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1 Einleitung

1.1 Osteoporose

Die demografische Entwicklung in Industrienationen wie Deutschland hat in den letzten
Jahren zu einer Veradnderung der Bevolkerungsstruktur hin zu einer immer alter
werdenden Gesellschaft gefuhrt (Statistisches Bundesamt 2006). Diese Verénderung
hat vor allem (v.a.) zwei Ursachen: zum einen den Rickgang der Geburtenrate, zum
anderen den Anstieg der Lebenserwartung. So hatte beispielsweise 1960 jede Frau in
Deutschland im Schnitt 2,5 Kinder, im Jahr 2010 hingegen im Schnitt 1,39 Kinder
(Statistisches Bundesamt 2012). Die durchschnittliche Lebenserwartung Neugeborener
lag zu Beginn des 20. Jahrhunderts bei etwa 46 Jahren, heutige Neugeborene werden
dagegen statistisch etwa 80 Jahre alt (Statistisches Bundesamt 2011). Das fuhrt zu
einem Anstieg des mittleren Alters der deutschen Gesellschaft (Statistisches Bundes-
amt 2006). Durch die Verschiebung der Altersstruktur treten auch vermehrt Erkran-
kungen auf, die v.a. altere Menschen betreffen, beispielsweise Diabetes, Schlaganfalle
und Osteoporose.

Osteoporose, auch unter dem Namen Knochenschwund bekannt, ist eine Erkrankung
des gesamten Skelettsystems, die typischerweise im hoheren Lebensalter auftritt.
Charakteristisch ist neben einer Verminderung der Knochendichte auch eine ver-
anderte Knochenarchitektur (Abbildung [Abb.] 1 und 2) (Kling et alii/aliae [al.] 2014;
Chen et al. 2014; Carmona 2004).

Abb. 1: Osteoporose im Rattenmodell im Vergleich zur Kontrolle (1). (a) Computertomografie-
Schnitt durch einen gesunden Wirbelkdrper. (b) Computertomografie-Schnitt durch einen
Wirbelkérper im Osteoporose-Modell. Die Abnahme der Knochendichte im Vergleich zwischen dem
gesunden und dem osteoporotischen Wirbelkdrper wird durch eine Verminderung der weil3en,
rontgendichten Knochenstruktur deutlich. Abb. modifiziert nach Chen et al. 2014.
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Abb. 2: Osteoporose im Rattenmodell im Vergleich zur Kontrolle (2). (a) 3D-Rekonstruktion einer
Mikro-Computertomografie eines gesunden Versuchstiers. (b) 3D-Rekonstruktion einer Mikro-Com-
putertomografie eines Tiers mit Osteoporose. Abb. modifiziert nach Chen et al. 2014.

Mogliche Ursachen dieser Erkrankung sind vielfaltig und reichen von der Einnahme
von Medikamenten wie Cortison oder Blutverdiinnern wie Marcumar (Sato et al. 1997)
Uber Immobilisation bis hin zu Vitaminmangel. Hauptursache der Osteoporose in west-
lichen Industrienationen ist allerdings der postmenopausale Mangel des Hormons
Ostrogen (Maeda und Lazaretti-Castro 2014). So waren 2009 in Deutschland etwa
6,3 Millionen Menschen von einer Osteoporose betroffen, davon waren 5,2 Millionen
Frauen (Hadiji et al. 2013).

Osteoporose ist nicht nur eine lokale Erkrankung eines einzelnen Knochens, sondern
eine systemische Knochenerkrankung, die das gesamte Skelett beféllt. Wichtig fir das
Verstandnis der Erkrankung sind die zellularen Mechanismen im Knochen, v.a. das
Zusammenspiel von Osteoblasten und Osteoklasten. Im gesunden Knochen findet ein
stéandiger Aufbau und Abbau der Knochensubstanz statt, um durch dieses sogenannte
Knochengewebe-Remodelling Bereiche des Knochens mit vermehrter mechanischer
Belastung zu starken und kleine Risse im Knochen, die durch alltdgliche Belastungen
auftreten, zu reparieren (Wenzel etal. 1996). Osteoblasten Ubernehmen dabei im
Wesentlichen drei Aufgaben: die Synthese der Knochenmatrix, also den Aufbau des
Knochens, die Regulation von Genen fur die Kalzifizierung und die Hemmung der
Osteoklasten (Cohen Jr. 2006). Osteoklasten hingegen bauen Knochenmatrix ab und
nehmen Einfluss auf die Osteoblasten und damit auf den Knochenaufbau.

Bei der postmenopausalen Osteoporose ist das Wechselspiel zwischen Osteoblasten
und Osteoklasten gestért (Gruber et al. 1986): die Aktivitat der Osteoblasten ist ver-
mindert, die der Osteoklasten erhoht. Deswegen zielen die wesentlichen Ansatze in
der Pharmakotherapie der postmenopausalen Osteoporose entweder auf die Hem-
mung der Osteoklasten oder auf die Aktivierung der Osteoblasten (Goltzman 2002).
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Folge des veranderten Knochenaufbaus sind Frakturen. Im klinischen Alltag der Ortho-
padie und der Unfallchirurgie fallt in den letzten Jahren eine Zunahme der osteoporo-
tisch bedingten Frakturen auf (Leslie und Morin 2014). Das Risiko, eine osteoporotisch
bedingte Fraktur zu erleiden, betragt bei einer Frau Gber 50 Jahren in Industrielandern
etwa 46% (Kanis et al. 2008).

Bei der Behandlung von osteoporotisch bedingten Frakturen sind in der Klinik ver-
schiedene Methoden zur Stabilisierung etabliert. Allerdings ist das Implantatversagen
bei Patienten mit Osteoporose haufiger als bei der Frakturversorgung junger, sonst
knochengesunder Patienten (Duijsens et al. 2005; Barrios et al. 1993). Vor dem Hin-
tergrund der steigenden Zahl osteoporotischer Knochendefekte sowie einer alternden
Bevolkerung stellt die Entwicklung neuer Materialien und deren Modifikation speziell fir
diese Zielgruppen also eine wichtige Aufgabe dar.

1.2 Knochenersatzmaterialien

Zur Wiederherstellung nach Frakturen oder bei Knochensubstanzverlust werden
Knochenersatzmaterialien eingesetzt, um den Knochen wieder zu stabilisieren bzw.
den Substanzverlust aufzufillen. Der Einsatz von Knochenersatzmaterialien reicht Uber
viele Jahrhunderte zurtick. Die ersten Funde solcher Implantate lassen sich auf die Zeit
vor 200 vor Christus datieren. Damals wurden Tierknochen, v.a. von Schweinen oder
Rindern, in den Menschen implantiert (James und Thorpe 1998). Ab dem 18. Jahrhun-
dert wurden Metalle wie Kupfer oder Metalllegierungen benutzt, die allerdings toxisch
wirkten und die Proliferation von Osteoblasten hemmten (Yang et al. 2010). Seit den
1980er Jahren wurden die ersten Calciumphosphatzemente (CPC) fir den klinischen
Gebrauch entwickelt. Zunachst wurden sie nur zur Verankerung von Implantaten aus
anderen Materialien benutzt. Im klinischen Einsatz zeigte sich jedoch, dass sie auch
geeignet waren, Knochensubstanzdefekte aufzufiillen (Reinstorf 2005). Seit etwa 25—
30 Jahren werden Kollagen-Verbundstoffe als Knochenersatzmaterial erforscht und
benutzt (Serre et al. 1993). Allerdings besteht noch immer Forschungsbedarf hinsicht-
lich der Zusammensetzung dieser Verbundstoffe, um deren Eigenschaften weiter zu
verbessern.

Die Anforderungen an Knochenersatzmaterialien sind vielfaltig. Sie mussen eine
mechanische Stabilitdt ab dem Zeitpunkt der Implantation gewéahren. Das ist insbeson-
dere bei resorbierbaren Materialien wichtig, da diese ihre maximale Festigkeit zu Be-
ginn aufweisen und im Verlauf der Frakturheilung nur so weit abgebaut werden duirfen,
wie neuer Knochen gebildet wurde, der die stabilisierenden Eigenschaften tibernimmt.
Weiterhin missen Knochenersatzmaterialien gewebevertraglich sein und dirfen keine
toxischen Effekte aufweisen. Beispielsweise wurden Verbindungen mit Aluminium als
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Knochenersatzmaterial verwendet (Nagamine et al. 1987); neuere Studien zeigen aller-
dings zahlreiche mdgliche negative Effekte von Aluminium auf den menschlichen Kor-
per (Exley 2013). Wiinschenswerte Anforderungen an ein Knochenersatzmaterial sind
osteokonduktive und osteoinduktive Eigenschaften. Osteokonduktivitat meint, dass der
neugebildete Knochen entlang dem Material wachst und das Material dabei als Gerust
fur die Knochenneubildung dient. Osteoinduktivitat bezeichnet die Eigenschaft, die
Knochenneubildung zu férdern.

Insgesamt kann kein Knochenersatzmaterial alle Eigenschaften des Knochens voll-
standig ersetzen. Die mechanischen Eigenschaften kénnen gut von Knochenersatz-
materialien nachgeahmt werden, viele biologische Funktionen bleiben allerdings uner-
fullt (Reinstorf 2005). So dient der Knochen als Calciumspeicher, beinhaltet das Kno-
chenmark als Ort der Blutbildung und ist dartiber hinaus in der Lage, sich selbstandig
zu regenerieren und auf veranderte mechanische Belastung durch Umbau der Struktur
zu reagieren. Somit steht die Entwicklung und Modifikation von Knochenersatzmaterial
unter der Pramisse, einen moglichst guten Ersatz fir den Knochen zu schaffen.

Um Implantatmaterialien zur Frakturstabilisierung einzusetzen, stehen verschiedene
Implantationsmethoden und Formen der Materialien zur Verfligung. Der klinische Ein-
satz von meist metallischen Implantaten zur Frakturstabilisierung wird als Osteo-
synthese bezeichnet, bei der Platten-, Schrauben-, Draht- und Marknagel-Osteo-
synthesen sowie Fixateure unterschieden werden. Bei der Marknagel-Osteosynthese
wird ein Nagel in die Markhohle des Knochens eingebracht (Abb. 3). Diese
intramedullaren Nagel bestehen entweder aus medizinischem Stahl oder aus Titan.

Die Technik der Marknagelung ist bei Frakturen im diaphysaren Bereich der Tibia und
des Femurs Goldstandard der Therapie (Crist und Wolinsky 2009; Finkemeier et al.
2000). Grundsatzlich werden zwei Arten der Einbringung des Nagels unterschieden:
die unaufgebohrte Technik, bei der der Nagel in den Knochen eingeschlagen wird, und
die aufgebohrte Technik, bei der die Markhohle vorher mit einem Bohrer vergroR3ert
wird, damit der Nagel hineinpasst. Aktuell ist keine der beiden Techniken der anderen
deutlich Gberlegen (Duan et al. 2012). Bei der aufgebohrten Technik wird mit mehreren
Bohrern mit aufsteigenden Durchmessern die Markhdhle des Knochens aufgebohrt, bis
in etwa der Durchmesser des Nagels erreicht ist. Danach wird der Nagel in die ent-
standene Markhohle eingebracht. Zunachst ist nur eine Stabilitat in der Langsachse
gegeben. Um eine Rotationsstabilitat zu erhalten, muss der Nagel noch verriegelt wer-
den. Dazu wird eine Schraube quer zur Langsachse in Knochen und Nagel eingebracht
(Abb. 3b) (Citak et al. 2009).
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Abb. 3: Marknagel-Osteosynthese. (a) Ein klinisch eingesetzter Tibia-Marknagel (Stern) mit Implan-
tationssystem. (b) Rontgenbild nach einer Marknagel-Osteosynthese des Femurs im anterior-
posterioren sowie im seitlichen Strahlengang. Zu sehen sind sowohl Nagel (Stern) als auch Ver-
riegelungsschrauben (Pfeile). Quelle: (a) Phillips et al. 2012; (b) Xie et al. 2011.

Beim Aufbohren eines Knochens fallt am Bohrkopf Bohrmehl an. Es konnte gezeigt
werden, dass das Einbringen von Bohrmehl in einen Frakturspalt zu einer schnelleren
Frakturheilung fuhrt (Frolke et al. 2001). Diese Beobachtung fiihrte zu der Annahme,
dass im Bohrmehl Faktoren und Zelltypen vorhanden sein muissen, die knochen-
regenerativ wirken kénnen, und dass die Zellen die Prozedur des Aufbohrens tberste-
hen (Hoegel et al. 2004). So konnten humane multipotente Stromazellen (hMSC) im

Bohrmehl isoliert werden (Trinkaus et al. 2005; Wenisch et al. 2005).

In einer Vielzahl verschiedener Knochenersatzmaterialien ist CPC im klinischen Alltag
weit verbreitet. Er wird v.a. aufgrund seiner knochendhnlichen Zusammensetzung
benutzt (Jarcho 1981). Zur Herstellung werden verschiedene Calcium- und
Phosphatsalze in einer wassrigen Lésung gemischt, bis eine Paste entsteht, die zu
einer festen Masse abbindet und schlief3lich in einer Flissigkeit oder im menschlichen
Korper endgultig aushértet (Khairoun et al. 1997). Die verschiedenen Formen von
CPC, zum Beispiel (z.B.) Tricalciumphosphat, Octacalciumphosphat oder
Hydroxylapatit (HA), entstehen durch verschiedene Ausgangssalze und durch Variation
der Reaktionsbedingungen wie Temperatur, pH-Wert oder Zusammensetzung der
wassrigen Ldsung (LeGeros 2008). So entsteht bei einem neutralen bis leicht
basischen pH-Wert von 5 bis 10, wie er im menschlichen Koérper vorherrscht, wahrend
des endgtltigen Aushéartens HA (Reinstorf 2005).




Einleitung

CPC hat in der Anwendung den Vorteil, dass es in pastdser Form in den Knochen-
defekt eingebracht werden kann und erst dort aushartet. AuRerdem baut es sich nach
der Implantation langsam ab. Fir die Resorptionsdauer ist die Art des verwendeten
Calciumphosphats von Bedeutung. B-Tricalciumphosphat wird beispielsweise schneller
abgebaut als HA (Kamakura et al. 2002). Weiterhin wirkt CPC osteokonduktiv und hat
die Fahigkeit, an den Knochen zu binden, ist aber nicht osteoinduktiv (LeGeros 2008).
Um eine Osteoinduktivitat zu erreichen, sind die nétigen Modifikationen oder
pharmakologischen Zuséatze zu finden.

