,
welche sich zu Hydroxylapatitkristallen (Cai0(POas)s(OH)2) zusammenlagern. Er ist fir das Mal}
an Knochenfestigkeit verantwortlich. Hydroxylapatit lagert sich in den Kollagenfibrillen der
organischen Matrix ab. Diese ist bei der Energieabsorption von Bedeutung und besteht aus
kollagenen und nicht-kollagenen Proteinen (Buckwalter und Cooper 1987; Sommerfeldt und
Rubin 2001; Florencio-Silva et al. 2015; Alcorta-Sevillano et al. 2020). Ihr Hauptbestandteil ist
Kollagen Typ I, welches ungefahr 85 % der organischen Matrix ausmacht. Es setzt sich aus drei
Helices zusammen und wird zundchst als Vorldauferprotein sezerniert. Erst durch
posttranslationale Modifikation wird es in seine endgultige Form tberfuhrt (Baht et al. 2008;
Licini et al. 2019). Neben den Kollagenen werden nicht-kollagene Proteine sezerniert. Es
handelt sich hierbei um eine heterogene Gruppe von ungefahr 200 verschiedenen Proteinen.
Diese beteiligen sich an Signaltransduktionswegen, beeinflussen die mechanische Stabilitat des
Knochens und enthalten Wachstumsfaktoren. Das am haufigsten vorkommende nicht-
kollagene Protein im Knochen ist Osteocalcin. Es wird von Osteoblasten sezerniert und ist in
der Lage, die Hydroxylapatitkristalle parallel zu den Kollagenfibrillen auszurichten (Komori
2020; Manolagas 2020; Moriishi et al. 2020). Weitere Vertreter der nicht-kollagenen Proteine
sind unter anderem das Knochensialoprotein (BSP), Decorin oder Osteonektin. Das BSP wird
im Rahmen der Knochenbildung von Osteoblasten sezerniert und hat verschiedene
Bindungsstellen fur Kollagen I, Hydroxylapatit und zellulére Bestandteile. Es gilt als einer der
wichtigsten Kristallisationsfaktoren von Hydroxylapatit. Gleichzeitig konnte in verschiedenen
Spezies die Aminosdurensequenz Arginin — Gylcin — Asparaginsédure (RGD-Sequenz)
nachgewiesen werden, welche tiber das avf3 Integrin die Bindung von Osteoklasten an die

Knochenoberflache vermittelt (Baht et al. 2008; Vincent und Durrant 2013; Licini et al. 2019).
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Decorin wird tberall exprimiert, wo auch Kollagen I vorkommt, und spielt eine Rolle in der
Bildung und Anordnung der einzelnen Kollagenfibrillen (Mochida et al. 2009; Licini et al.
2019). Osteonektin ist ein nicht-kollagenes Protein das stark mit dem Vorhandensein von
Kollagen I korreliert. Es ist in der Lage sowohl Kollagen I als auch Hydroxylapatit zu binden
und dadurch die Knochenmineralisierung zu fordern (Termine et al. 1981; Rosset und
Bradshaw 2016).

Bei makroskopischer Betrachtung des Knochens kann ein kompakter Anteil von einem
trabekelartigen Anteil unterschieden werden. Der kompakte kortikale Knochen macht mit
ungefahr 80 % den deutlich grélReren Teil aus. Er findet sich vor allem in der Diaphyse langer
Rohrenknochen und bildet eine Hohle fir das Knochenmark und den trabekuléren Knochen.
Der kortikale Knochen ist kompakt gebaut mit geringer Oberflache. Diese wird von einer
membranartigen Schicht, dem Periost, (iberzogen. Das Periost gliedert sich in eine duRere
faserreiche und eine innere zellreiche Schicht. Die duflRere Schicht besteht hauptséchlich aus
kollagenen und elastischen Fasern sowie aus Gefél3en und Nerven. Sie tUbertrdgt mechanische
Krafte auf den Knochen und initiiert dadurch Anpassungsvorgange. In ihr enden die Anséatze
von Sehnen. Die innere periostale Schicht besteht hauptséchlich aus Zellen mit osteogenem
Potential (Buckwalter und Cooper 1987; Neagu et al. 2016; Ott 2018; Zhang et al. 2022). Der
trabekuldre Knochen befindet sich im Knochenmarkraum und zeichnet sich durch seine groRRe
Oberflache aus. Im Gegensatz zur Kompakta ist er aufgrund seiner Struktur deutlich poroser,
weist aber auch ein deutlich héheres Mal? an Umbau auf und kann daher besser auf wechselnde
Belastungen reagieren. Ahnlich wie der kortikale Knochen wird auch der trabekulare Knochen
von einer membranartigen Schicht umgeben. Hierbei handelt es sich um das Endost, welches
mit dem umgebenden Knochenmark und Fettgewebe in Verbindung steht. Das Endost tiberzieht
alle kndchernen Strukturen im Inneren der Knochenmarkshéhle. Es besteht aus kollagenen
Fasern und osteogenen Zellen (Chappard et al. 2008; Clarke 2008; Kivell 2016; Ott 2018;
Nahian und Chauhan 2023).

Bei mikroskopischer Betrachtung von Knochen kann Geflechtknochen von Lamellenknochen
unterschieden werden. Im Rahmen der Embryonalentwicklung muss in kurzer Zeit viel
Knochen gebildet werden. Es entsteht zunéchst der Geflechtknochen, der durch groRe und viele
Zellen in unregelméRig angeordneten Kollagenfasern gekennzeichnet ist. Dieser unregelmafige
Knochen kann zwar schnell gebildet werden, hat allerdings Defizite hinsichtlich seiner
Stabilitat. Er wird mit der Zeit in Lamellenknochen umgebaut. Im erwachsenen Skelett findet
sich Geflechtknochen nur noch im Rahmen der Frakturheilung oder nach extremen Belastungen
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(Sommerfeldt und Rubin 2001; Hernandez et al. 2004; Hart et al. 2020). Lamellenknochen ist
durch seine geordnete Struktur und parallele Ausrichtung der Fasern gekennzeichnet.
Rasterelektronenmikroskopische  Untersuchungen haben gezeigt, dass sich jeweils
kollagenarme- und kollagenreiche Fasern abwechselnd aneinanderlagern (Marotti et al. 1994;
Weiner et al. 1999; Hart et al. 2020).

Das Skelett eines erwachsenen Menschen besteht aus ungefahr 200 einzelnen Knochen. Diese
unterliegen standiger Veranderung durch Anpassung an die vorherrschenden Anforderungen.
Eine Zunahme der Belastung flhrt zu einer vermehrten lokalen Knochenbildung, wéhrend
Inaktivitat in Knochenverlust resultiert (Frost 1994; Clarke 2008). Dieser Umbau wird von den
verschiedenen Knochenzellen reguliert. Hierzu gehdren Osteoprogenitorzellen, Osteoblasten,
Osteozyten und Osteoklasten (Buckwalter und Cooper 1987; Thompson et al. 2012; Alcorta-
Sevillano et al. 2020).

1.1.1 Osteoblasten

Osteoblasten entwickeln sich unter dem Einfluss verschiedener Transkriptionsfaktoren wie dem
Runt verwandten Transkriptionsfaktor 2 (RUNX2) und Osterix aus mesenchymalen
Stammzellen (MSC). Sie sind als knochenbildende Zellen auf der Knochenoberflache
lokalisiert und imponieren als kubische, einkernige Zellen. Als proteinsynthetisierende Zellen
sind sie reich an endoplasmatischem Retikulum, Golgi-Apparat, Mitochondrien und
zytoplasmatischen Vesikeln (Gay et al. 2000; Roeder et al. 2016; Blair et al. 2017). Diese
Vesikel enthalten unter anderem Calcium (Ca?"), welches ber die apikale, dem Knochen
anliegende, Membran freigesetzt wird und an die negativ geladenen Proteoglykane der
Knochenoberflache bindet. Zusétzlich wird Phosphat tber eine membranstandige alkalische
Phosphatase bereitgestellt. Durch Zusammenschluss dieser lonen bilden sich die
Hydroxylapatitkristalle. Neben Hydroxylapatit sind Osteoblasten fiir die Bereitstellung der
organischen Matrix verantwortlich. Sie sezernieren Kollagen | und verschiedene nicht-
kollagene Proteine (Florencio-Silva et al. 2015; Blair et al. 2017; van Scoy et al. 2017). In
Abhangigkeit des erforderlichen Knochenumbaus kénnen Osteoblasten zwei verschiedene
Zustandsformen annehmen. Im nicht-knochenbildenden Stadium verbleiben sie als flache und
wenige Organellen enthaltende Zellen, auf der Knochenoberflache liegen. Sie werden dann als
Saumzellen bezeichnet. Sie sind weiterhin in der Lage, ihre knochenbildende Funktion durch

Grollenzunahme auszufuhren. Wenn jedoch eine groBe Menge an neuem Knochen bendtigt
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wird, mauern sie sich mit der Zeit in die von ihnen produzierte Knochenmatrix ein und werden
dann als Osteozyten bezeichnet. Sie stehen U(ber ihre Zellfortsatze Uber Kleine
Knochenkanélchen weiterhin mit den auf der Oberflache befindlichen aktiven Osteoblasten in
Kontakt (Miller et al. 1989; Gay et al. 2000; Florencio-Silva et al. 2015; Blair et al. 2017). Uber
die Freisetzung von Rezeptor Aktivator von NFkB Ligand (RANKL) und Osteoprotegerin
(OPG) sind sie in der Lage, Osteoklasten zu beeinflussen (Sommerfeldt und Rubin 2001,
Caetano-Lopes et al. 2007).

1.1.2 Osteozyten

Osteozyten machen mit ungefahr 90 % den groRten Anteil aller Knochenzellen aus. Sie gehoren
mit einer Lebensspanne von circa (ca.) 25 Jahren zu den langlebigsten Zellen. Es handelt sich
um ehemalige Osteoblasten, die sich durch die Produktion der Knochenmatrix selbst
eingemauert haben. Im Gegensatz zu lhren Vorldufern besitzen sie nur eine sehr reduzierte
Menge an Zellorganellen. Sie kennzeichnen sich jedoch durch ihre groe Anzahl an
Zellfortsatzen, mit denen sie sowohl untereinander als auch mit den Saumzellen der
Knochenoberflache in Verbindung stehen (Sommerfeldt und Rubin 2001; Florencio-Silva et al.
2015). Lange Zeit herrschte die Annahme, dass es sich bei Osteozyten um gealterte
Osteoblasten ohne relevante Funktion handelt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
Osteozyten eine bedeutende Rolle in der Regulation des Knochenumbaus spielen. Die
Zellfortsatze von Osteozyten werden in ihren Knochenkanalchen von einer Flissigkeit
umgeben. Durch die auf den Knochen einwirkenden Kréfte wird diese Flussigkeit in Bewegung
gesetzt. Osteozyten sind in der Lage, die dadurch entstehenden Schwingungen und Scherkrafte
zu detektieren und in biochemische Signale fiir Osteoblasten und Osteoklasten zu tbersetzen.
Dieser Prozess wird als Mechanotransduktion bezeichnet (Bonewald 2006; Thompson et al.
2012; Humphrey et al. 2014; Hart et al. 2020)

1.2. Osteoklasten

Osteoklasten sind mehrkernige Riesenzellen der Monozyten-Makrophagen-Linie. Sie sind die
einzigen Zellen des Knochens, die ihren Ursprung in einer hdmatopoetischen Stammzelle
haben. Ihre Differenzierung wird durch Makrophagen-Kolonie-stimulierenden Faktor (M-CSF)
und RANKL induziert und endet in der Fusion mononukledrer Vorlduferzellen. Ihre

Lebensdauer betragt durchschnittlich 2 — 4 Wochen. Osteoklasten sind einzigartig in ihrer
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Funktion, Knochen abzubauen und spielen daher eine bedeutende Rolle im Rahmen der
Knochenhomdostase (Lerner 2000; Sommerfeldt und Rubin 2001; Bar-Shavit 2007; Athanasou
2011; Del Fattore et al. 2012).

1.2.1. Knochenresorption

Osteoklasten sind auf der Knochenoberflache lokalisiert. Um Knochen resorbieren zu kénnen,
muissen sie sich jedoch zundchst fest an die Oberflache anhaften. Dies erfordert eine
zytoskelettale Umstrukturierung. Diese wird durch die Bindung des avf3 Integrins in der
Osteoklastenmembran an eine Arginin — Glycin — Asparaginsaure Aminosauresequenz (RGD-
Sequenz) der Knochenmatrixproteine initiiert. Zu den RGD reichen Matrixproteinen gehort
unter anderem (u. a.) Osteopontin und das BSP. Diese Bindung fuhrt zu einer Umstrukturierung
des Aktinzytoskeletts mit Bildung einer festen Anhaftungszone (Sealing zone) der
Osteoklastenmembran am Knochen. Diese Anhaftungszone teilt die Osteoklastenmembran in
eine dem Knochen zugewandte apikale und eine dem Knochen ferne basolaterale Membran.
Dieser Prozess der zytoskelettalen Umstrukturierung wird als Polarisation bezeichnet und ist
charakteristisch fur Osteoklasten (VVaanénen et al. 1988; Zaidi et al. 2003; Ahn et al. 2012;
Soysa und Alles 2016). Die Versiegelungszone ist ein zellorganellenfreier Bereich und wird
daher in der Literatur auch als Clear zone beschrieben. Dieser wird durch Podosomen gebildet.
Es handelt sich hierbei um Strukturen, die in der Lage sind, sich an den Knochen anzuhaften.
Sie bestehen u. a. aus Aktin, Vinculin, Paxillin und Tensin. Der genaue Mechanismus, der fir
die Umstrukturierung verantwortlich ist, ist bislang nicht vollstandig geklart. Die
Versiegelungszone grenzt den in Resorption befindlichen Knochen von der Umgebung ab
(Florencio-Silva et al. 2015; Takito et al. 2018; Portes et al. 2022). Die apikale Membran
kennzeichnet sich durch ihre von Mikrovilli gebildete, gekrduselte Oberflache (Ruffled
membrane). Sie beinhaltet eine Vielzahl an Kanédlen und Transportern fir die
Knochenresorption (Baron 1989; Florencio-Silva et al. 2015). Zu Beginn muss der pH-Wert in
der Resorptionslakune (Howship Lakune) deutlich reduziert werden. Hierzu werden Protonen
(H") Gber die Osteoklastenmembran transportiert. Es stehen drei verschiedene Transporter zur
Verfligung, wobei der vakuoldren H*-Adenosintriphosphatase (V-ATPase) die groRte
Bedeutung zukommt. Sie transportiert H* aktiv unter Hydrolyse von Adenosintriphosphat
(ATP) in die Resorptionslakune (Nordstrom et al. 1995; Rousselle und Heymann 2002;
Marcoline et al. 2016; Ribet et al. 2021). Intrazellular wird H* durch die Carboanhydrase I1 zur
Verfligung gestellt. Das Enzym katalysiert die Reaktion von Kohlenstoffdioxid (CO2) und
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Wasser (H20) zu Protonen (H*) und Bikarbonat (HCOs'). Das intrazellulare Bikarbonat ist
dabei in der Lage den pH-relevanten Effekt von H initial abzupuffern (Rousselle und Heymann
2002; Marcoline et al. 2016). Neben der V-ATPase gelangen Protonen passiv Uber den
spannungsgesteuerten Protonenkanal Hy1 in die Resorptionslakune. Dieser Transport erfolgt
jedoch deutlich langsamer. Ab einem pH-Wert unter 5,5 wird zusatzlich ein saureinduzierter
H* Fluss gefordert. Diese pH abhangige Aktivierung dient dem Schutz des umliegenden
Knochens (Marcoline et al. 2016; Kuno 2018). Durch den starken Transport von positiv
geladenen Protonen Uber die Plasmamembran entsteht ein Membranpotential. Um dieses
auszugleichen, werden parallel negativ geladene Chlorid-lonen (CI") in die Resorptionslakune
transportiert. Hierfur steht der spannungsgesteuerte Chlorid Kanal 7 (CIC7) zur Verfigung.
Dieser Antiporter beférdert 2 CI- lonen im Austausch gegen ein H* in die Resorptionslakune
(Bastani et al. 1996; Henriksen et al. 2009; Ribet et al. 2021; Xue et al. 2022; Zifarelli 2022).
Die CI" lonen werden durch den in der basolateralen Membran lokalisierten HCO3/CI
Antiporter zur Verfugung gestellt. Er nutzt das durch die Carboanhydrase Il gebildete
Bikarbonat als Substrat. Gleichzeitig verhindert er durch den Transport von Bikarbonat in das
extrazellulare Kompartiment eine Alkalisierung des Zytoplasmas. In dieser Aufgabe wird er
durch den ebenfalls basolateral lokalisierten Na*/H*-Antiporter (NHE) unterstitzt, der H* im
Austausch gegen ein Natrium-lon (Na*) in das extrazellulare Kompartiment transportiert
(Rousselle und Heymann 2002; Marcoline et al. 2016). Durch diese lonenverschiebungen
kommt es insgesamt zu einer starken Ubersduerung der Resorptionslakune bis zu einem pH-
Wert von ungefahr 2 — 4. Dieser induziert die Auflésung der Hydroxylapatitkristalle. Um die
organische Knochenmatrix abzubauen, sezernieren Osteoklasten hydrolytische Enzyme wie
Cathepsin K, Tartratresistente-saure-Phosphatase (TRAP) oder Matrix-Metalloproteinase-9
(MMP9). Diese Enzyme werden erst durch den sauren pH-Wert in der Resorptionslakune
aktiviert (Sommerfeldt und Rubin 2001; Goto et al. 2003; Troen 2004; Ahn et al. 2012; Gruber
2015; Marcoline et al. 2016). Durch den Abbau der Knochenmatrix fallen eine grof3e Menge an
Abbauprodukten an. Diese werden Uber Transzytose zur basolateralen Membran transportiert
und dort in den extrazellularen Raum sezerniert. Gleichzeitig besitzen Osteoklasten in ihrer
apikalen Membran den Ryanoidin-Rezeptor-2 (RyR2) zum Transport von Ca?*-lonen. Diese
werden dann an der basolateralen Membran (ber die ATP-abhéngige Transporter ATP2B1 und
ATP2B4 freigesetzt (Abb. 1) (Nesbitt und Horton 1997; Salo et al. 1997; Robinson et al. 2010;
Ribet et al. 2021).
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Abb. 1: Knochenresorption

Wéhrend der Knochenresorption bilden Osteoklasten eine Resorptionslakune. Diese wird durch
Podosomen (dunkelblau) vom umgebenden Knochengewebe getrennt. Durch Protonen findet eine starke
Ubersauerung statt, was zum Abbau von Hydroxylapatit filhrt. Durch enzymatische Aktivitat wird die
organische Matrix abgebaut. Der abgebaute Knochen (gelbe Partikel) wird durch Transzytose in das
extrazelluldare Kompartiment transportiert. ADP = Adenosindiphosphat, ATP = Adenosintriphosphat,
Ca?" = Calcium CAIl = Carboanhydrase Il, ClI- = Chlorid lon, CIC7 = Chlorid-Kanal 7, CO, =
Kohlenstoffdioxid, H* = Proton, H,O = Wasser, HCO3 = Bikarbonat, Hy1 = Spannungsgesteuerter
Protonenkanal, Na* = Natrium, RyR2 = Ryanodin Rezeptor 2, TRAP = Tartratresistente saure
Phosphatase, V-ATPase = vakuoldare H* ATPase. Modifiziert nach Marcoline et al. 2016 und Ribet et
al. 2021.

1.3. Osteoklastogenese

Osteoklastogenese bezeichnet den Prozess der Bildung von reifen Osteoklasten aus
Vorlauferzellen. Der friheste identifizierbare Vorlaufer ist dabei die Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie bildende Einheit (CFU-GM). Es handelt sich dabei um multipotente
Zellen, die sich in Granulozyten, Makrophagen und Osteoklasten differenzieren kénnen
(Menaa et al. 2000; Roodman 2006; Ruef et al. 2017). H&matopoetische Stammzellen im
Knochenmark kdnnen proliferieren und sich zu Monozyten weiterentwickeln. Monozyten sind
mononukledre Zellen, die anhand ihrer Oberflachenmarker Unterscheidungsgruppe 14 (Cluster
of Differentiation = CD14) und Unterscheidungsgruppe 16 (Cluster of Differentiation = CD16)

in klassische, intermedidre und nicht-klassische Monozyten eingeteilt werden kénnen. Fir die
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Bildung von Osteoklasten sind vor allem (v. a.) CD14 positive Monozyten von Bedeutung
(Swirski et al. 2014; Nielsen et al. 2020). In Abhangigkeit der vorherrschenden stimulierenden
Faktoren konnen sich diese zu dendritischen Zellen oder Makrophagen weiterentwickeln. Bei
Vorhandensein von Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierendem Faktor (GM-CSF)
und Interleukin-4 (IL-4) kénnen CD14 positiven Monozyten zu dendritischen Zellen werden.
Diese zeichnen sich durch ihre sternférmige Morphologie aus und spielen eine wichtige Rolle
im Rahmen der erworbenen Immunantwort. Sie sind an der Bildung eines immunologischen
Gedéachtnisses beteiligt und dienen als antigenprasentierende Zellen fir T-Zellen (Geissmann
et al. 2010; Puhr et al. 2015). Neben dendritischen Zellen kdnnen sich aus Monozyten auch
Makrophagen entwickeln. Makrophagen sind Zellen des angeborenen Immunsystems und sind
ubiquitdr vorhanden. Ihre Funktion richtet sich nach ihrer Umgebung, wobei ihre Hauptaufgabe
in der Phagozytose besteht. Sie besitzen ein hohes Mal} an Plastizitat und kénnen sich je nach
vorherrschenden Faktoren in verschieden polarisierte Zellen differenzieren. Allgemein
unterscheidet man M1 polarisierte, von M2 polarisierten Zellen, wobei diese Form der
Klassifizierung eine starke Vereinfachung und Zusammenfassung zahlreicher Subtypen
darstellt. M1 polarisierte Makrophagen entstehen unter dem Einfluss von GM-CSF, Tumor-
Nekrose-Faktor a (TNFa), Lipopolysaccharid (LPS) und Interferon-y (INFy). Sie setzen v. a.
proinflammatorische Faktoren wie z. B. TNFa, Interleukin-1f (IL-1p) oder Interleukin-6 (IL-
6) frei und unterhalten so die Entzundungsreaktion. Zusétzlich sind sie in der Lage reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) zu bilden, wodurch Krankheitserreger abgetttet werden kénnen. Unter
dem Einfluss von M-CSF, IL-4, Interleukin-13 (IL-13) und Prostaglandin E2 (PGE2) werden
hingegen M2 polarisierte Makrophagen gebildet. Im Gegensatz zu M1 polarisierte
Makrophagen, sezernieren diese v. a. antiinflammatorische Faktoren wie z. B. IL-4, Interleukin-
10 (IL-10) oder transformierender Wachstumsfaktor B (TGF-B). Aufgrund ihrer
entzindungshemmenden  Wirkung werden sie auch als wundheilungsaktivierende
Makrophagen bezeichnet (Shapouri-Moghaddam et al. 2018; Locati et al. 2020; Nielsen et al.
2020; Peng et al. 2023). Wenn neben M-CSF auch RANKL vorhanden ist, wird der
Proliferationsprozess in Richtung Osteoklastogenese geleitet. Wahrend M-CSF v. a. flr die
Proliferation und das Uberleben der Vorlauferzellen relevant ist, ist RANKL unerlasslich fir
die Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten (Abb. 2). Neben M-CSF und RANKL
spielen verschiedene kostimulatorische Faktoren bei der Initiierung der Osteoklastogenese eine
Rolle. Hierzu gehdren die Immunrezeptor-Tyrosin-basierten Aktivierungsmotive (ITAM).
OPG konkurriert mit RANKL um die Bindungsstelle an dem Rezeptor Aktivator von NFxB
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(RANK), sodass die Bildung von Osteoklasten durch OPG gehemmt wird (Nemeth et al. 2011,
Barrow et al. 2011; Maciel et al. 2023; Kawai et al. 2023).

Hamatopoetische
Stammzelle

Erythroblast | Lymphoblast

1 1 GM-CsF |

Erythrozyten  Dendritische zelle T-Lymphozyt

‘ Lymphatische Reihe

x@or./\

M-CSF+ RANKLl | M-CSF
o o .
Osteoklasten- Makrophagen Granulozyten

Vorlauferzellen

TNFa
M-CSF + GM-CSF

RANKL LPS
IFNy

IL-3, IL-4,
IL-10, IL-13
PGE2
M-CSF

. ) Osteoklasten
Myeloische Reihe

Abb. 2: Die hamatopoetische Reihe

Ausgehend von der multipotenten hdmatopoetischen Stammzellen kénnen Zellen der lymphatischen
und der myeloischen Reihe entstehen. CFU-B = Basophilen-Kolonie bildende Einheit, CFU-M =
Monozyten-Kolonie bildende Einheit, CFU-GM = Granulozyten-Makrophagen-Kolonie bildende
Einheit, GM-CSF = Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierendem Faktor, IL-3 = Interleukin-3,
IL-4 = Interleukin-4, IL-10 = Interleukin-10, IL-13 = Interleukin-13, INFy = Interferon-y, LPS =
Lipopolysaccharid, M-CSF = Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor, PGE2 = Prostaglandin E2,
RANKL = Rezeptor Aktivator von NFkB Ligand, TNFa = Tumor-Nekrose-Faktor a. Modifizierte
Darstellung nach Yavropoulou und Yovos 2008; Miyamoto 2011; Ruef et al. 2017; Shapouri-
Moghaddam et al. 2018 und Peng et al. 2023.

1.3.1. Effekt von M-CSF auf die Osteoklastogenese

M-CSF wird von Osteoblasten und Stromazellen gebildet und bindet an den
koloniestimulierenden Faktor 1 Rezeptor (c-Fms) auf der Oberflache von
Osteoklastenvorlduferzellen. Bei c-Fms handelt es sich um eine Transmembran-Rezeptor-
Tyrosinkinase. Durch Bindung kommt es zur Dimerisierung des Rezeptors mit nachfolgender
Autophosphorylierung ausgewahlter Tyrosinreste im zytoplasmatischen Anteil (Zou et al.
2008; Kim et al. 2010; Otero et al. 2014; Kong et al. 2020). Durch die Autophosphorylierung

werden Proteinbindungsstellen an der zytoplasmatischen Doméne von c-Fms freigelegt. Hier
9
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kann die Tyrosinkinase c-Src binden, welche dann die Phosphoinositid 3 Kinase (PI3K)
rekrutiert. PI3K aktiviert die Serin-Threonin-Proteinkinase Akt, die an der Bildung der
zytoskelettalen Aktinfilamente beteiligt ist. Der M-CSF/ PI3K/ Akt Signalweg ermdglicht der
Zelle Motilitat und fordert dadurch die resorptive Funktion von Osteoklasten (Bourette et al.
1997; Franke et al. 1997; Grey et al. 2000; Lee et al. 2002b; Golden und Insogna 2004; Sakai
etal. 2006). Neben c-Src wird auch das Wachstumsfaktor Rezeptorgebundenes Protein 2 (Grb2)
an den aktivierten c-Fms Rezeptor rekrutiert. Dieser ist in der Lage, einen Komplex mit der
extrazelluldr signalregulierten Kinase (ERK) zu bilden. ERK wird ubiquitar exprimiert und ist
Teil der Mitogen aktivierten Protein Kinase (MAPK) Familie. Sie vermittelt Proliferation und
Differenzierung (Mancini et al. 1997; Hodge et al. 2011; Saulnier et al. 2012; Kim und Kim
2016). Durch die Kopplung von M-CSF an den Rezeptor c-Fms wird zusatzlich die Expression
von RANK auf myeloischen Vorlauferzellen erhéht (Abb. 3) (Park-Min 2018; Zhu et al. 2021).
Obwohl bereits seit Langem bekannt ist, dass sowohl M-CSF als auch RANKL einen
entscheidenden Faktor im Rahmen der Osteoklastogenese spielen, sind die genauen
Signaltransduktionswege, die durch M-CSF ausgeldst werden, noch Gegenstand aktueller
Forschungen (Kim und Kim 2016; Zhu et al. 2021).