Kollagen ist ein Strukturprotein im Bindegewebe. Bisher sind 28 verschiedene Sub-
typen bekannt, von denen noch nicht bei allen genau geklart ist, wofur sie verantwort-
lich sind (Mienaltowski und Birk 2014). Im Knochen kommt Kollagen in der extrazellu-
laren Matrix, also im Gewebe um die Zellen, in Form von Kollagen Typ 1 vor. Allerdings
ist die mechanische Festigkeit von Kollagen Typ 1 allein eher schlecht (Wahl und
Czernuszka 2006). Deshalb ist es in der extrazellularen Knochenmatrix beispielsweise
durch HA, eine im Wesentlichen aus Calcium und Phosphat bestehende Verbindung,
mineralisiert, was die mechanische Festigkeit erheblich steigert. In der Entwicklung von
Knochenersatzmaterialien war es deshalb naheliegend, ein kiinstliches Material zu
entwickeln, das ahnlich dem Knochen auch Kollagen Typ 1 und HA enthélt. Das Kol-
lagen kann fir diesen Zweck aus menschlichem oder tierischem Bindegewebe wie
Sehnen, Haut oder B&ndern gewonnen werden. Verbundstoffe aus Kollagen Typ 1 und
HA zeigen eine gute Biokompatibilitdt (Mehlisch et al. 1990) sowie osteokonduktive
Eigenschaften (Itoh et al. 2001). HA alleine steigert sogar die Differenzierungsfahigkeit
von Osteoblasten (Xie et al. 2004). Vor diesem Hintergrund stellt sich Kollagen Typ 1
zusammen mit HA schon jetzt als ein gutes Knochenersatzmaterial dar. Allerdings
wachst, insbesondere im Hinblick auf systemische Knochenerkrankungen wie Osteo-
porose, der Bedarf an weiteren Materialien speziell fur solche Erkrankungen. Dazu
konnen bewahrte, nachweislich positiv auf den Knochenstoffwechsel wirkende
Materialien modifiziert oder mit anderen Stoffen funktionalisiert werden, die die osséare
Integration weiter férdern und damit den Heilungsverlauf beschleunigen.

1.3 Osteoblastéare Differenzierung

Stammezellen sind in der Lage, sich in Richtung eines spezialisierten Zelltyps zu ent-
wickeln (Wislet-Gendebien et al. 2005). Je nachdem, in wie viele verschiedene Zell-
typen sie sich differenzieren kénnen, unterscheidet man verschiedene Stammzelltypen.
Embryonale Stammzellen beispielsweise sind pluripotent; sie kénnen sich in Zelltypen
aller drei Keimblatter, also des Entoderms, des Mesoderms und des Ektoderms, diffe-
renzieren. Insbesondere fir solche Zelltypen im menschlichen Korper, die die Fahigkeit
zur Proliferation verloren haben, beispielsweise fiir Herzmuskelzellen und Nerven-
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zellen, stehen pluripotente Stammzellen im wissenschaftlichen Fokus. Heutige experi-
mentelle Forschung versucht, mit ihrer Hilfe eine Heilung von Morbus Parkinson (Am-
basudhan etal. 2014) oder den Ersatz von untergegangenem Herzmuskelgewebe
nach einem Herzinfarkt (Lundy et al. 2014) zu erreichen. Humane embryonale Stamm-
zellen werden zumeist aus der Blastozyste, einer frhen Entwicklungsstufe eines
menschlichen Embryos, gewonnen (Thomson 1998). Dazu muss allerdings die Blasto-
zyste zerstort werden, was sowohl ethisch als auch rechtlich bedenklich ist. In
Deutschland ist die Gewinnung humaner embryonaler Stammzellen aus diesem Grund
gesetzlich verboten.

Neben den pluripotenten embryonalen Stammzellen gibt es auch adulte Stammzellen,
die multipotent sind, sich also nur noch in bestimmte Gewebetypen differenzieren kon-
nen. Zu ihnen gehoren die mesenchymalen Stammzellen, die in der Lage sind, sich in
Knorpelzellen (Chondrozyten), Muskelzellen (Myozyten), Bindegewebszellen (Fibro-
blasten), Knochenzellen (Osteoblasten) und Fettzellen (Adipozyten) zu differenzieren
(Bobis et al. 2006) (Abb. 4).

Osteoblast
Chondrozyt — .
Myozyt Pra-Osteoblast Knochenbildung
Fibroblast UN)(2 :
5, MS |
RS W :
\ v st :
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Stammzelle \_/ CEBP . PP 4k Adipozyt Inflammatorische Zytokine
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Pra-Adipozyt ~ OV O - ... Adiponectin
/ Resitin
\QQ_ " 4 Leptin

Abb. 4: Differenzierungsmaoglichkeiten einer mesenchymalen Stammzelle. Abb. modifiziert nach
Rosen und Bouxsein 2006.

Die fur diese Arbeit verwendeten hMSC, die aus humanem Bohrmehl isoliert werden
kénnen, weisen viele Charakteristika mesenchymaler Stammzellen auf. Auch fiur sie
konnten verschiedene Wege der Differenzierung hin zu Knochen-, Knorpel- und Fett-
zellen nachgewiesen werden (Trinkaus et al. 2005; Wenisch et al. 2005).

Insbesondere die osteogene Differenzierung der bei der Marknagelung gewonnen
hMSC ist fur die Forschung zu Krankheiten des Knochens von Bedeutung. Der Gold-
standard in der Therapie gréRerer Knochendefekte ist heutzutage die autologe Spon-
giosaplastik aus dem Beckenkamm, bei der ein Knochenspan in den Defekt eingesetzt
wird. Das ist allerdings mit einem zweiten Eingriff verbunden und kann zu weiteren
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Komplikationen wie Gefal3- und Nervenverletzungen, Hamatombildung, Infektionen
und Frakturen des Beckens fihren (Dimitriou et al. 2011; Arrington et al. 1996). hMSC
konnten aufgrund ihrer Osteoinduktivitdt in Kombination mit geeigneten Materialien
eine Alternative zur autologen Spongiosaplastik sein und sind deshalb fur die For-
schung interessant. Sie sind breit verfigbar und bei der Marknagel-Osteosynthese
relativ einfach und, anders als etwa embryonale Stammzellen, ohne ethische Beden-

ken oder rechtliche Hindernisse zu gewinnen.

TGF-B1 BMP-2
Ligand <>
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= L & =
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Mediatoren Smadd  ginadl or 5
Transkriptions- Mex2 { DS

faktoren \ * \

Runx2 _> Osx

J )

Stammzellen = Pra-Osteoblasten ———# Osteoblasten
Abb. 5: Molekulare Differenzierungsmechanismen von Stammzellen zu Osteoblasten. Dargestellt

ist ein Schaubild mit den beteiligten Proteinen und deren Funktion. Abb. modifiziert nach Ryoo

et al. 2006.

Die Differenzierung von hMSC hin zu Osteoblasten wird vom Ablauf einer Signal-
kaskade gesteuert (Abb. 5). Bei ihr spielt eine Reihe von Proteinen und Transkriptions-
faktoren wie Distal-less homeoboxprotein 5 (DIx5), Msh-homeoboxprotein 2 (Msx2)
und Runt-related transcription factor 2 (Runx2) eine Rolle (Nakashima et al. 2002; Lee
etal. 2000; Ryoo etal. 1997). Die Signalkaskade mindet in einer gesteigerten
Expression der osteoblastentypischen Gene, einer vermehrten Produktion der
Genprodukte wie Kollagen Typ 1, Osteocalcin oder alkalischer Phosphatase (ALP) und
damit insgesamt in einer Steigerung der osteoblastaren Differenzierung. Das
Verstandnis der molekularen Vorgange bei der Differenzierung ist wichtig, um bei
Erkrankungen des Knochens therapeutisch in diese Vorgange eingreifen zu kénnen
und effektive Therapiestrategien zu entwickeln. In der Forschung kann die
Genexpression oder die Bestimmung einzelner Proteine wahrend der Differenzierung
genutzt werden, um den Grad der osteogenen Differenzierung zu bestimmen. Dazu ist

v.a. die ALP geeignet.




Einleitung

Beim Menschen kommt die ALP in verschiedenen Geweben vor, beispielsweise in
Leber, Dinndarm oder Knochen (Hatayama et al. 2012). lhre Hauptfunktion besteht in
der Umsetzung phosphorhaltiger Esterverbindungen (insbesondere Phosphorsaure-
monoester) zu Phosphat und verschiedenen Alkoholen im alkalischen Milieu. Klinisch
lasst sich die ALP-Konzentration im Blut von Patienten bestimmen und kann auf Er-
krankungen der Gallenwege wie einen Gallenstau hinweisen oder Knochenerkrankun-
gen wie Knochentumoren, Frakturen oder Osteoporose anzeigen. Im Knochen dient
die ALP im Wesentlichen der Kalzifikation durch Erhéhung der lokalen Phosphat-
konzentration und der Steuerung der Wanderung von Vesikeln wahrend der Knochen-
mineralisierung (van Hoof und Broe 1994). In der experimentellen Forschung hat sich
die ALP als ein Marker fir den Differenzierungsgrad von Stammzellen zu aktiven
Osteoblasten etabliert, weil sie mit dem Grad der Differenzierung des Zellsystems kor-
reliert (Wlodarski und Reddi 1986). Somit kann sie auch zur Bestimmung des Differen-
zierungsverhaltens von hMSC hin zu aktiven Osteoblasten dienen.

1.4 Neuronale Mediatoren im Knochenstoffwechsel

Im Knochenstoffwechsel spielen viele verschiedene Faktoren eine Rolle, u.a. Neuro-
trophine (NT) und Komponenten des cholinergen Systems. In dieser Arbeit wurde die
Wirkung des Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) als Vertreter der NT und von
Nikotin und Acetylcholin (ACh) als Liganden des cholinergen Systems auf die Dif-
ferenzierungsfahigkeit von hMSC untersucht.

1.4.1 Neurotrophine

NT sind eine Gruppe von Signalmolekilen, die regulatorische Funktionen bei Neuro-
nen haben und sich durch gemeinsame Eigenschaften wie ein ahnliches Molekular-
gewicht, einen ahnlichen isoelektrischen Punkt sowie eine etwa 50-prozentige Uber-
einstimmung in der Primarstruktur auszeichnen (Mowla et al. 2001). Zu dieser Gruppe
zéhlen der Nervenwachstumsfaktor (Nerve growth factor, NGF), BDNF und die
namengebende Untergruppe mit NT-3, NT-4 und NT-5 (Levi-Montalcini 1987; Barde
et al. 1982). Aufgrund der engen Strukturverwandtschaft werden NT-4 und NT-5 haufig
als NT-4/5 zusammengefasst. NT werden zunéchst als Vorlaufermolekile (Pro-Neuro-
trophine) innerhalb der Zelle gebildet und dann dort zu reifen Proteinen gespalten
(Lessmann et al. 2003; Mowla et al. 2001). Allerdings werden auch schon Pro-NT frei-
gesetzt, die in der Lage sind, an den p75-Neurotrophin-Rezeptor (p75-NTR) zu binden
und dadurch Apoptose auszulésen (Lee et al. 2001).

Alle NT binden mit einer relativ geringen Affinitdt an den p75-NTR. Daneben gibt es
eine Gruppe von drei Rezeptoren, Tropomyosin-receptor kinase A, B und C (TrkA,
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TrkB und TrkC), die zur Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen gehdren. Tyrosinkinasen
sind Rezeptoren, die sich selbst oder andere Proteine phosphorylieren und so
aktivieren konnen. An jede dieser drei Tyrosinkinasen bindet spezifisch ein
Neurotrophin: NGF an TrkA, NT-4/5 sowie BDNF an TrkB und NT-3 an TrkC (Chao
2003) (Abb. 6).

i) NGF O NT4, (0 NT3 () NGF, BDNF,
‘l vlr BONF l l' NT3, NT4

< <

Death
domain

TrkA TrkB TrkC p75

Abb. 6: Bindungen der NT an ihre Rezeptoren. Abb. modifiziert nach Chao 2003.

Bei Bindung eines NT kommt es zur Dimerisierung und Autophosphorylierung des
Rezeptors (Jing et al. 1992; Berg et al. 1991). Dadurch werden verschiedene Signal-
kaskaden mit einer Vielzahl von Effekten ausgeldst. NT sind am besten bei neuronalen
Zellen untersucht. Dort regulieren sie das Uberleben der Zellen und die neuronale
Plastizitdt nach Verletzungen des Riuckenmarks (Arvanian 2013). Sie spielen eine
Rolle bei der Gedachtnisbildung (Callaghan und Kelly 2013), sind involviert in die
Regulation der zellularen Apoptose (Ichim et al. 2012), starken das Uberleben von
Neuronen (Baydyuk et al. 2013) und foérdern die Differenzierung von Fibroblasten der
Haut (Palazzo et al. 2012).

NT werden allerdings nicht nur von neuronalen Zellen exprimiert, sondern bei-
spielsweise auch von Fibroblasten (Kurihara et al. 2003). Au3erdem fordert v.a. BDNF
die Bildung neuer GefalRe (Kermani und Hempstead 2007) und ist fiir die Stabilisierung
von GefalRen wichtig (Donovan etal. 2000). Im Knochen wird BDNF wéhrend der
Frakturheilung und bei der Knochenneubildung verstérkt exprimiert (Kilian et al. 2014;
Aiga et al. 2006; Asaumi et al. 2000). Dartiber hinaus werden Knochenmarker unter
Einfluss von BDNF verstarkt gebildet (Yamashiro et al. 2001).
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Aufgrund dieser Beobachtungen wird den NT, unter ihnen insbesondere dem BDNF,
eine wichtige Rolle bei der Frakturheilung zugeschrieben.

1.4.2 Das cholinerge System

ACh ist bekannt als ein Signaltibermittler zwischen Nervenzellen. Als Neurotransmitter
im Parasympathikus, Sympathikus und an der motorischen Endplatte ist es eines der
wichtigsten Glieder in der Signaltransduktion. ACh wird mit Hilfe der Cholinacetyl-
transferase aus Cholin und Acetyl-Coenzym A in den Zellen synthetisiert. Dann wird es
durch den vesikularen ACh-Transporter in Vesikel verpackt und zur Synapse transpor-
tiert, wo es bei Bedarf ausgeschittet wird. Nach der Ausschittung wird es nach kurzer
Zeit durch die Acetylcholinesterase gespalten und damit seine Signalwirkung beendet
(Abb. 7). Schliel3lich werden die Spaltprodukte Acetat und Cholin wieder in das Neuron
aufgenommen und recycelt (Pohanka 2012).

CoA v AcCoA
‘\

1 ACh 4— Ch
Ca''* l T
m @/

ACh
ACh
Synaptischer ACh —> Ac + Ch
Spalt ACh ACh
ACh ACh

2

| AChR | AChR )

Stimulation von Rezeptoren

Abb. 7: Freisetzung und Abbau des ACh am synaptischen Spalt. Ac - Acetat; AChE - Acetylcholin-
esterase; AChR - Acetylcholinrezeptor; AcCoA - Acetyl-Coenzym A; ChAT - Cholineacetyltrans-
ferase; ChT - Cholintransporter; VAChT - Vesikulérer ACh-Transporter, 1 - axonales Ende des Neu-
rons; 2 - Dendrit des Neurons der Zielzelle. Abb. nach Pohanka 2012.

Die schwerwiegenden Folgen eines ACh-Mangels werden an der Alzheimer-Erkran-
kung deutlich (Ehrenstein et al. 2000). Versuche zur Therapie des Morbus Alzheimer

beruhen darauf, die ACh-Konzentration im zentralen Nervensystem zu erhdhen.

Die Rezeptoren fur ACh lassen sich in zwei grof3e Kategorien einteilen, in muskari-
nische und nikotinische ACh-Rezeptoren. Muskarinische ACh-Rezeptoren (mAChR)
haben ihren Namen vom Gift Muskarin, das wie ACh selbst diese Rezeptoren
aktivieren kann. In unterschiedlichen Organsystemen finden sich fuinf Subtypen des
MAChHR, die mit M1 bis M5 bezeichnet werden. Der mAChR ist ein transmembranares
Protein, das aus sieben Segmenten besteht. Die Signaltransduktion bei den Subtypen
M1, M3 und M5 verlauft Uber ein an Phospholipase C gekoppeltes Guanosin-
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triphosphat-bindendes regulatorisches Protein (G-Protein) (Haga 2013). Wenn ein
G-Protein an Phospholipase C gekoppelt ist, wird es als G4-Protein bezeichnet. Durch
Aktivierung der Phospholipase C kommt es zur Bildung von Inositoltrisphosphat und
Diacylglycerin (second messenger). Schlie3lich wird dadurch die Proteinkinase C akti-
viert, die wiederum andere Proteine phosphoryliert und damit in ihrer Funktion beein-
flusst. Weiterhin kommt es zur Freisetzung von Calcium-lonen aus dem endoplasma-
tischen Retikulum und dem Extrazellularraum (Abb. 8). Die resultierenden Wirkungen
sind vielfaltig und unterscheiden sich stark von Gewebe zu Gewebe. Der M3-Rezeptor
fahrt in der Lunge beispielsweise zur Verengung der Bronchien (Schlenz et al. 2010).
Im Knochen fiihrt Osteoporose im Tiermodell der Ratte zu einer Verminderung der Ex-
pression des M3-Rezeptors (Kauschke et al. 2014).