1.3.2. Effekt von RANKL auf die Osteoklastogenese

RANKUL ist der Hauptmediator der Osteoklastogenese und wird von Osteoblasten, Osteozyten
und Stromazellen des Knochenmarks exprimiert. Es wird entweder als Transmembranprotein
in die Plasmamembran integriert, oder in den extrazellularen Raum sezerniert. RANKL bindet
an den RANK auf der Oberflache von Osteoklastenvorlauferzellen. RANK ist Teil der Tumor-
Nekrose-Faktor-Rezeptor (TNFR) Familie und spielt sowohl in der Entwicklung von
Osteoklasten als auch bei der Bildung von Lymphknoten eine Rolle. Seine Expression in
Osteoklastenvorlauferzellen wird durch M-CSF stimuliert (Mizukami et al. 2002; Takayanagi
2021). Da RANK selbst keine enzymatische Aktivitat besitzt, rekrutiert er verschiedene TNFR
assoziierte Faktoren (TRAF) zur Signaltransduktion. Das wichtigste Adapterprotein im
Rahmen der Osteoklastogenese ist TRAF6. Es konnte zwar auch eine Interaktion zwischen
RANK und den Faktoren TRAF1, TRAF2, TRAF3, und TRAF5 nachgewiesen werden,
allerdings zeigten Untersuchungen an Knockout Mausen, dass lediglich der Verlust von TRAF6
zu einem schweren osteopetrotischen Phanotyp fuhrt (Darnay et al. 1998; Lomaga et al. 1999;
Naito et al. 1999; Tomomura et al. 2012; Kim et al. 2019). TRAF®6 ist nicht nur in der Lage,
das RANKL/RANK induzierte Signal weiterzuleiten, sondern dient auch als Adapterprotein fiir
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Unterscheidungsgruppe 40 (Cluster of Differentiation = CD40), Interleukin-1 (IL-1) und LPS.
Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass nur RANK zur Initiierung der Osteoklastogenese
in der Lage ist (Lomaga et al. 1999; Kadono et al. 2005). TRAFG6 ist Uber verschiedene
Mechanismen an der Aktivierung von ERK, PI3K, Aktivator-Protein-1 (AP-1) und Kernfaktor
K aktivierter B-Zellen (NF-kB) beteiligt (Lee et al. 2002a; Walsh et al. 2008; Son et al. 2012).
Hierzu rekrutiert TRAF6 die transformierende Wachstumsfaktor 3-aktivierte Kinase 1 (TAK1).
Diese Bindung wird tiber die beiden Adapterproteine TAK1 bindendes Protein 1 (TAB1) und
2 (TAB2) vermittelt (Walsh et al. 2008; Park-Min 2018). TAKL1 ist eine Mitogen aktivierte
Proteinkinase Kinase Kinase (MAP3K/ MAPKKK). Sie aktiviert tiber den MAP-Kinase-Weg
AP-1. Zusétzlich aktiviert die MAP3K (ber die Inhibitor von NF-xB (IkB)-Kinase (IKK) den
NF-kB (Lee et al. 2002a; Mizukami et al. 2002; Lamothe et al. 2013). Der MAP-Kinase Weg
vermittelt Proliferation, Differenzierung und Zelltod in Abhangigkeit von den vorherrschenden
Umweltbedingungen. Er besteht aus einer dreistufigen Reaktion. Zu Beginn aktiviert eine
MAP3-Kinase eine MAP Kinase Kinase (MAP2K/ MAPKK), die wiederum eine MAP Kinase
(MAPK) aktiviert. Im Rahmen der Osteoklastogenese aktiviert TAK1 als MAP3K die Enzyme
MAP Kinase Kinase 3 (MKK3), MAP Kinase Kinase 4 (MKK4), MAP Kinase Kinase 6
(MKK®6) und MAP Kinase Kinase 7 (MKKT7). Im letzten Schritt werden dann die MAPK c-Jun
terminale Kinase (JNK) und p38 aktiviert. JNK wird von MKK4 und MKK?7 stimuliert,
wéhrend MKK3 und MKKG6 einen positiven Effekt auf p38 haben (Davis 2000; David et al.
2002; Huang et al. 2006; Chiou et al. 2010; Landstrom 2010; Lamothe et al. 2013). JNK und
p38 induzieren AP-1 durch Phosphorylierung von c-Jun und c-Fos. Der Transkriptionsfaktor
AP-1 ist eine Verbindung aus verschiedenen Fos-, Aktivierenden Transkriptionsfaktor (ATF)-
und Jun-Proteinen. Der MAPK Signalweg kann die Transkriptionsleistung von AP-1 positiv
beeinflussen (Davis 2000; Matsumoto et al. 2000; David et al. 2002; Tanos et al. 2005). Neben
seiner Bedeutung im MAPK Weg, phosphoryliert der TRAF6/ TAB1/ TAB2/ TAK1 Komplex
die IkB-Kinase (IKK). Die IKK ist ein Komplex aus zwei katalytischen und einer
regulatorischen Untereinheit. Die beiden katalytischen Untereinheiten IKKa und IKKp
vermitteln die Phosphorylierung von IxB-Proteinen. Ihre enzymatische Aktivitat wird durch die
regulatorische Untereinheit NF-kB essenzieller Modulator (NEMO/ IKKYy) kontrolliert
(Rothwarf und Karin 1999; Ruocco et al. 2005; Taniguchi et al. 2014). IKKp wird dabei vor
allem iiber den MAPK Weg aktiviert, wiahrend IKKa hauptsidchlich durch die atypische
Proteinkinase C (aPKC) phosphoryliert wird. Hierfir bildet diese einen Komplex mit TRAF6,
der Uber das Gerlstprotein p62 vermittelt wird (Kobayashi et al. 2001; Duréan et al. 2004; Feng
2005; Park-Min 2018). Die NF-xB induzierende Kinase (NIK) ist in nicht aktivierten
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Osteoklastenvorlauferzellen ein sehr instabiles Protein, das schnell durch Ubiquitinierung im
Proteasom abgebaut wird. Durch Bindung von RANKL kommt es zur Stabilisierung der NIK,
sodass diese in der Lage ist, IKKa zu aktivieren (Novack et al. 2003; Yang et al. 2010). Der
IKK-Komplex vermittelt die Aktivierung von NF-«B {iiber einen klassischen/ kanonischen und
einen alternativen/ nicht-kanonischen Weg. Der klassische Weg wird vor allem durch IKK[3
vermittelt und dient der Sicherstellung des Uberlebens der Osteoklastenvorlauferzellen. Der
alternative  Weg wird durch IKKo vermittelt und initilert die Transkription
osteoklastenspzifischer Gene (Maruyama et al. 2010; Yang et al. 2010). NF-«B ist einer der
wichtigsten Transkriptionsfaktoren der Osteoklastogenese. In nicht aktivierten VVorlauferzellen
liegt er an IkB Proteine im Zytoplasma gebunden vor. Um seine Wirkung entfalten zu kdnnen,
muss er in den Zellkern transloziert werden. Hierfiir werden die IkB Proteine nach Aktivierung
durch die IKK phosphoryliert, ubiquitiniert und im Proteasom abgebaut (Rothwarf und Karin
1999; Hacker und Karin 2006; Maruyama et al. 2010). NF-«B ist ein aus fiinf Untereinheiten
bestehender Proteinkomplex. Hierzu gehdren die reifen Proteine RelA, RelB und c-Rel, sowie
die Transkriptionsfaktoren p50 und p52. IKK[P katalysiert iiber den klassischen Weg die
Abspaltung des IkBa-Proteins von NF-kB und Gberfiihrt dadurch RelA und c-Rel in ihren
aktiven Zustand. IKKa vermittelt die Phosphorylierung des als IkB-wirkenden Proteins p100
uber den alternativen NF-xB aktivierenden Weg. Die Reaktion fiihrt zur Abspaltung des C-
terminalen Endes und bringt das aktive p52 Protein hervor. Gleichzeitig lauft die Umwandlung
von p105 in p50 in gleicher Weise ab. Die beiden Vorlauferfaktoren p100 und p105 agieren als
IkB-Protein  und halten dadurch NF-«xB im Zytosol gebunden. Die beiden
Transkriptionsfaktoren p52 und p50 formen einen Komplex mit RelB und ermdglichen NF-xB
dadurch die Translokation vom Zytosol in den Zellkern (Aya et al. 2005; Otero et al. 2008;
Vaira et al. 2008; Novack et al. 2003; Taniguchi et al. 2014). Neben AP-1 und NF-xB wird
zusitzlich Ca?* fur die Induktion des zytoplasmatischen nukledren Faktors aktivierter T-Zellen
1 (NFATCc1) bendtigt.

Durch die Bindung von RANKL an RANK wird die Phospholipase Cy 2 (PLCy2)
phosphoryliert. Gleichzeitig erfolgt eine Aktivierung durch ITAM-vermittelte c-Src/
Milztyrosinkinase (SYK) abhé&ngige Phosphorylierung (Kajiya 2012; Kim et al. 2019). Die
PLCy2 wird v. a. auf hdmatopoetischen Vorlduferzellen exprimiert und initiiert im aktivierten
Zustand die Rekrutierung von Grb-2 assoziiertem Binder 2 (GAB2) an RANK. Dieser Komplex
aus RANK, GAB2 und PLCy?2 aktiviert AP-1 und NF-«xB zusétzlich (Wada et al. 2005; Mao et
al. 2006). Sowohl uber eine RANKL- als auch tber eine ITAM-induzierte Syk-abhéngige

Signaliibertragung kénnen zudem PLCy2 und die Bruton-Tyrosinkinase (Btk)/Tec Protein
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Tyrosinkinase (Tec) aktiviert werden. Durch Bildung eines Komplexes aus PLCy2, Btk/ Tec
und B-Zell Verbindungsprotein (BLNK)/ SH2-Doméne enthaltendes Leukozytenprotein von
76 kDa (SLP-76) wird die Spaltung von Phosphatidyl-Inositol-4,5-Bisphosphonat (PIP2) in
Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3) katalysiert (Koga et al. 2004; Mao
et al. 2006; Shinohara et al. 2008; Park-Min 2018). DAG aktiviert die membranstéandige
Proteinkinase C (PKC). IP3 bindet an seinen Rezeptor Inositol-1,4,5-Triphosphat Rezeptor
(IP3R) am endoplasmatischen Retikulum und induziert dadurch die Ca?* Freisetzung aus
intrazellularen Speichern. Ca?* bindet an Calmodulin und aktiviert Calcineurin. Diese
Proteinphosphatase dephosphoryliert Mitglieder der NFAT Familie und (ibertragt so die Ca?*
vermittelten Signale. Durch die Dephosphorylierung kann NFATc1 in den Zellkern transloziert
werden und dort die Transkription osteoklastenspezifischer Gene initiieren (Sun et al. 2007;
Park-Min 2018; Kajiya 2012; Kang et al. 2020b). Diese Form der Ca?* Bereitstellung spielt vor
allem in der frihen Phase der Osteoklastogenese eine Rolle. Sie nimmt mit zunehmender
Differenzierung ab und wird sukzessive durch den Einstrom von Ca?" tiber transmembranéare
Kanéle ersetzt. Hierzu gehort der speichergesteuerte Calcium Eingang (SOCE) sowie die
transienten Rezeptorpotential Vanilloidkandle (TRPV). SOCE ist ein Kanal in der
Plasmamembran, der aufgrund von schwankenden Ca?* Konzentrationen einen Ca?*-Strom
nach intrazelluldr verursacht. Die TRPV-Familie besteht aus mehreren Kanélen, die
verschiedene Funktionen erfullen und in unterschiedlichen Differenzierungsstadien relevant
sind. Neben der Induktion der PLCy2 vermittelt RANKL die Bildung von TRPV2 in
Préosteoklasten. TRPV4 stellt in den finalen Stadien der Osteoklastogenese die Bereitstellung
von Ca?* sicher. In resorbierenden Osteoklasten findet sich TRPV4 und TRPV5 im Bereich der
Ruffled Border (Masuyama et al. 2008; Chamoux et al. 2010; Kajiya et al. 2010; Huang et al.
2020; Kang et al. 2020b).

Durch das Zusammenspiel von AP-1, NFkB und Ca?" wird NFATc1 schlieRlich induziert. Es
ist in die Lage, die Faktoren PU.1, Mikrophthalmie assoziierter Transkriptionsfaktor (MITF)
und AP-1 zu rekrutieren, welche gemeinsam einen Transkriptionskomplex formen, um die
Transkription osteoklastenspezifischer Gene zu initiieren. Hierzu gehéren der Osteoklasten-
assoziierte Rezeptor (OSCAR), TRAP, Cathepsin K, Calcitonin Rezeptor, MMP9 und das
dendritische zellspezifische Transmembranprotein (DC-STAMP) (Abb. 3) (Feng 2005; Granfar
et al. 2005; Asagiri und Takayanagi 2007; Sgrensen et al. 2007; Nemeth et al. 2011; Barrow et
al. 2011; Nedeva et al. 2021).
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Abb. 3: Osteoklastogenese

AP-1 = Aktivator-Protein-1, aPKC = atypische Proteinkinase C, BLNK = B-Zell Verbindungsprotein,
Btk = Bruton-Tyrosinkinase, Ca?* = Calcium, c-Fms = Koloniestimulierender Faktor 1 Rezeptor, c-Src
= Akronym cellular sarcoma, DAG = Diacylglycerol, DAP12 = DNAX aktivierendes Protein von 12
kDa, DC-STAMP = Dendritisches Zellspezifisches Transmembranprotein, ER = Endoplasmatisches
Retikulum, Erk = Extrazelluldre Signalregulierte Kinase, FcRy = FcRy -Kette, [kB = Inhibitor von NF-
kB, IKK = IkB-Kinase, IP3 = Inositol-1,4,5-Triphosphat, IP3R = Inositol-1,4,5-Triphosphat
Rezeptor, ITAM = Immunrezeptor Tyrosinbasiertes Aktivierungsmotiv, JNK = c-Jun terminale
Kinase, Grb2 = Wachstumsfaktor Rezeptorgebundenes Protein 2, MAPK = Mitogen aktivierte
Proteinkinase, MAPKK = Mitogen aktivierte Proteinkinase Kinase, MAPKKK = Mitogen aktivierte
Proteinkinase Kinase Kinase, M-CSF = Makrophagen-Kolonie-stimulierendem Faktor, MITF =
Mikrophthalmie assoziierter Transkriptionsfaktor, MKK = MAP Kinase Kinase, MMP-9 = Matrix-
Metalloproteinase-9, NEMO = NF-kB essenzieller Modulator, NFATc1 = Zytoplasmatischer nukleérer
Faktor aktivierter T-Zellen 1, NF-xB = Kernfaktor x aktivierter B-Zellen, NIK = NF-xB
induzierende Kinase, OSCAR = Osteoklastenassoziierter Rezeptor, PI3K = Phosphoinositid 3 Kinase,
PIP2 = Phosphatidyl-Inositol-4,5-Bisphosphonat, PLCy2 = Phospholipase Cy2, RANK = Rezeptor
Aktivator von NFkB, RANKL = Rezeptor Aktivator von NF«B Ligand, SLP-76 = SH2-Domane
enthaltendes Leukozytenprotein von 76 kDa, SYK = Milztyrosinkinase, TAB1 = TAKL bindendes
Protein 1, TAB2 = TAKL1 bindendes Protein 2, TAK1 = Transformierende Wachstumsfaktor-f3-
aktivierte Kinase 1, Tec = Tec Protein Tyrosinkinase, TRAF6 = TNF Rezeptor assoziierter Faktor 6,
TRAP = Tartratresistente-saure-Phosphatase, TRPV = Transienter Rezeptorpotential Vanilloidkanal.
Modifizierte Darstellung nach Frank et al. 1997; Davis 2000; Yavropoulou und Yovos 2008; Kajiya
2012; Taniguchi et al. 2014; Kim und Kim 2016; Park-Min 2018; Kong et al. 2020; Kang et al. 2020a;
Nedeva et al. 2021.
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1.3.3. Kostimulatorische Signale

Neben M-CSF und RANKL spielen kostimulatorische Signale der ITAMs eine Rolle. Diese
sind sowohl an der Osteoklastogenese, als auch an der Knochenresorption durch reife
Osteoklasten beteiligt. ITAMSs sind Bestandteil vieler Immunrezeptoren und bestehen aus einer
evolutionér hochkonservierten Sequenz. Sie werden in myeloischen Zellen exprimiert. Es
handelt sich um sehr kleine Proteine, die im Zytoplasma lokalisiert sind. Sie besitzen keine
extrazelluldare Doméne, sodass sie Adapterproteine bendétigen, um Signale von aufien
verarbeiten zu konnen. Im Rahmen der Osteoklastogenese sind die beiden Transmembran-
Adapterproteine DNAX aktivierendes Protein von 12 kDa (DAP12) und die Fc-Rezeptor-y-
Kette (FcRy) von Bedeutung (van Beek et al. 2009; Hamerman et al. 2009; Zou et al. 2010;
Humphrey und Nakamura 2016). DAP12 und FcRy haben ihrerseits nur minimale extrazellulére
Doménen und sind daher im transmembrandren Bereich Uber unterschiedlich geladene
Aminosduren an verschiedene Rezeptoren gekoppelt (Otero et al. 2009; Kameda et al. 2013).
DAP12 ist ein Bindeglied zwischen Transmembranrezeptoren und ITAM. Es wird in vielen
Zellen des angeborenen Immunsystems, wie natirlichen Killerzellen, Lymphozyten und
myeloischen Zellen, wie den Osteoklastenvorlauferzellen exprimiert (Lanier und Bakker 2000;
Zou et al. 2008; Hamerman et al. 2009; Humphrey und Nakamura 2016). Es ist mit einer
Vielzahl an Rezeptoren, wie dem Triggerrezeptor auf myeloischen Zellen 2 (TREM2), dem
myeloischen DAP12 assoziierten Lektin 1 (MDL-1), dem Signalregulationsprotein (1
(SIRPB1) und dem Sialinsurebindenden immunglobulindhnlichen Lektin 15 (Siglec-15)
assoziiert (Zou et al. 2010; Ishida-Kitagawa et al. 2012; Zou und Teitelbaum 2015; Park-Min
2018). Welche Liganden fir die Aktivierung der Rezeptoren verantwortlich sind, ist noch
Gegenstand aktueller Forschungen. TREMZ2 ist ein DAP12 assoziierter Rezeptor und kommt
sowohl in myeloischen Zellen wie Makrophagen und Osteoklastenvorlauferzellen als auch in
neuronalen Mikroglia-Zellen vor. In Anwesenheit von RANKL wird er verstarkt exprimiert
und hat einen positiven Effekt auf die Osteoklastogenese und die Multinukleation. Als
Liganden konnten bislang verschiedene Bakterien, Dextransulfat und das Hitzeschockprotein-
60 (HSP-60) identifiziert werden (Daws et al. 2003; Ishikawa et al. 2004; Colonna et al. 2007,
Stefano et al. 2009; Humphrey und Nakamura 2016). MDL-1 ist ein Typ I
Transmembranrezeptor, der in myeloischen Zellen wie Makrophagen und Monozyten
vorkommt. Aufgrund seiner sehr kleinen intrazellularen Domane, bendtigt er fir die weitere
Signaltransduktion DAP12 als Adapterprotein. Bislang ist ausschliel3lich das Dengue-Virus als
Ligand bekannt (Watson und O'Callaghan 2010; Humphrey und Nakamura 2016). SIRPf1 ist
ein Glykoprotein, das auf der Zellmembran von Monozyten und dendritischen Zellen lokalisiert
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ist. Es hat &hnlich wie MDL-1 nur einen sehr kleinen zytoplasmatischen Anteil, sodass es fur
die weiteren Signaltransduktion DAP12 als Adapterprotein benotigt. Bislang gibt es keine
Informationen hinsichtlich eines natirrlichen Liganden. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass
das Masernvirus Nukleokapsidprotein an SRIPB1 bindet, RANKL-unabhéngig die
Osteoklastogenese fordert und dadurch zu einem Morbus Paget fuhren kann (Dietrich et al.
2000; Sundaram et al. 2017). Siglec-15 ist ein hochkonservierter Typ | Transmembranrezeptor
der Siglec-Familie, der auf Makrophagen und dendritischen Zellen zu finden ist. Er bindet
endstandige sialylierte Glykane und hat dadurch einen positiven Effekt auf die
Osteoklastogenese. Studien haben zudem eine deutlich erhéhte Expression von Siglec-15 in
Riesenzelltumoren gezeigt (Hiruma et al. 2011; Kang et al. 2020a; Rashid et al. 2022; Huang
et al. 2023). Neben DAP12 dient auch FcRy als Adapterprotein fiir ITAM. Auch FcRy fehlt die
extrazellulare Domane, sodass er sich mit ligandenbindenden Rezeptoren zusammenschliel3en
muss, um die extrazelluldren Signale weiterleiten zu konnen. FcRy kommt in fast allen Zellen
des angeborenen Immunsystems, sowie in Monozyten und Makrophagen vor. Er ist mit dem
OSCAR und dem gepaarten Ig-dhnlichen Rezeptor A (PIR-A) assoziiert. Bislang ist nur wenig
tiber den Wirkmechanismus von FcRy bekannt, es konnte jedoch gezeigt werden, dass mit
seiner Aktivierung eine verstarkte Osteoklastogenese einhergeht (Ishikawa et al. 2004; Negishi-
Koga et al. 2015; Humphrey und Nakamura 2016). Die Expression von OSCAR wird im
Rahmen der Osteoklastogenese durch einen Transkriptionskomplex aus NFATcl, MITF, AP1
und PU.1 initiiert. Durch die Vermittlung der Signaltransduktion an FcRy fithrt OSCAR zu
einer Verstarkung der Osteoklastogenese und seiner eigenen Transkription ber NFATcl. Als
Ligand bindet er verschiedene Kollagene wie Kollagen I, Il und Il sowie die extrazellulére
Matrix. Auch wenn OSCAR im Laufe der Entwicklung von Osteoklasten vermehrt exprimiert
wird, ist er nicht spezifisch fir Osteoklasten, sondern ist auch auf Monozyten, Makrophagen
und dendritischen Zellen zu finden. Er ist als Teil der Leukozyten-Rezeptor-Komplex (LRC)
kodierenden Familie auch an der angeborenen und erworbenen Immunantwort beteiligt (Kim
et al. 2002; Sarensen et al. 2007; Nemeth et al. 2011; Haywood et al. 2016). PIR-A wurde als
FcRy-assoziierter Rezeptor in murinen Osteoklasten nachgewiesen. Bislang ist allerdings noch
unklar, ob er auch in humanen Osteoklasten exprimiert wird. In Mé&usen wird er durch
Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC) Klasse | Molekdle stimuliert (Abb. 4A) (Humphrey
und Nakamura 2016). Untersuchungen an Knockout-Mé&usen haben gezeigt, dass sowohl der
Verlust einer der Rezeptoren als auch das Fehlen von DAP12 und FcRy selbst, zu einem
schweren osteopetrotischen Phanotyp flihrt. Die Osteopetrose ist aber nicht auf eine

fehlregulierte Differenzierung, sondern hauptsachlich auf eine gestérte Knochenresorption
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zuriickzufuhren. Die Zellen sind dann nicht mehr in der Lage, Resorptionszonen mithilfe des
Zytoskeletts einzurichten. Wenn nur eines der beiden Transmembran-Adapterproteine fehlt,
zeigt sich ein unauffalliges klinisches Bild, sodass der Verlust eines Adapters durch den anderen
kompensiert werden kann (Zou et al. 2007; Zou et al. 2010; Zou und Teitelbaum 2015).

Sobald ein Ligand an einen DAP 12 oder FcRy assoziierten Rezeptor bindet, wird das ITAM
durch Phosphorylierung aktiviert. Es dient dann als Bindungsstelle fir die SYK (Lanier und
Bakker 2000; Zou et al. 2007; Hamerman et al. 2009; Otero et al. 2009). SYK ist eine Nicht-
Rezeptor-Tyrosin-Kinase, die hauptsachlich in h&matopoetischen Zellen exprimiert wird.
Neben ihrer Funktion im Rahmen der Osteoklastogenese, spielt SYK auch bei verschiedenen
Immunreaktionen eine Rolle. Die Aktivierung von SYK erfolgt durch c-Src-vermittelte
Phosphorylierung (Mdcsai et al. 2004; Kong et al. 2020; Xie et al. 2021). Phosphoryliertes SYK
bildet einen Komplex mit c-Src und dem ovp3-Integrin. Dieser Komplex ist ein Bindeglied
zwischen der ITAM- und der M-CSF-/ RANKL-vermittelten Signaltransduktion. Das avf33-
Integrin ist das am h&ufigsten vorkommende Integrin in Osteoklasten und wird durch Kontakt
zu einer Arginin-Glycin-Asparaginsaure-Sequenz (RGD)-haltigen extrazelluldren Matrix an
den Knochen gebunden (Ross und Teitelbaum 2005; Chamoux et al. 2010; Xiang et al. 2019).
C-Src ist eine Tyrosinkinase, die ubiquitar in einer Vielzahl an Geweben exprimiert wird. Im
Rahmen der Osteoklastogenese ist seine Transkription und Aktivitdt durch M-CSF und
RANKL Stimulation erhoht. Es Kkatalysiert gemeinsam mit dem avf3-Integrin die
Phosphorylierung von SYK (Schwartzberg et al. 1997; Yeon et al. 2014; Kong et al. 2020;
Matsubara et al. 2022). Der Komplex aus avf3-Integrin, c-Src und SYK ist in der Lage
verschiedene nachgeschaltete Mediatoren zu aktivieren. Hierzu gehort der Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktor Vav3, PLCy2, der Btk/Tec Protein Tyrosinkinase Komplex und der BLNK/
SLP-76 Komplex (Zou et al. 2007; Park-Min 2018). Vav3 Uberfiihrt die Rho-GTPase Rac vom
inaktiven GDP-gebundenen Zustand in den aktiven GTP-gebundenen Zustand. Aktiviertes Rac
ist in der Lage, das Aktinzytoskelett zu organisieren. In Untersuchungen, die den Verlust des
avPB3-Integrin/ c-Src/ SYK Komplexes oder von Vav3 simuliert haben, zeigte sich eine
reduzierte Knochenresorption. Die Zellen konnten sich zwar zu reifen Osteoklasten
differenzieren, zeichneten sich allerdings durch eine deutlich eingeschrankte Mobilitat aus. Sie
waren nicht mehr in der Lage, ihr Zytoskelett zu einer knochenanhaftende Resorptionszone zu
organisieren (Faccio et al. 2005; Zou et al. 2007; Croke et al. 2011; Goldberg et al. 2012). Der
Komplex aus PLCy, Btk/Tec Protein Tyrosinkinase und BLNK/ SLP-76 verbindet ebenfalls die
RANKL- und die ITAM-induzierten Signalwege. Er spielt eine wichtige Rolle in der
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Bereitstellung von Ca?* aus intrazellularen Speichern (Abb. 4B) (Kajiya 2012; Park-Min 2018;
Kim et al. 2019).

Zusammenfassend spielen die kostimulatorischen ITAM-vermittelten Signale eine wichtige
Rolle in der Ca?" Bereitstellung und der Organisation des Aktinzytoskeletts. Es bestehen
mehrere Verbindungen zur M-CSF- und RANKL- induzierten Signalkaskade.
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Abb. 4: ITAM vermittelte Signaltransduktion

Neben der M-CSF und RANKL-induzierten Osteoklastogenese gibt es zahlreiche kostimulatorische
Signalkaskaden. (A) Das intrazelluldr lokalisierte ITAM ist an die Adapterproteine (grin) DAP12 und
FcRy gebunden. Diese sind im transmembrandren Bereich mit verschiedenen Rezeptoren (blau)
assoziiert. M-CSF und RANKL (gelb) sind an der Aktivierung von c-Src und owfB3-Integrin beteiligt. c-
Src phosphoryliert (schwarz) an DAP12 gebundenes SYK. (B) Der avf3-Integrin/ c-Src/ SYK Komplex
aktiviert (braun) den Btk/Tec Komplex, den BLNK/ SLP-76 Komplex, die PLCy2 und Vav3. Btk/Tec,
BLNK/ SLP-76 und PLCy2 sind an der Ca®* Freisetzung beteiligt. Vav3 tberfiihrt die GTPase Rac (rot)
in ihren aktiven GTP-gebundenen Zustand. Diese ist an der Organisation des Aktinzytoskeletts beteiligt.
BLNK = B-Zell Verbindungsprotein, Btk = Bruton-Tyrosinkinase, c-Src = Akronym cellular sarcoma,
DAP12 =DNAX aktivierendes Protein von 12 kDa, FcRy = FcRy -Kette, HSP-60 = Hitzeschockprotein-
60, ITAM = Immunrezeptor Tyrosinbasiertes Aktivierungsmotiv, M-CSF = Makrophagen-Kolonie-
stimulierendem Faktor, MDL-1 = Myeloisches DAP12 assoziiertes Lektin 1, MHC-1 =
Haupthistokompatibilitatskomplex, OSCAR = Osteoklastenassoziierter Rezeptor, PIR-A = Gepaarter
Ig-&hnlicher Rezeptor A, PLCy2 = Phospholipase Cy2, RANKL = Rezeptor Aktivator von NFkB
Ligand, RGD = Arginin-Glycin-Asparaginsiure-Sequenz, Siglec-15 = Sialinsdurebindenden
immunglobulindhnlichen Lektin 15, SIRPB1 = Signalregulationsprotein p1, SLP-76 = SH2-Domane
enthaltendes Leukozytenprotein von 76 kDa, SYK = Milztyrosinkinase, Tec = Tec Protein
Tyrosinkinase, TREM2 = Triggerrezeptor auf myeloischen Zellen 2, Vav3 = Guanin-Nukleotid-
Austauschfaktor Vav3. Modifizierte Darstellung nach Zou et al. 2007; Humphrey und Nakamura 2016
und Park-Min 2018.

19



Einleitung

1.4. Bioglas

Bioglas beschreibt eine heterogene Gruppe an Knochenersatzmaterialien, die auf das 1971 von
Larry Hench entwickelte Bioglas 45S5 zurtickzufuhren sind (Hench 2013). Bioglas 45S5 setzt
sich aus 45 % Kieselséaure (SiO2), 24,5 % Calciumoxid (Ca0), 24,5 % Natriumoxid (Na2O) und
6 % Phosphorpentoxid (P20s) zusammen. Die Zusammensetzung und Konzentration der
einzelnen Komponenten &hneln stark dem Knochen (Krishnan und Lakshmi 2013). Im Laufe
der Zeit konnten weitere Bioglaser entwickelt werden, die sich hinsichtlich ihrer
Zusammensetzung oder ihrer Herstellung von Bioglas 45S5 unterscheiden (Kargozar et al.
2019). Bei Kontakt mit lebendem Gewebe kommt es zu einer starken Oberflachenreaktion mit
Freisetzung der einzelnen Bestandteile. Diese sind in der Lage, die Knochenbildung zu
initiieren (Jones 2013; Cannio et al. 2021).