K M2R/M4R M1R/M3R/ Ca™
l ach Extrazelluldrraum AChMSR 3
i Aol
O 0 G Protein G Protein O
K CRes Intrazelluldrraum =8 Ca*
1 4
CAMP ¥
1
1
~~~~~
-
DNA-Transkription >N

Abb. 8: Signaltransduktion des mAChR. AC - Adenylatcyclase; cAMP - cyclisches Adenosinmono-
phosphat; PLC - Phospholipase C; IP3 - Inositoltrisphosphat; PKC - Proteinkinase C. Abb. modi-
fiziert nach Ockenga et al. 2013.

Die Weitergabe von Signalen bei den Rezeptorsubtypen M2 und M4 erfolgt Uber ein
inhibitorisches G-Protein (Gi-Protein), das im Wesentlichen den Gehalt an cyclischem
Adenosinmonophosphat senkt. Aul3erdem wirken Gi-Proteine modulierend an verschie-
denen Kaliumkanalen (Abb. 8). Beispielsweise fuhrt im Herzen eine Aktivierung von
Kaliumkanélen zu einem Kaliumausstrom aus der Zelle und damit zur Hyperpolari-
sation, was sich klinisch in einer verlangsamten Herzfrequenz als Folge der Wirkung
des Parasympathikus zeigt (Logothetis et al. 1987).

Nikotinische ACh-Rezeptoren (nAChR) sind nach dem aus dem Tabakrauch bekann-
ten Nikotin benannt. Aul3er durch ACh kdnnen diese Rezeptoren auch durch die Bin-
dung von Nikotin aktiviert werden. Die nAChR sind transmembranére lonenkanale, die
sich aus funf Untereinheiten, unter anderem (u.a.) den a- und B-Untereinheiten,
zusammensetzen. Ein Typ dieser Rezeptoren, der eher im Muskel vorkommt (musku-
larer Typ), besteht aus zwei a- und je einer B-, y- und &-Untereinheit, der andere, eher
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im neuronalen Gewebe vorkommende Typ (neuronaler Typ) hingegen setzt sich aus
drei a- und zwei B-Untereinheiten oder aus finf a-Untereinheiten zusammen. Die a-
und B-Untereinheiten unterliegen einer groRen Variabilitdt. Beim Menschen sind die
Varianten a1 bis a7 sowie a9 und al0 bzw. B1 bis B4 bekannt, sodass sich insgesamt
eine Vielzahl verschiedener Subtypen von nAChR ergibt (Sato et al. 2010). Bindet nun
ein Ligand wie Nikotin oder ACh selbst an die nAChR, so @ndert sich die dreidimensio-
nale Struktur der lonenkanéle, sodass sie durchlassig fur lonen werden. Nach kurzer
Zeit 16sen sich die Liganden wieder vom Rezeptor, und der Rezeptor kehrt zum
geschlossenen Ausgangszustand zuriick (Abb. 9).

Kein ACh gebunden: Zwei ACh-Molekule
Kanal geschlossen gebunden: Kanal gedffnet

‘Na'

O«

Abb. 9: Struktur und Funktionsweise des nAChR. Abb. nach Kandel und Siegelbaum 2013.

Im durchléassigen Zustand kénnen Natrium- und Calcium-lonen in die Zelle einstrémen
und eine Depolarisation auslosen. Dies findet im Muskel an der motorischen Endplatte
statt: Aus der Nervenendigung wird ACh ausgeschiittet, das an einer Muskelzelle bin-
det, diese depolarisiert und so eine Muskelkontraktion ausldst.

Seit einigen Jahren ist bekannt, dass ACh nicht nur in Nervenzellen, sondern auch in
der SignalUbermittlung non-neuronaler Zellen, z.B. in den Atemwegen, im Magen-
Darm-Trakt und in den ableitenden Harnwegen vorkommt (Wessler et al. 1998). An-
ders als bei neuronalen Zellen spricht ACh bei non-neuronalen Zellen die verschiede-
nen Rezeptoren Uber autokrine und parakrine Signaltransduktion an und kann dadurch
Proliferation, Differenzierung, Zelliiberleben und Zellmigration regulieren (Wessler und
Kirkpatrick 2008). Auch im Knochen spielt ACh offensichtlich eine Rolle, da dort ACh
selbst, das Abbauenzym Acetylcholinesterase und auch die entsprechenden muskari-
nischen und nikotinischen ACh-Rezeptoren gefunden wurden (Beckmann und Lips
2013; Liu et al. 2011; Sato et al. 2010; En-Nosse et al. 2009). Die genaue Funktion von
ACh im Knochen ist allerdings noch nicht vollstandig aufgeklart.
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1.5 Fragestellung

In den letzten Jahren ist, v.a. durch die alternde Gesellschaft bedingt, eine Zunahme
von osteoporotischen Frakturen zu verzeichnen. Fir die Knochenneubildung im Kno-
chendefekt ist die Differenzierung von Stammzellen zu aktiven Osteoblasten notwen-
dig. Solche Stammzellen kdnnen u.a. aus humanem Bohrmehl gewonnen werden. Zur
Bestimmung des Differenzierungsgrades kann die ALP als Marker dienen. Zuséatzlich
missen Frakturen haufig durch Knochenersatzmaterialien stabilisiert werden, die
ebenfalls Effekte auf die Knochenheilung haben kénnen. Es ist bekannt, dass BDNF
und seine Rezeptoren wahrend der Frakturheilung verstarkt exprimiert werden und
dass sich Komponenten des non-neuronalen cholinergen Systems im Knochen finden.

Daraus resultieren folgende Fragestellungen, die in dieser Arbeit beantwortet werden
sollen:

» Sind BDNF, ACh und Nikotin geeignet, als Pharmaka die osteogene
Differenzierung zu férdern, und wenn ja, in welcher Konzentration?

» Konnen Kollagen-Typ-1-haltige Materialien und der hier vorliegende CPC die
Differenzierung und Proliferation von hMSC aus Bohrmehl beeinflussen?

» Welche Effekte auf die Differenzierung von hMSC haben BDNF, ACh und Niko-
tin am Interface von CPC und Kollagen-Typ-1-haltigen Materialien?

» Besteht in einem Pilotversuch ein genereller Unterschied zwischen hMSC von
gesunden jungen, einer gesunden alteren und einer osteoporotischen
Spenderin hinsichtlich ihrer  Differenzierungskapazitdt  und ihrer
Proliferationsrate?

Wenn die Pharmaka einen positiven Effekt auf die Differenzierung und Proliferation
austben, konnte es zuklnftig moglich sein, differenzierungs- und proliferations-
fordernde Knochenersatzmaterialien mit diesen Pharmaka zu versetzen oder zu be-
schichten und damit insbesondere bei systemischen Knochenerkrankungen wie
Osteoporose eine bessere Frakturheilung zu erreichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate, Laborbedarf und Verbrauchsmaterialien

24-Well-Platte

96-Well-Platte (schwarz und transparent)
ALP-Assay

Bakterienfilter

Becherglaser (verschiedene Volumina)
Brutschrank

Eppendorf-Gefalie (verschiedene Volumina)
Feinwaage

Gefrierschrank (— 80 Grad Celsius [°C])
Kotréhrchen

Kryo-Rohrchen
Kuhlschranke/Gefrierschranke
Lichtmikroskop

Mikroliterpipetten (verschiedene Volumina)
Neubauer-Zahlkammer

Pinzetten

Pipetten (verschiedene Volumina)
Pipettenspitzen

Pipettierhilfe (Pipetus®)

Plastikréhrchen (50 Milliliter [ml], 15 ml)
Plattenreader (Synergy HT)

Quant- iT-PicoGreen-Assay
Schiittelplatte

Spritze (10 ml)

Sterilbank

Vortexer

Wasserbad

Zellkulturflaschen (200 ml)
Zellkulturschalen

Zentrifugen

Greiner bio-one
Greiner bio-one
Ana-Spec

Merck

Brand

Heraeus
Eppendorf
Sartorius
Heraeus
Sarstedt

Greiner bio-one
Bosch, Beko
Leica

Eppendorf

Brand

Roth, Aesculap
Greiner bio-one
Gibson
Hirschmann
Falcon

BioTek

Life Technologies
eigene Konstruktion
B.Braun

Heraeus
Heidolph

Grant Instruments
Greiner bio-one
Falcon

Hettich

15



Material und Methoden

2.1.2 Medien, Chemikalien und Puffer

ACh (Feststoff) Sigma
Aqua ad injectabilia (10 ml, 2000 ml) B.Braun
Ascorbinsaure Sigma
BDNF (Feststoff) Sigma
Dexamethason Sigma
Dimethylsulfoxid (DMSO) ATCC
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

(low glucose) + 2% L-Glutamin PAA (GE Healthcare)
Ethanol zur Desinfektion Riedel de Haen
Fetales Kélberserum (FKS) PAA (GE Healthcare)
Glycerol-Phosphat Sigma
Ham’s F-12K-(Kaihgn’s)-Medium Life Technologies
Nikotin (Flussigkeit) Sigma
Penicillin/Streptomycin (P/S) Life Technologies
Phosphate buffered saline (PBS) Life Technologies
Triton X-100 Sigma

Trypsin-Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)  Life Technologies

2.1.2.1 PBS-Puffer und Lysis-Puffer

Die Pufferlosung bestand aus PBS in destilliertem Wasser (Faktor 1:10) und hatte nach
dem Verdinnen folgende Bestandteile:

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO.) 1440 mg/l (Milligramm pro Liter)
Natriumchlorid (NaCl) 90.000 mg/I
Dinatriumhydrogenphosphat-Heptahydrat

(NazHPO,4 x 7 H,0) 7950 mg/l

Der Lysis-Puffer bestand aus 1% Triton X-100 in PBS. Triton X-100 ist ein nicht-
ionisches Tensid, das die Membranproteine herauslost, ohne die Proteine zu denatu-
rieren (Helenius und Simons 1975). Dadurch werden die Zellen lysiert, ohne die Pro-
teinstrukturen zu verandern.

2.1.2.2 Osteogenes Medium

Das osteogene Medium auf Basis von DMEM (low glucose) diente zur Stimulation der
Differenzierung der hMSC zu Osteoblasten. Das Medium beinhaltete:

Dexamethason 0,1 Mikromolar (uM)
Glycerol-Phosphat 10 Millimolar (mM)
Ascorbinsaure 0,05 mM

FKS 10%
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P/S 1%
geldst in DMEM (low glucose) + 2% L-Glutamin

2.1.2.3 Ham’s F-12K-(Kaihgn’s)-Medium

Ham’s-F-12K-(Kaihgn’s)-Medium wurde urspringlich fir Zellkulturbedingungen ent-
wickelt, bei denen niedrige Serumspiegel gebraucht werden. Es wird fir eine Vielzahl
verschiedener Zelltypen eingesetzt, u.a. fur die Proliferation von hMSC. Dem Medium
wurden zusétzlich 20% FKS sowie 1% P/S beigefiigt.

2.1.3 Firmen

Aesculap: siehe B.Braun AG

Ana-Spec, Fremont, CA 94555, USA

ATCC, Teddington, Middlesex TW11 OLY, United Kingdom

B.Braun und Aesculap: B.Braun AG, 34212 Melsungen, Deutschland
Beko GmbH, 63263 Neu-lsenburg, Deutschland

BioTek, 74177 Bad Friedrichshall, Deutschland

Bosch: Robert Bosch GmbH, 81379 Miinchen, Deutschland

Brand GmbH + Co. KG, 97877 Wertheim, Deutschland

Eppendorf AG, 22339 Hamburg, Deutschland

Falcon: BD Biosciences, San Jose, CA 95131, USA

Gibson Bioscience, Lexington, KY 40508, USA

Grant Instruments (Cambridge) Ltd, Shepreth, Cambridgeshire SG8 6GB, United Kingdom
Greiner bio-one, 72636 Frickenhausen, Deutschland

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, 91126 Schwabach, Deutschland
Heraeus Instruments, 63452 Hanau, Deutschland

Hettich Holding GmbH & Co. oHG, 32278 Kirchlengern, Deutschland
Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG, 74246 Eberstadt, Deutschland
Leica Microsystems GmbH, 35578 Wetzlar, Deutschland

Life Technologies Corporation, Carlsbad, CA 92008, USA

Merck Millipore Headquarters, Billerica, MA 01821, USA

PAA Laboratories GmbH (GE Healthcare), 4061 Pasching, Osterreich

Riedel de Haen: Honeywell Specialty Chemicals Seelze GmbH, 30926 Seelze,
Deutschland

Roth: Carl Roth GmbH + Co. KG, 76185 Karlsruhe, Deutschland
Sarstedt AG & Co., 51582 Niimbrecht, Deutschland

Sartorius AG, 37075 Gottingen, Deutschland

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO 63103, USA
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2.1.4 ALP-Assay

Das ALP-Assay dient der Bestimmung der ALP-Konzentration nach dem Prinzip der
Kolorimetrie, bei der der Farbumschlag einer Flissigkeit gemessen und mit einer Stan-
dardkurve verglichen wird. Dieses Verfahren hat gegeniber der Photometrie den Vor-
teil, dass keine absoluten Werte, sondern Referenzen zur Standardkurve bestimmt
werden und daher z.B. auch kolloide Lésungen oder Suspensionen gemessen werden
koénnen, die photometrisch nicht bestimmbar sind. Beim ALP-Assay wird p-Nitrophenol-
Phosphat (pNPP) uber die ALP dephosphoryliert. Durch das dabei entstehende
p-Nitrophenol kommt es zum Farbumschlag von farblos zu gelb (Abb. 10). Die Starke
der Gelbfarbung ist linear von der ALP-Konzentration abh&angig. Das Extinktions-
maximum von p-Nitrophenol liegt bei 405 nm (Nanometern). Das bedeutet, dass bei
dieser Wellenlange die farbige Losung am meisten Licht absorbiert. Daher wird bei
dieser Wellenlange die Extinktion gemessen.

pNPP (farblos) p-Nitrophenol (gelb)

000000 90000
OOOOQ0)| aey | OO __, vessung ser
OOOOOO Extinktion

900000

Abb. 10: Prinzip der Messung der ALP-Konzentration.

2.1.5 PicoGreen-Assay

Das Quant-iT-PicoGreen-Assay dient zur Quantifizierung von Desoxyribonukleinsaure
(DNA), speziell der Doppelstrang-DNA (dsDNA), in Lésungen durch die Methode der
Spektrofluorometrie. Durch Bestrahlung mit Licht einer bestimmten Wellenlange wird
das PicoGreen-Reagenz angeregt, selbst Licht einer anderen Wellenlange zu emittie-
ren, das gemessen werden kann. Das PicoGreen-Reagenz bindet spezifisch an
dsDNA. Es wird dann bei einer Wellenlange von 480 nm angeregt, da es dort sein
Exzitationsmaximum besitzt. Das bei einer Wellenlange von 520 nm emittierte Licht
wird gemessen (Abb. 11). Der Nachweis von dsDNA (iber die damit verbundene Emis-
sion des Lichts wurde im vorliegenden Versuch mit der Zellzahl korreliert.

PicoGreen-Reagenz

Sssses
A(zg%g:nq)g — OOOOOO E— deESEzrgins;i)on
OOOO0OO

Abb. 11: Schema der PicoGreen-Messung.
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Das PicoGreen-Assay-Kit enthielt:

PicoGreen-Reagenz geldst in DMSO

TE-L6sung 200 mM Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan-Salzsaure
20 mM EDTA
pH 7,5

Standard-DNA-Losung 100 pg/ml (Mikrogramm pro Liter)

Die TE-LOsung wurde im Verhdltnis 1:20 mit destilliertem Wasser verdinnt. Diese
Losung wird fortan als Arbeitslésung bezeichnet.

2.1.6 Knochenersatzmaterialien

Die verwendeten Knochenersatzmaterialien wurden von Matthias Schumacher und
Sven Knaack aus der Arbeitsgruppe von Professor Dr. Michael Gelinsky im Zentrum
fur translationale Knochen-, Gelenk- und Weichgewebeforschung der Technischen
Universitat Dresden produziert und im Rahmen des von der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft geférderten Sonderforschungsbereichs/Transregio 79 zur Verfligung ge-
stellt.

2.1.6.1 Calciumphosphatzement

CPC entsteht im Rahmen der sogenannten Zementierung aus einem Precursorpulver.
Dessen Hauptbestandteile waren B-Tricalciumphosphat und Calciumhydrogen-
phosphat, auRerdem geringe Anteile an Calciumcarbonat. Alle Komponenten des Pul-
vers wurden durch Mahlen homogen vermischt. Mit wassrigem Dinatriumhydrogen-
phosphat versetzt, band das Pulver innerhalb von 15 Minuten (Min.) zu einer festen
Masse ab. Auf diese Weise entstanden CPC-Plattchen mit 1-2 Millimeter (mm) Hohe
und circa (ca.) 8 mm Durchmesser. Schlie3lich wurden die CPC-Plattchen durch Lage-
rung in einer wassrigen Flussigkeit, die einer simulierten Korperflissigkeit entsprach,
vollstdndig ausgehartet, sodass ein calcium-defizitires Material entstand. Die beteilig-

ten Calciumphosphate setzten sich im Zuge dieses Prozesses zu HA um. So entstan-
den die fertigen CPC-Plattchen (Abb. 12) (Reinstorf 2005; Khairoun et al. 1997).

Abb. 12: Calciumphosphatzement. (a) Lagerung in einer 24-Well-Platte. (b) Plattchen von der Seite.
(c) Plattchen von Vorder- und Rickseite in einer Zellkulturschale.

19



Material und Methoden

2.1.6.2 Kollagen-Tapes

Die Kollagen-Tapes bestanden aus mit HA mineralisiertem Kollagen-Nanokomposit
und waren 0,5-1 mm dick bei einem Durchmesser von 8 mm. Als Quelle fur das
Material diente Kollagen Typ 1, welches aus Kalberhaut (ohne Pepsinbehandlung)
isoliert wurde. Die Isolation des Kollagens erfolgte durch Losen des Kollagens mit Hilfe
von 10 mM Salzsaure und unter Zugabe von 0,1 M Calciumchlorid-Lésung. Der pH-
Wert wurde bei 7 stabilisiert und die Lésung fir 12 Stunden auf 37 °C erwarmt.
Daraufhin entstand die Struktur von HA, einem wesentlichen Bestandteil der
anorganischen Substanz des menschlichen Knochens. Mittels Zentrifugation wurden
die hergestellten mineralisierten Kollagen-Fasern gesammelt und nach Einfullen in eine
24-Well-Platte gefriergetrocknet. Die so entstandenen Kollagen-Tapes wurden zur
Sterilisation mit Gammastrahlen in einer Dosis von 25 Gray bestrahlt. Die Kollagen-

Tapes hatten eine glatte Vorderseite und eine unregelméaRige und raue Ruckseite
(Abb. 13) (Gelinsky et al. 2008). Die Zellen wurden spéater auf die glatte Vorderseite
ausgesat.

Abb. 13: Kollagen-Tapes (a) von der Riickseite, (b) von der Seite und (c) von der Vorderseite.
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2.2 Methoden

2.2.1 Gewinnung von hMSC aus Bohrmehl

Bei der Marknagel-Osteosynthese von Frakturen im Bereich der Tibia oder des Femurs
wird der Knochen aufgebohrt, um den Marknagel einzubringen. Bei diesem Prozess
entsteht Bohrmehl, eine Mischung aus Blut, Knochenmark und Knochen, das eine
Vielzahl verschiedener Zelltypen enthélt. Das Bohrmehl der Spender wurde vom Bohr-
kopf entfernt und noch im OP steril in F-12K-Medium (+ 20% FKS und 1% P/S) ver-
bracht (Abb. 14). Alle Spender wurden aufgeklart und gaben ihr schriftliches
Einverstandnis, das positive Votum der Ethik-Kommission der Justus-Liebig-Universitat
Giel3en lag vor (Aktenzeichen: 74/09).

Abb. 14: Bohrmehl makroskopisch.

(a) Marknagel-Osteosynthese der Tibia.

(b) Bohrmehl frisch aus dem OP in einem
50-mI-R8hrchen.

(c) Bohrmehlstiicke in einer Zellkultur-
schale.

(d) Bohrmehlreste am Bohrkopf.

Quelle: (a) und (d): Klinik und Poliklinik
far Unfall-, Hand- und Wiederherstellungs-
chirurgie des Universitatsklinikums
Giel3en und Marburg.

Das Bohrmehl wurde gespiilt und in einer Zellkulturschale bei 37 °C und 5% Kohlen-
stoffdioxid- (CO2)-Gehalt kultiviert. Im Verlauf von zwei Wochen wuchsen aus dem
Bohrmehl hMSC aus, die weiter kultiviert wurden, sodass nach etwa drei Wochen ein
homogener Zellrasen entstand (Abb. 15).
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Abb. 15: Bohrmehl mikroskopisch. (a) Zellen beim Auswachsen aus dem Bohrmehl. (b) Homogener
Zellrasen. Quelle (b): Dr. med. vet. Katja Trinkaus, Labor fir experimentelle Unfallchirurgie, Justus-
Liebig-Universitat GieRRen.

Die auf diese Weise gewonnen Zellen hatten die Fahigkeit, sich in eine osteogene,
eine chondrogene oder eine adipogene Zelllinie weiter zu differenzieren. Fur weitere

Versuche wurden die Zellen eingefroren beziehungsweise (bzw.) ausgesat.

2.2.2 Kultivierung der hMSC

Die nach dem oben beschriebenen Verfahren gewonnenen hMSC wurden in Zellkultur-
flaschen in 10 ml F-12K-Medium (+ 20% FKS) bei 37 °C und 5% CO.-Gehalt kultiviert.
Alle 7 Tage erfolgte der Medienwechsel, alle 14 Tage wurden die Zellen gesplittet und
passagiert. Das Wachstumsverhalten wurde regelmafig lichtmikroskopisch kontrolliert.
Bei vollstandiger Konfluenz wurden die Zellen ausgesat oder gesplittet und einge-
froren.

Zum Passagieren und Splitten wurde das Uberstandige Medium verworfen und die
Zellen zweimal mit 10 ml PBS-Puffer gespult. Durch Zugabe von 3 ml 0,05%-Trypsin-
EDTA fir 6 Min. wurden die adharenten Zellen geldst. Trypsin ist eine Protease, die
naturlicherweise im humanen Pankreas vorkommt. Bei sachgeméaler Anwendung
kommt es lediglich zur Spaltung der Adhérenzproteine der Zellen in der Zellkultur-
flasche und nicht zur Zellschadigung. Die Reaktion des Trypsin-EDTA wurde durch Zu-
gabe von 7 ml F-12K-Medium (+ 20% FKS) gestoppt. Die entstandene Zellsuspension
wurde auf zwei neue Zellkulturflaschen verteilt und mit 15 ml F-12K-Medium (+ 20%
FKS) versetzt. Alle 7 Tage wurde das Medium gewechselt. Zeitweise wurden einige
Zellen in niedrigen Passagen zur dauerhaften Konservierung eingefroren: Nach Ldosen
der Zellen wurde die Zellsuspension in ein 50-ml-Réhrchen Gberfihrt, bei 20 °C und
5000 rpm (Umdrehungen pro Min.) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert,
900 Mikroliter (ul) FKS zugegeben und die so gewonnene Lésung in Kryo-Rohrchen
Uberflhrt. Zur Verhinderung von Eiskristallbildung und Zelllyse erfolgte die Zugabe von
100 pl DMSO. Daraufhin wurde die Zellsuspension schrittweise zunachst bei —20 °C,
dann bei —80°C eingefroren und schlieZlich in flussigem Stickstoff flr spatere Ver-
suche dauerhaft konserviert.
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Um die Zellen wieder aufzutauen, wurden zunéchst die Kryo-Réhrchen angetaut. Die
halb gefrorene Zellsuspension wurde in vorgewarmte Zellkulturflaschen mit 20 ml
F-12K-Medium (+ 20% FKS) tberfihrt und im Inkubator bei 37 °C und 5% CO,-Gehalt
vollstandig aufgetaut. Nach 24 Stunden wurde das Medium gewechselt.

2.2.3 Aussaen der hMSC

Konfluent gewachsene Zellen konnten fur die Versuche ausgeséat werden. Hierbei wur-
den lediglich Zellen bis zur maximal dritten Passage verwendet. Die adhérenten Zellen
wurden analog zur Kultivierung aus dem Bohrmehl zweimal mit 10 ml PBS-Puffer ge-
waschen, mit Hilfe von Trypsin-EDTA abgel6st und die Trypsin-Reaktion nach 6 Min.
durch Zugabe von 7 ml F-12K-Medium (+ 20% FKS) gestoppt. Die so erhaltene Zell-
|I6sung wurde in ein 50-ml-Plastikréhrchen Gberfihrt und bei 5000 rpm und 20 °C fur
5 Min. zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand Giber dem entstande-
nen Zellpellet vorsichtig abpipettiert und wiederum 1,5 ml F-12K-Medium (+ 20% FKS)
hinzugegeben. Aus dieser Losung wurden 25 ul in eine Neubauer-Zéhlkammer
gegeben und die Zellen ausgezahlt. Dazu wurden mit Hilfe des Lichtmikroskops 8 mal
16 Quadrate ausgezahlt. Die Berechnung der Zellzahl erfolgte nach folgender Formel:

_ 2
——?lCD0.0

Per Dreisatz errechnete sich daraus das Volumen zum Aussden von 20.000 bzw.
40.000 Zellen. Das so ermittelte Volumen wurde in eine 24-Well-Platte in F-12K-Me-
dium (+ 20% FKS) ausgesat. Fir den Versuch ohne Knochenersatzmaterial und zum
Konzentrationstest der einzelnen Pharmaka wurden 40.000 Zellen je Well in flnf 24-
Well-Platten ausgesat, je zwei Wells pro Pharmakon und zwei Wells fiir die Kontrolle

(Abb. 16). Direkt nach der Aussaat wurde mittels Lichtmikroskop die Vitalitat der Zellen
kontrolliert und die Zellen bei 37 °C und 5% CO,-Gehalt kultiviert.

0000
0000
OO0
9000
9000
0000

Abb. 16: Plattenlayout der 24 Well-Platte.

23



Material und Methoden

Bei der Aussaat auf Knochenersatzmaterial ergaben sich aufgrund der Materialeigen-
schaften einige Besonderheiten.

Um die Zellen auf CPC auszusaen, wurden vor dem Aussden die entsprechenden
CPC-Plattchen fur 24 Stunden mit 1 ml F-12K-Medium (+ 20% FKS) inkubiert, da CPC
den pH-Wert des F-12K-Mediums anfangs stark beeinflusste. Stundlich wurde
insgesamt finfmal das Medium gewechselt, damit sich ein gleichmé&Riger pH-Wert
einstellen und die CPC-Plattchen das Medium teilweise aufnehmen konnten. Nach
24 Stunden wurde abermals das Medium gewechselt. Die entsprechenden Wells einer
24-Well-Platte wurden dann fur 30 Min. mit 200 pl FKS inkubiert, das FKS verworfen
und die vorher inkubierten CPC-Plattchen wurden in die Wells umgesetzt. Nun erfolgte
die Aussaat von 40.000 Zellen pro Well in 1 ml F-12K-Medium (+ 20% FKS), jeweils
zwei Wells fir die Pharmaka und die Kontrollen mit und ohne CPC. Nachdem die
ausgesaten Zellen lichtmikroskopisch kontrolliert wurden, erfolgte die Kultivierung bei
37 °C und 5% CO2-Gehalt.

Die Kollagen-Tapes wurden analog zu den CPC-Plattchen 24 Stunden vor dem Aus-
saen der Zellen mit 1 ml F-12K-Medium (+ 20% FKS) je Well inkubiert, allerdings nicht
mehr umgesetzt, da dies aufgrund der Materialeigenschaften (die Kollagen-Tapes
wurden nach dem Inkubieren mit Medium gelartig) nicht mehr mdglich war. Nach
24 Stunden wurde einmalig das Medium gewechselt und 20.000 Zellen pro Well
wurden in 1 ml F-12K-Medium (+ 20% FKS) ausgesat. Wie bei CPC wurden jeweils
zwei Wells fir die Pharmaka und die Kontrollen mit und ohne Kollagen-Tapes aus-
gesat, lichtmikroskopisch kontrolliert und bei 37 °C und 5% CO.-Gehalt kultiviert.

2.2.4 Spender der hMSC

Als Spender dienten mannliche, knochengesunde Patienten im Alter von 24 bis 52
Jahren ohne systemische Grunderkrankungen wie Diabetes mellitus, Osteoporose,
maligne Erkrankungen oder Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises. Der
Stichprobenumfang betrug = 3 fir CPC und Kollagen-Tapes. Zum Vergleich wurde
als Pilotversuch bei CPC und Kollagen-Tapes das Bohrmehl einer knochengesunden
81-jahrigen Patientin ohne systemische Grunderkrankung sowie einer 71-jahrigen
Patientin mit Osteoporose verwendet.

2.2.5 Ansetzen des osteogenen Mediums

Um eine Differenzierung der Zellen in Richtung der osteoblastéren Linie zu induzieren,
wurde ein spezielles Medium gemischt, welches die Differenzierung fordert. Es wurden
440 ul Ascorbinsaure und 981 pl Dexamethason zusammen mit 50 ml FKS sowie 5 ml
P/S zu 443,5ml DMEM (low glucose) gegeben und vermischt. Weiterhin wurden
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1531 Milligramm (mg) Glycerol-Phosphat steril filtriert zugeflgt, sodass ein Volumen
von 500 ml entstand. Dieses Medium diente als Grundmedium fur die hMSC.

2.2.6 Wechsel des Mediums und Zugabe der Pharmaka

48 Stunden nach der Aussaat wurde auf das osteogene Medium umgestellt, und die
Pharmaka ACh, BDNF und Nikotin wurden in der jeweiligen Konzentration
hinzugegeben. Dies stellte fortan den Zeitpunkt O dar. Die Pharmaka wurden bei jedem
Mediumwechsel dem Medium frisch zugesetzt, um Veradnderungen der Pharmaka
entgegenzuwirken. Das war v.a. bei ACh wichtig, da ACh in wassrigem Milieu schnell
hydrolysiert.

a) ACh

Die ACh-Zielkonzentration betrug 100 uM. Zunachst wurde eine Lésung mit einer
Konzentration von 1 Mol pro Liter (mol/l) ACh hergestellt und diese dann weiter ver-
dunnt. Die Einwaage von ACh wurde aus der zunachst gewiinschten Stoff-
mengenkonzentration , dem Volumen des Lésungsmediums und der molaren

Masse von ACh = 181,66 g/mol (Gramm pro Mol) Uber folgende Formel be-
rechnet:
mo | g
=1—-1ml-1886—=1 84 6ng
I mo |

181,66 mg ACh wurden mit 1 ml osteogenem Medium versetzt und steril filtriert, so-
dass eine Losung mit einer Konzentration von 1 mol/l entstand, die zweimalig 1:100
bis zur Zielkonzentration von 100 uM mit osteogenem Medium verdinnt wurde.

b) BDNF

Zunachst wurde eine Ausgangslosung mit 5 ug BDNF in 1 ml sterilem Wasser

A = 5 pg/ml) hergestellt und in 100-pl-Eppendorf-GefalRe aliquotiert. Das fir die
gewiinschte Zielkonzentration 7 = 40 ng/ml (Nanogramm pro Milliliter) benétigte
Volumen , dieser Ausgangslosung wurde aus dem gewilnschten Volumen
2z = 10 ml der Zielldsung wie folgt ermittelt:

sz o AmOml s 00 ani= 8
AT Ao %7 50 Onogml s =8

Es wurden also 80 pl des Aliquots in 10 ml osteogenem Medium gel6st.
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c) Nikotin

Die Stocklésung von Nikotin hatte eine Massenkonzentration von 1 g/ml. Zunéchst
wurde die Stocklésung 1:1000 mit osteogenem Medium auf A = 1 mg/ml verdiunnt.
Die fur die gewlinschte Zielkonzentration > = 1 uM = 1 umol/l benétigte Menge 4
dieser Ausgangslosung wurde aus dem gewlnschten Volumen > = 50 ml der Ziel-
I6sung und der molaren Masse von Nikotin ;i & 162,23 g/mol wie folgt ermittelt:

H mo g
z oz Nik _1 |'i&2%6%0m
A~ zZ~ zZ~— mg
A —_—
mi
1623l
T 1d/

.009=81 1l

Es wurden also 8,11 pl der verdiinnten Nikotinldsung in 50 ml osteogenem Medium
gelost.

Zum Medienwechsel wurde das alte Medium abpipettiert und die hergestellten osteo-
genen Medien mit Pharmaka hinzugegeben. Mechanische Irritationen der Zellen wur-
den durch entsprechende Pipettierweise vermieden. Der Mediumwechsel erfolgte alle
48 Stunden.

2.2.7 Ernten der Zellen und Lebendzellbeobachtung

Vor dem Ernten der Zellen wurde zunachst das Zellwachstum fotodokumentiert. Die
Ernte der Zellen erfolgte zu funf Zeitpunkten. Der Zeitpunkt O wurde 48 Stunden nach
Aussaat mit der erstmaligen Zugabe von Pharmaka und osteogenem Medium ange-
setzt. Die Zellen wurden dann 7, 14, 21 und 28 Tage nach Zeitpunkt O geerntet. Zur
Ernte wurde das alte Medium verworfen und die Wells zweimal mit je 1 ml PBS pro
Well gewaschen. Danach wurden je Well 250 pl Lysis-Puffer (bestehend aus 1%
Triton X-100 geldst in PBS) zur Zelllyse zugefugt. AnschlieRend wurden die 24-Well-
Platten bei —80 °C zur spateren Auswertung eingefroren. Die Zeit zwischen Einfrieren
und Auswertung betrug maximal 14 Tage.

2.2.8 Erstellen der Standardkurven

2.28.1 ALP

Die Erstellung der Standardkurve fur die ALP erfolgte nach dem Protokoll des Herstel-
lers. Dazu wurde zu der Standard-Losung mit bekannter ALP-Konzentration
(200 ng/ml) eine Pufferlosung gegeben, sodass Lésungen mit Konzentrationen von
100, 50, 25, 12,5, 6,25 und 3,125 ng/ml entstanden. Nun wurden je 50 ul der unter-
schiedlich konzentrierten ALP-L6sungen zu je 50 ul pNPP-Substrat gegeben, die Platte
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fir 30 Sekunden geschuttelt und fir 45 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Danach er-
folgte die kolorimetrische Messung der Extinktion  bei einer Wellenlange von 405 nm
und die Auftragung der Extinktion gegen die ALP-Konzentration zur Erstellung der
Standardkurve. Diese wurde mit einem Bestimmtheitsma? von 2= 0,998 bestimmt.
Die Steigung der Geraden betrug = 0,0114/(ng/ml) (Abb. 17). Aus der Standard-
kurve konnte nun die Formel fir die Bestimmung der ALP-Konzentration aus der
Extinktion  ermittelt werden:

= 00 1 1ydmt

y=0,0114x

, Re=0998

/

5§15