Zahlreiche Studien berichten von einem hohen MaR an Biokompatibilitat. Untersuchungen an
Bioglas 45S5 und Bioglas 1393 haben gezeigt, dass eine grolle Menge osteoblastischer Gene,
die mit der Mineralisation in Verbindung stehen, hochreguliert werden (Matsuda und Davies
1987; Xynos et al. 2000a; Silver et al. 2001; Brown et al. 2008; Ferraz et al. 2017; Ferreira et
al. 2021).

Auch wenn der osteogene Effekt von Bioglas immer wieder hervorgehoben wird, gibt es bislang
kaum Informationen bezlglich der Wirkung von Bioglas auf Osteoklasten. Detsch et al.
konnten in einer in vitro Untersuchung an murinen RAW 264.7 Zellen eine Lebensfahigkeit
von 100 % sowie eine vermehrte Expression von Cathepsin K feststellen. Insgesamt ist der

Effekt jedoch abhangig von der verwendeten Menge an Bioglas (Detsch et al. 2016).

Diba et al. konnten im Rahmen einer in vitro Untersuchung an murinen RAW 246.7 Zellen mit
Kontakt zu Bioglas 45S5 einen anti-osteoklastogenen Effekt feststellen. Allerdings wurde das
Bioglas 45S5 in dieser Untersuchung mit Alendronat hybridisiert, welches ebenfalls hemmend
auf Osteoklasten wirkt. Es kann also nicht sicher gesagt werden, wovon die hemmende
Wirkung ausgeht (Diba et al. 2019).

Dennoch konnte Bosetti et al. bei Untersuchungen an 77S Bioglas eine signifikant geringere
Menge TRAP positiver Zellen feststellen (Bosetti und Cannas 2005).

Derzeit sind ungefahr 25 verschiedene Bioglaser fur den medizinischen Gebrauch zugelassen.

Sie finden Anwendung als Knochenersatzmaterial, im Rahmen der Wundheilung, in

20



Einleitung

zahnmedizinischen Behandlungen und als Trager von Medikamenten zur lokalen Applikation
(Cannio et al. 2021; Shearer et al. 2023).

1.5. Fragestellung und Zielsetzung

Bioglas ist ein vielversprechendes Knochenersatzmaterial, dessen osteoinduktive Wirkung
bereits in zahlreichen Studien hervorgehoben wurde. Es konnte gezeigt werden, dass Bioglas
Osteoprogenitorzellen zur Differenzierung anregt und die Expression osteoblastischer Gene,
die mit der Mineralisation in Verbindung stehen, hochreguliert. Trotz der zahlreichen in vitro
und in vivo Untersuchungen mit Bioglas, gibt es kaum Erkenntnis Uber den Effekt auf
Osteoklasten. Untersuchungen an murinen Osteoklasten mit Kontakt zu Bioglas 45S5 konnten
zeigen, dass eine Differenzierung moglich ist. Es gibt jedoch auch Hinweise darauf, dass diese
in ihrer Aktivitéat eingeschrankt sein kénnten. Insgesamt gibt es noch keine Untersuchung an
humanen Osteoklasten. Zudem liegt der Schwerpunkt vieler Untersuchungen auf Bioglas 45S5,

sodass es nur wenige Informationen zu anderen Bioglasern gibt.

Das Ziel dieser Untersuchung ist es, erste Informationen hinsichtlich des Effekts von Bioglas
auf humane Osteoklasten zu erhalten. Neben dem seit Langem bekannten und haufig als
Referenz verwendeten Bioglas 45S5, sollen weitere Bioglas-Varianten untersucht werden. In
dieser Untersuchung werden hierfur Bioglas 1393, Bioglas 1393 BS und eine gesinterte
Variante von Bioglas 1393 (1393 ges) einander gegenibergestellt. Konkret sollen dabei

folgende Fragen untersucht werden:

1. Welchen Effekt haben die hier untersuchten Biogléser auf die Differenzierung von
humanen Osteoklasten?

2. Welchen Effekt haben die hier untersuchten Bioglaser auf die Aktivitat von humanen
Osteoklasten?

3. Gibt es ein Bioglas, das besonders positiv oder negativ hervorsticht?

4. Sind die hier verwendeten Methoden geeignet, um Bioglas exponierte Osteoklasten zu

untersuchen?

Als Grundlage dieser Untersuchung dient die Isolation von mononukledren Zellen des
peripheren Blutes (PBMCs = Peripheral blood mononuclear cells). Diese sollen unter
Stimulation von M-CSF und RANKL in einer Zellkultur zu Osteoklasten differenziert werden.

Dabei werden sie jeweils mit einer Art von Bioglas kultiviert. Um den Erfolg des
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Differenzierungsprozesses Uberpriifen zu koénnen, soll die Expression verschiedener Gene
untersucht werden. Bildmorphologische Untersuchungen wie die Lebendzellbeobachtung und
die immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchung liefern einen Hinweis darauf, wie weit die
Zellen in ihrer Entwicklung vorangeschritten sind. Mithilfe von funktionellen Assays und einer

rasterelektronenmikroskopischen Analyse soll die Aktivitat der Zellen erfasst werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Bioglas

Die verwendeten Biogléser wurden von Qaisar Nawaz aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Aldo R. Boccaccini des Lehrstuhls fir Werkstoffwissenschaften (Biomaterialien) der Friedrich-
Alexander-Universitat Erlangen-Nurnberg zur Verfligung gestellt. Insgesamt wurden vier
verschiedene Bioglaser untersucht. Neben dem bereits in zahlreichen Studien untersuchten
Bioglas 45S5 wurde zusatzlich Bioglas 1393 mit Borosilikat (1393 BS) sowie Bioglas 1393
und eine gesinterte Variante von Bioglas 1393 (1393 ges) analysiert. Die Biogl&ser haben einen
Durchmesser von 0,5 cm bei einem Gewicht von 100 mg. Die chemische Zusammensetzung ist
Tabelle 1 (Tab. 1) zu entnehmen.

Tab. 1: Chemische Zusammensetzung der Bioglaser

Zusammensetzung [wt. %] | Na,O | KO MgO CaO B.Os P20s SiO;
4555 24.5 0 0 24.5 0 6 45
1393 6 12 5 20 0 4 53
1393 BS (0106-B2) 5.9 12 55 22.6 25 4 25

B.O; = Bortrioxid, CaO = Calciumoxid, KO = Kaliumoxid, MgO = Magnesiumoxid, Na,O =
Natriumoxid, P,Os = Phosphorpentoxid, SiO, = Siliciumdioxid/ Kieselsaure, wt. % = Massenanteil

2.2. Zellkultur

2.2.1. Zellkulturmedium

Das Zellkulturmedium setzt sich zu 89,8 % aus Minimum Essential Medium — a Modifikation
(aMEM, Gibco, Life Science Technologies, Grand Island, New York, USA), 10 %
hitzeinaktiviertem fetalem Kélberserum (hi-FBS, Biochrom, Berlin, Deutschland) und 0,2 %
Gentamicin/  Amphotericin  (Gibco, Life Science Technologies) zusammen. Dieses
Grundmedium wurde zusétzlich mit 0,005 % RANKL (Santa Cruz Biotechnologies Inc.,
Dallas, Texas, USA) und 0,005 % M-CSF (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) versetzt.
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2.2.2. Isolation von PBMCs

Fur die Zellkultur wurden PBMCs aus humanem Vollblut von 6 Spendern (n = 6) isoliert. Diese
wurde in Form eines Buffy Coats durch das Blutspendezentrum des Instituts fur klinische
Immunologie und Transfusionsmedizin der Justus-Liebig-Universitat Giellen (GielRen,
Deutschland) anonymisiert zur Verfugung gestellt. Die Ethikkommission der medizinischen
Fakultat hat der Nutzung der Blutprodukte zugestimmt (05/2000).

Zunachst wurde eine mit Zusatzen versehene phosphatgepufferte Salzlésung (PBS, Gibco, Life
Science Technologies) hergestellt. Diese setzt sich aus 98 % PBS, 2 % hi-FBS (Biochrom) und
1 Millimol (mM) Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland) zusammen. Diese mit Zusatzen versehene Losung wird im Folgenden vereinfacht
als PBS™ bezeichnet. Zunachst wurden 25 mL PBS™ auf eine Temperatur von 4 °C gekiihlt und
mit 10 mL Blut gemischt. Diese Lésung wurde in einem Leucosep-Rohrchen (Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Deutschland) 15 min lang bei 800 g ohne Bremse einer
Dichtegradientenzentrifugation unterzogen. Hierdurch werden die verschiedenen Zellen
voneinander entsprechend ihrer Dichte aufgetrennt. Die PBMCs sind dann als diinne

hellgelbliche Schicht unter dem tberstehenden Plasma zu finden (Abb. 5).
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Abb. 5: Dichtegradientenzentrifugation

Dichtegradientenzentrifugaton des Leucosep™ Réhrchens nach Zugabe von 25 mL PBS* und 10 mL
Blut. Diese werden durch eine pordse Membran vom Separationsmedium abgetrennt. Foto rechts vom
24.06.2020. Modifizierte Darstellung nach Collon et al. 2023; Matt und Bergemann 2019.

Nachdem das Plasma abpipettiert wurde, konnten die darunterliegenden PBMCs in ein neues
Rohrchen transferiert und mit 50 mL PBS™ aufgefiillt werden. Die Losung wurde fir 5 min bei
450 g ohne Bremse zentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstandes wurde das Zellpellet
zweimal in 30 mL PBS* resuspendiert und fiir 10 min bei 120 g ohne Bremse zentrifugiert. Nun
folgte die Zellzahlung mithilfe des Casy Zellzahlers Modell TTC (Omni Life Science GmbH
& Co. KG, Bremen, Deutschland). Insgesamt wurde 5 x 107 Zellen mit PBS* auf 2 mL in einem
Polystyrene Rohrchen (Sarstedt, Nirnbrecht, Deutschland) aufgefillt und mit 100 pL
EasySep™ humane Monozyten Anreicherungsset (STEMCELL Technologies Inc., Vancouver,
Kanada) versetzt. Diese Losung wurde fiir 10 min bei 2 — 8 °C gelagert. Im Anschluss wurden
100 pL EasySep™ magnetische Partikel fir humane Monozyten (STEMCELL Technologies
Inc.) hinzugefiigt. Diese sind in der Lage nicht-monozytére Zellen, entsprechend dem Prinzip
der negativen Selektion, mit einem magnetischen Antikorper zu binden. Nach 5 min wurde das
Rohrchen in den EasySep™ Magneten gestellt (STEMCELL Technologies Inc.). Dadurch
werden alle nicht-monozytdren Zellen mit magnetischem Antikdrper an den Magneten
gebunden. Nach weiteren 2,5 min konnten dann die monozytdren, nicht an den Magneten

gebundenen Zellen in ein neues Rohrchen gekippt und fir 5 min bei 450 g ohne Bremse
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zentrifugiert werden. Die Zellen wurden erneut in 1 mL PBS™ resuspendiert, sodass eine
erneute Bestimmung der Anzahl der vitalen Zellen mittels Casy Zellzahler durchgefiihrt werden

konnte.

Zur Aussaat der Zellen wurde eine 12-Well Multiwell Platte (Greiner Bio One) mit TC-Inserts
(Sarstedt) mit jeweils 2 mL Zellkulturmedium vorbereitet. Es wurden jeweils 600.000 Zellen
in die TC-Inserts ausgesat und mit weiteren 2 mL Zellkulturmedium bedeckt. Es wurden jeweils
2 Wells pro Bioglas sowie 2 Wells ohne Fremdmaterial angesetzt. In einer weiteren 24-Well
Multiwell Platte (Greiner Bio One) wurden 600.000 Zellen in 1 mL Zellkulturmedium ausgesat.
Diese Platte diente der Lebendzellbeobachtung. Beide Multiwell Platten wurde flr 8 Tage bei
37 °C und 5 % CO2 in einem Brutschrank inkubiert (Abb. 6). An Tag 2, 4 und 6 erfolgte jeweils
ein  Mediumwechsel mit Lebendzellbeobachtung und pH-Wert Messung des

Zellkulturmediumes.

Aus den verbleibenden Zellen wurden in zwei Reaktionsgefalien je 600.000 Zellen gesammelt
und fir 5 min bei 450 g zentrifugiert (Abb. 6). Nach einer Resuspension in 500 uL PBS (Gibco,
Life Science Technologies) erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 450 g fur 5 min. Das daraus
entstehende Zellpellet des ersten Reaktionsgefales wurde in 600 puL Puffer RLT (QIAGEN
GmbH, Hilden, Deutschland) resuspendiert und fir spéatere molekularbiologische
Untersuchungen bei — 80 °C gelagert. Das Zellpellet des zweiten Reaktionsgefalles wurde in
300 pL 1 % Triton X-100 (Sigma-Aldrich) resuspendiert und ebenfalls bei — 80 °C fir

funktionelle Assays gelagert.
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Abb. 6: Verwendung der isolierten Zellen

Schematische Darstellung der weiteren Verwendung der Zellen (hellgraue Punkte). In einer 12 Well
Multiwell Platte wurden je 600.000 Zellen in TC-Inserts ausgeséat (weille Kreise innerhalb der Wells).
Die Biogléser sind hier als gelbe Kreise dargestellt. In einer 24 Well Multiwell Platte wurden 600.000
Zellen in einem Well zur Lebendzellbeobachtung ausgesat. Zudem wurden in zwei Reaktionsgefélien je
600.000 Zellen fir spatere molekularbiologische Untersuchungen sowie funktionelle Assays isoliert.

2.2.3. Zellernte

Nach 8 Tagen der Inkubation wurde das Zellkulturmedium abgenommen und der pH-Wert
daraus bestimmt. Die einzelnen Wells wurden einmal mit PBS (Gibco, Life Science
Technologies) gewaschen. Wie oben beschrieben gab es pro Bioglas je zwei Wells mit Zellen.
Die Zellen des einen Wells wurde in 600 pL Puffer RLT (QIAGEN GmbH) lysiert und fur

nachfolgende molekularbiologische Untersuchungen bei — 80 °C gelagert. Die Zellen des
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anderen Wells wurden in 300 pL 1 % Triton X-100 (Sigma-Aldrich) resuspendiert und fir
spatere funktionelle Assays bei — 80 °C gelagert.

2.3. Lebendzellbeobachtung

Die Lebendzellbeobachtung wurde direkt nach der Isolation der Zellen sowie nach 2, 4, 6 und
8 Tagen Zellkultur zur Beobachtung der Entwicklung der Zellen anhand der Morphologie
durchgefuhrt. Hierzu wurden die Zellen in der 24-Well Platte mit einem inversen
Lichtmikroskop Axiovert 10 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) untersucht und mit einer
Stingray F-145 Kamera (Allied Vision Technologies GmbH, Stadtroda, Deutschland)
fotografiert. Die Fotos wurde mithilfe des Programms ImageJ (National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA) bearbeitet. Aufgrund der Verwendung von TC-Inserts war eine
Beobachtung der Zellen der 12-Well Platte nicht mdglich.

2.4. pH-Wert Messung

Die pH-Wert Messung diente der Beobachtung der Zelldifferenzierung und erfolgte nach 2, 4,
6 und 8 Tagen in der Zellkultur. Bioglas ist in der Lage, durch seine Zerfallsprodukte den pH-
Wert zu erhdhen, wohingegen Osteoklasten mit zunehmendem Differenzierungsstadium eine
Ansduerung ihrer Umgebung bewirken. Hierzu wurde das Zellkulturmedium in 2 mL
Reaktionsgefalen fur 20 min bei 37 °C und 5 % CO> re-inkubiert und in den Zellkulturplatten
durch frisches Medium ersetzt. Nach weiteren 30 min bei Raumtemperatur erfolgte die pH-
Wert Messung in den Reaktionsgefaen mithilfe des CG820 pH-Meters (Schott Instrumente
GmbH, Mainz, Deutschland).

2.5. RNA-Isolation

Die RNA-Isolation erfolgte unter Verwendung des RNeasy Mini Kits (QIAGEN GmbH) gemél
den Herstellerangaben. Die Untersuchung wurde mit den Zellen, welche in 600 puL Puffer RLT
(QIAGEN GmbH; herstellereigene, unbekannte Abkiirzung) lysiert worden sind, durchgeftihrt.
Die Proben wurden zunéchst in einer QlAshredder Mini Spin Column (QIAGEN GmbH) fir 2
min bei 14.000 rpm zentrifugiert. Anschlielend wurde der dabei entstandene Durchfluss durch

600 puL 70 % Ethanol (Sigma-Aldrich) ergdnzt und in einer RNeasy Mini Spin Column
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(QIAGEN GmbH) fur 30 s bei 8000 g zentrifugiert. Die nachfolgenden Schritte dienten der
weiteren Aufreinigung der isolierten RNA. Hierzu wurden zunédchst 700 pL RW1-Puffer
(QIAGEN GmbH; herstellereigene, unbekannte Abkiirzung) auf die Saule gegeben und nach
5-mindtiger Inkubation fiir 30 s bei 8000 g zentrifugiert. Der entstandene Durchfluss wurde
verworfen. AnschlieBend wurden 500 pL RPE Waschpuffer (QIAGEN GmbH;
herstellereigene, unbekannte Abkurzung) zur Sdule hinzugegeben und zweimal, zunachst fir
30 s, dann fur 2 min, bei 8000 g zentrifugiert. Um nun mogliche Ruckstande der Waschpuffer
zu entfernen, folgte eine 1-minitige Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit. Im
Anschluss wurde die Saule in ein neues 1,5 mL Réhrchen tberfuhrt und 30 pL RNase freies
Wasser (QIAGEN GmbH) hinzugefugt. Nach 5-minltiger Inkubation folgte eine erneute
Zentrifugation fir 1 min bei 8000 g, um die RNA von der S&ule zu trennen. Der RNA-Gehalt
wurde photometrisch mithilfe des ND-1000 Spektrophotometers (NanoDrop Technologies Inc.,
Wilmington, Delaware, USA) bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt. Bis zur weiteren

Verarbeitung wurde die isolierte RNA bei — 80 °C gelagert.

2.6. cDNA-Synthese

Die Herstellung komplementarer DNA (cDNA) erfolgte mittels Reverser Transkription der
isolierten RNA unter Verwendung des Quantitect Reverse Transcription Kit (QIAGEN GmbH)
gemé&lR den Herstellerangaben. Fir die Durchfuhrung der reversen Transkription, war es
zunéchst erforderlich zwei Reaktionsgemische je reverser Transkriptase (RT+ und RT-)
vorzubereiten. Ein Reaktionsmix setzt sich dabei aus einer reversen Transkriptase (RT+ bzw.
RT-), einem Puffer, Nukleotiden sowie einem RNA-Template zusammen. Je zu
transkribierender Probe wurden zur Herstellung des RT+ Reaktionsgemisches 1 pL
Quantiscript Reverse Transkriptase (QIAGEN GmbH), 4 pL Quantiscript RT Puffer (5x)
(QIAGEN GmbH) und 1 pL RT Primer Mix (QIAGEN GmbH) miteinander vermischt. Zur
Herstellung des RT- Reaktionsgemisches wurden je Probe 2 pL Quantiscript RT Puffer (5x)
(QIAGEN GmbH), 0,5 pL RT Primer Mix (QIAGEN GmbH) und 0,5 pL RNase freies Wasser
(QIAGEN GmbH) miteinander vermischt.

Zur Elimination kontaminierender genomischer DNA (gDNA) wurden 375 ng der isolierten
RNA mit 3 uL gDNA Wipeout Puffer (QIAGEN GmbH) vermischt und durch RNase freies
Wasser auf ein Gesamtvolumen von 21 pL aufgeftllt. Die Proben wurden fiir 5 min bei 42 °C
im Bio-Rad i-Cycler (Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen, Deutschland) inkubiert. Im

29



Material und Methoden

Anschluss wurden hiervon je 7 L in ein Réhrchen mit 3 pL des RT- Reaktionsmixes Uberfihrt.
Den ubrigen Proben wurden je 6 uL RT+ Reaktionsmix hinzugeftgt. Anschlieend wurden alle
Proben fur 30 min bei 42 °C im Bio-Rad i-Cycler (Bio-Rad Laboratories GmbH) inkubiert. Zur
Inaktivierung der reversen Transkriptase folgte dann eine 3-minitige Erhitzung des Systems
auf 95 °C. Die Proben mit der gewonnenen cDNA wurden auf ein Verhaltnis von 1:4 mit RNase
freiem Wasser (QIAGEN GmbH) verdinnt und bis zur weiteren Untersuchung bei —20 °C
gelagert.

2.7. Real-time Reverse-Transkriptase Polymerase-Ketten-Reaktion

Die real-time Reverse-Transkriptase Polymerase-Ketten-Reaktion (Real-time PCR) diente der
Bestimmung der Expression einer Auswahl an Genen und erfolgte unter Verwendung des
QuantiFast SYBR Green PCR Kits (QIAGEN GmbH) gemaR den Herstellerangaben. Hierzu
musste zunadchst ein Reaktionsgemisch hergestellt werden. Pro zu untersuchender Probe
wurden 0,1 puL 20 pM Primer, 5 pL QuantiFast Mastermix (QIAGEN GmbH) und 3,9 pL
RNase freies Wasser (QIAGEN GmbH) miteinander vermischt. Als Primer wurden in dieser
Untersuchung 14-3-3 Protein { (YWHAZ, Eurofins Genomics, Ebersberg, Deutschland) als
Referenzgen, sowie Cathepsin K (CtsK, Eurofins Genomics), Mannose Rezeptor 1 (Mrcl/
CD206, Eurofins Genomics), Calcitonin Rezeptor (CALCR, Eurofins Genomics), CD14,
Kernbindungsfaktor Untereinheit Beta (Core-binding subunit beta, CBFB, Eurofins Genomics)
sowie der Osteoklasten assoziierte Rezeptor (OSCAR, Eurofins Genomics) verwendet (Tab. 2).
Mithilfe der Software NormFinder (Department of molecular Medicine Aarhus University
Hospital and Aarhus University, Aarhus, Danemark) wurde das fur diese Untersuchung am
besten geeignete Referenzgen ermittelt. Hierzu wurden neben YWHAZ auch 2-Mikroglobulin
(B2M, Eurofins Genomics), Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1 (HPRT1, Eurofins
Genomics) und Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH, Eurofins Genomics)

untersucht.
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Tab. 2: Primer der real-time PCR

Primer Sequenz Lange  Accession No.
for: 5-AAT ACA GAG AGA AAA TTG AGA CGG-3’
YWHAZ - v: 5CAG CCA AGT AAC GGT AGT AAT CTC-3»  +20PP NM_001135701
for: 5°-TGC CTG CCG TGT GAA CCA TGT-3’
BIM  ev: 5°-TGC GGC ATC TTC AAA CCT CCATGA3  104PP NM_004048
for: 5°-AGG GGA CAT AAA AGT AAT TGG TGG-3’
HPRT1 rev: 5-TGC GAC CTT GAC CAT CTT TG-3’ 151bp  NM_000194.3
for: 5*-CAG GGC TGC TTT TAA CTC TGG-3’
GAPDH 1 -TGG GTG GAA TCA TAT TGG AAC-3’ 102bp  NR_152150.2
for: 5°-AGG AGA TAC TGG ACA CCC AC-3’
Ctsk rev: 5°-CCC AAA TTA AAC GCC GAG AG-3’ %bp  NM_000396.4
for: 5*-GGA TGG ATG ATA CCT GCG AC-3’
Mrel  ev: 5-TGG AGG ATT AGT CAA GGA AGG G-3’ 77bp NM_002438.4
for: 5°-TGA GTG TGG AAA CCC ATT TGC-3’
CALCR rev: 5°-ATT TTG GTC ACA AGC ACC CG-3’ 109bp  NM_001164737
for: 5°-GGT CTC AAC CTA GAG CCG TT-3'
CD14 rev: 5'-CGG AGA GCC TTG ACC GTG-3’ 83bp  NM_000591.4
for: 5-CGT GCC CGA CCA GAG AA-3’
CBFB rev: 5°-TAA TCT CAC ACT CGC GGC TCA-3’ 7lbp  NM_0017553
for: 5*-CCC AGC TTC ATA CCA CCC T-3’
OSCAR 129bp  NM_206818.4

rev: 5’-CCA GGC TTG AAA AGT CCA AA-3’

Auflistung der in dieser Untersuchung verwendeten Primer. bp = Basenpaare/ Lange des PCR-Produkts,

for = forward Sequenz, rev = reverse Sequenz

Fur die Real-time PCR wurden je 9 pL Reaktionsgemisch mit 1 pL der bereits im Voraus auf

ein Verhéltnis von 1:4 verdinnten cDNA in 20 pL LightCycler Kapillaren (Roche Diagnostics

GmbH, Mannheim, Deutschland) fir 1 min bei 400 g zentrifugiert. Die Real-time PCR erfolgte

mithilfe des Roche LightCycler 2.0 (Roche Diagnostics GmbH). Hierbei wurden die Proben

zur Denaturierung zunéchst auf eine Temperatur von 95 °C fur 5 min erhitzt. Im Anschluss

folgten 40 Zyklen aus je einer 10-sekiindigen Denaturierungsphase bei 95 °C mit einer 30-

seklndigen Amplifikationsphase bei 60 °C. Die Untersuchung erfolgte

in einer

Doppelbestimmung. Die Reinheit der Proben wurde mittels Schmelzkurve sichergestellt.

31



Material und Methoden

Die Auswertung erfolgt mithilfe des CT-Werts (Cycle threshold, Schwellenzyklus). Dieser
Wert gibt die Anzahl an Amplifikationszyklen an, die notwendig ist, um einen definierten
Fluoreszenz-Schwellenwert zu Gberschreiten. Je hoher der CT-Wert, desto geringer ist also die
Genexpression in der untersuchten Probe. Die Amplifikationsreaktion kann in verschiedene
Phasen eingeteilt werden, welche einen sigmoidalen Kurvenverlauf ergeben (Abb. 7). In der
anfanglichen exponentiellen Phase ist die tatsachlich emittierte Fluoreszenz nur schwer von der
Hintergrundfluoreszenz zu unterscheiden. Diese entsteht durch freien, nicht gebundenen
Fluoreszenzfarbstoff oder durch Farbstoff, der nicht an den Primer gebunden hat. In der
zweiten, linearen Phase Ubersteigt die vom Reaktionsprodukt emittierte Fluoreszenz die
Hintergrundfluoreszenz. Am Ende kommt es zu einer Plateauphase, in der die Reaktion
anndhernd zum Erliegen kommt, und kaum noch Reaktionsprodukt gebildet wird. Der CT-Wert
entspricht dem Kreuzungspunkt dieser Kurve mit dem Fluoreszenz-Schwellenwert. Dieser
kann willkdrlich festgelegt oder automatisch mit verschiedenen Algorithmen ermittelt werden
(Tichopad et al. 2003; Larionov et al. 2005).
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Fluoreszenz

Fluoreszenz-
schwellenwert

®

PCR Zyklus

Schwellenwertzyklus

Abb. 7: Real-time PCR Standardkurve

Reaktionsverlauf einer Real-time PCR unter Betrachtung der gemessenen Fluoreszenz (y-Achse) in
Relation zum PCR-Zyklus (x-Achse). Der Reaktionsverlauf kann in verschiedene Phasen eingeteilt
werden: (1) Exponentielle Phase, (2) Lineare Phase, (3) Plateauphase. Der Fluoreszenzschwellenwert
kann willkdrlich festgelegt, oder durch Algorithmen bestimmt werden. Der Schwellenwertzyklus
entspricht dem Kreuzungspunkt zwischen der Standardkurve und dem Fluoreszenzschwellenwert. Hier
Ubersteigt die emittierte Fluoreszenz des Reaktionsprodukts die Hintergrundfluoreszenz. Modifizierte
Darstellung nach Tichopad et al. 2003 und Larionov et al. 2005.

Die Auswertung und Interpretation der CT-Werte (Cycle threshold, Schwellenzyklus) erfolgte
mithilfe der 22T Methode zur Quantifizierung der relativen Expression eines bestimmten

Gens in Relation zu YWHAZ als Referenzgen, wie im Folgenden dargestellt.

(1) ACT =CT (Zielgen) — CT (Referenzgen)
(2) AACT = ACT (Zielprobe) — ACT (Referenzprobe)
(3) Relative Expression = 2"4ACT

Im ersten Schritt wird die der ACT-Wert ermittelt. Der ACT-Wert ist die Differenz des
Schwellenwertzyklus (ACT) von Ziel- und Referenzgen. Im zweiten Schritt wird der AACT-
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Wert bestimmt. Dieser ist die Differenz zwischen den ACT-Werten von Ziel- und
Referenzprobe. Die relative Expression gibt die x-fache Expression des Zielgens der Zielprobe
im Vergleich zur Referenzprobe an (Tichopad et al. 2003; Rao et al. 2013).

2.8. Kapillarelektrophorese

Die Kapillarelektrophorese diente der Bestimmung der spezifischen Lange der untersuchten
Primer. Hierzu wurde je eine Probe stellvertretend fur jeden verwendeten Primer untersucht,
sowie die Proben, die in der Real-time PCR nicht nachgewiesen werden konnten. Hierzu
wurden die Proben aus den unter 2.7 erwéhnten 20 pL LightCycler Kapillaren (Roche
Diagnostics GmbH) verwendet. Die Kapillaren wurden umgedreht in Reaktionsgeféalie gestellt
und fir 1 min bei 1600 g zentrifugiert, sodass sich die Proben in den R6hrchen sammelten und
weiteren Untersuchungen zuganglich waren. Hiervon wurden 5 pL Probe mit 10 uL QX DNA
Dilution Puffer (QIAGEN GmbH) in einem PCR-R6hrchen vermischt und mit einem Tropfen
QX Ol (QIAGEN GmbH) beschichtet. Um fiir die Auswertung einen GroRenstandard zu haben,
wurde gleichzeitig ein PCR-Rohrchen mit 12 pL QX DNA Dilution Puffer (QIAGEN GmbH),
3 puL QX GroBenmarker 100 bp — 2.5 kb (QIAGEN GmbH) und einem Tropfen QX Ol
(QIAGEN GmbH) vorbereitet. Die Kapillarelektrophorese erfolgte mithilfe des QIAXxcel
Advanced Systems (QIAGEN GmbH).