h /
£

0,5

0 50 100 150 200 250
ALP (ng/ml)

Abb. 17: Standardkurve der ALP. Hinzugefligt wurde eine Regressionsgerade durch die gemesse-
nen Werte. Angegeben sind auch die Gleichung der Regressionsgeraden und das Bestimmtheits-
malf.

2.2.8.2 Zellzahl (PicoGreen)

Um die Standardkurve fur die Zellzahl zu bestimmen, wurden definierte Zellzahlen
(5000, 10.000, 15.000, 20.000, 30.000, 40.000, 50.000 und 60.000 Zellen) von hMSC
ausgezahlt. Die Zellen wurden lysiert und gemaRd Herstellerprotokoll wurde mittels
PicoGreen-Assay die Fluoreszenzintensitat bestimmt. Dazu wurden 5 pl des Zelllysats
zu 195 pl Arbeitslosung in eine schwarze 96-Well-Platte gegeben und 3 Min. bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Anregung erfolgte beim Exzitationsmaximum von
480 nm, die Fluoreszensmessung beim Emissionsmaximum von 520 nm. Daraus
wurde die Standardkurve (Zellzahl gegen Fluoreszenzintensitat) erstellt. Die Steigung
der Regressionsgeraden betrug = 0,0283 bei einem Bestimmtheitsmal? von
2= 0,9913 (Abb. 18). Hieraus ergibt sich als Formel fiir die Bestimmung der Zellzahl
aus der Fluoreszenzintensitat :

00283
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Abb. 18: Standardkurve der Zellzahl (PicoGreen). Hinzugefiigt wurde eine Trendlinie durch die ge-
messenen Werte. Angegeben sind auch die Gleichung der Regressionsgerade und das Bestimmt-
heitsmali.

Aus diesen beiden Standardkurven ergibt sich die Formel fir die Berechnung der auf
eine definierte Zellzahl von 200 Zellen bezogenen ALP-Konzentration , die in der vor-
liegenden Arbeit als Vergleichsgréf3e dient. In dieser Formel wird die aus den Extink-
tionsmessungen errechnete ALP-Konzentration mit dem Faktor 5 multipliziert, weil
bei der Erstellung der Standardkurve mit 50 pl der zu messenden Losung gearbeitet
wurde, bei den Versuchen hingegen mit 10 pl. AuRerdem ist die aus den gemessenen
Fluoreszensintensitaten errechnete Zellzahl mit dem Faktor 2 zu multiplizieren, um
zu bericksichtigen, dass bei der Messung der Zellzahl — dem Vorgehen bei der Er-
stellung der Standardkurve entsprechend — jeweils 5 ul des Zelllysates verwendet
wurden, bei der ALP-Messung hingegen 10 pl.

.. 2005 200 200 10000283

= 2. '001149 = 200114
00283

=—-1 2 4nlgml

2.2.9 Messungen der ALP-Konzentration und der Zellzahl

Zur Vorbereitung der Messungen wurden die eingefrorenen 24-Well-Platten auf Eis
langsam aufgetaut, 10 Min. geschuittelt, die Zelllysate in Eppendorf-GefalRe Uberfuhrt
und fir 5 Min. bei 5000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Als Leerwert (Blank) wurde anstelle
des Zelllysats jeweils Lysis-Puffer verwendet. Die Bestimmung erfolgte jeweils als
Triplett und aus den erhaltenen Mittelwerten wurden jeweils die ALP-Konzentration und
die Zellzahl bestimmit.
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2.2.9.1 Messung der ALP-Konzentration

10 pl Zelllysat je Probe wurden zu 40 pl verdinntem Puffer und zu 50 pyl pNPP-
Substrat gegeben und in eine klare 96-Well-Platte Uberfihrt. Die 96-Well-Platte wurde
fur 30 Sekunden geschittelt und 45 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Danach er-
folgte die Messung der Extinktion bei einer Wellenlange von 405 nm.

2.2.9.2 Messung der Zellzahl

5 ul Zelllysat je Probe wurden zu 195 pul Arbeitslésung in eine schwarze 96-Well-Platte
gegeben. Danach wurde die 96-Well-Platte bei Raumtemperatur fir 3 Min. inkubiert.
Die so erhaltenen Lésungen wurden bei einer Wellenlange von 480 nm angeregt und
die Fluoreszenz bei 520 nm gemessen.

2.2.10 Konzentrationstest der Pharmaka

Um die jeweils forderlichste Konzentration der einzelnen Pharmaka zu evaluieren, wur-
den verschiedene Konzentrationen der einzelnen Pharmaka getestet. Dazu wurden
40.000 Zellen pro Well ausgesat und jeweils zwei Wells je Pharmakon-Konzentration
kultiviert. Fir BDNF wurden die Konzentrationen 10, 20, 40 und 80 ng/ml gewahilt, fur
ACh und Nikotin jeweils 1 mM, 100 yM, 10 puM, 1 uM, 100 nM (Nanomolar), 10 nM und
1 nM. Als Kontrolle wurden jeweils zwei Wells ohne Pharmaka Kkultiviert. Nach
21 Tagen erfolgte die Ernte mit Messung der Zellzahl und der ALP-Konzentration nach
den oben beschriebenen Methoden. Dabei wurden hMSC aus dem Bohrmehl eines
einzelnen Patienten verwendet. Jedes Well galtals = 1.

2.2.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mittels Fisher's Least-Significant-Difference-Test
(LSD-Test). Die Voraussetzungen fir diesen Test wurden Uberprtft, durch eine signi-
fikante Varianzanalyse erfillt und mit einem Varianzhomogenitatstest erganzt. Als
Software wurde IBM SSPS Statistics (Version 20) benutzt. Im Folgenden wird ein
Signifikanzwert < 0,05 als statistisch signifikant mit einem Stern markiert, ein Wert
von < 0,01 als hochsignifikant mit zwei Sternen und ein Wert von < 0,001 als
hdchst signifikant mit drei Sternen markiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Konzentrationstest der Pharmaka

Der Konzentrationstest wurde vorangestellt, weil fir den Zelltyp der hMSC aus Bohr-
mehl bisher kein Konzentrationstest der verwendeten Pharmaka existiert. Dabei betrug
der Stichprobenumfang = 2 Wells.

Fur Nikotin zeigte sich bei einer Konzentration von 1 uM die hoéchste ALP-Konzentra-
tion bezogen auf 200 Zellen (Abb. 19). Daher wurde fir die weiteren Versuche diese
Konzentration verwendet. Alle getesteten Nikotin-Konzentrationen wiesen einen
geringeren ALP-Wert bezogen auf die Kontrolle auf.
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Abb. 19: Konzentrationstest von Nikotin. Quantifizierung der ALP nach 21 Tagen. Die ALP-
Konzentration wurde auf 200 Zellen bezogen. Dargestellt sind verschiedene Nikotin-Konzentra-
tionen im Vergleich zur Kontrolle ohne Pharmakon. Uber den Balken sind die ALP-Konzentrationen
als Prozentsatz im Verhaltnis zur Kontrolle angegeben. = 2.

Bei BDNF zeigte sich fur alle Konzentrationen ein héherer ALP-Wert als in der Kon-
trolle ohne BDNF. Der ALP-Wert war bei einer BDNF-Konzentration von 40 ng/ml am
hdchsten und lag dabei um ca. 29% hoher als in der Kontrolle (Abb. 20). Daher wurde
fur die weiteren Versuche diese Konzentration verwendet.
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ALP-Konzentration (hg/ml) pro 200 Zellen

Kaontrolle 80 ng/ml 40 ng/ml 20 ng/ml 10 ng/ml
BDNF-Kenzentration

Abb. 20: Konzentrationstest von BDNF. Quantifizierung der ALP nach 21 Tagen. Die ALP-
Konzentration wurde auf 200 Zellen bezogen. Dargestellt sind verschiedene BDNF-Konzentrationen
im Vergleich zur Kontrolle ohne Pharmakon. Uber den Balken sind die ALP-Konzentrationen als
Prozentsatz im Verhéaltnis zur Kontrolle angegeben. = 2.

Bei allen getesteten ACh-Konzentrationen waren schwankende ALP-Werte zu sehen
(Abb. 21). Obwohl der ALP-Wert bei einer ACh-Konzentration von 1 mM am hdchsten
war, wurden fur die weiteren Versuche 100 uM genommen, da in der Lebendzell-
beobachtung bei der Konzentration von 1 mM Locher im Zellrasen zu beobachten

waren.

113.2%

102.9%

101.9%

101,5%
94,1%

ALP-Konzentration {(nhg/ml) pro 200 Zellen

Kantrolle 1 mh 100 uM 10 UM 1 M 100 nM 10 nil 1 nM
ACh-Konzentration

Abb. 21: Konzentrationstest von ACh. Quantifizierung der ALP nach 21 Tagen. Die ALP-Konzentra-
tion wurde auf 200 Zellen bezogen. Dargestellt sind verschiedene ACh-Konzentrationen im Ver-
gleich zur Kontrolle ohne Pharmakon. Uber den Balken sind die ALP-Konzentrationen als Prozent-
satz im Verhaltnis zur Kontrolle angegeben. = 2.
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3.2 Versuche ohne Knochenersatzmaterialien

Zu den Zeitpunkten 0, 7 und 14 Tagen zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede
zwischen den einzelnen Pharmaka bzw. zwischen Pharmaka und Kontrolle. Erst nach
21 Tagen konnten gréRRere Unterschiede zwischen den einzelnen Pharmaka und der
Kontrolle festgestellt werden. Dabei wurde fir BDNF eine Erhéhung der ALP-Konzen-
tration um ca. 14,6% festgestellt. Bei Nikotin entsprach die ALP-Konzentration mit
97,5% in etwa der Kontrolle. Bei ACh nahm die ALP-Konzentration im Vergleich zur
Kontrolle um ca. 7,7% ab (Abb. 23). Nach 28 Tagen fielen die ALP-Werte allgemein
wieder und n&herten sich einander an. Zu diesem Zeitpunkt waren lediglich die Werte
fur ACh deutlich geringer (Abb. 22).
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Abb. 22: Versuch ohne Knochenersatzmaterial mit Pharmaka. Die Zellen wurden zu flnf Zeit-
punkten gemessen. Erst nach 21 Tagen konnten wesentliche Unterschiede ausgemacht werden.
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Abb. 23: Versuch ohne Knochenersatzmaterial nach 21 Tagen. Dargestellt sind die Pharmaka im
Vergleich zur Kontrolle zum Zeitpunkt 21 Tage. Uber den Balken sind die ALP-Konzentrationen als
Prozentsatz im Verhaltnis zur Kontrolle angegeben. = 1.
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3.3 Lebendzellbeobachtung

Die Zellen wurden lichtmikroskopisch zu verschiedenen Zeitpunkten fotodokumentiert.

3.3.1 Konzentrationstest fir BDNF

In der Lebendzellbeobachtung lieBen sich zu keinem Zeitpunkt wesentliche Verande-
rungen im Vergleich zwischen den einzelnen BDNF-Konzentrationen und der Kontrolle
feststellen. In Abb. 24 sind daflr exemplarisch die Zeitpunkte 7 Tage und 21 Tage in

zwei verschiedenen BDNF-Konzentrationen jeweils mit Kontrolle dargestellt.

@) i 2 i o T1Tage |@(d) 21 Tage
: 20 ng/ml 20 ng/ml

7 Tage 21 Tage
80 ng/ml 80 ng/ml

7 Tage 21 Tage
Kontrolle S ~ Kontrolle

Abb. 24: Lebendzellbeobachtung beim Konzentrationstest fir BDNF. (a)-(c) Verschiedene BDNF-
Konzentrationen und Kontrolle zum Zeitpunkt 7 Tage. (d)—(f) Verschiedene BDNF-Konzentrationen
und Kontrolle zum Zeitpunkt 21 Tage.
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3.3.2 Konzentrationstest fir Nikotin

Zu den Zeitpunkten 0, 7 und 14 Tagen war das Wachstumsverhalten fir alle Nikotin-
Konzentrationen im Verhdltnis zur Kontrolle ahnlich (Abb. 25). Zum Zeitpunkt 21 Tage
hingegen war bei h6heren Konzentrationen die Bildung von Lochern im Zellrasen fest-
stellbar. Auch fur die ALP-Konzentration wurde bei der hdchsten Konzentration von
1 mM ein starker Abfall gemessen. Bei niedrigen Nikotin-Konzentrationen zeigte sich
ein ahnliches Wachstumsmuster wie bei Zellen ohne Nikotineinfluss (Abb. 26).

7 Tage
Kontrolle

Abb. 25: Lebendzellbeobachtung beim Konzentrationstest fir Nikotin (7 Tage). (a)-(d) Verschie-
dene Konzentrationen und Kontrolle zum Zeitpunkt 7 Tage.
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21 Tage
Kontrolle

Abb. 26: Lebendzellbeobachtung beim Konzentrationstest fir Nikotin (21 Tage). (a)-(d) Verschie-
dene Konzentrationen und Kontrolle zum Zeitpunkt 21 Tage. Mit * sind Lécher im Zellrasen bei der
Konzentration von 1 mM bezeichnet.

3.3.3 Konzentrationstest fir ACh

Bei einer ACh-Konzentration von 1 mM fielen zum Zeitpunkt 7 Tage Locher im Zell-
rasen auf. Dies war bei den anderen Konzentrationen und in der Kontrolle nicht zu
sehen. Nach 21 Tagen waren die Zellen bei allen Konzentrationen konfluent gewach-
sen; es waren keine Unterschiede mehr feststellbar, weder zwischen den einzelnen
Konzentrationen noch zwischen der Kontrolle und verschiedenen ACh-Konzentrationen
(Abb. 27). Die verwendete ACh-Konzentration von 100 pM ist exemplarisch nach 7 und
28 Tagen weiter unten in Abb. 28c bzw. Abb. 29c dargestellt.
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7 Tage |l ‘ e mae 21 Tage
Kontrolle S Kontrolle

Abb. 27: Lebendzellbeobachtung beim Konzentrationstest fiir ACh. (a)—(d) Verschiedene Konzen-
trationen und Kontrolle zum Zeitpunkt 7 Tage. Mit * sind Lécher im Zellrasen bei der Konzentra-
tion von 1 mM ACh bezeichnet. (e)-(h) Verschiedene Konzentrationen und Kontrolle zum Zeitpunkt
21 Tage.




Ergebnisse

3.3.4 Test ohne Material

Es lieRen sich zu keinem der Zeitpunkte Unterschiede zwischen den einzelnen Phar-
maka und der Kontrolle feststellen. Das Wachstumsverhalten und die anfangliche Zell-
proliferation war in allen Kulturen ahnlich, die Zellen sahen zu jedem Zeitpunkt und so-
wohl bei den Pharmaka als auch bei der Kontrolle vital aus. Dafir sind exemplarisch
die Zeitpunkte nach 7 Tagen (Abb. 28) und nach 28 Tagen (Abb. 29) fir jedes der
Pharmaka sowie die Kontrolle dargestellt.

7 Tage
Nikotin

7 Tage
Kontrolle

Abb. 28: Lebendzellbeobachtung beim Test ohne Material nach 7 Tagen.
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= 28 Tage
Nikotin

28 Tage
Kontrolle

Abb. 29: Lebendzellbeobachtung beim Test ohne Material nach 28 Tagen.

3.3.5 CPC

Zum Zeitpunkt O Tage liel3en sich keine Unterschiede in der Lebendzellbeobachtung
feststellen. Ab dem Zeitpunkt 7 Tage migrierten die Zellen vom Material weg bzw.
wuchsen nicht bis an das Material heran und bildeten nur einen sparlichen Zellrasen
aus. AulRerdem fielen in der Umgebung des Materials kleine Partikel auf, die vom
Material abgegeben worden waren. Der schon nach 7 Tagen bestehende Unterschied
zeigte sich auch zu den spateren Zeitpunkten 14, 21 und 28 Tage in gleicher Weise:
der Zellrasen blieb weniger dicht. AuRerdem nahm mit der Zeit die Zahl der
Osteoblasten zu, erkennbar an einer vermehrten Bildung intrazellularer Granula und
extrazellularer Knochenmatrix. Zwischen den Pharmaka, die alle unter dem Material-
einfluss standen, lassen sich keine Unterschiede erkennen (Abb. 30).
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Abb. 30: Materialeinfluss des CPC in der Lebendzellbeobachtung. (a) Kontrolle ohne Material zum
Zeitpunkt 7 Tage. (b) CPC zum Zeitpunkt 7 Tage. (c) Kontrolle nach 21 Tagen im Phasenkontrast.
(d) CPC nach 21 Tagen. (e) Kontrolle nach 28 Tagen. (f) CPC nach 28 Tagen. Das Material ist mit
einem Pfeil markiert, Bereiche mit vermehrter Knochenmatrix mit einem Stern.
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3.3.6 Kollagen-Tapes

Nach Zugabe von Kollagen-Tapes war bereits nach 0 Tagen (also 48 Stunden nach
dem Ausséen) ein Unterschied im Vergleich zur Kontrolle zu sehen. Der Zellrasen un-
ter Einfluss von Kollagen war zwar etwas weniger dicht, allerdings waren hier im
Gegensatz zur Kontrolle bereits erste osteogene Granula zu erkennen. Zu den
Zeitpunkten 7, 14, 21 und 28 Tage blieb der Zellrasen weniger dicht. Die osteogenen
Granula nahmen im Verlauf sowohl bei der Kontrolle als auch bei Zellen unter
Materialeinfluss zu. Nach O und 7 Tagen waren zwischen den einzelnen Pharmaka und
der Kontrolle mit Kollagen keine Unterschiede zu erkennen. Zum Zeitpunkt 21 Tage
waren jedoch bei Nikotin und BDNF mehr osteogene Granula zu sehen als in der
Kontrolle und bei ACh. AufRerdem wuchsen die Zellen im Unterschied zu CPC zu
jedem Zeitpunkt dicht bis an das Material heran (Abb. 31 und Abb. 32).

0 Tage
Ko\ntrolle mit Kollagen |

1

7Tagelj@d) =~ 7 Tage
Kontrolle mit Kollagen g ¢ v . Kontrolle ohne Kollagen

Abb. 31: Materialeinfluss der Kollagen-Tapes in der Lebendzellbeobachtung. (a) Kontrolle mit -
Kollagen nach 0 Tagen. (b) Kontrolle ohne Material nach 0 Tagen. (c) Kontrolle mit Material nach
7 Tagen. (d) Kontrolle ohne Material nach 7 Tagen. Pfeile bezeichnen jeweils das Material, Sterne
Bereiche mit vermehrten osteogenen Granula.
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21 Tage 21 Tage
ACh Kontrolle mit Kollagen

v 21 Tage
el ER R ENGIIERERY  Abb. 32 Material- und Pharmakaeinfluss nach
: , : 21 Tagen. (a)-(d) Verschiedene Pharmaka am
Interface von Kollagen-Tapes. (e)Kontrolle
ohne Material im Vergleich. Pfeile bezeichnen
jeweils das Material, Sterne Bereiche mit
vermehrten osteogenen Granula.

3.3.7 hMSC einer osteoporotischen Spenderin

Der Zellrasen war sowohl bei Kollagen als auch bei CPC nach 7 Tagen weniger dicht
als in Zellpopulationen von jungen, gesunden Spendern. Die Materialeffekte, die bei
jungen, gesunden Spendern beobachtet wurden, waren auch hier sichtbar. Unter Ein-
fluss von CPC wuchsen die Zellen nicht so dicht an das Material heran. Nach 21 Tagen
war der Zellrasen dichter, allerdings waren weniger osteogene Granula zu erkennen
als bei jungen, gesunden Spendern. Zwischen den einzelnen Pharmaka zeigten sich in
der Lebendzellbeobachtung keine Unterschiede (Abb. 33).
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7 Tage
Kontrolle (Osteoporose)

7 Tage
Kollagen (Osteoporose)

I

21 Tage
Kontrolle (Osteoporose)

7 W 21 Tage
Kollagen (Os@g_o perose)

21 Tage
CPC (Osteoporose)

21 Tage
Kontrolle (gesund)

Abb. 33: Lebendzellbeobachtung der Zellen der osteoporotischen Spenderin. (a)—(c) Osteoporo-
tische Spenderin mit und ohne Materialeinfluss (7 Tage). (d) Kontrolle eines gesunden Spenders
(7 Tage). (e)—(g) Osteoporotische Spenderin mit und ohne Materialeinfluss (21 Tage). (h) Kontrolle
eines gesunden Spenders (21 Tage). Pfeile bezeichnen jeweils das Material.




Ergebnisse

3.4 Differenzierungsverhalten

Verglichen wurde das Differenzierungsverhalten der Zellen unter Materialeinfluss mit
dem ohne Materialeinfluss sowie die Zellen unter Pharmaka und Materialeinfluss mit
solchen, die nur unter dem Einfluss des Knochenersatzmaterials standen. Aufl3erdem
wurde das Verhalten der Zellen einer osteoporotischen Spenderin sowie einer alteren,
knochengesunden Spenderin mit dem der Zellen von jungen, gesunden Spendern mit
und ohne Material und Pharmaka verglichen.

3.4.1 CPC ohne Pharmaka

Auf das Differenzierungsverhalten der Zellen tbte CPC im Vergleich zur Kontrolle zu

den Zeitpunkten 0 und 7 Tage noch keinen signifikanten Effekt aus, allerdings war ein

negativer Effekt zum Zeitpunkt 7 Tage schon erkennbar. Zu den spéateren Zeitpunkten

14 Tage ( = 0,002), 21 Tage ( = 0,000005) und 28 Tage ( = 0,000018) hatte CPC

einen mit fortschreitender Versuchsdauer zunehmenden, signifikant negativen Effekt

im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 34). Der Stichprobenumfang betrug jeweils
= 3.

1 5 0 Tage 7 Tage 14 Tage 21Tage 28Tage

* %k

* %k %

o _kk

ALP-Konzentration (ng/ml) pro 200 Zellen

- é i n =) i

T T T T T T T T T T
+M -M +M -M +M -M +M -M +M -M

07

Abb. 34: ALP-Konzentration unter Einfluss von CPC. Vergleich der Kontrollen ohne CPC (- M) und
mit CPC (+ M). = 3.
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Auch auf die Proliferationseigenschaften von hMSC wirkte sich CPC negativ aus. Wah-
rend zum Zeitpunkt O Tage noch kein Effekt erkennbar war, zeigte sich ab dem Zeit-
punkt 7 Tage ein signifikant negativer Effekt ( = 0,031), der sich zum Zeitpunkt
14 Tage nochmals verstarkte ( = 0,003) und dann bis zum Ende der Beobachtungs-
zeitraume konstant negativ blieb. Zum Zeitpunkt 21 Tage ( = 0,002) war der negative
Effekt hoch signifikant, bei 28 Tagen ( = 0,001) hdéchst signifikant (Abb. 35). Der
Stichprobenumfang betrug jeweils = 3.

0 Tage 7 Tage 14 Tage 21Tage 28 Tage

* % % %k

Zellzahl (x 10.000)

z = T = "

T T T T T T T T T T
+M - M +M - M +M - M +M - M +M - M

Abb. 35: Zellzahl unter Einfluss von CPC. Vergleich der Kontrollen ohne CPC (- M) und mit CPC
(+M). =3.

3.4.2 Kollagen-Tapes ohne Pharmaka

Kollagen-Tapes hatten zu den Zeitpunkten O, 7, 14 und 21 Tage positive Effekte auf
das Differenzierungsverhalten, die sich zum Zeitpunkt 28 Tage wieder abschwachten.
Im Vergleich zur Kontrolle war die ALP-Konzentration unter Einfluss von Kollagen zu
den Zeitpunkten bis 21 Tage etwa dreimal so hoch wie in der Kontrolle ohne Material.
Zum Zeitpunkt 21 Tage war der Effekt hoch signifikant (p = 0,008) und die ALP-
Konzentration unter Kollageneinfluss insgesamt am hochsten. (Abb. 36). Der Stich-
probenumfang betrug jeweils n = 3.
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7 0 0 Tage 7 Tage 14 Tage 21 Tage 28 Tage

* %

57

ALP-Konzentration (ngfml) pro 200 Zellen
=
1

Abb. 36: ALP-Konzentration unter Einfluss von Kollagen-Tapes. Vergleich der Kontrollen ohne
Kollagen-Tapes (— M) und mit Kollagen-Tapes (+ M). = 3.
Die Zellzahlen lagen unter Einfluss von Kollagen-Tapes deutlich niedriger als bei der
Kontrolle. Zum Zeitpunkt 0 Tage gab es noch keinen signifikanten, zum Zeitpunkt
7 Tage schon einen tendenziellen Unterschied ( = 0,071). Mit der Versuchsdauer
wurde der Unterschied immer grof3er. Zum letzten Beobachtungszeitpunkt nach
28 Tagen waren in der Kontrolle ohne Material etwa zehnmal mehr Zellen gewachsen
als im Vergleich mit Kollagen-Tapes. Die Signifikanzniveaus betrugen nach 14 Tagen
= 0,001, nach 21 Tagen und 28 Tagen jeweils < 0,0001 (Abb. 37). Der Stich-

probenumfang betrug jeweils = 3.
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Abb. 37: Zellzahl unter Einfluss von Kollagen-Tapes. Vergleich der Kontrollen ohne Kollagen-Tapes
(= M) und mit Kollagen-Tapes (+ M). = 3.
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3.4.3 CPC mit Pharmaka

Nach Zugabe von CPC zusammen mit den Pharmaka (Nikotin, BDNF und ACh) konnte
zu den Zeitpunkten O, 7 und 14 Tage kein wesentlicher Unterschied in der Differenzie-
rungsfahigkeit festgestellt werden. Zum Zeitpunkt 21 Tage war die ALP-Konzentration
bei Nikotin ( = 0,29) und BDNF ( = 0,41) hoher, allerdings war dieser Unterschied
nicht signifikant. Der Effekt der Pharmaka wurde zum Zeitpunkt 28 Tage wieder schwa-
cher (Abb. 38). Der Stichprobenumfang betrug jeweils = 3.
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Abb. 38: Einfluss von BDNF, ACh und Nikotin am Interface von CPC auf die ALP-Konzentration pro
200 Zellen als Marker fur die Differenzierungsfahigkeit. Nach 21 Tagen lagen die ALP-Werte bei
BDNF und Nikotin hoher als bei der Kontrolle. = 3.
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3.4.4 Kollagen-Tapes mit Pharmaka

Weder bei ACh noch bei BDNF oder Nikotin kam es zu den Zeitpunkten O, 7, 14 und
21 Tage zu einer Veranderung der ALP-Konzentration, also der Differenzierungsfahig-
keit der Zellen. Zum Zeitpunkt 28 Tage l6ste BDNF ( = 0,023) einen signifikant posi-
tiven Effekt aus. Die ALP-Konzentration unter Einfluss von Nikotin war nach 28 Tagen
zwar hoher als in der Kontrolle, allerdings war der Unterschied nicht signifikant
( =0,19). ACh bewirkte auch nach 28 Tagen keine Veranderung in der
Differenzierungsfahigkeit (Abb. 39). Der Stichprobenumfang betrug jeweils = 3.
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Abb. 39: Einfluss von BDNF, ACh und Nikotin am Interface von Kollagen-Tapes auf die ALP-
Konzentration pro 200 Zellen als Marker fur die Differenzierungsféhigkeit. Nach 28 Tagen trat bei
BDNF eine signifikante Erhdhung der ALP-Konzentration gegentuber der Kontrolle auf. = 3.
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3.4.5 Osteoporotische und éltere Spenderin

Die Versuche mit Zellen einer osteoporotischen und einer &lteren Spenderin dienten

bei CPC und Kollagen-Tapes als Pilotversuch, um einen generellen Einblick zu bekom-

men, ob Unterschiede vorliegen konnten oder nicht. Der Stichprobenumfang betrug
= 1.

3.4.5.1 CPC

Ohne Zugabe von CPC war die ALP-Konzentration bei den hMSC des jungen, gesun-
den Spenders deutlich hoher als bei Zellen der alteren und der osteoporotischen
Spenderin. Die ALP-Konzentrationen bei Zellen der alteren Spenderin unterschieden
sich nur wenig von denen bei Zellen der osteoporotischen Spenderin. Unter Einfluss
von CPC war dieser Unterschied nicht mehr so gro3. Die ALP-Konzentration bei den
Zellen des jungen, gesunden Spenders war nur wenig hoher als bei den Zellen der
alteren und der osteoporotischen Spenderin.

Die Zellzahl war absteigend von gesunden Spendern Uber die &altere zur osteo-
porotischen Spenderin. Unter Zugabe von CPC war dieser Abfall deutlich weniger
stark. Hier lag auRerdem die Zellzahl bei der osteoporotischen Spenderin hdher als bei
der alteren gesunden Spenderin (Abb. 40). Der Stichprobenumfang betrug = 1.
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Abb. 40: Osteoporose und CPC. Vergleich der ALP-Konzentration (a) und der Zellzahl (b) am Inter-
face von CPC nach 21 Tagen bei Zellen von jungen, gesunden Spendern, einer alteren und einer
osteoporotischen Spenderin. = 1.
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3.4.5.2 Kollagen-Tapes

Ohne Materialeinfluss war die ALP-Konzentration bei den Zellen der jungen, gesunden

Spender etwa doppelt bis dreimal so hoch wie im osteoporotischen Zellmodell.

Zwischen den Zellen der osteoporotischen und der alteren Spenderin bestand nur ein

geringer Unterschied. Nach Zugabe von Kollagen-Tapes war die ALP-Konzentration in

allen drei Gruppen héher als in der Kontrolle ohne Kollagen-Einfluss. Im osteoporo-

tischen Zellmodell war diese Differenz am gré3ten. Die Zellzahl fiel von jungen, gesun-

den Spendern Uber die altere bis hin zur osteoporotischen Spenderin ab. Unter

Kollagen-Einfluss war sie bei der &lteren Spenderin und im osteoporotischen Zell-

modell hoéher als bei jungen, gesunden Spendern (Abb. 41). Der Stichprobenumfang

betrug = 1.
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Abb. 41: Osteoporose und Kollagen-Tapes. Vergleich der ALP-Konzentration (a) und der Zellzahl
(b) am Interface von Kollagen-Tapes zum Zeitpunkt 21 Tage bei Zellen junger, gesunder Spender,
einer dlteren und einer osteoporotischen Spenderin.

= 1.
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4 Diskussion

4.1 Zellsystem und funktioneller In-vitro-ALP-Assay

Als Zellsystem fir die vorliegende Studie wurden hMSC aus Bohrmehl verwendet. Die
Zellen wurden wéhrend der Marknagel-Osteosynthese nach Frakturen aus der Tibia
oder des Femurs gewonnen. Dieses Verfahren ist der Goldstandard fur die Versorgung
diaphyséarer Frakturen von Tibia und Femur (Pfister 2010). Das durch das Verfahren
der aufgebohrten intramedullaren Nagelung gewonnene Bohrmehl wurde vom Bohr-
kopf entfernt und kultiviert. Die Warmeentwicklung wahrend des Bohrvorgangs schade-
te den Zellen offensichtlich nicht. Im Vorfeld wurde nachgewiesen, dass das Bohrmehl
neben vielen anderen Zelltypen auch hMSC enthélt (Wenisch et al. 2005; Trinkaus
et al. 2005). hMSC aus Bohrmehl kdnnen sich nicht nur in chondrogene, adipogene
und osteogene Zellen differenzieren, sondern auch in friihe neuronenahnliche Vor-
lauferzellen (Wenisch et al. 2006). hMSC wurden sowohl tber ihre Morphologie als
auch dber ihre Oberflacheneigenschaften charakterisiert und als mesenchymale
Stromazellen identifiziert (Hung et al. 2002).

Wahrend hMSC bisher aus verschiedenen anderen Quellen, z.B. aus Fettgewebe oder
aus dem Knochenmark gewonnen werden mussten (Adegani et al. 2013; Pittenger
1999), steht mit der Gewinnung von hMSC aus Bohrmehl als einem Abfallprodukt,
welches ohnehin bei aufgebohrten Marknagel-Osteosynthesen entsteht, eine alter-
native Quelle zur Verfiigung. Die meisten anderen Verfahren zur Gewinnung dieses
Zelltyps erfordern einen zusatzlichen operativen Eingriff beim Patienten, z.B. eine
Stanze aus dem Beckenkamm, Brustbein oder Oberschenkelknochen mit Knochen-
marksaspiration oder die Entnahme von Fettgewebe. Somit bietet die hier etablierte
Vorgehensweise einen deutlichen Vorteil gegentber den anderen, bisher genutzten
Verfahren.

Allerdings muss beachtet werden, dass die Spender des Bohrmehls einen Knochen-
defekt bzw. eine Fraktur aufwiesen. Dies konnte das Zellwachstum und die Zellpopu-
lation beeinflussen. Um solche Effekte zu minimieren, wurden im vorliegenden Versuch
Zellen aus dem Bohrmehl verschiedener Spender verwendet. Weiterhin wurden andere
systemische Knochenerkrankungen wie arterielle Hypertonie, Malignome, chronischer
Alkoholabusus oder Diabetes bei den Spendern ausgeschlossen, da bekannt ist, dass
beispielsweise Diabetes einen Anstieg des Cathepsin S im Serum bewirkt (Liu et al.
2006), was zu einer Veranderung der Differenzierungsfahigkeit sowie der Knochen-
struktur fihren kann (Rauner et al. 2014). Ebenfalls kann sich chronischer Alkohol-
konsum negativ auf die Knochendichte (Kim et al. 2003) und die Proliferation, positiv
hingegen auf die Differenzierung von osteoblasten-dhnlichen Zellen (Osteosarkom-
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Zellen) auswirken (Vignesh et al. 2006). Vor allem wurde Osteoporose bei den Ver-
suchen mit gesunden Spendern ausgeschlossen; flr die Versuche mit Zellen osteo-
porotischer Spender wurde eigens eine Spenderin mit Osteoporose rekrutiert. Auch bei
der Auswahl dieser Spenderin wurde darauf geachtet, dass sie keine weiteren
knochenrelevanten Systemerkrankungen hatte. Prinzipiell kann nicht ausgeschlossen