2.9. Funktionelle Assays

Zur Bestimmung der Aktivitat der Osteoklasten wurde ein Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) fur Carboanhydrase Il und Tartratresistente saure Phosphatase Typ 5b (TRAP
5b) durchgefiihrt. Hierzu wurden die Zellen, welche in 300 pL 1 % Triton X-100 (Sigma-
Aldrich) bei — 80 °C gelagert wurden, verwendet.

2.9.1. Carboanhydrase II

Die Carboanhydrase Il ist ein Enzym, welches im Rahmen der Knochenresorption die
Umwandlung von Kohlenstoffdioxid (CO.) und Wasser (H20) zu Bikarbonat (HCO3’) und
Wasserstoff (H") katalysiert. Sie ist v. a. im Rahmen des Abbaus der anorganischen Matrix von

Bedeutung.
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Um eine VergleichsgrélRe zu etablieren, wurde zunéchst eine Verdiinnungsreihe mit 20 mM 4-
Nitrophenyl-Acetat (Sigma-Aldrich) in Ethanol (Stockmeier Chemie, Bielefeld, Deutschland)
flr neun verschiedene Konzentrationen in einer 96-Well Platte (Greiner Bio One) als Standard
hergestellt. Die Wells mit den 50 puL Standard wurden mit je 50 puL des 1 % Triton X-100 Lyse-
Puffers (Sigma-Aldrich) aufgefullt.

Fur die tbrigen Wells wurden pro Well 50 pL Substrat hergestellt, welches sich zu 10 % aus
20 mM 4-Nitrophenyl-Acetat (Sigma-Aldrich) und zu 90 % aus Assay-Puffer zusammensetzt.
Der Assay-Puffer wurde aus 66 % 20 mM Tris (Carl Roth GmbH), 24 % Aqua (B Braun,
Melsungen, Deutschland) und aus 10 % 0,75 M NaCl (Carl Roth GmbH) hergestellt.

Im Folgenden wurde die 96-Well Platte mit je 50 puL Probe, 50 pL Triton X-100 (Sigma-
Aldrich), welcher als Lyse-Puffer verwendet wurde oder 50 pL humaner Carboanhydrase Il
(Sigman-Aldrich) jeweils in Doppelbestimmung vorbereitet. Diese Wells wurden mit je 50 pL
des zuvor vorbereiteten Substrats aufgefullt. Die ELISA-Reaktion erfolgte mithilfe des Bio Tek
Synergy HAT Plattenreaders (BioTek Instruments Inc., Winooski, Vermont, USA), wobei die
Extinktion bei einer Wellenldnge von 405 nm gemessen wurde. Anhand der Absorption der
Standards konnte eine Standardkurve ermittelt werden, woraus nachfolgend die Enzymaktivitét

in den einzelnen Proben bestimmt werden konnte.

2.9.2. TRAP 5b

Die TRAP 5b spielt ebenfalls eine bedeutende Rolle im Rahmen der Knochenresorption und ist
spezifisch fur Osteoklasten. Sie ist v. a. beim Abbau der organischen Matrix von Bedeutung.
Der TRAP 5b Assay wurde mithilfe des MicroVue Bone ELISA Kit (Quidel Corporation,
Athens, Ohio, USA) gemaR den Herstellerangaben durchgefihrt.

In einem ersten Schritt wurden die Standards A-E (Quidel Corporation) sowie die Kontrolle
low und high (Quidel Corporation) in 300 uL Aqua (B Braun) aufgel6st. Wahrend einer 10-
mindtigen Inkubationszeit wurde in jedes Well einer 96-Well Platte (Greiner Bio One) 100 pL
TRAP 5b Probendiluent (Quidel Corporation) gegeben. Das Probendiluent besteht aus zwei
Antikorpern. Antikorper 1 bindet aktives TRAP 5b am Boden der Platte, wohingegen
Antikorper 2 inaktives TRAP 5b bindet und im Folgenden ausgewaschen wird. AnschlieRend
wurden die Wells entweder mit 50 pL Standard A — E bzw. Kontrolle low/ high oder mit 10 pL
Probe und 40 pL Triton X-100 (Sigma-Aldrich) auf ein Gesamtvolumen von 150 pL aufgefullt.
Die Platte wurde mit einer Klebefolie abgedeckt und fur 1 h bei Raumtemperatur auf einer
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Ruttelplatte mit 300 U/min inkubiert. In dieser Zeit bindet der primare Antikorper aktives
TRAP 5b und verankert es am Boden der Platte. Nach 1 h wurde die Platte dreimal mit TRAP
5b Waschpuffer (Quidel Corporation) gewaschen, um inaktives, an den sekundaren Antikorper
gebundenes TRAP 5b auszuwaschen. AnschlieBend wurden die Wells mit je 100 uL TRAP 5b
Dekonstitution Puffer (Quidel Corporation) aufgefillt. Es folgte eine erneute Inkubation der
Platte fur 1 h bei 37 °C. Durch die Zugabe des Substrats farbte sich die Losung gelb. Nach 1 h
wurde die enzymatische Reaktion durch Zugabe von 50 puL TRAP 5b Stoplésung (Quidel
Corporation) beendet. Die Extinktion wurde bei einer Wellenldnge von 405 nm mithilfe des
Bio Tek Synergy HAT Plattenreaders (BioTek Instruments Inc.) bestimmt. Anhand der
Absorption der Standards konnte eine Standardkurve ermittelt werden, woraus nachfolgend die

Enzymaktivitét in den einzelnen Proben bestimmt werden konnte.

2.10. Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Mithilfe der Rasterelektronenmikroskopie (REM) sollte untersucht werden, ob und wie die
Oberflache der Bioglaser durch die Besiedelung mit Osteoklasten veréndert wird. Hierzu
wurden sowohl native Bioglaser untersucht als auch Biogléser, die jeweils 8 bzw. 14 Tage in

einer Zellkultur inkubiert worden sind.

2.10.1. Fixierung der REM-Proben

Nach 8 bzw. 14 Tagen in einer Zellkultur wurden die Zellen mit 1 mL Puffer RLT (QIAGEN
GmbH) lysiert. Fiir das Fixieren der Bioglaser ist eine Fixierlosung erforderlich. Hierfur musste
zunachst 0,2 M Natrium-Phosphatpuffer mit einem pH-Wert von 7,2 — 7,4 hergestellt werden.
Dieser besteht als Puffer aus einer S&ure und einer Base. Hier wurden neben 27,6 g
Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat  (Merck, Minchen, Deutschland) als saure
Komponente, 35,6 ¢ Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Merck) als alkalische
Komponente in je 1 L Aqua bidest (B Braun) gelést. Um nun einen 0,2 M Natrium-
Phosphatpuffer zu erhalten, wurden 23 % des sauren Natriumhydrogenphosphat-Monohydrat
(Merck) mit 77 % Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Merck) bis zum Erreichen des Ziel-
pH-Wertes von 7,2 — 7,4 miteinander vermischt. Der pH-Wert wurde mithilfe des CG820 pH-
Meters (Schott Instrumente GmbH) kontrolliert. Nun wurde der 0,2 M Natrium-Phosphatpuffer
durch Verwendung derselben Menge Aqua bidest (B Braun) zu einem 0,1 M Natrium-

Phosphatpuffer verdinnt. In einem letzten Schritt wurde die Fixierldsung, bestehend aus 90 %
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0,1 M Natrium-Phosphatpuffer und 10 % Glutardialdehydlésung (2,5 %) (Carl Roth GmbH),
durch Hinzufiigen von 1 % Saccharose (Carl Roth GmbH) des Volumens, hergestellt. Alle
Biogléaser wurden in dieser Losung fir 24 h bei 4 — 8 °C fixiert. Anschlielend wurden die
Bioglaser sechsmal mit 0,1 M Natrium-Phosphatpuffer gewaschen. Die Materialien wurden fur
weitere 24 h bei 4 — 8 °C in 0,1 M Natrium-Phosphatpuffer gelagert.

2.10.2. Dehydratation der REM-Proben

Um eine Untersuchung mit dem Rasterelektronenmikroskop zu ermdglichen, mussen die
Proben einer ausfihrlichen Dehydratation unterzogen werden. Andernfalls bestunde die Gefahr
eines Verdampfens der Wassermolekile im Vakuum, wodurch die Proben beschéadigt werden
kénnen. Hierzu wurden die Proben zunéchst in Ethanol mit jeweils zunehmender Konzentration
fiir 15 min bei 4 — 8 °C inkubiert. Es wurde Ethanol (Sigma-Aldrich) mit den Konzentrationen
50 %, 70 %, 80 %, 96 % und 100 % verwendet. Die finale Trocknung der Proben erfolgte
mithilfe des Leica EM CPD 300 Critical Point Dryers (Leica Mikrosysteme GmbH, Wetzlar,
Deutschland). Hierbei erfolgt zunachst eine Kiihlung des Systems auf 12 °C. Bei dieser
Temperatur wird flissiger Kohlenstoffdioxid (CO>) in die Kammer geleitet, welches sich mit
dem Ethanol vermischt. AnschlieRend wird die Temperatur auf 40 °C erhoht, sodass das CO>

verdampft und die getrocknete Probe zurtickbleibt.

2.10.3. Beschichtung der REM-Proben

Um die Biogléser im Rasterelektronenmikroskop untersuchen zu kdnnen, massen sie in einem
letzten Schritt mit einem Edelmetall beschichtet werden, um eine elektrostatische Aufladung
zu verhindern. Diese wirde zu Artefakten bei der Betrachtung fuhren. In dieser Untersuchung
wurde Argon (Praxair, Mississauga, Ontario, USA) als inertes Gas verwendet. Die Biogléaser
wurden hierzu mit einer beidseitig klebenden Folie (Plano GmbH, Wetzlar, Deutschland) auf
dem Stiftprobenteller (Plano GmbH) fixiert und mithilfe des Polaron SC7640 Sputter Coaters
(Polaron, Quorum Technologies LTD, Ashford, Grol3britannien) mit Argon beschichtet.

2.10.4. Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Nach der ausfihrlichen Probenvorbereitung konnte die eigentliche Betrachtung der Biogléaser
mithilfe des LEO 1530 Rasterelektronenmikroskops (LEO Elektronenmikroskope GmbH,
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Oberkochen, Deutschland) durchgefiihrt werden. Dieses Mikroskop besteht aus insgesamt drei
Detektoren. Bei zwei Detektoren handelt es sich um Everhard-Thornley-Detektoren, die in der
Lage sind, sekundére Elektronen zu erkennen, die von der obersten Schicht der Oberflache
stammen. Der dritte Detektor ist ein Backscattered Electron Detektor (Rickstreuelektronen-
Detektor), der Primarelektronen erkennt und dadurch einen Kontrast ermdglicht. Es wurde die
gesamte Oberflache jedes einzelnen Bioglases in funf verschiedenen VergrofRerungen
untersucht: 100x, 250x, 500x, 1.000x und 2.500x.

2.11. Immunfluoreszenzmikroskopie

Mithilfe der Immunfluoreszenzmikroskopie sollte untersucht werden, ob und in welchem
Ausmal sich die Zellen direkt auf der Materialoberflache entwickeln. Hierzu wurden, wie unter
2.2 beschrieben, Monozyten isoliert und in einer Zellkultur zu Osteoklasten differenziert. Nach
8 Tagen wurde das Zellkulturmedium durch 4 % Paraformaldehyd (PFA, Carl Roth GmbH)
ausgetauscht. Zur Herstellung des 4 % PFAs wurde 1 g PFA in 25 mL 1 % PBS (Gibco, Life
Science Technologies) aufgeldst. Es folgte eine 10-min(tige Inkubation der Platte auf Eis im
Dunkeln. AnschlieBend wurden die Proben mehrmals mit 1 % PBS gewaschen, um
Kontamination durch das PFA zu vermeiden. Dann wurden die Bioglaser in eine 96-Well
Cycloolefin Platte mit einem 190 um dicken klaren Boden (Greiner Bio One) Uberflhrt und mit
200 pL Phalloidin Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) (Sigma-Aldrich) fiir 40 min lichtgeschitzt
inkubiert. Es handelt sich hierbei um einen fluoreszierenden Stoff, der sich an Aktinfasern des
Zytoskeletts anlagert und diese griin aufleuchten lasst. AnschlieBend wurden die Wells
sechsmal mit 1 % PBS gewaschen und fur weitere 15 min mit 200 puL Hoechst BisBenzimide
H33258 (Sigma-Aldrich) lichtgeschitzt inkubiert. Hierbei handelt es sich um einen
Fluoreszenz-Farbstoff, der durch Interkalation in die DNA-Stréange die Nuclei blau erscheinen

lasst. Anschlief’end wurden die Wells erneut sechsmal mit 1 % PBS gewaschen.

Die Immunfluoreszenzmikroskopie erfolgte mithilfe des THUNDER Imaging Systems (Leica
Mikrosystems GmbH). Hierzu wurde zunéchst durch Mikroskopie beider Seiten sichergestellt,
dass sich die Bioglaser wahrend der Praparationsschritte nicht gedreht hatten. AnschlieRend
wurde das PBS durch ProLong™ Gold Antifade Reagenz (Invitrogen, Thermo Fisher
Scientific, Eugene, Oregon, USA) ersetzt. Die Platte konnte bei 4 °C fir weitere

Untersuchungen gelagert werden.
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2.12. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Programms Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) Version 26.0 (IBM, SPSS Statistics, Armonk, New York, USA). Zundchst
erfolgte die Uberpriifung auf Normalverteilung der Daten mithilfe des Kolmogorov-Smirnov-
Tests. Bei Vorliegen einer Normalverteilung wurde auf Signifikanzen mittels ANOVA als
parametrischem Test untersucht. Lag jedoch keine Normalverteilung der Daten vor, folgte eine
weitere Auswertung mittels nicht-parametrischen Tests. Fur verbundene Stichproben wurde
hierbei eine Friedman-Analyse, fir nicht-verbundene Stichproben ein Kruskal-Wallis- und
beim Vorliegen von zwei Gruppen ein Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt. Das
Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 festgelegt. Die Ergebnisse wurden mithilfe von Box-
Whisker-Plots graphisch veranschaulicht (SPSS, Version 26.0).

2.13. Schematische Abbildungen

Die in dieser Untersuchung entstandenen Graphiken wurden, wenn es sich nicht um Darstellung
der statistischen Analysen handelt oder ausdriicklich anders angegeben ist, mithilfe von
Microsoft PowerPoint Version 2311 (Microsoft Deutschland GmbH, Miinchen, Deutschland)

erstellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Morphologische Auswertung der Lebendzellbeobachtung

Die lichtmikroskopische Lebendzellbeobachtung diente der Erfolgskontrolle der Zellkultur. Da
die Anzucht der Zellen mit Bioglas in Zellkultureinsatzen innerhalb der Multiwellplatten
erfolgte, konnte keine direkte Beobachtung der Zellen mit Kontakt zum Fremdmaterial
erfolgen. Es wurde eine separate Kontroll-Kultur ohne Zellkultureinsédtze gezilichtet und

stellvertretend analysiert.

Zur Beurteilung des Wachstumsverlaufs wurden vier Entwicklungsstadien definiert (Abb. 7).
Stadium 1 liegt direkt nach dem lIsolationsprozess vor. Das Zellbild wird von kleinen, rund-
ovalen Zellen mit einem Durchmesser von ca. 5 pm dominiert. Daneben finden sich Uberreste
des Separationsmediums, die im Verlauf ausgewaschen werden. In Stadium 2 zeigen sich
spindelférmige, mononukledre Zellen mit einer L&nge von ca. 60 pum und einer maximalen
Breite von ca. 10 um. In Stadium 3 liegen ca. 50 um durchmessende grofRe runde mononukleére
Zellen vor. Im finalen Stadium 4 zeigen sich ca. 60-200 um grofRe Zellen mit ca. 5-10

Zellkernen.

Die Lebendzellbeobachtung erfolgt nach 2, 4, 6 und 8 Inkubationstagen. Bereits ab Tag 2 lagen
Zellen in Stadium 2 und ab Tag 4 in Stadium 3 und 4 vor (Abb. 8). Es zeigte sich durchgehend
eine homogene Verteilung der Zellen auf dem Boden der Zellkulturplatten mit ausgewogener
Zelldichte. Im Verlauf der Entwicklung lagen Zellen aller Entwicklungsstadien, inklusive sich

nicht differenzierender Zellen, vor.

Zusétzlich zu der Positivkontrolle der Differenzierung konnten im Rahmen von Vorversuchen
lichtmikroskopische Beobachtungen ohne Zellkultureinsdtze in den Multiwellplatten
durchgefuhrt werden. Diese ermdglichten eine direkte Lebendzellbeobachtung von Zellen mit
Kontakt zu Bioglas. Es zeigte sich, dass sich die Zellen auch bei direktem Kontakt zum Material
differenzierten, allerdings langsamer als Zellen, die weiter vom Material entfernt lagen oder
Zellen, die ohne Bioglas kultiviert wurden (Abb. 9-13).

Durch die hier dargestellten Positivkontrollen konnte nachgewiesen werden, dass jede der
verwendeten PBMC-Kulturen sich in lichtmikroskopisch intakte, mehrkernige Zellen

differenzierten.
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(A) Lebendzellbeobachtung an Tag 2. Der weil3e Pfeil zeigt eine Zelle in Stadium 1. Der rote Pfeil zeigt
Uberreste des Separationsmediums. (B) Lebendzellbeobachtung an Tag 2. Der weiRe Pfeil zeigt eine
Zelle in Stadium 2. (C) Lebendzellbeobachtung an Tag 4. Der weil3e Pfeil zeigt eine Zelle in Stadium
3. (D) Lebendzellbeobachtung an Tag 8. Mehrere multinukledre Zellen des Stadiums 4 sind zu
beobachten. Mal3stab: 50 pm

Abb. 9: Zelldifferenzierung bei Kontakt mit Bioglas 45S5

Lebendzellbeobachtung nach 6 Tagen Inkubation. (A) Lebendzellbeobachtung im peripheren Bereich
im Well mit Bioglas 45S5. Es zeigen sich Zellen bis Stadium 4. (B) Lebendzellbeobachtung von Zellen
mit Kontakt zu Bioglas 45S5 (*) im selben Well. Es zeigen sich Zellen bis Stadium 3. MaRstab: 50 pum.
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Abb. 10: Zelldifferenzierung bei Kontakt mit Bioglas 1393

Lebendzellbeobachtung nach 6 Tagen Inkubation. (A) Lebendzellbeobachtung im peripheren Bereich
im Well mit Bioglas 1393. Es zeigen sich Zellen bis Stadium 4. (B) Lebendzellbeobachtung von Zellen
mit Kontakt zu Bioglas 1393 (*) im selben Well. Es zeigen sich Zellen bis Stadium 3. Mal3stab: 50 pm.

Abb. 11: Zelldifferenzierung bei Kontakt mit Bioglas 1393 BS

Lebendzellbeobachtung nach 6 Tagen Inkubation. (A) Lebendzellbeobachtung im peripheren Bereich
im Well mit Bioglas 1393 BS. Es zeigen sich Zellen bis Stadium 4. (B) Lebendzellbeobachtung von
Zellen mit Kontakt zu Bioglas 1393 BS (*) im selben Well. Es zeigen sich Zellen bis Stadium 3.
Mafstab: 50 pm.
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Abb. 12: Zelldifferenzierung bei Kontakt mit Bioglas 1393 ges

Lebendzellbeobachtung nach 6 Tagen Inkubation. (A) Lebendzellbeobachtung im peripheren Bereich
im Well mit Bioglas 1393 ges. Es zeigen sich Zellen bis Stadium 4. (B) Lebendzellbeobachtung von
Zellen mit Kontakt zu Bioglas 1393 ges (*) im selben Well. Es zeigen sich Zellen bis Stadium 3.
Mafstab: 50 pm.

Abb. 13: Zelldifferenzierung ohne Kontakt zu Bioglas
Lebendzellbeobachtung von Zellen desselben Spenders in einem Well ohne Fremdmaterial. Es zeigen

sich Zellen im Stadium 4. Malstab: 50 pum.

3.2.  pH-Wert Messung

Die pH-Wert Messung erfolgt nach 2, 4, 6 und 8 Tagen der Inkubation aus dem abgenommenen
Medium. Durch die Freisetzung von lonen durch das Bioglas und die Bildung funktionsfahiger
Osteoklasten kommt es zu pH-Schwankungen, die durch die Messung dokumentiert wurden.

Nach 2 Tagen Inkubation waren die pH-Werte von Bioglas 45S5 mit pH 7,85 + 0,04 (p = 0,018)
sowie von Bioglas 1393 mit pH 7,85 = 0,05 (p = 0,014) signifikant hoher als der pH-Wert des
Ansatzes ohne Fremdmaterial mit pH 7,64 + 0,08. Fir Bioglas 1393 BS und Bioglas 1393 ges
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konnten nach 2 Tagen Inkubation keine signifikanten pH-Unterschiede festgestellt werden
(Abb. 14).

An Tag 4 waren die pH-Werte von Bioglas 1393 mit pH 7,81 + 0,05 (p = 0,041) und Bioglas
1393 BS mit pH 7,85 = 0,05 (p = 0,019) signifikant hoher als der Ansatz ohne Fremdmaterial
mit, pH 7,62 + 0,06. Fur Bioglas 45S5 und Bioglas 1393 ges konnten nach 4 Tagen Inkubation
keine signifikanten pH-Unterschiede festgestellt werden (Abb. 14).

Es zeigte sich zudem an Tag 6, dass Bioglas 45S5 mit pH 7,75 + 0,02 (p = 0,001) sowie Bioglas
1393 mit pH 7,78 £ 0,07 (p = 0,004) signifikant héhere pH-Werte aufwies als die Kultur ohne
Fremdmaterial mit pH 7,57 + 0,03. Fur Bioglas 1393 BS und Bioglas 1393 ges konnten nach 6
Tagen Inkubation keine signifikanten pH-Unterschiede festgestellt werden (Abb. 14).

Nach 8 Tagen konnte nur noch bei Bioglas 1393 BS mit pH 7,85 = 0,12 (p = 0,024) eine
signifikante Abweichung von der Kontrollgruppe mit pH 7,64 + 0,13 nachgewiesen werden.
Fur Bioglas 45S5, Bioglas 1393 und Bioglas 1393 ges konnten nach 8 Tagen Inkubation keine
signifikanten pH-Unterschiede festgestellt werden (Abb. 14).

Zusammenfassend zeigten die Messungen des pH-Wertes, dass Bioglas 1393 ges zu keinem
Beobachtungszeitpunkt signifikante pH-Unterschiede im Vergleich zur Kultur ohne
Fremdmaterial aufweist. Weiterhin konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
pH-Werten der Kontroll-Gruppe und dem Ansatz fir die lichtmikroskopische
Lebendzellbeobachtung festgestellt werden (Tag 2 mit p = 1,03; Tag 4 mit p = 3,96; Tag 6 mit
p = 5,30; Tag 8 mit p = 4,39; nicht graphisch dargestelit).

Die statistische Auswertung erfolgt mit dem Kolmogorov-Smirnov Test auf Normalverteilung,
dem Kruskal-Wallis Test fiir unabh&ngige Stichproben sowie der zweifachen Varianzanalyse

fiir Rdnge nach Friedmann flr verbundene Stichproben.
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Abb. 14: Ergebnis der pH-Wert Messung zu den verschiedenen Inkubationszeitpunkten
Box-Whisker-Plots der pH-Werte zu den verschiedenen Inkubationszeitpunkten Tag 2 (A), Tag 4 (B),
Tag 6 (C) und Tag 8 (D) flr die verschiedenen Biogléser sowie die Kontrolle. Bei der Kontrolle handelt
es sich um die PBMCs (PBMCs = Peripheral blood mononuclear cells), die ohne Fremdmaterial
inkubiert worden sind. p < 0,05 ist mit * markiert, p < 0,01 mit **. Neben den dargestellten
Signifikanzen konnten keine weiteren signifikanten Unterschiede in der statistischen Auswertung
festgestellt werden. Uberpriifung auf signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen mithilfe der
Friedmann-Analyse fur verbundene Stichproben. Bei den mit * oder ® markierten Werten handelt es sich
um Ausreiller. Werte, welche mit ° dargestellt werden, stellen einfache Ausreifler dar und liegen
unterhalb des 0,25 Quartils — 1,5 * Interquartilsabstand (IQR) oder oberhalb des 0,75 Quartils + 1,5 *
IQR. Werte, welche mit * dargestellt werden, stellen extreme Ausreiler dar und liegen entweder
zwischen dem 0,25 Quartil — 1,5 * IQR und 0,25 Quartil — 3 * IQR oder dem 0,75 Quartil + 1,5 * IQR
und 0,75 Quartil + 3 * IQR.

3.3. Real-time Reverse-Transkriptase Polymerase-Ketten-Reaktion

Mittels Real-time PCR wurden Gene untersucht, die zum Untersuchungszeitpunkt fur die
Proteinbiosynthese transkribiert wurden. Es wurden insbesondere Gene, die einen Hinweis auf
die Zelldifferenzierung liefern, sowie osteoklastenspezifische Gene untersucht. Zur

Auswertung wurde YWHAZ als Referenzgen verwendet.

3.3.1 Referenzgen
Die Suche nach einem geeigneten Referenzgen erfolgte mithilfe der Software NormFinder
(Department of molecular Medicine Aarhus University Hospital and Aarhus University,

Aarhus, Danemark). Untersucht wurden die Gene B2M, HPRT1, YWHAZ und GAPDH. Die
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Gene mit den niedrigsten Stabilitatswerten, mit jeweils 0,019 (Tab. 3) sind HPRT1 und
YWHAZ. Sie weisen zusétzlich die niedrigste Intra- und Intergruppenvarianz auf (Tab. 4 und
Tab. 5).

Tab. 3: Stabilitatswerte fiir die untersuchten Referenzgene

Gen Stabilitatswert
B2M 0,046
HPRT1 0,019
YWHAZ 0,019
GAPDH 0,046

Stabilitatswerte fir die untersuchten Gene B2M, HPRT1, YWHAZ und GAPDH. Die Berechnung
erfolgte mithilfe der Software NormFinder. B2M = B2-Mikroglobulin, HPRT1 = Hypoxanthin-
Phosphoribosyl-Transferase 1, YWHAZ = 14-3-3 Protein {, GAPDH = Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase

Tab. 4: Intragruppenvariation

Gen PBMCs OK OK+BG | OK+BG | OK+BG | OK +BG
45S5 1393 1393BS 1393ges
B2M 0,000 0,000 0,000 0,167 0,000 0,000
HPRT1 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
YWHAZ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
GAPDH 0,000 0,000 0,000 0,000 0,167 0,000

OK = Osteoklasten, PBMCs = Peripheral blood mononuclear cells, B2M = p2-Mikroglobulin,
HPRT1 = Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1, YWHAZ = 14-3-3 Protein {, GAPDH =
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

Tab. 5: Intergruppenvariation

Gen PBMCs OK OK+BG | OK+BG | OK+BG | OK +BG
45S5 1393 1393BS 1393ges
B2M 0,014 0,014 0,014 -0,111 0,056 0,014
HPRT1 -0,014 -0,014 -0,014 0,028 0,028 - 0,014
YWHAZ -0,014 -0,014 -0,014 0,028 0,028 -0,014
GAPDH 0,014 0,014 0,014 0,056 -0,111 0,014

OK = Osteoklasten, PBMCs = Peripheral blood mononuclear cells, B2M = (2-Mikroglobulin,
HPRT1 = Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1, YWHAZ = 14-3-3 Protein {, GAPDH =
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
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3.3.2 CD14

Das auf Monozyten und Makrophagen lokalisierte Oberflachenprotein CD14 zeigte in der

statistischen Auswertung keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (p
= 0,426; Kruskal-Wallis-Test) in Bezug auf die relative Expression (Tab. 6 und Abb. 15).

Dieses Ergebnis ist mit den bildmorphologischen Befunden, dass einigen Zellen nicht in den

Differenzierungsprozess eingetreten sind bzw. sich zum Untersuchungszeitpunkt noch in

frihen Entwicklungsstadien befanden,

in Einklang zu bringen.

Mit zunehmender

Differenzierung ware hierbei eine Abnahme der Expression zu erwarten gewesen.

Tab. 6: Relative Expression von CD14

Relative Expression mit PBMCs als Bezugspunkt
Zellreihe PBMCs OK OK+ | OK+ OK + OK +
Kontrolle BG BG BG BG
45S5 1393 | 1393BS | 1393ges

ZK 01 1,00 0,65 0,31 0,22 0,08 0,37

ZK 02 1,00 1,98 1,29 0,57 0,54 1,27

ZK 03 1,00 0,01 0,50 0,20 0,31 0,49

ZK 04 1,00 0,88 0,38 0,17 NA 0,50

ZK 05 1,00 2,05 1,36 2,22 1,06 2,10

ZK 06 1,00 0,72 0,78 NA 0,44 0,13

Mittelwert 1,00 1,05 0,77 0,68 0,49 0,81

Median 1,00 0,80 0,64 0,22 0,44 0,50

Standardfehler 0,00 0,33 0,19 0,39 0,16 0,30

Standard- 0,00 0,81 0,46 0,88 0,36 0,74

abweichung

p-Wert 0,426

Relative Expression von CD 14 in Osteoklasten mit Kontakt zu Bioglas, im Vergleich zu PBMCs ohne
Kontakt zu Bioglas vom selben Spender. OK = Osteoklasten, PBMCs = Peripheral blood mononuclear
cells, NA = unterhalb der Nachweisgrenze. Uberpriifung auf signifikante Unterschiede zwischen den

Gruppen mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests flir nicht-verbundene Stichproben (p = 0,426).
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Abb. 15: Relative Expression von CD14

Box-Whisker-Plots der relativen Expression von CD14 in Bezug auf die Expression in PBMCs flr die
verschiedenen Bioglaser sowie die Kontrolle. Bei den mit * oder ° markierten Werten handelt es sich
um Ausreiller. Werte, welche mit ° dargestellt werden, stellen einfache Ausreiller dar und liegen
unterhalb des 0,25 Quiartils — 1,5 * IQR oder oberhalb des 0,75 Quartils + 1,5 * IQR. Werte, welche mit
* dargestellt werden, stellen extreme AusreilRer dar und liegen entweder zwischen dem 0,25 Quartil —
1,5 * IQR und 0,25 Quartil — 3 * IQR oder dem 0,75 Quartil + 1,5 * IQR und 0,75 Quartil + 3 * IQR.
PBMCs = Peripheral blood mononuclear cells.

3.3.3 CBFB

Das fir die Entwicklung von dendritischen Zellen relevante CBFB zeigte in der statistischen
Auswertung keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (p = 0,097;
Kruskal-Wallis-Test) in Bezug auf die relative Expression, sodass nicht davon auszugehen ist,

dass im Rahmen der Differenzierung, dendritische Zellen entstanden sind (Tab. 7 und Abb. 16).
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Tab. 7: Relative Expression von CBFB

Relative Expression mit PBMCs als Bezugspunkt
Zellreihe PBMCs OK OK+BG |OK+BG | OK+BG | OK+BG
Kontrolle 45S5 1393 1393BS 1393ges
ZK 01 1,00 1,55 0,92 0,87 0,56 1,35
ZK 02 1,00 3,71 2,86 1,43 1,72 2,44
ZK 03 1,00 2,60 1,90 1,54 2,04 2,42
ZK 04 1,00 1,19 1,22 0,88 NA 2,29
ZK 05 1,00 6,70 3,29 3,85 2,68 4,56
ZK 06 1,00 2,21 3,20 NA 151 0,90
Mittelwert 1,00 2,99 2,23 1,71 1,70 2,33
Median 1,00 2,99 2,38 1,43 1,72 2,36
Standardfehler 0,00 0,82 0,42 0,55 0,35 0,52
Standard- 0,00 2,02 1,03 1,23 0,78 1,26
abweichung
p-Wert 0,097

Relative Expression von CBFB in Osteoklasten mit Kontakt zu Bioglas, im Vergleich zu PBMCs ohne
Kontakt zu Bioglas vom selben Spender. OK = Osteoklasten, PBMCs = Peripheral blood mononuclear
cells, NA = unterhalb der Nachweisgrenze, CBFB = Core-hinding factor subunit beta. Uberpriifung auf
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests fiir nicht-
verbundene Stichproben (p = 0,097).
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Abb. 16: Relative Expression von CBFB

Box-Whisker-Plots der relativen Expression von CBFB in Bezug auf die Expression in PBMCs fir die
verschiedenen Biogléaser sowie die Kontrolle. Bei den mit * oder © markierten Werten handelt es sich
um Ausreiller. Werte, welche mit ° dargestellt werden, stellen einfache Ausreiller dar und liegen
unterhalb 0,25 Quartils — 1,5 * IQR oder oberhalb des 0,75 Quartils + 1,5 * IQR. Werte, welche mit *
dargestellt werden, stellen extreme Ausreifler dar und liegen entweder zwischen dem 0,25 Quartil — 1,5
* QR und 0,25 Quartil — 3 * IQR oder dem 0,75 Quartil + 1,5 * IQR und 0,75 Quartil + 3* IQR. CBFB
= Core-binding factor subunit beta, PBMCs = Peripheral blood mononuclear cells.
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3.3.4 Mannose Rezeptor C Typ 1

Der fiir die Differenzierung in multinukledre Zellen fungierende Mannose Rezeptor C Typ 1
(Mrcl/ CD206) zeigte in der Kultur ohne Fremdmaterial (199,26 £ 109,53) eine signifikant
hohere Konzentration als die PBMCs (1,00 £ 0,00) (p = 0,014; Friedmann-Analyse). Hierdurch
konnte eine erfolgreiche Bildung multinukleérer Zellen aus PBMCs nachgewiesen werden. Flr
die Ansétze mit Bioglas konnte weder unter den Bioglasern untereinander noch zu den PBMCs
oder dem Ansatz ohne Fremdmaterial signifikante Unterschiede ermittelt werden. Dieses
Ergebnis zeigt, dass die Bildung multinuklearer Zellen nicht oder nur in reduziertem Ausmaf
unter dem Einfluss von Bioglas stattgefunden hat, ohne Fremdmaterial jedoch multinukledre
Zellen gebildet werden konnten (Tab. 8 und Abb. 17).

Tab. 8: Relative Expression von Mannose Rezeptor Typ 1

Relative Expression mit PBMCs als Bezugspunkt
Zellreihe PBMCs OK OK+BG | OK+BG | OK+BG | OK +BG
Kontrolle 45S5 1393 1393BS 1393ges
ZK 01 1,00 139,58 66,03 71,75 26,91 113,77
ZK 02 1,00 359,54 394,81 329,70 198,09 353,36
ZK 03 1,00 186,11 180,39 135,30 184,82 250,73
ZK 04 1,00 162,58 58,69 28,44 NA 48,84
ZK 05 1,00 55,72 22,01 41,93 33,01 39,40
ZK 06 1,00 247,28 292,04 NA 34,54 44,48
Mittelwert 1,00 199,26 169,00 121,42 95,67 141,76
Median 1,00 174,35 123,21 71,75 35,54 81,31
Standardfehler 0,00 44,71 60,73 55,23 39,18 53,54
Standard- 0,00 109,53 148,75 123,50 87,62 131,15
abweichung
pwert | o0 1,00 1,06 2,42 0,92

Relative Expression von Mannose Rezeptor Typ 1 in Osteoklasten mit Kontakt zu Bioglas, im Vergleich
zu PBMCs ohne Kontakt zu Bioglas vom selben Spender. OK = Osteoklasten, PBMCs = Peripheral
blood mononuclear cells, NA = unterhalb der Nachweisgrenze. Uberpriifung auf signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen mithilfe der Friedmann-Analyse flr verbundene Stichproben.
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Abb. 17: Relative Expression des Mannose Rezeptor C Typ 1
Box-Whisker-Plots der relativen Expression des Mannose Rezeptor C Typ 1 in Bezug auf die Expression

in PBMC:s fur die verschiedenen Biogléaser sowie die Kontrolle. ** entspricht p = 0,014. Bei den mit °
markierten Werten handelt es sich um einfache AusreiRer, welche unterhalb des 0,25 Quartils — 1,5 *
IQR oder oberhalb des 0,75 Quartils + 1,5 * IQR liegen. PBMCs = Peripheral blood mononuclear cells.

3.3.5 Cathepsin K

Fur das lysosomale Enzym Cathepsin K konnten signifikant hohere Konzentrationen in der
Osteoklasten-Kultur ohne Fremdmaterial (373,76 + 453,02) als in den isolierten PBMCs (1,00
+ 0,00) festgestellt werden (p = 0,003; Friedmann-Analyse), wodurch demonstriert wurde, dass
die Osteoklastogenese in diesen Proben erfolgreich war. Durch die Zugabe der Bioglaser zu
den PBMCs konnte im Verlauf der Inkubationszeit kein signifikanter Anstieg der Cathepsin K
Expression gemessen werden, wodurch eine mangelhafte Osteoklastogenese aufgezeigt wurde
(Tab. 9 und Abb. 18).
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Tab. 9: Relative Expression von Cathepsin K im Vergleich zu PBMCs

Relative Expression mit PBMCs als Bezugspunkt
Zellreihe PBMCs OK OK+BG | OK+BG | OK+BG | OK +BG

Kontrolle 4585 1393 1393BS 1393ges

ZK 01 1,00 72,00 29,55 12,17 10,63 44,94
ZK 02 1,00 765,36 270,60 79,07 21,41 331,99
ZK 03 1,00 962,07 246,42 264,11 302,33 276,28
ZK 04 1,00 19,84 233,94 86,22 NA 623,83

ZK 05 1,00 49,52 7,24 24,85 5,31 27,86

ZK 06 1,00 NA 5,60 NA 35,26 38,59
Mittelwert 1,00 373,76 132,23 93,28 74,99 223,92
Median 1,00 72,00 131,75 79,07 21,41 160,61

Standardfehler 0,00 202,60 53,14 4511 57,07 96,47
Standard- 0,00 453,02 130,18 100,87 127,60 236,29

abweichung
p-wert | o0.003 1,33 1,42 2,42 0,10

Relative Expression von Cathepsin K in Osteoklasten mit Kontakt zu Bioglas, im Vergleich zu PBMCs
ohne Kontakt zu Bioglas vom selben Spender. OK = Osteoklasten, PBMCs = Peripheral blood
mononuclear cells, NA = unterhalb der Nachweisgrenze. Uberpriifung auf signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen mithilfe der Friedmann-Analyse fiir verbundene Stichproben.
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Abb. 18: Relative Expression von Cathepsin K

Box-Whisker-Plots der relativen Expression von Cathepsin K in Bezug auf die Expression in PBMCs
fiir die verschiedenen Bioglaser sowie die Kontrolle. ** entspricht p = 0,003. Bei den mit * oder °
markierten Werten handelt es sich um Ausreifier. Werte, welche mit ° dargestellt werden, stellen
einfache Ausreiler dar und liegen unterhalb des 0,25 Quartils — 1,5 * IQR oder oberhalb des 0,75
Quartils + 1,5 * IQR. Werte, welche mit * dargestellt werden, stellen extreme Ausreif3er dar und liegen
entweder zwischen dem 0,25 Quartil — 1,5 * IQR und 0,25 Quartil — 3 * IQR oder dem 0,75 Quartil +
1,5* IQR und 0,75 Quartil + 3* IQR. PBMCs = Peripheral blood mononuclear cells.
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3.3.6 Calcitonin Rezeptor

Der Calcitonin-Rezeptor gehort zu den osteoklastenspezifischen Markern, welcher im Rahmen
der Osteoklastogenese hochreguliert wird. Fir den Calcitonin-Rezeptor lagen die Werte fur
PBMCs unterhalb der Nachweisgrenze, sodass keine Werte fir die relative Expression ermittelt
werden konnten, da der Bezugspunkt fehlt. Es kann also von einer erfolgreichen Induktion der
Osteoklastogenese ausgegangen werden. Daher wurde fiir die Auswertung der Ergebnisse flr
den Calcitonin-Rezeptor, anstatt den PBMCs als Bezugspunkt, die Zellen ohne Kontakt zu
Bioglas herangezogen. Bei dieser Form der Auswertung kommt es zu einer Anderung der
absoluten Werte der Differenzen, nicht jedoch zu einer Anderung der relativen Expressionen
und daher auch nicht zu einer Anderung der statistischen Signifikanzen. Hier konnten keine
signifikanten Unterschiede (p = 0,21; Kruskal-Wallis-Test) zwischen den Zellen mit Kontakt
zu Bioglas untereinander, noch im Vergleich zu Zellen ohne Kontakt zu Bioglas nachgewiesen
werden, sodass hier von einem gleichmaRigen, Bioglas-unabhéngigen Expressionsprofil
auszugehen ist (Tab. 10 und Abb. 19).

Tab. 10: Relative Expression des Calcitonin Rezeptors

Relative Expression mit PBMCs als Bezugspunkt
Zellreihe PBMCs OK OK+BG |OK+BG | OK+BG | OK+BG
Kontrolle 45S5 1393 1393BS 1393ges
ZK 01 1,17 1,00 0,96 0,73 0,78 0,64
ZK 02 0,19 1,00 0,62 0,26 0,14 0,58
ZK 03 0,11 1,00 0,43 0,61 0,54 0,45
ZK 04 0,54 1,00 1,75 1,17 NA 3,07
ZK 05 0,14 1,00 0,50 0,86 0,13 0,43
ZK 06 0,37 1,00 1,24 NA 1,06 0,62
Mittelwert 0,42 1,00 0,92 0,73 0,53 0,97
Median 0,28 1,00 0,79 0,73 0,54 0,60
Standardfehler 0,16 0,00 0,21 0,15 0,18 0,42
Standard- 0,40 0,00 0,51 0,33 0,40 1,03
abweichung
p-Wert 0,21

Relative Expression des Calcitonin Rezeptors in Osteoklasten mit Kontakt zu Bioglas, im Vergleich zu
Osteoklasten ohne Kontakt zu Bioglas vom selben Spender. OK = Osteoklasten, PBMCs = Peripheral
blood mononuclear cells, NA = unterhalb der Nachweisgrenze. Uberpriifung auf signifikante
Unterschiede zwischen den Gruppen mithilfe des Kruskal-Wallis-Tests fiir nicht-verbundene
Stichproben (p = 0,21).
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Relative Expression des Calcitonin Rezeptors

Abb. 19: Relative Expression des Calcitonin Rezeptors
Box-Whisker-Plots der relativen Expression des Calcitonin Rezeptors in Bezug auf die Expression in

Osteoklasten ohne Kontakt zu Fremdmaterial fur die verschiedenen Bioglaser. Bei den mit * oder °
markierten Werten handelt es sich um Ausreiller. Werte, welche mit ° dargestellt werden, stellen
einfache Ausreifler dar und liegen unterhalb des 0,25 Quartils — 1,5 * IQR oder oberhalb des 0,75
Quartils + 1,5 * IQR. Werte, welche mit * dargestellt werden, stellen extreme Ausreif3er dar und liegen
entweder zwischen dem 0,25 Quartil — 1,5 * IQR und 0,25 Quartil — 3 * IQR oder dem 0,75 Quartil +
1,5 * IQR und 0,75 Quartil + 3 * IQR. PBMCs = Peripheral blood mononuclear cells.

3.3.7 OSCAR

Der osteoklastenassoziierte Rezeptor OSCAR zeigte in der statistischen Auswertung keine
signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (p = 0,222; Kruskal-Wallis-Test)
in Bezug auf die relative Expression (Tab. 11 und Abb. 20). OSCAR wird v. a. wahrend der
Osteoklastogenese vermehrt exprimiert. Aus einer Normalverteilung kann nicht klar
geschlussfolgert werden, wie die Verteilung der Zellen in ihrer Entwicklung in den einzelnen

Gruppen zum Untersuchungszeitpunkt ist.
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Tab. 11: Relative Expression von OSCAR

Relative Expression mit PBMCs als Bezugspunkt
Zellreihe PBMCs OK OK+BG |OK+BG | OK+BG | OK+BG
Kontrolle 45S5 1393 1393BS 1393ges
ZK 01 1,00 0,85 0,82 0,62 0,66 0,55
ZK 02 1,00 5,26 3,28 1,36 0,74 3,05
ZK 03 1,00 8,91 3,82 5,43 4,84 4,03
ZK 04 1,00 1,87 3,27 2,19 NA 5,74
ZK 05 1,00 7,29 3,66 6,28 0,98 3,16
ZK 06 1,00 2,68 3,32 NA 2,83 1,66
Mittelwert 1,00 4,48 3,03 3,18 2,01 3,03
Median 1,00 3,97 3,30 2,19 0,98 3,11
Standardfehler 0,00 1,31 0,45 1,13 0,81 0,74
Standard- 0,00 3,20 1,11 2,53 1,82 1,81
abweichung
p-Wert 0,222

Relative Expression von OSCAR in Osteoklasten mit Kontakt zu Bioglas, im Vergleich zu PBMCs ohne
Kontakt zu Bioglas vom selben Spender. OK = Osteoklasten, PBMCs = Peripheral blood mononuclear
cells, NA = unterhalb der Nachweisgrenze, OSCAR = Osteoclast-associated immunoglobulin-like
receptor. Uberpriifung auf signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen mithilfe des Kruskal-
Wallis-Tests fur nicht-verbundene Stichproben (p = 0,222).

10
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PBMCs BG 4555 BG 1393 BG 1393 BS BG 1393 ges Kontrolle

Abb. 20: Relative Expression von OSCAR

Box-Whisker-Plots der relativen Expression von OSCAR in Bezug auf die Expression in PBMCs fir
die verschiedenen Bioglaser sowie die Kontrolle. Bei den mit * markierten Werten handelt es sich um
extreme Ausreil3er, welche entweder zwischen dem 0,25 Quartil — 1,5 * IQR und 0,25 Quartil -3 * IQR
oder dem 0,75 Quartil + 1,5 * IQR und 0,75 Quartil + 3 * IQR liegen. OSCAR = Osteoclast-associated
immunoglobulin-like receptor, PBMCs = Peripheral blood mononuclear cells.
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3.4. Kapillarelektrophorese

Die Kapillarelektrophorese wurde fiir alle Proben durchgefihrt, deren CT-Wert unterhalb der
Nachweisgrenze in der Real-time PCR lagen, um auch Proben mit niedrigerer Konzentration

zu detektieren.

Keine der Proben, die in der Real-time PCR unterhalb der Nachweisgrenze lagen, konnten in
der Kapillarelektrophorese nachgewiesen werden. Dies wird hier exemplarisch fir OSCAR
(Abb. 21) dargestellt. Dieses Beispiel verdeutlicht, dass bei den entsprechenden Proben keine
OSCAR-Expression fiir die Bioglaser BG 1393 und BG 1393 BS vorlag.

Peak Size
[bp]
3000 == I S S
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300 —

200

100

Kapillarelektrophorese von OSCAR

15 ==

ZK03 ZK 03 ZK 03 ZK 03 ZK 06 ZK 03 ZK 04 ZK 03
PBMCs Kontrolle BG4555 BG1393 BG 1393 BG BG BG
1393 BS 1393 BS 1393 ges

Abb. 21: Exemplarische Darstellung der Kapillarelektrophorese fur OSCAR
Kapillarelektrophorese der PCR-Produkte von OSCAR. Exemplarisch wurden alle Proben aus ZK 03
ermittelt. Fir OSCAR konnten in der Real-time PCR keine CT-Werte fir BG 1393 in ZK 06 sowie BG
1393 BS in ZK 04 (rot markiert) ermittelt werden. Die schwarzen Banden stellen das nachgewiesene
PCR-Produkt dar, welches bereits in der Real-time PCR ermittelt werden konnte. ZK = Zellkultur, BG
= Bioglas, bp = Basenpaar, OSCAR = Osteoclast-associated immunoglobulin-like receptor, PBMCs =
Peripheral blood mononuclear cells
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3.5.  Funktionelle Assays

Funktionelle Assays liefern Aussagen Uber die Aktivitat von Osteoklasten. Hierzu wurden die
fir Osteoklasten spezifischen Enzyme Carboanhydrase Il und TRAP 5b untersucht. Beide
Enzyme spielen eine entscheidende Rolle im Rahmen der Knochenresorption.

3.5.1. Carboanhydrase Il

Es war ein Nachweis einer Carboanhydrase Il Aktivitat in allen Proben méglich. Es zeigte sich
eine Varianz hinsichtlich der Ergebnisse, wobei die Aktivitat bei Zellen mit Kontakt zu Bioglas
1393 die hochsten Werte zeigte. In der statistischen Auswertung fur Carboanhydrase 11 zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (p = 0,107; Kruskal-
Wallis-Test). Es waren weder signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Bioglasern
noch zwischen den Bioglasern und den PBMCs oder der Kultur ohne Fremdmaterial ermittelbar
(Tab. 12 und Abb. 22).

Tab. 12: Carboanhydrase 11 Aktivitat [U/g Protein]

Carboanhydrase Il Aktivitat [U/g Protein]
Zellreihe PBMCs OK OK+BG | OK+BG | OK+BG | OK +BG
Kontrolle 45S5 1393 1393BS 1393ges
ZK 01 85,31 98,65 168,24 93,68 89,89 136,22
ZK 02 97,02 85,17 185,55 194,20 154,20 67,73
ZK 03 NA 68,98 47,71 164,86 110,65 NA
ZK 04 124,05 74,38 179,70 207,69 185,17 102,13
ZK 05 49,86 81,83 96,36 268,73 227,16 102,23
ZK 06 134,51 170,40 323,54 71,71 115,28 115,28
Mittelwert 98,15 96,57 166,85 181,10 139,80 104,72
Median 97,02 83,50 173,97 179,64 132,43 102,23
Standardfehler 14,98 15,34 38,40 23,83 24,41 11,15
Standard- 33,51 37,57 94,05 58,38 59,79 24,92
abweichung
p-Wert 0,107

OK = Osteoklasten, PBMCs = Peripheral blood mononuclear cells, ZK = Zellkultur, NA = unterhalb
der Nachweisgrenze. Uberpriifung auf signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen mithilfe des
Kruskal-Wallis-Tests fiir nicht-verbundene Stichproben (p = 0,107).
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Abb. 22: Carboanhydrase Il Aktivitat

Box-Whisker-Plots der Carboanhydrase Il Aktivitat fir die verschiedenen Bioglaser sowie die
Kontrolle. Bei den ° markierten Werten handelt es sich um einfache AusreiBer, welche unterhalb des
0,25 Quartils — 1,5 * IQR oder oberhalb des 0,75 Quartils + 1,5 * IQR liegen. BG = Bioglas, PBMCs =
Peripheral blood mononuclear cells.

3.5.2. TRAP 5b

In der statistischen Auswertung konnte eine statistisch signifikant starkere Aktivitat von TRAP
5b flr Zellen ohne Kontakt zu Bioglas (16,79 + 10,77) im Vergleich zu PBMCs (4,49 + 4,57)
(p = 0,032; Mann-Whitney-U-Test) festgestellt werden. Dieses Ergebnis zeigt, dass ohne
Bioglas funktionell aktive Osteoklasten im Rahmen der Osteoklastogenese entstanden sind.
Zusétzlich konnte festgestellt werden, dass Zellen mit Kontakt zu Bioglas 1393 ges (6,71 +
3,09) eine signifikant geringere TRAP 5b Aktivitat im Vergleich zu Zellen ohne Kontakt zu
Bioglas (16,79 = 10,77) (p = 0,032; Mann-Whitney-U-Test) aufweisen, sodass ohne Bioglas
1393 ges mehr funktionell aktive Osteoklasten entstanden sein missen (Tab. 13 und Abb. 23).
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Tab. 13: TRAP 5b Aktivitat [U/g Protein]

TRAP 5b Aktivitat [U/g Protein]
Zellreihe PBMCs OK OK+BG | OK+BG | OK+BG | OK +BG
Kontrolle 45S5 1393 1393BS 1393ges
ZK 02 9,26 14,14 8,63 9,59 5,20 8,46
ZK 03 9,13 16,02 7,13 5,10 2,31 5,41
ZK 04 3,90 12,95 9,14 15,65 3,96 11,27
ZK 05 0,00 6,02 2,12 6,72 10,95 4,33
ZK 06 0,17 34,83 9,52 10,11 1,58 4,08
Mittelwert 4,49 16,79 7,31 9,43 4,80 6,71
Median 3,90 14,14 8,63 9,59 3,96 541
Standardfehler 2,04 4,82 1,36 181 1,66 1,38
Standard- 4,57 10,77 3,04 4,04 3,72 3,09
abweichung

p-Wert 0,032 0,032

BG = Bioglas, OK = Osteoklasten, PBMCs = Peripheral blood mononuclear cells, TRAP 5b =
Tartratresistente saure Phosphatase Typ 5b, ZK = Zellkultur. Uberpriifung auf signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests fiir nicht-verbundene Stichproben

[U/g Protein] %
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TRAP 5b Aktivitdt

PBMCs BG 4555 BG 1393 BG 1393 BS BG 1393 ges Kontrolle

Abb. 23: TRAP 5b Aktivitat

Box-Whisker-Plots der TRAP 5b Aktivitat fur die verschiedenen Bioglaser sowie die Kontrolle. *
entsprechen je p = 0,032. Bei den mit * oder ° markierten Werten handelt es sich um Ausreif3er. Werte,
welche mit ° dargestellt werden, stellen einfache Ausreil3er dar und liegen unterhalb des 0,25 Quartils —
1,5 * IQR oder oberhalb des 0,75 Quartils + 1,5 * IQR. Werte, welche mit * dargestellt werden, stellen
extreme Ausreiller dar und liegen entweder zwischen dem 0,25 Quartil — 1,5 * IQR und 0,25 Quartil —
3 * IQR oder dem 0,75 Quartil + 1,5 * IQR und 0,75 Quartil + 3 * IQR. TRAP 5b = Tartratresistente
saure Phosphatase Typ 5b, PBMCs = Peripheral blood mononuclear cells.
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3.6. Immunfluoreszenzmikroskopie

Mittels immunfluoreszenzmikroskopischer Untersuchung sollte geklart werden, ob die Zellen
auch auf dem Material adhdrieren und sich entwickeln kénnen. Hierzu wurden in einer separat
angelegten Untersuchung (n = 1), jeweils zwei Biogléser jeder Art nach 8 Tagen Inkubation
betrachtet. Im Rahmen der Immunhistochemie wurden Aktinfasern des Zytoskeletts (FITC) und
die DNA zur Darstellung der Zellkerne (Hoechst BisBenzimide H33258) markiert.

Bei der Untersuchung von Bioglas 45S5 zeigte das Material eine starke Eigenfluoreszenz,
sodass nur in niedrigen VergroRerungen Zellen nachgewiesen werden konnten. Hierbei
prasentierte sich ein dichtes Netz aus Zellen, wobei Osteoklasten im Entwicklungsstadium 2
dominierten. Vereinzelt waren Zellen bis Stadium 3 zu sehen (Abb. 24). Insgesamt konnten

jedoch keine multinukledren Osteoklasten nachgewiesen werden.

Auf Bioglas 1393 zeigte sich ein dichtes Netz aus Zellen aller Entwicklungsstadien, wobei
hauptséchlich frihe Stadien zu finden waren (Abb. 25).

Bei der Betrachtung von Bioglas 1393 BS zeigten sich einzelne Zellnestern aus tberwiegend
Zellen im Stadium 1. Daneben konnten vereinzelt Osteoklasten im Stadium 2, jedoch keine
multinukledren Osteoklasten, beobachtet werden (Abb. 26).

Bioglas 1393 ges zeigte von allen untersuchten Materialien am wenigsten Eigenfluoreszenz.
Hier prasentierten sich Zellen aller Entwicklungsstadien, wobei friihe Stufen vorherrschend
waren (Abb. 27).

Die morphologische Lebendzellbeobachtung einer parallelen Kultur ohne Fremdmaterial mit
Zellen desselben Spenders, zeigte nach 8 Tagen Inkubation ein dichtes Zellnetz aus grof3en
multinukledren Zellen gemaR Entwicklungsstadium 4, sodass die Osteoklastogenese hier
erfolgreich war. Insgesamt wurde direkt auf der Materialoberflache eine reduzierte Zelldichte
mit einer langsamer ablaufenden Differenzierung als bei Zellen ohne Kontakt zu Bioglas
beobachtet. Bei Bioglas 1393 sowie Bioglas 1393 ges zeigten sich am meisten multinukleare

Zellen.
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Abb. 24: Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchung von Bioglas 45S5

(A) Ubersichtsaufnahme von Bioglas 45S5 mit vorwiegend Zellen in Stadium 1 sowie Stadium 2.
Aufgrund der starken Eigenfluoreszenz von Bioglas 45S5 konnte keine geeignete Detailaufnahme
angefertigt werden. Grun: Aktinfilamente, Blau: Zellkerne, Gelber Pfeil: Entwicklungsstadium 1, Roter
Pfeil: Entwicklungsstadium 2. (A) Mafstab 100 pm.

Abb. 25: Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchung von Bioglas 1393

(A) Ubersichtsaufnahme von Bioglas 1393 mit wenigen Zellen in Entwicklungsstadium 1, zahlreichen
Zellen in  Entwicklungsstadium 2 sowie vereinzelt weiterentwickelten Zellen, z. B.
Entwicklungsstadium 3. (B) Detailaufnahme von Bioglas 1393, mit allen Entwicklungsstadien in sich
teils Uberlagernder Darstellung. Grin:  Aktinfilamente, Blau: Zellkerne, Gelber Pfeil:
Entwicklungsstadium 1, Roter Pfeil: Entwicklungsstadium 2, Weil3er Pfeil: Entwicklungsstadium 3,
Gruner Pfeil: Entwicklungsstadium 4. (A) Mal3stab 100 um, (B) Malstab 50 pm.
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Abb. 26: Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchung von Bioglas 1393 BS

(A) Ubersichtsaufnahme von Bioglas 1393 BS mit vorwiegend Zellen in Entwicklungsstadium 1 und
Entwicklungsstadium 2. (B) Detailaufnahme von Bioglas 1393 BS mit vergroRerter Darstellung der
Zellen in Entwicklungsstadium 1 und 2. Weiter differenzierte Zellen wurden nicht gesehen. Grin:
Aktinfilamente, Blau: Zellkerne, Gelber Pfeil: Entwicklungsstadium 1, Roter Pfeil:
Entwicklungsstadium 2. (A) MaRstab 100 um, (B) Mal3stab 50 pum.

Abb. 27: Immunfluoreszenzmikroskopische Untersuchung von Bioglas 1393 ges

(A) Ubersichtsaufnahme von Bioglas 1393 ges mit Darstellung von Zellen aller Entwicklungsstadien,
(B) Detailaufnahme von Bioglas 1393 ges mit exemplarischer Darstellung von Zellen in
Entwicklungsstadium 1 und 4. Grin: Aktinfilamente, Blau: Zellkerne, Gelber Pfeil:
Entwicklungsstadium 1, Roter Pfeil: Entwicklungsstadium 2, WeiRer Pfeil: Entwicklungsstadium 3,
Gruner Pfeil: Entwicklungsstadium 4. (A) Malstab 100 pm, (B) MaRstab 50 pm.
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3.7. Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Mithilfe der Rasterelektronenmikroskopie (REM) wurde die Oberflache der verschiedenen
Bioglaser in einer reprasentativen Untersuchung betrachtet. Der Fokus lag auf der Suche nach
von Osteoklasten verursachten Veranderungen wie Resorptionslakunen. Hierzu wurden die
Biogléaser zundchst unkultiviert im nativen Zustand untersucht. Im Anschluss wurde jedes
Bioglas einmal fiir 8 Tage und einmal fiir 14 Tage mit Osteoklasten kultiviert und im Anschluss
im Rasterelektronenmikroskop untersucht. Zur Beurteilung der Oberflachenbeschaffenheit

bzw. -veranderung, wurden die Zellen entfernt. Es erfolgte keine Betrachtung mit Zellen.

Unverandertes Bioglas 45S5 zeigte eine vielfaltige Oberflachenstruktur mit kugel- und
pyramidenférmigen Erhebungen, kristallartigen Strukturen und fadenartigen Gebilden. In
kultivierten Proben zeigte sich die Oberflache mit scholliger Grundstruktur und zusétzlich
faden- und netzartigen Strukturen (Abb. 28). Es zeigte sich jedoch kein Hinweis auf die

Entstehung von flr Osteoklasten charakteristische Resorptionslakunen.

Bioglas 1393 zeigt natlrlicherweise eine kugelige Oberflaiche mit stellenweise fadenartig
konfigurierten Stellen. Auch nach Kontakt mit Osteoklasten dominiert die Oberflache mit einer
kugel- und kristalloiden Grundstruktur. Es waren keine Resorptionslakunen zu beobachten. Es
konnten keine Unterschiede zwischen der unkultivierten und der besiedelten Oberflache
festgestellt werden (Abb. 29). Zusatzlich zeigte sich eine spindelférmige Struktur (Abb. 29B),
welche auf den ersten Blick wie eine Zelle in Entwicklungsstadium 2 erscheint. Bei Vergleich
der durchschnittlichen GroRe einer Zelle in diesem Entwicklungsstadium (ca. 50 pum) sowie der
GroRe dieser Struktur (ca. 1000 pum) muss es sich hierbei um die natlrliche Oberflache des

Bioglases handeln. Zusatzlich wurden im Rahmen der Praparationsschritte alle Zellen entfernt.

Die Oberflache von nativem Bioglas 1393 BS prasentiert sich mit einem feingranulierten, teils
scholligen Muster. Daneben finden sich fadenférmige Strukturen sowie flache, teils kugelige
Objekte. Nachdem das Material in der Zellkultur war, dominiert die Oberflache kugelig, mit
zusatzlich fadenartigen Gebilden. Auch hier konnten keine Resorptionslakunen detektiert
werden. Es liegen keine eindeutigen Unterschiede von Bioglas 1393 BS vor bzw. nach der
Besiedelung vor (Abb. 30).

Bioglas 1393 ges hat von Natur aus eine plane Oberflache mit kleinen stdbchenformigen und
ungeformten flachen Auflagerungen. Auch hier zeigen sich fadenformige Gebilde. Nach
Besiedelung mit Osteoklasten ist die Oberflache von kleinen runden bis l&ngsovalen Strukturen

mit stellenweise scholligen Auflagerungen und fadenférmigen Strukturen durchsetzt.
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Vereinzelt zeigen sich dunkle, ebene Flachen. Auch hier ergab sich kein Hinweis auf

Resorptionslakunen oder einen Unterschied zwischen fehlendem oder bestehendem Kontakt
mit Zellen (Abb. 31).

— L R S A e AN

Abb. 28: Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung von Bioglas 45S5
Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung von Bioglas 45S5. Links (A, C, E) zeigt sich
beispielhaft die Oberflachenstruktur von nativem Bioglas 45S5. Rechts (B, D, F) ist reprasentativ die
Oberflache von Bioglas 45S5 nach 8 Tagen Kontakt mit Osteoklasten dargestellt. Der mit * markierte
Bereich wird jeweils vergroRert dargestellt. (A, B) Mal3stab: 250 um. (C, D) Malstab: 50 um. (E, F)
Mafstab: 10 pum.
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Abb. 29: Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung von Bioglas 1393
Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung von Bioglas 1393. Links (A, C, E) zeigt sich

beispielhaft die Oberflachenstruktur von nativem Bioglas 1393. Rechts (B, D, F) ist reprdsentativ die
Oberflache von Bioglas 1393 nach 8 Tagen Kontakt mit Osteoklasten dargestellt. Der mit * markierte
Bereich wird jeweils vergroRert dargestellt. (A, B) Mafstab: 250 um. (C, D) MaRstab: 50 um. (E, F)
Mafstab: 10 pum.
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Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung von Bioglas 1393. Links (A, C, E) zeigt sich
beispielhaft die Oberflachenstruktur von nativem Bioglas 1393. Rechts (B, D, F) ist reprdsentativ die
Oberflache von Bioglas 1393 nach 8 Tagen Kontakt mit Osteoklasten dargestellt. Der mit * markierte
Bereich wird jeweils vergroRert dargestellt. (A, B) Mafstab: 250 um. (C, D) MaRstab: 50 um. (E, F)
Mafstab: 10 pum.

66



Ergebnisse

{
e = Vel T vad :

£

Abb. 31: Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung von Bioglas 1393ges
Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung von Bioglas 1393ges. Links (A, C, E) zeigt sich
beispielhaft die Oberflachenstruktur von nativem Bioglas 1393ges. Rechts (B, D, F) ist représentativ die
Oberflache von Bioglas 1393ges nach 8 Tagen Kontakt mit Osteoklasten dargestellt. (A, B) Ubersicht
in 100-facher VergroRerung. Der mit * markierte Bereich wird jeweils vergrofert dargestellt. (A, B)
Mafstab: 250 um. (C, D) Malstab: 50um. (E, F) Malistab: 10 pm.
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4. Diskussion

Ziel dieser Studie war die Untersuchung des Einflusses verschiedener Biogléser auf die
Osteoklastogenese sowie die Aktivitat reifer Osteoklasten. Bioglas 45S5 gehort zu den am
besten untersuchten Bioglasern, wobei der Fokus bislang auf den osteoinduktiven
Eigenschaften liegt. So konnte gezeigt werden, dass Bioglas 45S5 die Expression einer Vielzahl
an Genen steigert, und so seine osteogenen Eigenschaften entfaltet (Xynos et al. 2001; Ferraz
et al. 2017). Auch fir Bioglas 1393 konnte an murinen MC3T3-E1 Osteoblasten eine
Steigerung der Expression osteoblastischer Gene sowie eine ausgepragte Adharenz auf der

Oberflache sowie in den Poren des Bioglases nachgewiesen werden (Brown et al. 2008).

Bisherige Studien zu Osteoklasten konnten einen positiven, konzentrationsabhangigen Effekt
auf die Differenzierung und Vitalitdt von murinen RAW 264.7 Zellen (Makrophagen) unter
dem Einfluss von Bioglas 45S5 nachweisen (Detsch et al. 2016).

In der Literaturrecherche zeigte sich ein grofRes Defizit hinsichtlich der Untersuchung des
Einflusses von Bioglas auf humane Osteoklasten. Obwohl bereits zahlreiche Untersuchungen
an Bioglas 45S5 und teilweise an Bioglas 1393 sowohl in vitro, als auch in vivo an Tieren und
teilweise auch am Menschen durchgefiihrt worden sind, gibt es bislang nur wenige
Informationen zu den Bioglasern 1393 BS und 1393 ges (Detsch et al. 2016; Diba et al. 2019).
Der Fokus dieser Studie lag also darauf, sowohl erste Erkenntnisse Uber die Interaktion
zwischen Bioglas und humanen Osteoklasten zu erhalten als auch bislang weniger bekannte

Bioglaser ndher zu untersuchen und mit den bislang bekannteren Vertretern zu vergleichen.

Neben den bislang fehlenden Studien zum Einfluss von Bioglas auf Osteoklasten gibt es zudem
keine Informationen dazu, welche Methoden sich gut fir die Untersuchung von Bioglas

exponierten Osteoklasten eignen (Sirkid et al. 2021).

4.1. Methodendiskussion

Grundlage dieser Untersuchung bildet die Isolation von Monozyten aus humanen PBMCs.
Unter dem Einfluss von RANKL und M-CSF wurde deren Entwicklung zu Osteoklasten
induziert. Dabei wurden den einzelnen Versuchsansatzen Bioglas 45S5, Bioglas 1393, Bioglas
1393 BS und Bioglas 1393 ges als Fremdmaterial beigefligt. Ein Ansatz pro Versuchsreihe
blieb als Kontrolle jeweils ohne Fremdmaterial.
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Wahrend des Differenzierungsprozesses erfolgte eine regelméRige pH-Wert Kontrolle am
Kulturmedium sowie eine repréasentative Lebendzellbeobachtung am Ansatz ohne
Fremdmaterial. Nach 8 Tagen in der Zellkultur erfolgte die Zellernte.

Zur Untersuchung der genetischen Ausstattung der geziichteten Zellen wurde mRNA isoliert,
zu cDNA transkribiert und mittels Real-time PCR analysiert. Dabei erfolgte die quantitative
Bestimmung von CD14, Mannose Rezeptor C Typ 1, CBFB, Cathepsin K, Calcitonin Rezeptor
und OSCAR. Nicht nachweisbare Proben wurden zum sicheren Ausschluss zusétzlich mittels

Kapillarelektrophorese kontrolliert.

Um eine Aussage hinsichtlich der Aktivitat der geziichteten Zellen treffen zu kénnen, wurden
TRAP 5b und Carboanhydrase Il Assays durchgefihrt.

Zur Beurteilung der Adhérenz von Osteoklasten auf dem Fremdmaterial wurde die
Immunfluoreszenzmikroskopie durchgefihrt. In der Rasterelektronenmikroskopie wurde das
Bioglas auf charakteristische Resorptionslakunen untersucht, um feststellen zu kénnen, ob die

gezuchteten Zellen in der Lage sind, das Bioglas zu resorbieren.

4.1.1. Zellkultur

Die Grundlage dieser Arbeit bildet die Differenzierung von Osteoklasten aus humanen
hédmatopoetischen Stammzellen unter dem Einfluss von RANKL und M-CSF (Hemingway et
al. 2011; Marino et al. 2014). In dieser Untersuchung wurden die mononukleéren Zellen dabei
aus peripherem Blut (PBMCs) gewonnen. Neben PBMCs steht die Isolation von Zellen aus
neonatalen Tierknochen, Knochenmark sowie Vollblut als Quelle fiir hdmatopoetische

Stammzellen zur Verfligung (Schilling et al. 2004; Marino et al. 2014).

Vor der Erfindung der in vitro Kultivierung von Osteoklasten, war die Zellgewinnung durch
Fragmentierung neonataler Tierknochen die einzige Methode zur Gewinnung von
Osteoklastenvorlauferzellen (Chambers et al. 1984; Marino et al. 2014). Seit der Entdeckung
des Einflusses von M-CSF und RANKL auf die Osteoklastogenese und der erfolgreichen in
vitro Kultivierung ohne Co-Kultivierung mit Osteoblasten, ist diese Methode in den
Hintergrund geraten (Susa et al. 2004). Inzwischen gibt es etablierte Verfahren zur
Differenzierung von Osteoklasten aus hdmatopoetischen Stammzellen, sodass die Methode
mittels Gewinnung von Zellen durch Fragmentierung neonataler Tierknochen heute sowohl aus

Tierschutzgriinden als auch aufgrund des sehr aufwendigen Procederes kritisch zu bewerten ist.
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Zudem liegt aufgrund der zunehmenden Translation von Bioglas in die Klinik der besondere
Fokus dieser Studie auf der Untersuchung humaner Osteoklasten, sodass tierische Zellen hier

nicht geeignet sind.

Bei der Isolation von Stammzellen aus dem Knochenmark gibt es kontroverse Ansichten, ob
durch dieses Verfahren, mehr oder weniger Zellen isoliert werden kénnen, im Vergleich zu
Zellen aus peripherem Blut. In einigen Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass Zellen
aus peripherem Blut mehr multinukledre Zellen mit einer héheren Anzahl an Kernen
hervorbringen konnen. Die Knochenmarkpunktion bietet zudem den Nachteil, dass sie einen
sehr aufwendigen und fiir den Patienten unangenehmen Eingriff darstellt (Schilling et al. 2004;
Ansari et al. 2021).

In dieser Untersuchung wurden PBMCs aus einem Buffy Coat isoliert. Der Buffy Coat entsteht
als Nebenprodukt bei der Verarbeitung von Blutspendeprodukten. Alternativ kommt Vollblut
als Quelle in Betracht. Bei der Isolation von PBMCs aus einem Buffy Coat kdnnen gleich viele
bis geringfligig weniger Zellen gewonnen werden. In Bezug auf die Reinheit und
Lebensféhigkeit der isolierten Zellen konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden. Allerdings waren diese Parameter bei verzdgerter Verarbeitung reduziert (Jia et al.
2018; Marini et al. 2020). Die Verwendung eines Buffy Coats erfordert den Zugriff auf eine
Blutbank mit entsprechenden Verarbeitungsverfahren. Wenn diese Voraussetzung allerdings
erfullt ist, kdnnen eine Vielzahl an Proben ohne einen zusatzlichen Eingriff in die korperliche

Unversehrtheit des Patienten gewonnen werden.

PBMCs  koénnen  sowohl durch  Apherese als auch durch  Ficoll-Paque
Dichtegradientenzentrifugation gewonnen werden. Die Apherese findet vor allem im klinischen
Alltag Anwendung. Bei der Ficoll-Paque Dichtegradientenzentrifugation kann entweder Ficoll-
Paque Zentrifugationsmedium oder vorgefertigte Zellpréparationsréhrchen mit Ficoll-Paque
verwendet werden. Durch Zellpraparationsrohrchen konnten im Vergleich zu Ficoll-Paque
Zentrifugationsmedium 70 % mehr Zellen isoliert werden. Auch wenn die vorgefertigten
Zellpraparationsrohrchen hohere Anschaffungskosten aufweisen, bieten sie Vorteile, die diesen
Nachteil ausgleichen. In den Rohrchen wird das Ficoll-Paque durch ein Gel vom restlichen
Lumen getrennt, sodass eine Vermischung zwischen Ficoll-Paque und Blutbestandteilen erst
wéhrend der Zentrifugation entsteht. Zudem konnte eine geringere Variabilitdt zwischen
verschiedenen Versuchsreihen und Anwendern festgestellt werden (Grievink und Luisman
2016; Puleo et al. 2017; Chen et al. 2020). Die Dichtegradientenzentrifugation erfolgt aus
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heparinisiertem peripherem Vollblut und wurde auch in dieser Untersuchung als Methode
verwendet. PBMCs kdnnen sich in eine Vielzahl an Zelltypen, wie Blutzellen, Hepatozyten,
Muskelzellen oder Epithelzellen differenzieren. Der Isolationsprozess kann in zwei Abschnitte
gegliedert werden. Zunéchst erfolgt eine Ficoll-Paque Dichtegradientenzentrifugation zur
Isolation der PBMCs. Nach einigen Waschschritten kann dann nach der Zellzdhlung eine
Aussaat der Zellen erfolgen (Susa et al. 2004). Um einen hoheren Reinheitsgrad zu erlangen,
kénnen die einzelnen Vorlauferzellen anhand ihrer spezifischen Oberflachenantigene in einem
zweiten Schritt mithilfe der magnetischen Zellseparation gezielt getrennt werden. Zur
Differenzierung von Osteoklasten wurden CD14 positive Monozyten via Negativselektion
isoliert. Hierflr wurden die nicht-monozytaren Zellen an magnetische Antikorper gebunden,
sodass die CD14 positiven Zellen in ein neues Rohrchen abgegossen werden kénnen. Neben
der Negativselektion kénnen Monozyten auch mittels Positivselektion oder Plastikadhésion
isoliert werden. Eine vergleichende Untersuchung hat gezeigt, dass die hochste Zellausbeute
sowie der hochste Reinheitsgrad mithilfe der Positivselektion, dicht gefolgt von der
Negativselektion, erzielt werden konnte. Das Verfahren der Plastikadhésion schnitt in der
Untersuchung mit groRem Abstand am schlechtesten ab (Hemingway et al. 2011; Zhang und
Huang 2012; Nielsen et al. 2020).

Zur Initiierung der Differenzierung der CD14 positiven Zellen in Osteoklasten stehen
verschiedene Faktoren zur Verflgung. In dieser Studie wurden M-CSF, RANKL und
Gentamicin/ Amphotericin verwendet. Die Erstellung eines in-vitro Protokolls zur Isolation und
Kultivierung humaner Osteoklasten war wesentlich von der Entdeckung von M-CSF und
RANKL als relevante stimulierende Faktoren abhangig (Nicholson et al. 2000; VVaananen 2005;
Fujisaki et al. 2007; Bradley und Oursler 2008). So konnte gezeigt werden, dass M-CSF
dosisabhingig sowohl die Differenzierung von Osteoklasten als auch deren Uberleben
erheblich steigert. Zudem férdert M-CSF die Resorption von Knochen und kann dabei die
Anzahl an Resorptionslakunen erhéhen. Die Anzahl an Osteoklasten bleibt dabei konstant,
sodass anzunehmen ist, dass M-CSF fir die Aktivierung von Osteoklasten von Bedeutung ist
(Sarma und Flanagan 1996; Fujikawa et al. 2001; Hodge et al. 2011). Neben M-CSF konnte
RANKL aus der Tumornekrosefaktor Familie als notwendiger Mediator fiir eine erfolgreiche
Osteoklastogenese und -aktivitat identifiziert werden. RANKL wird physiologischerweise von
Osteoblasten sezerniert und spielt eine entscheidende Rolle in der Initiierung der
Differenzierung von Osteoklasten. Es konnte eine positive direkte Wirkung auf die

Resorptionsaktivitat von Osteoklasten nachgewiesen werden (Kudo et al. 2002; Fujisaki et al.
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2007; Kobayashi et al. 2009). In einigen Protokollen wird neben M-CSF und RANKL
zusatzlich die Gabe von TGF-B1 diskutiert. Bei Zugabe von TGF-f1 konnte bei in vitro
Untersuchungen humaner Osteoklasten gezeigt werden, dass hier vor allem ein positiver
Einfluss auf die Osteoklastenaktivitét, weniger jedoch auf die Osteoklastogenese existiert (Susa
et al. 2004). Die Wirkung auf die Differenzierung von Osteoklasten ist abhéngig von der
verwendeten Konzentration, sodass nur bei niedrigen Konzentrationen ein stimulierender
Effekt beobachtet wurde. TGF-B1 vermittelt seine Wirkung iiber die Regulation der Expression
von M-CSF und RANKL, was in dieser Untersuchung durch deren exogene Bereitstellung
unerheblich ist. Viele der erhobenen Daten stammen zudem aus Ko-Kulturen mit Osteoblasten.
In reinen Osteoklasten-Kulturen unter RANKL Einfluss konnte jedoch ebenfalls eine deutliche
Steigerung der Osteoklastogenese festgestellt werden, sodass neben der indirekt vermittelten
Wirkung, auch ein direkter Effekt auf hamatopoetische Vorlauferzellen anzunehmen ist (Sells
Galvinetal. 1999; Quinn et al. 2001; Karst et al. 2004). Unter dem Einfluss von TGF-B1 konnte

keine erhdhte Knochenresorption festgestellt werden (Sarma und Flanagan 1996).

In der Literatur werden verschiedene Angaben zur Kultivierungszeit von Osteoklasten gemacht,
wobei Zeitrdume zwischen 8 und 21 Tagen genannt werden. Es konnte gezeigt werden, dass
die Osteoklastogenese bereits nach 8 bis 12 Tagen abgeschlossen ist und die Zellen zu diesem
Zeitpunkt osteklastenspezifische Molekiile wie den Calcitonin Rezeptor, RANK, TRAP oder
Cathepsin K exprimieren. Der darauffolgende Zeitraum dient vor allem der Reifung und
Aktivierung der Zellen. Die Daten stammen aus einem Protokoll, in dem auf die magnetische
Zellseparation anhand von Oberflachenantigenen verzichtet wurde, sodass neben den
gewunschten CD14 positiven Zellen, weitere andere Zellen ausgesat wurden. Zweimal pro
Woche wurde jeweils die Halfte des Kulturmediums ausgetauscht (Susa et al. 2004). Die Zellen
erhalten dadurch seltener wachstumsférdernde Faktoren und sind potenziell schadlichen
Zellabfallprodukten fur einen langeren Zeitraum ausgesetzt. In dieser Studie wurden
ausschlielRlich CD14 positive Zellen ausgeséat. Dieses VVorgehen erfordert einen aufwéandigeren
Isolationsprozess, reduziert aber storende Einflusse durch Ko-Kultivierung unerwinschter
Zellen. Zudem wird ausschlie3lich bei den gewiinschten Zellen ein Differenzierungsprozess
ausgelost. Das Medium wurde alle 2 Tage vollstdndig ausgetauscht. In vorbereitenden
Untersuchungen mit 18 bis 21 Tagen Kultivierung waren die Zellen bereits abgestorben, sodass
keine weiteren Untersuchungen mehr mdoglich waren. Bereits nach 4 Tagen konnten

mehrkernige Zellen in der Lebendzellbeobachtung nachgewiesen werden. Aufgrund dieser
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Ergebnisse wurde ein Zeitraum von 8 Tagen bei dem verwendeten Protokoll als ausreichend

definiert.

4.1.2. pH-Wert Messung

Bereits in vorangegangenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass bioaktive Glaser
durch die Freisetzung von lonen das Medium alkalisieren (Ciraldo et al. 2018). Da diese pH-
Wert Schwankungen zytotoxische Folgen haben konnen, ist es relevant, diese moglichst gering
zu halten (Pryce und Hench 2003). Durch die Vorbehandlung von Bioglas 45S5 mit Minimum-
Essential-Medium o (a-MEM) konnte gezeigt werden, dass die pH-Wert Schwankungen
reduziert werden koénnen (Ciraldo et al. 2018). Daher wurden die Bioglaser wéhrend der
Isolation der PBMCs bereits im Medium Kkultiviert. Alternativ kann zur Vorbehandlung
Tris(hydroxymethyl)aminomethan-Puffer (TRIS) mit simulierter Korperflissigkeit (SBF)
verwendet werden. Allerdings haben Studien gezeigt, dass TRIS-Puffer mit dem Gerlst der
Bioglaser interagiert und dieses auflost, sodass dieser nicht fir Biokompatibilitét-
untersuchungen geeignet ist (Rohanov4 et al. 2011). Untersuchungen von SBF zeigten, dass
auch hier Interaktionen mit Bioglas 45S5 auftreten, die auch nicht durch verschiedene Zusétze

reduziert werden konnten (Horkavcova et al. 2021).

In Vorversuchen wurden die einzelnen Konzentrationen des Kulturmediums, die Menge an
Bioglas sowie die Menge an ausgesaten Zellen so modelliert, dass der pH-Wert moglichst
wenigen Schwankungen unterliegt. Daraus ergab sich, dass ein hohes Volumen an
Kulturmedium erforderlich ist, sodass eine Wellplatte mit entsprechend groRen Wells gewahlt
werden musste. Da der Durchmesser der einzelnen Bioglaser jedoch deutlich geringer war,
wurden die Zellen in Zellkultureinsatzen innerhalb der einzelnen Wells kultiviert, um in der
unmittelbaren Umgebung des Bioglases, eine mdglichst hohe Konzentration an Zellen zu

erreichen.

Insgesamt hat sich diese Methode durch den entgegengesetzten Einfluss von Bioglas und
Osteoklasten auf den pH-Wert als sehr wichtiger Indikator zur Kontrolle einer erfolgreichen
Differenzierung herausgestellt, sodass die pH-Wert Messung fiir die Untersuchung des
Einflusses von Bioglas auf die Osteoklastogenese und Osteoklasten einen wichtigen
Stellenwert einnimmt. Es konnte bestatigt werden, dass Biogléser eine Alkalisierung der

Umgebung verursachen, wobei diese bei Bioglas 1393 ges am geringsten ausgeprégt ist.
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4.1.3. Bildmorphologische Verfahren

In der Entwicklungsphase kann der Erfolg der Zellkultur mittels Lebendzellbeobachtung via
Lichtmikroskopie kontrolliert werden. In dieser Untersuchung war dies jedoch aufgrund der
Verwendung von undurchsichtigen Zellkultureinsatzen nicht moglich. Daher wurde ein
separates Well ohne Einsatz zur reprasentativen Beobachtung kultiviert. In Vorversuchen
konnte zwar gezeigt werden, dass eine reprasentative Darstellung in diesem separaten

Versuchsansatz moglich ist, dennoch ist eine direkte Beobachtung zu bevorzugen.

Mithilfe der Immunfluoreszenzmikroskopie konnen Zellen nachgewiesen und lokalisiert
werden. In dieser Untersuchung diente diese Methode der Fragestellung, ob sich die Zellen auf
dem Fremdmaterial ansiedeln. Die Vorbereitung der Proben erfolgt dabei in zwei Schritten.
Nach der Fixierung der Zellen erfolgt die Markierung der gewiinschten Strukturen mit einem
fluoreszierenden Antikorper. Die Fixierung dient vor allem dem Erhalt der originalen
Zellarchitektur und Unterbindung der Autolyse. Die Wahl des Fixiermediums und -protokolls
ist dabei abhéngig von dem zu markierenden Antigen und Probentyp. In dieser Untersuchung
wurden Aktinfilamente mit Phalloidin und Zellkerne mit Hochst 33258 markiert, welche sich
bereits in vorangegangenen Studien mit Osteoklasten etabliert haben (Fu et al. 2013; Im et al.
2019). Es gibt eine Vielzahl an Fluoreszenzsonden fiir F-Aktin, wobei sich Phalloidin als
Standardreagenz etabliert hat. Es stammt aus dem Giftpilz Amanita phalloides und entfaltet
durch Inhibition der Depolymerisation der Aktinfilamente seine toxische Wirkung. Aus der
Toxizitat resultiert die Verwendung ausschlieBlich bei fixierten Zellen, sodass keine
Lebendzellbeobachtung mdoglich ist (Pospich et al. 2020; Mazloom-Farsibaf et al. 2021).
Hochst 33258 als Chromosomenfarbstoff dient der Anfarbung von Zellkernen. Die kombinierte
Verwendung von Hochst 33258 und Phalloidin hat sich durch die jahrelange Verwendung zu
einem gut untersuchten Verfahren entwickelt. In dieser Untersuchung bietet sie den Vorteil, die
Zellen durch Beurteilung von Zellform und -groRe sowie der Anzahl der Zellkerne analog zur
Lebendzellbeobachtung in ihr Entwicklungsstadium einzuteilen (Bainbridge und Macey 1983).
Bei der Auswertung muss jedoch bericksichtigt werden, dass Zellen durch Préparationsschritte
vom Material abgewaschen worden sein konnten, wodurch eine Verzerrung des Ergebnisses

moglich ist.

Die Rasterelektronenmikroskopie ermdglicht die Darstellung von Strukturen mit hoher
Aufldsung. In dieser Untersuchung diente sie der Fragestellung, ob die geziichteten Zellen in
der Lage sind, Resorptionslakunen auf dem Bioglas zu bilden. Die Raster-

elektronenmikroskopie erfordert eine aufwendige Probenvorbereitung. Diese gliedert sich in
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drei Teilschritte: Stabilisierung, Dehydrierung und Beschichtung. Die Fixierung der Probe kann
mit 2,5 % Glutardialdehyd, Aceton und Ethanol erfolgen. Neben dieser Standardmethode gibt
es weitere, fur spezielle Strukturen etablierte Fixierprotokolle. Die Dehydrierung ist ein
essenzieller Schritt in der Probenpréparation und verhindert die Ablenkung von Elektronen in
der finalen Betrachtung. Zur Dehydrierung steht die kritische Punkt Trocknung sowie eine
chemische Trocknung mittels Hexamethyldisilazan (HMDS) oder Tetramethylsilan (TMS) zur
Verfligung. Auch wenn die Kritische-Punkt-Trocknung ein hochetabliertes Verfahren darstellt,
ist sie duRerst zeit- und kostenintensiv und setzt das Vorhandensein eines entsprechenden
Gerétes voraus. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Methoden
festgestellt werden. Mithilfe einer Beschichtung der Proben kann die Leitfahigkeit im
Rasterelektronenmikroskop sichergestellt werden. Es gibt bislang jedoch keine Methode, die
eine erfolgreiche Bildgebung garantiert. Zudem besteht durch die intensiven
Bearbeitungsprozesse die Gefahr der Artefaktbildung. Neben den technisch verursachten
Veranderungen sind in diesem Versuchsaufbau Riickstdnde des Kulturmediums zu bedenken.
Eine Verbesserung der Auflésung kann durch Optimierung der Probenkonservierung oder
durch hochwertige Untersuchungsgerate erzielt werden (Fischer et al. 2012; Lee und Chow
2012). Bioglas 45S5 zeigte bereits in anderen Studien in der Rasterelektronenmikroskopie eine
vielgestaltige, uneinheitliche Oberflache. Es prasentierte sich mit zufalligen Formen, scharfen
Kanten, aber auch planen Flachen, wie sie auch in dieser Untersuchung nachgewiesen werden
konnten. Es hat sich jedoch auch gezeigt, dass die Oberflachenstruktur abhangig von der
makroskopischen Geometrie der Bioglaser ist (Borden et al. 2022). Um Aufschluss tber die
Resorptionsaktivitat der Osteoklasten zu bekommen, ware alternativ auch ein Pit-Formation
Assay infrage gekommen. Allerdings liel} sich auch unter Verwendung verschiedener
Protokolle kein funktionsfahiger Versuchsaufbau fur einen Pit Formation Assay etablieren,

sodass sich fiir diese Fragestellung die Rasterelektronenmikroskopie als besser geeignet zeigte.

4.1.4. Genetische Untersuchungen

Die Untersuchung der genetischen Ausstattung der isolierten Zellen erfolgte mittels Real-time
PCR. Bei dieser Methode handelt es sich um die aktuell praziseste und am hdaufigsten
verwendete Methode zur Bestimmung der Genexpression (Bustin 2002; Larionov et al. 2005).
Bei der PCR kommt es zur Amplifikation von Nukleinséuren. Bei der Real-time PCR kann
parallel die Menge des gebildeten Produkts mittels sequenzspezifischen fluoreszierenden

Farbstoffen beobachtet werden (Kubista et al. 2006; Ruijter et al. 2021). Bei allen Proben wurde
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zur Vermeidung von Messfehlern eine Doppelbestimmung durchgefuhrt. Die Analyse der
Ergebnisse kann mittels absoluter oder relativer Quantifizierung erfolgen. Bei der absoluten
Quantifizierung wird hierbei die Anzahl der vorhandenen Gen-Kopien mithilfe der
Standardkurve ermittelt. Dieses Verfahren findet beispielsweise in der Mikrobiologie zur
Bestimmung von Verunreinigungen Anwendung. Bei der relativen Quantifizierung wird das
Real-time PCR-Ergebnis zundchst in Beziehung zu einem Referenzgen gesetzt und
nachfolgend zwischen Interventions- und Kontrollgruppe verglichen, sodass es sich daher vor
allem zur vergleichenden Untersuchung der Genexpression eignet (Livak und Schmittgen 2001;
Mazza und Mazzette 2014; Harshitha und Arunraj 2021). In dieser Untersuchung erfolgte die
Auswertung mittels relativer Quantifizierung. Bei der Interventionsgruppe handelt es sich hier
um die Zellen, die fur 8 Tage in der Zellkultur zu Osteoklasten differenziert wurden, wéhrend
die Kontrollgruppe durch die isolierten PBMCs des jeweils selben Spenders gebildet wird. Als
Bezugspunkt wurde anstatt den isolierten PBMCs auch die Osteoklasten ohne Kontakt zu
Bioglas sowie die Zellen mit Kontakt zu Bioglas 45S5 diskutiert. Im Ergebnis veréndert sich
aber lediglich der absolute Wert der relativen Expression, nicht aber das Verhaltnis der

Veréanderung, sodass eine Auswertung exemplarisch ausreichend ist.

Die 2"22¢T Methode hat sich als Standardmethode zur Bestimmung der relativen Expression
etabliert. Die Berechnung erfolgt unter der Annahme einer Amplifikationseffizienz von 100 %,
welche jedoch nur unter optimalen Bedingungen erreicht werden kann. Diese Annahme macht
die Berechnung leicht durchfuhrbar. Tatsachlich ist die Effizienz jedoch abhangig von
verschiedenen Faktoren, wie der RNA-Isolierung, den verwendeten Primern und Enzymen, der
zu amplifizierenden Sequenz und der Probe selbst. Tatséchlich schwankt die Effizienz der
Amplifikation je nach Quelle zwischen 60 % und 100 %. Diese Faktoren haben nicht nur einen
Einfluss auf die Amplifikationseffizienz, sondern fiihren auch zu Schwankungen der Effizienz.
Zudem wird die Hintergrundfluoreszenz automatisch von den Programmen subtrahiert, obwohl
ihr tatsachlicher Wert unbekannt ist. Diese Schéatzung kann zu einer Verzerrung des Ergebnisses
fuhren. Es gibt verschiedene Modelle zur effizienzkorrigierten Berechnung der relativen
Expression. Allerdings konnte sich bislang keines als neues Standardverfahren durchsetzen,
sodass die Berechnung mithilfe der 224¢T Methode zwar nicht fehlerfrei ist, aber eine gute
Vergleichbarkeit der Ergebnisse ermdglicht (Tichopad et al. 2003; Rao et al. 2013; Ruijter et
al. 2021).

Referenzgene sind Gene, die auch unter Behandlung eine stabile Expression aufweisen. Dies
ist von Bedeutung, da eine schwankende Expression das Ergebnis der Real-time PCR
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beeinflussen kann. Referenzgene zeichnen sich durch stabile CT-Werte in der Real-time PCR
aus. Eine in vivo Untersuchung von langen Rattenknochen zeigte ein geschlechtsunabhangiges,
stabiles Expressionsniveau, fir die Gene YWHAZ und GAPDH (Han et al. 2020). Eine in vitro
Untersuchung von murinen Knochenzellen ergab, dass in Osteoklasten v. a. die Gene
Hydroxymethylbilan-Synthase (HMBS) und B2M ein stabiles Expressionsniveau aufweisen.
Fur Untersuchungen an Osteoblasten eignen sich v. a. B-Aktin (ACTB), HMBS und HPRT1.
Diese Studie zeigte zudem, dass GAPDH die grofite Variabilitat in ihrer Expression in allen
Knochenzellen aufweisen (Stephens et al. 2011). Eine Genexpressionsanalyse an menschlichen
Knochen zeigte, dass sich vor allem die Gene TATA-bindendes Protein (TBP), YWHAZ und
Phosphoglycerat Kinase 1 (PGK1) als Referenzgene eignen (Cepollaro et al. 2018). Diese
Untersuchungen bestatigen, dass es kein universell einsetzbares Referenzgen gibt, da das
Expressionsniveau von verschiedenen Faktoren wie dem Zell- und Gewebetyp, der Behandlung
und dem Versuchsaufbau abhéngig ist. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit im Voraus ein
Referenzgen-Screening durchgefiihrt, um das Gen mit der fiir den geplanten Versuchsaufbau
stabilsten Expression identifizieren zu konnen. Hierflir muss zunéchst eine Auswahl an infrage
kommenden Genen getroffen werden. Auf Grundlage der oben genannten Erkenntnisse wurden
in dieser Untersuchung vier verschiedene Gene in das Screening eingeschlossen: B2M, HPRT1,
YWHAZ und GAPDH. Diese Gene wurden mithilfe der Software NormFinder (Department of
molecular Medicine Aarhus University Hospital and Aarhus University, Aarhus, Dédnemark)
auf ihre Expressionsstabilitat untersucht. Das Programm basiert auf einem mathematischen
Modell, welches neben der Expressionsstabilitit auch die Variation innerhalb einer
untersuchten Gruppe sowie zwischen den einzelnen Untergruppen berticksichtigt. Dabei ist eine
moglichst kleine Intra- und Intergruppenvariation anzustreben (Andersen et al. 2004; Han et al.

2020). Fur den vorliegenden Versuchsaufbau zeigte sich hier YWHAZ als am besten geeignet.

Als Referenzprobe kommen verschiedene Proben in Frage, wie beispielsweise aus
verschiedenen Geweben oder von verschiedenen Zeitpunkten. Hier wurden die unbehandelten
PBMCs als Referenzprobe verwendet (Rao et al. 2013).

Die Wahl der Zielgene erfolgt in Abhé&ngigkeit der Fragestellung. In dieser Untersuchung sollte
herausgefunden werden, welchen Einfluss Bioglas auf die Osteoklastogenese und reife
Osteoklasten hat. Um dieser Frage nachzugehen, wurden charakteristische Gene von den
verschiedenen Zellen ausgewéhlt, die im Rahmen dieses Differenzierungsprozesses auftauchen
kdnnen. Ausgangspunkt des Experiments bilden die isolierten CD14 positiven Monozyten. Flr
die erfolgreiche Isolation von Osteoklasten sind CD14 positive Monozyten essenziell. Es
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konnte gezeigt werden, dass in CD14 negativen Populationen, auch unter Stimulation mit M-
CSF und RANKL keine Osteoklasten gebildet werden kénnen. In Osteoklasten konnte eine mit
zunehmendem Differenzierungsgrad abnehmende CD14 Expression nachgewiesen werden
(Massey und Flanagan 1999; Sgrensen et al. 2007). Mit dem Nachweis von CD14 soll in diesem
Experiment Uberprift werden, ob die Isolation CD14 positiver Zellen als Grundlage dieser
Untersuchung erfolgreich war und wie sich die Expression im Laufe der Differenzierung
entwickelt. CD14 positive Zellen kdnnen sich in Abhéngigkeit der Stimulation in dendritische
Zellen oder Makrophagen differenzieren. Die Suche nach einem charakteristischen Marker flr
dendritische Zellen zum Ausschluss einer Differenzierung in diese Richtung stellte sich als
auBerst schwierig heraus. Dendritische Zellen exprimieren CD33 und CD11b als
charakteristische Marker. Allerdings konnte CD11b auch in Monozyten und Osteoklasten
nachgewiesen werden (Massey und Flanagan 1999; Puhr et al. 2015). In Studien mit CBFB
Knockout-Genen konnte gezeigt werden, dass die Bildung aller Untergruppen an dendritischen
Zellen essenziell vom Vorhandensein von CBFB abhéngt. Neben der fehlenden Bildung von
dendritischen Zellen kommt es aber auch zu einem Mangel an hamatopoetischen Stammzellen
(Miller et al. 2002; Satpathy et al. 2014). CBFB konnte zudem als wichtiger Faktor im Rahmen
der Knochenheilung identifiziert werden. Er kommt in mesenchymalen Stammzellen vor und
spielt eine wichtige Rolle bei der Differenzierung von Osteoblasten (Wu et al. 2014; Guo et al.
2021). Da es keinen Hinweis auf eine Expression von CBFB in Osteoklasten und Makrophagen
gibt, wurde CBFB als Marker zum Ausschluss einer Differenzierung in dendritische Zellen
ausgewahlt. Ein charakteristischer Marker fir M2 polarisierte Makrophagen ist der Mrcl.
Dieser Rezeptor enthalt endstdndige Oligosaccharide mit einem hohen Mannose-Gehalt. Diese
Art von Rezeptor ist in Saugetieren sehr selten zu finden. Der hohe Mannose-Anteil ist aber
essenziell fur die Zell-Zell-Fusion und somit ein sehr wichtiger Faktor fur die Bildung
multinuklearer Zellen (Morishima et al. 2003; Al-Maawi et al. 2021). Neben Mrcl spielt DC-
STAMP eine groRe Rolle in der Zell-Zell-Fusion von Osteoklastenvorldufern und ware somit
ein geeigneter alternativer Marker gewesen (Miyamoto 2006; Chiu et al. 2017). Neben den
Markern fur die verschiedenen Zellen, die im Rahmen des Differenzierungsprozesses aus
Monozyten entstehen konnten, wurden fiir Osteoklasten spezifische Marker verwendet. Im
Rahmen der Osteoklastogenese werden verschiedene Gene unter dem Einfluss von RANKL
hochreguliert. Hierzu gehdren u. a. die Tartratresistente-saure-Phosphatase (TRAP), Cathepsin
K (CtsK), der Calcitonin Rezeptor (CALCR) sowie der Osteoklastenassoziierte Rezeptor
(OSCAR) (Granfar R. et al. 2005; Nedeva et al. 2021). Cathepsin K ist eine lysosomale

Cysteinproteinase und spielt eine zentrale Rolle in der Resorption der organischen
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Knochenmatrix. Es wird neben der Matrix-Metalloproteinase-9 und TRAP in exozytotischen
Vesikeln gespeichert (Dodds et al. 2001; Nakamura et al. 2021; Nedeva et al. 2021). Der
Calcitonin-Rezeptor (CALCR) ist ein G-Protein gekoppelter Rezeptor, der durch die RANKL-
induzierte NFATc1 Stimulation exprimiert wird. Physiologischerweise bindet von C-Zellen
produziertes Calcitonin an den Rezeptor und hemmt dadurch die Knochenresorption. Der
Calcitonin-Rezeptor wird in verschiedenen Geweben exprimiert. So kommt er zusatzlich in
Gehirn-, Nieren- oder Plazentazellen vor. Im Knochen sind Osteoklasten aber die einzigen
Zellen, die den Calcitonin-Rezeptor exprimieren kdnnen. In CD14 positiven Monozyten und
Makrophagen konnte er nicht nachgewiesen werden, sodass er als einer der
osteoklastenspezifischsten Marker gilt. Ein Nachweis ist mit Aufnahme der Knochenresorption,
ungefahr gleichzeitig mit dem TRAP-Nachweis mdglich (Taylor et al. 1989; Takahashi et al.
1995; Shen et al. 2007). Der Osteoklasten assoziierte Rezeptor (OSCAR) ist Teil der LRC
Familie und wird neben Osteoklasten auch in Monozyten, Makrophagen und dendritischen
Zellen exprimiert. Seine Expression wird insbesondere wahrend der Osteoklastogenese
hochreguliert. Als Ligand dienen verschiedene Kollagene auf der Knochenoberflache. Im
Rahmen eines positiven Feedbackmechanismus verstarkt er die RANKL-induzierte
Osteoklastogenese (Nemeth et al. 2011; Zhou et al. 2016; Haywood et al. 2016). OSCAR wird
zwar nicht nur von Osteoklasten exprimiert, zeigt aber eine verstérkte Expression wahrend der
Osteoklastogenese. Da sich diese Untersuchung verstarkt mit der Bildung von Osteoklasten
beschéftigt, ist OSCAR hier als Marker geeignet.

Als Zielproben wurden die kultivierten Untersuchungsansatze gewahit.

Die Ergebnisse der Real-time PCR ermdglichen eine Aussage hinsichtlich der genetischen
Ausstattung einer untersuchten Probe. Es gibt jedoch Belege dafiir, dass es nur eine
unzureichende Korrelation zwischen mRNA- und Proteingehalt gibt. Ein hohe Gen-Expression
ist nicht mit einer hohen Proteinexpression gleichzusetzen (Gygi et al. 1999). Diese Methode
eignet sich daher gut, um eine erfolgreiche Differenzierung der Zellen nachzuweisen, jedoch

nicht um eine Aussage hinsichtlich ihrer Funktionalitét zu treffen.

4.1.5. Funktionelle Assays

Die Real-time PCR-Untersuchung bietet den Nachteil, keine Aussage hinsichtlich der

tatséchlichen Transkriptionsleistung der Zelle zuzulassen. Um hierlber eine Aussage treffen zu
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konnen wurden funktionelle Assays durchgefihrt. Hier wurde die Enzymaktivitat der
Carboanhydrase 11 (CA 1) und der TRAP 5b untersucht.

Carboanhydrasen kommen in vielen verschiedenen Zellen vor und werden als zytoplasmatische
und membrangebundene Form exprimiert. Im Menschen sind derzeit 16 verschiedene
Isoformen bekannt, wobei die zytoplasmatische Carboanhydrase Il spezifisch fir Osteoklasten
ist. Sie katalysiert die Umwandlung von Kohlenstoffdioxid (CO2) und Wasser (H20) in
Bikarbonat (HCO3") und Protonen (H*). In Osteoklasten werden die Protonen tber die H*-
ATPase in die Resorptionslakune transportiert und sind dort an der Knochenresorption beteiligt
(Riihonen et al. 2007; Marcoline et al. 2016; Alkhayal et al. 2023; O'Herin et al. 2023).

Die TRAP wird in vielen Zellen exprimiert. Sie wird jedoch erst durch posttranslationale
Modifikationen in die osteoklastenspezifische Form TRAP 5b tberflhrt. Die nachgewiesene
Enzymaktivitat korreliert stark mit der Anzahl an Osteoklasten sowie dem AusmafR der
Knochenresorption (Halleen et al. 2006; Guafiabens et al. 2019; Mira-Pascual et al. 2020). In
dieser Untersuchung konnte eine ubiquitare Erhéhung der TRAPS5b Aktivitat gezeigt werden,
wobei diese nur bei der Kontrollgruppe signifikant war. Hierbei waren die Zellen unter dem
Einfluss von Bioglas 1393 ges signifikant weniger aktiv als in der Kontrollgruppe. Dieses
Ergebnis kann zum einen auf eine verzdgerte Entwicklung zuriickgefiihrt werden, es gibt jedoch
auch Hinweise darauf, dass Bioglas die Entwicklung TRAP-positiver Zellen unterbindet
(Bosetti und Cannas 2005).

Es gibt zahlreiche Untersuchungen, die belegen, dass Immunassays eine geeignete Methode
zum Nachweis spezifischer Substrate und deren Aktivitat sind. Dennoch konnte gezeigt
werden, dass die Aktivitdt bestimmter osteoklastenspezifischer Enzyme sowohl vom
verwendeten Fremdmaterial als auch vom pH-Wert abhéangt (Alatalo et al. 2000; Bernhardt et
al. 2017).

4.1.6. Molekularbiologischer Einfluss von Bioglas

Als Grundlage dieser Untersuchung dient die Isolation CD14 positiver Monozyten. In der Real-
time PCR konnte CD14 in allen Proben nachgewiesen werden, sodass der Isolationsprozess als
erfolgreich anzusehen ist. Frihere Untersuchungen an Ratten haben gezeigt, dass CD14 auch
von Osteoklasten exprimiert wird, die Expression jedoch mit zunehmendem
Differenzierungsstadium abnimmt (Massey und Flanagan 1999). Die statistische Auswertung

zeigte fur CD14 keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen. Dies ist
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damit zu erkléren, dass sich nicht alle Zellen durch die Stimulation zu Osteoklasten
differenzieren, sondern im monozytaren Stadium verbleiben und damit ein hohes Maf an CD14
Expression aufweisen. Gleichzeitig wird CD14 auch noch von frihen Entwicklungsstadien der

Osteoklastogenese gebildet und nimmt erst mit Beginn der Resorptionsaktivitét stark ab.

Zum Ausschluss einer Differenzierung in dendritische Zellen wurde die Expression von CBFB
gemessen. Auch hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten
Gruppen. Dies ist damit zu erkldren, dass CBFB zwar fir die Differenzierung zu dendritischen
Zellen essenziell ist, aber auch in deren Vorlauferzellen exprimiert wird (Miller et al. 2002;
Satpathy et al. 2014). Da aber keine signifikant hohere Expression im Vergleich zu den
isolierten Monozyten aufgetreten ist, ist davon auszugehen, dass keine Entwicklung in diese
Richtung entstanden ist. Diese Annahme wird von den bildmorphologisch nachgewiesenen
runden und teils mehrkernigen Zellen gestutzt, die nicht mit dem fir dendritische Zellen
charakteristischem sternférmigem Aussehen in Einklang zu bringen sind. Zudem ware fur die
Differenzierung von Monozyten zu dendritischen Zellen Faktoren wie GM-CSF und IL-4
notwendig (Puhr et al. 2015). Da es sich bei der Zellkultur aber um ein in sich geschlossenes
System handelt, dem diese Faktoren nicht zugefiihrt worden sind, ist es sehr unwahrscheinlich,

dass in diesem Versuch dendritische Zellen entstanden sind.

Mit Hilfe von Mrcl als charakteristischem Marker fir M2 polarisierte Zellen, soll sichergestellt
werden, dass sich die isolierten Zellen in die gewtiinschte Richtung differenzieren. Mrc1 ist ein
Membranrezeptor mit hohem Mannose-Gehalt, der fiir die Zell-Zell-Fusion von Bedeutung ist.
Er wird dabei nicht nur in Makrophagen, sondern auch im Rahmen der Osteoklastogenese
exprimiert und findet sein Maximum wahrend des Fusionsprozesses (Morishima et al. 2003;
Al-Maawi et al. 2021). In dieser Untersuchung zeigten die isolierten Zellen, die ohne Bioglas
kultiviert worden sind, eine signifikant hohere Expression von Mrcl, im Vergleich zu den
isolierten PBMCs. Daraus kann geschlossen werden, dass im Rahmen der Zellkultur
mehrkernige Zellen entstanden sind. Die Expression von Mrcl in den Ansdtzen mit
Fremdmaterial war zwar hoher als in den PBMCs, jedoch zeigten sich weder signifikante
Unterschiede zu den PBMCs, noch zu den Zellen ohne Bioglas. Dies wére damit zu erklaren,
dass die Expression von Mrcl zwar auch in den Zellen mit Bioglas durch die Stimulation mit
M-CSF und RANKL hochreguliert worden ist, aber nicht in einem vergleichbar hohen MaR wie
in den Zellen ohne Kontakt zu Bioglas. Das bedeutet, dass der Prozess der Osteoklastogenese
auch in Zellen initiiert wird, die in Kontakt zu Bioglas stehen, jedoch langsamer erfolgt als in
Zellen ohne Bioglas-Exposition.
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Bei der Untersuchung der osteoklastenspezifischen Marker zeigte sich eine signifikant hohere
Expression von Cathepsin K in Zellen ohne Kontakt zu Bioglas im Vergleich zu den isolierten
PBMCs. Auch hier zeigte sich eine hohere Expression in den Zellen, die mit Bioglas kultiviert
worden sind, jedoch ohne signifikante Unterschiede zu PBMCs und Zellen ohne Exposition.
Dadurch konnte gezeigt werden, dass die Osteoklastogenese erfolgreich stattgefunden hat,
jedoch bei Kontakt zu Bioglas einer zeitlichen Verzdgerung unterliegt. In Untersuchungen an
murinen Osteoklasten mit Bioglas 45S5 konnte ebenfalls eine verstarkte Expression von
Cathepsin K beobachtet werden (Detsch et al. 2016). Der Calcitonin-Rezeptor war in keiner der
isolierten PBMCs nachweisbar, was sich mit bisherigen Erkenntnissen deckt, dass dieser nicht
von Monozyten exprimiert wird (Takahashi et al. 1995). Im Gegensatz dazu, gelang in beinahe
allen zur Differenzierung angeregten Zellen mit und ohne Kontakt zu Bioglas ein
entsprechender Nachweis, sodass dadurch eine erfolgreiche Differenzierung nachgewiesen ist.
Diese Erkenntnis deckt sich damit, dass der Nachweis des Calcitonin-Rezeptors mit Beginn der
Resorption gleichzeitig mit dem Nachweis von TRAP 5b mdglich ist (Taylor et al. 1989;
Takahashi et al. 1995; Shen et al. 2007). Da fur die statistische Auswertung aber die isolierten
PBMC:s als Referenzprobe ausgewahlt worden sind, war es zur Bestimmung einer relativen
Expression erforderlich, hier die Auswertung mit Zellen ohne Kontakt zu Bioglas als
Referenzprobe durchzufuihren. Hierbei konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine erfolgreiche Differenzierung in Osteoklasten
stattgefunden hat, da in keiner anderen Zellart der Nachweis von Calcitonin-Rezeptor méglich
gewesen ware. Es zeigte sich aber auch, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Bioglasern oder dem Kontakt zu Bioglas im Allgemeinen gibt. Bei der Untersuchung
des Expressionsmusters des Osteoklasten assoziierten Rezeptors (OSCAR) war die relative
Expression in allen Proben starker als in den isolierten PBMCs, jedoch ohne signifikante
Unterschiede. OSCAR gilt zwar als hochspezifisch fiir Praosteoklasten und wird wahrend der
Osteoklastogenese stark hochreguliert, dennoch wird er neben Osteoklasten auch u. a. in
Monozyten exprimiert (Haywood et al. 2016; Barrow et al. 2011). Die verstérkte Expression
deutet auf eine erfolgreich induzierte Osteoklastogenese hin. Da OSCAR auch in Monozyten
exprimiert wird, ist der Unterschied der Expression zwischen PBMCs und den kultivierten
Zellen geringer, sodass es weniger wahrscheinlich ist, signifikante Unterschiede in der relativen

Expression zu erzielen.

Die Real-time PCR-Ergebnisse, insbesondere die signifikant héhere Expression von Mrcl und

Cathepsin K in der Kontrollgruppe, sowie der Nachweis des Calcitonin Rezeptors in allen zur
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Differenzierung angeregten Proben stiitzen die Annahme, einer erfolgreichen Initiierung der
Osteoklastogenese und Bildung von Osteoklasten. Gleichzeitig zeigen die Ergebnisse aber
auch, dass die Osteoklastogenese bei Zellen mit Kontakt zu Bioglas zwar erfolgreich, jedoch
langsamer ablduft als ohne Fremdmaterial. Aus molekularbiologischer Sicht gibt es kein
Bioglas, dass besonders positiv oder negativ im Vergleich zu den anderen untersuchten
Fremdmaterialien hervorsticht. Bislang gibt es kaum vergleichbare Untersuchungen anhand
derer diese Ergebnisse eingeordnet werden kdnnen.

4.1.7. Einfluss von Bioglas auf die Osteoklastenaktivitat

Um die Aktivitat der Zellen zu untersuchen, wurden verschiedene Methoden eingesetzt. Die
Immunassays geben Aufschluss lber die enzymatische Aktivitat. Es konnte eine signifikant
hohere TRAP 5b Aktivitat in der Kontrollgruppe nachgewiesen werden, wodurch gezeigt
werden kann, dass die Osteoklastogenese erfolgreich abgelaufen und zusétzlich funktionell
aktive Osteoklasten entstanden sind. Auch fiir die Zellen, welche mit Bioglas differenziert
wurden, zeigten sich erhohte Werte fiir sowohl Carboanhydrase Il als auch TRAP 5b, wobei
die Zellen unter dem Einfluss von Bioglas 1393 ges eine signifikant geringere TRAP 5b
Aktivitat aufwiesen als die Kontrollgruppe. Dies stiitz die Ergebnisse der Real-time PCR einer

erfolgreichen, jedoch langsamer ablaufenden Osteoklastogenese bei Kontakt zu Bioglas.

Bei Untersuchungen an murinen Bioglas 45S5 exponierten Osteoklasten wurden zwar
osteoklastenspezifische Gene wie Cathepsin K verstarkt exprimiert, es bildeten sich aber keine
TRAP positiven mehrkernigen Zellen (Detsch et al. 2016). In Untersuchungen an anderen
bioaktiven Gléasern konnte sogar eine Hemmung der Anzahl TRAP-positiver Zellen
nachgewiesen werden (Bosetti und Cannas 2005). Es gibt Studien, die belegen, dass die
Aktivitat bestimmter Enzyme abhéngig vom eingesetzten Fremdmaterial ist, sodass
angenommen werden kénnte, dass CAll und TRAP 5b keine geeigneten Zielstubstrate fur diese
Fragestellung sind (Bernhardt et al. 2017). Physiologischerweise wird TRAP 5b in der
Resorptionslakune durch die Ansauerung der Umgebung auf pH 2 — 4 aktiviert (Sommerfeldt
und Rubin 2001). Mdglicherweise war eine Aktivierung von TRAP5b aufgrund des deutlich
hoheren vorherrschenden, teils sogar signifikant héheren im Vergleich zur Kontrollgruppe
vorliegenden pH-Wertes der Umgebung nicht méglich. Zusatzlich konnten jedoch auch in der
Rasterelektronenmikroskopie keine eindeutigen Resorptionslakunen identifiziert werden. Dies
stutzt die Annahme, dass die Zellen nicht in der Lage gewesen sind, resorptive Aufgaben

auszufihren. Die Auswertung wurde durch die vielgestaltige Oberflache erschwert, welche
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bereits Borden et al. bei der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung von Bioglas 45S5
nachweisen konnte. Dementgegen stehen die Ergebnisse von Sirkid et al., die eine flache
Oberflache vorfanden (Sirkia et al. 2021). Allerdings kam das Bioglas in dieser Untersuchung
weder mit Zellkulturmedium noch mit Zellen in Kontakt, sodass die Vermutung nahe liegt, dass
es sich bei den zahlreichen Strukturen um Rickstdnde von Kulturmedium handelt. Diese
Annahme wird von den Ergebnissen verschiedener Studien gestltzt, die nachgewiesen haben,
dass unterschiedlichen Anteile von Zellkulturmedien, wie Dulbeccos modifiziertes Eagle-
Medium  (DMEM)  oder  simulierte  Korperflussigkeit ~ (SBF)  mit  Tris-
(hydroxymethyl)aminomethan- (TRIS-) Puffer, unterschiedliche stark mit der Oberflache von
Bioglas interagieren diese verandern und deren Auflosung fordern. Dies héngt jedoch neben
dem verwendeten Zellkulturmedium auch von der Verarbeitung des Bioglases selbst ab
(Sepulveda et al. 2002; Rohanova et al. 2011; Thavornyutikarn et al. 2019). Das in dieser
Untersuchung verwendete Zellkulturmedium enthielt zwar keines der Reagenzien, flr die
bereits eine starke Beeinflussung der Oberflache von Bioglas nachgewiesen wurde, die
Ergebnisse deuten allerdings darauf hin, dass auch die hier verwendeten Komponenten, wie
oMEM und FBS, einen starken Einfluss auf die Oberfliche der Biogldser haben und
Ablagerungen verursachen. Auch in der Immunfluoreszenzmikroskopie dominieren
hauptséchlich wenig weit differenzierte Zellen. Dies l&sst den Schluss zu, dass zwar Zellen
gezuchtet werden konnten, diese allerdings bei Kontakt mit Bioglas eine verlangsamte
Entwicklung aufweisen und aufgrund dessen zum untersuchten Beobachtungszeitpunkt noch
nicht resorptionsfahig gewesen sind. Dennoch belegen die Ergebnisse des TRAP 5b Assays
eine Funktionalitdt der Kontrollgruppe, sodass unter Beriicksichtigung der Ergebnisse der
Immunfluoreszenzmikroskopie, davon auszugehen ist, dass es nur wenige funktionell aktive
Osteoklasten unmittelbar auf der Materialoberflache gibt, da die Differenzierung verzdgert
ablauft, dennoch aber funktionell aktive Osteoklasten in der unmittelbaren Umgebung des
Fremdmaterials entstanden sind, sodass auf der Oberflache zum Untersuchungszeitpunkt der
Rasterelektronenmikroskopie noch keine Resorptionslakunen nachweisbar gewesen sein

kdnnen.

4.2. Biokompatibilitat

Die Biokompatibilitat beschreibt den Effekt eines untersuchten Fremdmaterials auf den Korper.

Bisherige Untersuchungen zur Biokompatibilitat von Bioglas haben gezeigt, dass diese sowohl

von der Zusammensetzung als auch von der Verarbeitung abhéngt. Biogléser bestehen unter
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anderem aus Calcium und Phosphat. Die Zusammensetzung entspricht ungeféhr der
Konzentration im Knochen und erhéht dadurch die Biokompatibilitat (Ali et al. 2014; Zor et al.
2019; Cannio et al. 2021). Untersuchungen an Osteoblasten haben gezeigt, dass die Freisetzung
von Bioglaspartikeln, wie Kieselsdure, Calcium und Phosphor, eine Alkalisierung der
Umgebung hervorruft. Dies konnte auch in dieser Untersuchung nachgewiesen werden. Diese
Veranderungen in der Umgebung der Zellen wird fur die osteoinduktiven Prozesse
verantwortlich gemacht. So konnte sowohl eine Induktion der Osteoblastendifferenzierung als
auch der Mineralisierung der extrazellularen Matrix in verschiedenen Untersuchungen zu
Osteoblasten verschiedener Spezies nachgewiesen werden (Matsuda und Davies 1987; Xynos
et al. 2000b; Silver et al. 2001; Ferraz et al. 2017; Ferreira et al. 2021). Der in zahlreichen
Studien belegte osteoinduktive Effekt von Bioglas wurde bislang hauptséchlich auf die
Induktion der Osteoblastendifferenzierung sowie der verstarkten Mineralisierung
zuriickgefuhrt. In dieser Untersuchung zeigte sich jedoch, dass die Osteoklastogenese
langsamer ablauft als ohne Kontakt zu Bioglas. Sowohl in der Lebendzellbeobachtung als auch
in der immunfluoreszenzmikroskopischen Untersuchung, war eine reduzierte Zelldichte bei
direktem Kontakt mit dem Bioglas aufgefallen. Zusatzlich dominierten wenig weit
differenzierte Zellen, vorwiegend in Stadium 2 oder 3. Dennoch konnten im TRAP 5b Assay
funktionell aktive Osteoklasten in der Kontrollgruppe nachgewiesen werden. In der
Zusammenschau dieser Erkenntnisse mit den nicht nachweisbaren Resorptionslakunen in der
Rasterelektronenmikroskopie ist davon auszugehen, dass unmittelbar auf der
Materialoberflache nach 8 Tagen nur sehr wenige funktionell aktive Osteoklasten entstanden
sind. In der unmittelbaren Materialumgebung bzw. ohne Kontakt zu Bioglas scheint die
Differenzierung schneller abgelaufen zu sein, sodass hier bereits funktionell aktive TRAP 5b
positive, Cathepsin K exprimierende, multinukledre Zellen entstanden sind. Grund hierfir
konnten die signifikant hoheren pH-Werte bei Zellen mit Kontakt zu Bioglas im Vergleich zur
Kontrollgruppe sein. Diese Ergebnisse deuten auf eine reduzierte Biokompatibilitat hinsichtlich
der Osteoklastogenese hin. Die hemmende Wirkung auf Osteoklasten stellt einen weiteren
Aspekt des osteogenen Effekts von Bioglas dar. Durch Hemmung von Osteoklasten und
Forderung von Osteoblasten wird die Knochenhomd@ostase in unmittelbarer Umgebung von
Bioglas zugunsten der Knochenbildung verschoben. Dies kann im Rahmen der Knochenheilung
von Vorteil sein und dem Knochen Zeit geben, den Schaden zu beheben, ohne jedoch das
regulierende Eingreifen von Seiten der Osteoklasten vollig auszuschalten.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Bioglas einen hemmenden Effekt auf die
Osteoklastogenese in der unmittelbaren Materialumgebung hat, was im Rahmen der
Knochenheilung einen positiven Effekt hat. Dieser Einfluss ist dabei bei Bioglas 1393 ges am

geringsten ausgepragt.

4.3. Vergleich der einzelnen Bioglaser

Als Grund fir die langsamer ablaufende Osteoklastogenese bei Kontakt mit Bioglas kann die
Alkalisierung der Umgebung herangezogen werden. Hierbei zeigen sich bei allen Bioglasern,
auBer bei Bioglas 1393 ges signifikant hohere pH-Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Bioglas 1393 ges scheint also die geringste Interaktion mit der Umgebung hervorzurufen,
wodurch seine Biokompatibilitat erhéht wird. Bei der Untersuchung der Expression
verschiedener Gene zeigte keines der untersuchten Materialien signifikante Ergebnisse, sodass
die Bioglaser in Bezug auf diesen Aspekt als gleichwertig anzusehen sind. Im Rahmen des
TRAP 5b Assays zeigte sich jedoch eine signifikant geringere Aktivitat der Osteoklasten bei
Bioglas 1393 ges im Vergleich zur Kontrollgruppe, wobei hier auf der Materialoberflache im
Rahmen der Immunfluoreszenzmikroskopie die meisten, bis Entwicklungsstadium 4
differenzierten, multinukledren Zellen nachgewiesen werden konnten. Dieses Ergebnis
unterstreicht die Annahme, dass hierbei der geringste hemmende Einfluss auf die

Osteoklastogenese vorliegt.

Zusammenfassen konnen die Bioglaser 4554, 1393 und 1393 BS als gleichwertig in ihrem
Einfluss auf die Osteoklastogenese angesehen werden. Bioglas 1393 ges hingegen scheint
dagegen nur wenig mit der Umgebung zu interagieren, und daher im Vergleich zu den anderen

untersuchten Materialien einen geringeren hemmenden Einfluss auszutiben.

4.4. Limitation der Studie

In dieser Untersuchung sollte der Effekt von Bioglas auf humane Osteoklasten untersucht
werden. Als Grundlage dieser Arbeit diente eine in-vitro Monozyten-Osteoklasten-Monokultur.
Dieses bietet den Vorteil, Osteoklasten in ihrer Differenzierung isoliert betrachten zu kénnen.
Allerdings sind Osteoklasten Teil eines komplexen Zusammenspiels im Rahmen der
Knochenhomd@ostase und stehen unter vielféltigem Einfluss, der hier nicht berticksichtigt

werden kann. Eine in-vitro Untersuchung stellt daher nur ein sehr eingeschrénktes Modell der
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Wirklichkeit dar und kann nicht uneingeschrankt auf einen komplexen Organismus Ubertragen

werden.

Insgesamt wurden PBMCs aus dem Buffy Coat von 6 verschiedenen Blutspendern isoliert und
untersucht. Da die Buffy Coats anonymisiert wurden, liegen keine Informationen zu den
Spendern vor. Es gibt allerdings zahlreiche Untersuchungen, die zeigen, dass es individuelle
Faktoren gibt, die einen Einfluss auf die Differenzierung und die Aktivitat von Osteoklasten
haben. So kommt es mit zunehmendem Alter zu einer verstarkten Knochenresorption durch
vermehrte Bildung von Osteoklasten. Dies wird mit hormonellen Veranderungen wie einem
abnehmendem Ostrogenspiegel in Verbindung gebracht. Auch Erkrankungen des Knochens
haben einen Einfluss auf die Zelldifferenzierung. So kommt es sowohl bei der Osteoarthritis,
als auch bei einem Morbus Paget zu einer vermehrten Differenzierung von Osteoklasten mit
vermehrtem Knochenabbau. Zuletzt gibt es zusétzlich geschlechtsspezifische Unterschiede. So
weisen mannliche Probanden eine effizientere Osteoklastogenese auf, wohingegen sich
weibliche Osteoklasten besser an den Knochen anhaften kdnnen (Jevon et al. 2002; Koshihara
et al. 2002; Durand et al. 2013; Mgller et al. 2020; Wani et al. 2022; Desai et al. 2023).
Zusammenfassend konnen die 6 untersuchten Probanden keinen repréasentativen Querschnitt

der Bevolkerung darstellen.

Durch die Verwendung von Zellkultureinsatzen konnte die Differenzierung der Zellen nicht
direkt mittels Lebendzellbeobachtung verfolgt werden. Lediglich eine parallele Kultur ohne
Zellkultureinsatz sowie die pH-Wert Veradnderungen lieRen eine Vermutung tber den aktuellen
Entwicklungsstand zu. In weiteren Untersuchungen koénnte ein Versuchsansatz entwickelt
werden, in dem die Zellen nicht die Mdglichkeit besitzen, sich neben dem Material anzusiedeln,
um eine direkte Konfrontation zu erzwingen. Dies wiirde Klarheit Giber den Effekt von Bioglas
auf die Zellen mit direktem Kontakt bringen. Zuséatzlich kdnnte eine Versuchsreihe mit PBMCs
auf dem Boden einer Well-Platte mit Bioglas in einem Zellkultureinsatz durchgefuhrt werden.
Dadurch wirden sich die Zellen und das Bioglas zwar im selben Medium befinden, jedoch ohne
direkten Kontakt. Dies kdnnte die Wirkung von Bioglas auf weiter entfernte Zellen kléren.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass ein GroRteil der Zellen mit Kontakt zu Bioglas noch
nicht vollstandig zu Osteoklasten differenziert war, sondern sich noch in der Entwicklung
befanden, wohingegen bei der Kontrollgruppe bereits eine funktionelle Aktivitat nachgewiesen

werden konnte. Durch eine langere Inkubationszeit konnten sich die Zellen weiter entwickeln,
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sodass eine differenzierte Aussage beziiglich der Genexpression und Aktivitat zwischen den

einzelnen Bioglasern getroffen werden kdnnte

45. Fazit und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Untersuchung deuten sowohl molekularbiologisch, bildmorphologisch
als auch funktionell auf eine erfolgreiche, aber zeitlich verzégerte Osteoklastogenese bei allen
Bioglasern hin. Diese Verzogerung war am geringsten bei Bioglas 1393 ges ausgepragt.
Insgesamt lauft die Differenzierung bei allen Bioglésern langsamer als bei dem Kontrollansatz
ohne Fremdmaterial ab. Diese Ergebnisse werden durch die mikroskopischen
Untersuchungsergebnisse gestiitzt. Je naher die Zellen dem Bioglas kommen, desto weniger

weit sind sie differenziert.

Der hier verwendete Zellkulturansatz bietet einen guten ersten Uberblick tiber den Effekt von
Bioglas auf Osteoklasten. Er bietet jedoch Optimierungspotential, um die Frage zu kl&ren,
welche Wirkung Bioglas auf die Zellen auf der Materialoberflache und welchen Effekt es auf
weiter entfernt gelegene Zellen hat. Mithilfe einer langeren Inkubationszeit, kdnnte zudem
uberprifen werden, inwieweit tatsachlich eine Verlangsamung der Osteoklastogenese vorliegt.
Zudem sollte eine differenzierte Spenderauswahl erfolgen, um individuelle Einflussfaktoren zu

vermeiden.

Direkt auf dem Bioglas zeigt sich eine reduzierte Zelldichte mit vorwiegend weniger weit
entwickelten Zellen. Hier muss jedoch die Option in Betracht gezogen werden, dass ein Teil
der Zellen durch Praparationsschritte vom Material abgewaschen worden ist. Allerdings
konnten auch in der rasterelektronenmikroskopischen Untersuchung keine Resorptionslakunen
identifiziert werden. In Zusammenschau der Ergebnisse der Immunfluoreszenz und dem
fehlenden TRAP 5b Nachweis bei einem Grofteil der Biogléser ist davon auszugehen, dass die
Zellen in ihrer Entwicklung noch nicht weit genug vorangeschritten sind, um resorbierende
Aufgaben zu erfillen. Allerdings gibt es Hinweise darauf, dass Bioglas die Entwicklung TRAP-
positiver Zellen unterbindet (Bosetti und Cannas 2005). Da in dieser Untersuchung bei Bioglas
1393 ges signifikant weniger TRAP-positiven Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe
nachgewiesen werden konnten, ware dies eine Fragestellung, der in zukiunftigen

Untersuchungen gezielt nachgegangen werden sollte.

88



Diskussion

In der Rasterelektronenmikroskopie konnten keine Resorptionslakunen nachgewiesen werden.
Dieses Ergebnis ist mit der verzogerten und am ehesten noch nicht vollstandig abgeschlossenen
Osteoklastogenese in Einklang zu bringen. Im Folgenden sollte diese Untersuchung mit Zellen,
welche mehr Zeit fur die Differenzierung haben und bei denen ausschliefflich ein direkter
Kontakt zu Bioglas mdglich ist wiederholt werden. Die vielgestaltige Oberflachenstruktur
koénnte auf eine Interaktion zwischen Zellkulturmedium und Materialoberfléche zurtickgefihrt
werden, sodass es dabei zudem vorteilhaft wére, ein Zellkulturmedium zu entwickeln, das

maoglichst wenig mit Bioglas interagiert, um den Effekt der Zellen besser beurteilen zu kénnen.

Insgesamt zeigt diese Untersuchung eine erfolgreiche, aber verzogerte Osteoklastogenese bei
Kontakt zu Bioglas. Diese war bei Bioglas 1393 ges am wenigsten eingeschrénkt. Als Grund
hierfir kommt eine pH-Wert Verdnderung im Sinne einer Alkalisierung der Umgebung durch

die Biogléser in Betracht, welche bei Bioglas 1393 ges am geringsten ausgepragt ist.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung stuitzen die bisherigen Ergebnisse der osteoinduktiven
Wirkung von Bioglas. Bislang wurde dieser Effekt allerdings hauptséchlich auf die
stimulierende Wirkung auf Osteoblasten zurlickgefuhrt. Diese Ergebnisse deuten an, dass
dieser Effekt zusatzlich durch eine leichte Hemmung der Osteoklastogenese zustande kommen

konnte, welcher jedoch abhangig vom verwendeten Bioglas ist.
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5. Zusammenfassung

Bioglas hat aufgrund seiner osteoinduktiven Wirkung als Knochenersatzmaterial zunehmend
an Bedeutung gewonnen. Ziel dieser Studie ist es, die Wirkung von Bioglas auf die Entwicklung
humaner Osteoklasten zu untersuchen. Hierfir wurde neben dem bekannten Bioglas 45S5, die
bislang wenig untersuchten Bioglaser 1393, 1393 mit Borsilikat (1393 BS) und eine gesinterte
Variante von Bioglas1393 (1393 ges) einander gegenubergestellt. Dieser Vergleich dient der

Suche nach einem moglicherweise noch besser geeigneten Bioglas.

In der Zellkultur wurden mononukleére Zellen des peripheren Blutes (PBMC) im Beisein der
Bioglédser innerhalo von 8 Tagen unter regelméRiger pH Kontrolle im
Osteoklastendifferenzierungsmedium inkubiert. Es wurden Zellen von sechs verschiedenen
Spendern untersucht. Im Anschluss wurden mittels Reverser Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion (Real-time PCR) die Zelldifferenzierung und die Expression
osteoklastenspezifischer Gene untersucht. Mittels Carboanhydrase I1lI- und TRAP 5b Assay
wurden Aktivitat der Zellen Gberprift. Die morphologische Begutachtung erfolgte mittels
Lebendzellbeobachtung  sowie  immunfluoreszenzmikroskopischen  Darstellung  der
Materialoberflache. Fir einen standardisierten Vergleich wurden vier Entwicklungsstadien
definiert. Mittels Rasterelektronenmikroskopie wurde der Effekt auf die Bioglaser untersucht.

Die Biogléser 45S5, 1393 und 1393 BS zeigten an Tag 2, 4, 6 und 8 jeweils signifikant hohere
pH-Werte als Zellen ohne Fremdmaterial — z. B. ist der pH-Wert von Bioglas 45S5 an Tag 6
mit p = 0,001 signifikant hoher als der pH-Wert der Kultur ohne Bioglas. Das lysosomalen
Enzyms Cathepsin K (p = 0,003) sowie der fir Differenzierung multinuklearer Zellen
fungierenden Mannose Rezeptor C Typ 1 (p = 0,014) wurde nach 8 Tagen Inkubation in Zellen
ohne Fremdmaterial signifikant starker exprimiert. Die Kontrollgruppe (p = 0,032) zeigte eine
signifikant hohere TRAP 5b Aktivitdt. Die morphologische Auswertung zeigte, eine
Differenzierung in mehrkernige Riesenzellen, welche bei direktem Kontakt zum Material
jedoch langsamer erfolgt. Auch in der Immunfluoreszenz zeigte sich auf den Biogléasern eine

reduzierte Zelldichte mit weniger differenzierten Zellen.

Insgesamt konnte eine erfolgreiche, jedoch langsamere Osteoklastogenese bei Kontakt mit
Bioglas nachgewiesen werden. Dies zeigt sich bei Bioglas 1393 ges am wenigsten stark
ausgepragt, was auf die geringere alkalisierende Wirkung zurlickgefiihrt wird. Die
Biokompatibilitdt von Bioglas 45S5, 1393 und 1393 BS ist dabei als dhnlich einzustufen. Je

nach gewinschtem Effekt, kdnnen nun verschiedene Biogléser zum Einsatz kommen.
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6. Summary

Due to its osteoinductive effect, bioglasses are getting more important as bone graft material.
The objective of this study is to investigate the effect of bioglass on human osteoclasts.
Therefore, the well-known bioglass 45S5, as well as the less established bioglasses 1393, 1393
with borosilicate (1393 BS) and a sintered version of bioglass 1393 (1393 ges) has been
compared with each other, with the intention to find a more favourable bioglas.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) have been differentiated to osteoclasts under the
influence of each of the bioglasses 8 days in a cell culture system under frequent pH-
measurement. Cells from six different donors have been assessed. Thereafter, real-time reverse
transcriptase polymerase chain reaction (real-time PCR) was used to investigate cell
differentiation and expression of osteoclast specific genes. Cell function was controlled by
performing carbonic anhydrase 11 and Tartrat resistant acidic Phosphatase type 5b (TRAP 5b)
assays. Morphological analysis took place via life cell imaging and immunofluorescence
microscopy of the surface of the bioglasses. In order to guarantee a standardized comparison,
four differentiation stadiums have been defined. By using the scanning electron microscopy,

the osteoclasts effect on bioglasses has been analysed.

Bioglasses 45S5, 1393 and 1393 BS showed significant higher pH values at day 2, 4, 6 and 8
than cells which has been incubated without any bone graft material — e.g. pH value of bioglass
45S5 at day 6 has been significantly higher than pH value of cells without bioglass (p = 0,001).
The lysosomal enzyme Cathepsin K (p = 0,003) as well as mannose receptor C type 1 (p =
0,014), which is important for multinucleation, have both shown a more significant expression
than PBMCs. The control group (p = 0,032) showed significantly higher functional TRAP 5b
activity than the PBMCs. A morphological analysis showed a successful multinucleation, even
if it has been slower when cells have been in contact with any bioglass. Immunofluorescence
microscopy confirmed, that there are less cells on the surface of the bioglasses with especially

less differentiated cells.

Overall, successful but slower osteoclastogenesis was demonstrated on contact with Bioglass.
This is least pronounced with Bioglass 1393 ges, which is attributed to the lower alkalizing
effect. The biocompatibility of Bioglas 45S5, 1393 and 1393 BS can be classified as similar.
Depending on the desired effect, different bioglasses can now be used.

91



Abkirzungsverzeichnis

7. Abkirzungsverzeichnis

1393 BS
Abb.
ACTB
oMEM
AP-1
aPKC
ATF
ATP
ATPase
B2M
B203
BLNK
BSP
Btk

ca.

Ca2+
CaOo
Cai10(PO4)s(OH)
CALCR
CBFB
CD14
CD16
CD40
cDNA

c-Fms

CFU-GM

CI
CIC7
CO2
c-Src
CtsK

Bioglas 1393 mit Borosilikat

Abbildung

B-Aktin

Minimum Essential Medium — a Modifikation
Aktivator-Protein-1/ Activator Protein 1

Atypische Proteinkinase C/ Atypical Protein Kinase C

Aktivierender Transkriptionsfaktor/ Activating transcription Factor

Adenosintriphosphat

Adenosintriphosphatase

B2-Mikroglobulin

Bortrioxid

B-Zell Verbindungsprotein/ B Cell Linker Protein
Knochensialoprotein/ Bone Sialoprotein
Bruton-Tyrosinkinase/ Bruton's Tyrosine Kinase
circa

Calcium

Calciumoxid

Hydroxylapatit

Calcitonin Rezeptor

Kernbindungsfaktor Untereinheit Beta/ Core binding subunit 8

Unterscheidungsgruppe 14/ Cluster of Differentiation 14
Unterscheidungsgruppe 16/ Cluster of Differentiation 16
Unterscheidungsgruppe 40/ Cluster of Differentiation 40
komplementare DNA

Koloniestimulierender Faktor 1 Rezeptor/

Colony Stimulating Factor 1 Receptor
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie bildende Einheit
Colony forming Unit Granuolcyte Macrophage Progenitor
Chlorid

Chlorid Kanal 7/ Chlorid Channel 7

Kohlenstoffdioxid

Akronym cellular sarcoma

Cathepsin K
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CT-Wert Cycle threshold, Schwellenzyklus

DAG Diacylglycerol

DAP12 DNAX aktivierendes Protein von 12 kDa/
DNAX Activation Protein of 12 kDa

DC-STAMP Dendritisches Zellspezifisches Transmembranprotein/
Dendritic Cell-Specific Transmembrane Protein

EDTA Ethylendiamintetraessigséure

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

ERK Extrazellulére Signalregulierte Kinase/

Extracellular-Signal Regulated Kinase

FcRy Fc-Rezeptor-y -Kette/ Fc Receptor Common y-chain

FITC Fluorescin-Isothiocyanat

GAB2 Grb2-assoziierter Binder 2/ Grb2 associated Binding Protein 2

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

gDNA Genomische DNA

GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierendem Faktor/
Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor

Grb2 Wachstumsfaktor Rezeptorgebundenes Protein 2/
Growth Factor Receptor bound Protein 2

H* Proton

H20 Wasser

HCOs Bikarbonat

hi-FBS hitzeinaktiviertes fetales Kalberserum

HMBS Hydroxymethylbilan-Synthase

HPRT1 Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1

HSP-60 Hitzeschockprotein-60/ Heat Shock Protein 60

Hv1l Spannungsgesteuerter Protonenkanal/ Voltage gated Proton channel

IxB Inhibitor von NF-xB/ Inhibitor of NF-xB

IKK IxB-Kinase

IL-1 Interleukin-1

IL-1B Interleukin-1p

IL-10 Interleukin-10

IL-13 Interleukin-13

IL-4 Interleukin-4
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IL-6
INFy
IP3
IP3R
IQR
ITAM

JNK

K20

LPS

LRC

MAPK

MAPKK/ MAP2K

MAPKKK/ MAP3K

M-CSF

MDL-1

MHC
MITF

MKK

mM

MMP-9

Mrcl

MSC

NA

Na*

Na>O

NEMO/ IKKy

Interleukin-6

Interferon-y

Inositol-1,4,5-Triphosphat

Inositol-1,4,5-Triphosphat Rezeptor

Interquartilabstand/ Interquartile range

Immunrezeptor Tyrosinbasiertes Aktivierungsmotiv/

Immune Receptor Tyrosine-based Activation Motif

c-Jun terminale Kinase/ c-Jun N-terminal Kinase

Kaliumoxid

Lipopolysaccharid

Leukozyten-Rezeptor-Komplex/ Leukocyte Receptor Complex
Mitogen aktivierte Proteinkinase/ Mitogen activated Protein Kinase
Mitogen aktivierte Proteinkinase Kinase/

Mitogen activated Protein Kinase Kinase

Mitogen aktivierte Proteinkinase Kinase Kinase/

Mitogen activated Protein Kinase Kinase Kinase
Makrophagen-Kolonie-stimulierendem Faktor /

Macrophage Colony-Stimulating Factor

Myeloisches DAP12 assoziiertes Lektin 1/
Myeloid-associating Lectin (MDL)-1

Magnesiumoxid

Haupthistokompatibilitdtskomplex/ Major Histocompatibility Complex
Mikrophthalmie assoziierter Transkriptionsfaktor/
Microphthalmia associated Transcription Factor

MAP Kinase Kinase

Millimol

Matrix-Metalloproteinase-9/ Matrix Metallopeptidase 9
Mannose Rezeptor C Typ 1/ CD206/ Mannose Receptor C-Type 1
Mesenchymale Stammzelle

Unterhalb der Nachweisgrenze

Natrium

Natriumoxid

NF-xB essenzieller Modulator/ NF-«B essential Modulator
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NFATcl

NF-xB
NHE
NIK
P20s
OPG
OSCAR
P20s
PBS
PBS+
PBMCs

PFA
PGE2
PGK1
PI3K
PIP2

PIR-A

PKC
PLCy2
RANK
RANKL

Real-time PCR
REM

RGD

ROS

RT

RUNX2

RyR2

Zytoplasmatischer nukledrer Faktor aktivierter T-Zellen 1
Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1

Kernfaktor « aktivierter B-Zellen/ Nuclear Factor k of activated B-cells
Na*/H* Antiporter

NF-kB induzierende Kinase/ NF-«xB inducing Kinase
Phosphorpentoxid

Osteoprotegerin

Osteoklastenassoziierter Rezeptor/ Osteoclast associated Receptor
Phosphorpentoxid

Phosphatgepufferte Salzlésung

98 % PBS + 2 % hi-FBS + 1 mM EDTA

Mononukledre Zellen des peripheren Blutes/

Peripheral blood mononuclear cells

Paraformaldehyd

Prostaglandin E2

Phosphoglycerat Kinase 1

Phosphoinositid 3 Kinase/ Phosphoinositide 3 Kinase
Phosphatidyl-Inositol-4,5-Bisphosphonat/
Phosphatidylinosiol 4 5 Bisphophonate 2

Gepaarter 1g-dhnlicher Rezeptor A

Paired Immunoglobulin-Like Receptor A

Proteinkinase C

Phospholipase Cy2

Rezeptor Aktivator von NFkB/ Receptor Activator of NF-xB
Rezeptor Aktivator von NFkB Ligand/

Receptor Activator of NF-kB Ligand

Real-time Reverse-Transkriptase Polymerase-Ketten-Reaktion
Rasterelektronenmikroskopie
Arginin-Glycin-Asparaginsiure-Sequenz

Reaktive Sauerstoffspezies/ Reactive Oxygen Species
Reverse Transkriptase

Runt verwandter Transkriptionsfaktor 2/

Runt related transcription factor 2x

Ryanoidin-Rezeptor-2
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Siglec-15

SiO,
SIRPB1
SLP-76

SOCE

SPSS
SYK
Tab.
TAB1
TAB2
TAK1

TBP
Tec
TGF-B
TNF
TNFa
TNFR
TRAF
TRAP

TRAP 5b
TREM2

TRPV

u. a.
V. a.
V-ATPase
Vav3

Sialinsdurebindenden immunglobulindhnlichen Lektin 15/
Sialic Acid-binding Immunoglobulin-Type Lectin 15
Siliciumdioxid/ Kieselsaure

Signalregulationsprotein 1/ Signal Regulatory Protein 1
SH2-Domane enthaltendes Leukozytenprotein von 76 kDa/
SH2 domain containing leukocyte protein of 76 kDa
Speichergesteuerter Calcium Eingang/

Calcium Release Activated Channel

Statistical Package for the Social Sciences
Milztyrosinkinase/ Spleen Tyrosine Kinase

Tabelle

TAKZ1 bindendes Protein 1/ TAK1 binding Protein 1
TAKZ1 bindendes Protein 2/ TAK1 binding Protein 2
Transformierende Wachstumsfaktor-p-aktivierte Kinase 1/
Transforming Growth Factor p-activated Kinase 1
TATA-bindendes Protein/ TATA Binding Protein

Tec Protein Tyrosinkinase/ Tyrosine Protein Kinase Tec
Transformierender Wachstumstaktor 3/ Transforming growth factor 3
Tumor-Nekrose-Faktor/ Tumor Necrosis Factor
Tumor-Nekrose-Faktor o/ Tumor Necrosis Factor-a
Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor/ Tumor Necrosis Factor Receptor
TNF Rezeptor assoziierter Faktor/ TNF Receptor Associated Factor
Tartratresistente-saure-Phosphatase/

Tartrate-resistant Acid Phosphatase

Tartratresistente saure Phosphatase Typ 5b

Triggerrezeptor auf myeloischen Zellen 2/

Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells 2
Transienter Rezeptorpotential Vanilloidkanal/

Transient Receptor Potential Cation Channel

unter anderem

vor allem

Vakuolére H+ Adenosintriphosphatase (ATPase)
Guanin-Nukleotid-Austauschfaktor Vav3/

Guanine nucleotide exchange factor Vav3
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