werden, dass Bohrmehl von Spendern mit bisher unerkannten Erkrankungen verwen-
det wurde.

Wegen der Nutzung von humanem Bohrmehl verschiedener Patienten und damit von
Zellen unterschiedlicher Spender unterliegt der gewéhlte Versuchsaufbau einer ge-
wissen Variabilitdt im Vergleich zur Nutzung einer Zelllinie oder von Zellen aus
Inzuchttierstammen. Zu diesen variablen Faktoren gehéren insbesondere Alter und
Geschlecht (Muschler et al. 2001). Diese beiden Faktoren wurden im vorliegenden
Versuch beachtet; es wurde nur Bohrmehl von mannlichen Spendern im Alter zwischen
24 und 52 Jahren benutzt. Die gro3e Alterspanne ist v.a. durch die Verfugbarkeit der
Spender bedingt. Das bietet einerseits die Mdéglichkeit, die Ergebnisse auch fir eine
breitere Altersspanne zu interpretieren, andererseits kénnen aber auch hier bisher un-
bekannte Faktoren zu stéarkeren interindividuellen Schwankungen und damit zu einer
breiteren Streuung der Ergebnisse fuhren. Eine gewisse Variabilitat wurde in Kauf ge-
nommen, um die Interpretation der Ergebnisse auf eine gré3ere Population beziehen
zu konnen. Durch die Verwendung von Zellen mehrerer Spender und die statistische
Auswertung wurde versucht, den Einfluss unbekannter Faktoren zu mitteln.

Bei der Differenzierung von hMSC zu aktiven Osteoblasten ist zu beachten, dass
Proliferation und Differenzierung im Allgemeinen zwei gegenlaufige Prozesse sind. Mit
steigendem Grad der Differenzierung hin zu Osteoblasten sinkt die Fahigkeit der
Zellen, sich weiter zu teilen und damit zu proliferieren. Proliferationsmarker wie Cyclin
D1 werden vermindert, Differenzierungsmarker wie ALP und Kollagen Typ 1 hingegen
verstarkt exprimiert. Die Mechanismen werden Uber die Proteine DIx5 und Msx2 regu-
liert (Ryoo etal. 2006). DIx5 fuhrt zu einer gesteigerten Expression osteoblastérer
Gene, Msx2 hemmt hingegen die Genexpression hin zu einer Differenzierung und ver-
starkt die Proliferation der Zelle.

Daher galt es bei den hier beschriebenen Versuchen darauf zu achten, gentgend
Zellen auszusaen, damit die Zellen adharieren und anfangs proliferieren, sich spater
aber auch differenzieren kénnen. Dies ist ein Prozess, der nicht bei allen Zellen gleich-
zeitig ablauft. Einige Zellen proliferieren, andere differenzieren sich, je nach auf3eren
Bedingungen und Einflussfaktoren (Atkins et al. 2003; Walsh et al. 2000). Nur in Bezug
auf das ganze Zellsystem kann festgestellt werden, ob es gerade eher zur Differenzie-
rung oder zur Proliferation neigt.
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Die ALP ist ein Enzym, das im alkalischen Milieu Substrate dephosphorylieren kann.
Sie kann auf verschiedene Arten bestimmt werden. Im vorliegenden Experiment wurde
die ALP-Konzentration kolorimetrisch bestimmt. Dazu wurde das Substrat pNPP
dephosphoryliert, was in einem Farbumschlag messbar ist. Diese Methode ist sehr
sensitiv, aber wenig spezifisch, da das pNPP auch von einer ALP aus anderen Quellen
wie beispielsweise Leberzellen dephosphoryliert wirde, weil sowohl die ALP im
Knochen als auch die in der Leber vom gleichen Genabschnitt kodiert wird (Panigrahi
et al. 1994). Im vorliegenden Versuch war die Differenzierung zu Osteoblasten aber die
einzig mogliche ALP-Quelle. Die ALP wird experimentell als Marker fir den Grad der
Differenzierung gesehen (Halvorsen et al. 2001; Pittenger 1999; Wlodarski und Reddi
1986).

Neben der kolorimetrischen Messung kann die ALP-Konzentration auch uber
3,6-Fluorescein-Diphosphat bestimmt werden. Mit dieser Methode kann man etwa
funfzigfach geringere ALP-Konzentrationen nachweisen als mit der kolorimetrischen
Methode (Huang et al. 1992), was Bestimmungen bis in attomolare Bereiche erlaubt.
Fur die hier nétigen Messungen im nanomolaren Bereich war jedoch die kolorimetri-
sche Methode ausreichend. Die Messung Uber Bestimmung von 3,6-Fluorescein-
Diphosphat ware etwa 50% teurer gewesen, ohne einen Mehrnutzen zu bieten.

Es ist moglich, sowohl die ALP-Massenkonzentration als auch die ALP-Aktivitat einer
Probe zu messen. Da die beiden Werte aber linear miteinander korrelieren, sind beide
Messmethoden gleichwertig (Avbersek-Luznik et al. 2007). In der klinischen Praxis
dient die ALP-Konzentration im Blut als Marker flr den Knochenstoffwechsel (Epstein
1988) zur Detektion von Knochenerkrankungen mit vermehrtem Knochenstoffwechsel
wie Osteoporose, Akromegalie oder dem Hyperparathyreoidismus (Delmas 1991;
Duda et al. 1988).

Neben der ALP gibt es noch einige weitere Marker zur Bestimmung des Differenzie-
rungsgrads eines Zellsystems zu Osteoblasten, darunter v.a. Osteocalcin, Osteo-
pontin, Bone sialoprotein und Kollagen Typ 1 (Marom et al. 2005; Aubin 1998; Bruder
etal. 1997). Fur verschiedene Stadien der Entwicklung von der mesenchymalen
Stammzelle hin zum aktiven Osteoblasten werden unterschiedliche Marker exprimiert
(Javed et al. 2010): Zunachst bilden sich Osteoprogenitoren, die durch verschiedene
Oberflachenantigene wie Stromal cell-derived factor 1 (SDF1, auch als CXCL12
bekannt) und Activated leukocyte cell adhesion molecule (ALCAM) charakterisiert sind
(Shahnazari et al. 2013; Arai et al. 2002) und die Proliferation und Festlegung in Rich-
tung der osteoblastéren Linie anzeigen. Den néchsten Schritt in der Entwicklung stellen
Pra-Osteoblasten dar, die noch proliferieren kénnen und sich weiter zu adulten
Osteoblasten differenzieren. Als Marker der Pra-Osteoblasten gelten die ALP, Kollagen
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Typ 1 und Bone sialoprotein 2 (limer et al. 2009; Kulterer et al. 2007; Jikko et al. 1999).
Osteonectin und Osteocalcin zeigen die weitere Entwicklung zu adulten Osteoblasten
an (Kulterer et al. 2007; Aubin 1998). Osteopontin wird sowohl in der frihen als auch in
der reifen Entwicklungsstufe exprimiert (Kulterer et al. 2007; Aubin 2001).

Einschrankend gilt jedoch, dass die meisten der genannten Marker nicht spezifisch fur
den Knochen sind und aul3erdem in verschiedenen Entwicklungsstufen innerhalb der
osteoblastaren Differenzierung produziert und exprimiert werden. Insgesamt stellt die
ALP den am besten untersuchten Marker dar, ist sensitiv genug, um die
Differenzierung anzuzeigen, und dabei relativ einfach zu messen.

Im vorliegenden Versuch wurde die ALP-Konzentration auf einen Wert pro 200 Zellen
umgerechnet, um eine von der Proliferation und der Zellzahl unabhangige Vergleichs-
grolRe zu erhalten. Neben dem Bezug der ALP-Konzentration auf die Zellzahl besteht
auch die Mdoglichkeit, die ALP-Konzentration bzw. die ALP-Aktivitdt auf die Protein-
menge einer Probe umzurechnen. Dies ist in der Literatur das regelmafRige Vorgehen
(Fei etal. 2012; Zhao et al. 2010; Wang et al. 2008; Hempel et al. 2004). Allerdings
kann, wie Bernhardt et al. beschreiben, der Proteingehalt als Bezugsgrof3e problema-
tisch sein, da bei Applikation von Knochenersatzmaterial, insbesondere von Kollagen,
zum Zellsystem auf dem Knochenersatzmaterial Proteine akkumulieren. Durch diese
falsch hohen Proteinwerte entsteht eine falsche Bezugsgrof3e (Bernhardt et al. 2008).
Vor diesem Hintergrund wurde im vorliegenden Experiment die Zellzahl (ermittelt Gber
den DNA-Gehalt mittels PicoGreen-Assay) als Bezugsgrof3e gewabhilt.

4.2 Wirkungen der Knochenersatzmaterialien auf die Zellpopulation

Vor Beginn der Versuche wurde die einzusetzende Zellzahl festgelegt. In Anlehnung
an Zhao et al. und Wang et al., die ihre Versuche mit einer Zellzahl von 30.000 bzw.
50.000 begannen (Zhao et al. 2010; Wang et al. 2008), wurden bei den hier beschrie-
benen Versuchen mit CPC 40.000 Zellen pro Well ausgesét, bei Kollagen, ebenfalls in
Anlehnung an andere Publikationen (Bernhardt et al. 2008: 15.000 Zellen), 20.000
Zellen. Die unterschiedliche Zellzahl zu Beginn der Versuche, ist der Tatsache ge-
schuldet, dass die CPC-Plattchen im Medium einen sauren pH-Wert erzeugen (Kha-
shaba et al. 2010), der fur die Zellen schadlich sein kann und die Zellteilung hemmit,
wie bei neuronalen Zellen gezeigt werden konnte (Bear und Schneider 1977). Als
Mafnahme zur pH-Regulation wurde daher bei CPC vor Aussaat der Zellen mehrfach
das Medium gewechselt. Die unterschiedliche Zellzahl zu Beginn der Versuche be-
dingt, dass die Ergebnisse fir CPC nicht ohne weiteres mit denen fur Kollagen-Tapes
verglichen werden kdnnen und die einzelnen Knochenersatzmaterialien jeweils fir sich

betrachtet werden mussen.
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4.2.1 CPC

CPC hatte sowohl in der Lebendzellbeobachtung als auch bei der Messung der ALP-
Konzentration einen Uberwiegend negativen Effekt auf die Zellen im Vergleich zu
Zellen ohne Materialeinfluss. In der Lebendzellbeobachtung wurde deutlich, dass die
Zellen das Material mieden und ein weitgehend zellfreier Saum um das Material
entstand. Dieser ,Hemmhof* kénnte dadurch zustande gekommen sein, dass sich
Partikel aus den CPC-Plattchen I6sten und das Material sdumten. Die ALP-Messung
bestétigte diese Beobachtung, dass sich nach 14 bzw. 21 und 28 Tagen unter
Materialeinfluss deutlich weniger hMSC zu Osteoblasten differenziert hatten als bei der
Kontrolle ohne Materialeinfluss. Auch auf die Proliferation wirkte CPC negativ, da
schon ab dem Zeitpunkt 7 Tage die Zellzahl geringer war als in der Kontrolle ohne
Materialeinfluss. Ab dem Zeitpunkt 14 Tage lag die Zellzahl unter CPC-Einfluss
konstant bei nur etwa einem Funftel des Vergleichswertes in der Kontrolle ohne
Materialeinfluss.

Der negative Einfluss von CPC wird bereits von Wang et al. beschrieben: Dort zeigte
ein mit Calciumphosphat beschichtetes Titan bei Osteoblasten der Maus einen negati-
ven Einfluss sowohl auf die Zellproliferation als auch auf die Zelldifferenzierung (Wang
et al. 2008). Bei Hempel et al., die CPC mit der gleichen Zusammensetzung wie in den
hier beschriebenen Versuchen verwendeten, zeigte sich ebenfalls ein deutlich nega-
tiver Einfluss auf die Differenzierungsfahigkeit von Osteoblasten aus dem Schadeldach
(Hempel et al. 2004).

Andere Publikationen hingegen legen einen positiven Einfluss von Calciumphosphat
bzw. CPC nahe. Miller et al. wiesen bei hMSC differenzierungsférdernde Eigenschaf-
ten nach (Muller et al. 2008). Induzierte pluripotente Stammzellen differenzieren am
Interface von CPC gut zu Osteoblasten und proliferieren dort ebenfalls gut (Tang et al.
2014). Weiterhin hat CPC sehr gute osteokonduktive Eigenschaften, die bei der Bil-
dung von neuem Knochen wichtig sind (Xu et al. 2006).

Die Ursachen fur die Unterschiede bei in vitro getestetem CPC konnen vielféltig sein.
Eine mogliche Ursache sind Variationen in der Zusammensetzung der CPC. Miuller
et al. verwendeten als Hauptbestandteil ihres Materials HA mit einem geringen Antell
Siliziumoxid, Wang et al. hingegen eine Beschichtung mit Calciumphosphat. Vor allem
Siliziumverbindungen mit Calcium zeigten auch in anderen Studien eine bessere
Stimulation der Differenzierungsfahigkeit und der Zellviabilitdt osteoblastérer Zellen im
Vergleich zu Tricalciumphosphat-Verbindungen (Zhou et al. 2013; Hesaraki et al. 2012;
Fei et al. 2012; Ni et al. 2008). Wird Calciumphosphat in andere organische Stoffe wie
Silizium-Kollagen-Verbindungen eingebunden, ist der Anteil des Calciumphosphats im
Gemisch fir die bioaktiven Eigenschaften wichtig (Heinemann etal. 2013). Im hier
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beschriebenen Versuch wurden B-Tricalciumphosphat und Calciumhydrogenphosphat
als Hauptkomponenten verwendet. Diese Zusammensetzung wurde gewahlt, um eine
dem Knochenmineral &hnliche Substanz zu erhalten (Reinstorf 2005).

Auch in der Abbindezeit und in den Resorptionseigenschaften unterscheiden sich die
verschiedenen CPC. Tetracalciumphosphat und Dicalciumphosphat haben beispiels-
weise eine Abbindezeit von vier Stunden und werden nur wenig resorbiert, das hier
verwendete B-Tricalciumphosphat hartet in zwolf Stunden aus und wird vollstandig re-
sorbiert (Low et al. 2010). Auch die Resorptionsdauer ist von der Art des Zements ab-
hangig: Calciumsulfatzemente sind bereits nach zwei Monaten resorbiert, Dicalcium-
phosphat erst nach sechs Monaten (Rechenberg et al. 2013). Fur den Einsatz in vivo
sind diese Zeiten wichtig, da die Resorptionsdauer nicht die Dauer der Knochenneu-
bildung tberschreiten darf.

Weiterhin kann die Mikrostruktur des CPC die Osteoinduktivitat beeinflussen. Eine
feinere Mikrostruktur fuhrt zu einer gesteigerten Proliferation von mesenchymalen
Stammzellen (Vater et al. 2009). Calciumphosphat kann auch in granularer Form appli-
ziert werden und steigert so im Gegensatz zur Applikation in pastéser Form die Diffe-
renzierung und die Proliferation von osteoblasten-dhnlichen Zellen (Bernhardt et al.
2013). Der Unterschied konnte dadurch zu erklaren sein, dass die vergroRerte Ober-
flache zu einer besseren Zelladhasion fuhrt (Liu etal. 2013a). Ein anderer Grund
konnte die im Vergleich zum hier verwendeten CPC verdnderte Zusammensetzung

sein.

Die Diversitat der Ergebnisse mit dhnlichen Materialien legt den Schluss nahe, dass in
vitro schon kleine Veradnderungen an den Materialien zu Ver&dnderungen hinsichtlich
Proliferations- und Differenzierungskapazitat fuhren.

In vivo im ovinen Tiermodell zeigt sich ein positiver Einfluss &hnlicher Knochenersatz-
materialien in der Defektheilung und damit eine gute knécherne Integration des Mate-
rials, insbesondere bei zusatzlicher Applikation von mesenchymalen Stammzellen (Kon
et al. 2000; Marcacci et al. 1999). Auch im Rattenmodell haben tricalciumphosphat-
haltige Materialien einen positiven Effekt auf die Knochenbildung (Okuda et al. 2007).
Allerdings héngt die Differenzierungsfahigkeit und die osséare Integration auch in vivo
von der Zusammensetzung der Materialien ab (Arinzeh et al. 2005). In vivo haben im
Gegensatz zu In-vitro-Studien alle Verbindungen aus HA und Tricalciumphosphat posi-
tive Effekte auf die Knochenneubildung (Cheng et al. 2014; Nery etal. 1992). Das
unterschiedliche Verhalten der Materialien in vivo gegeniber den hier vorliegenden In-
vitro-Versuchen verdeutlicht, dass der Prozess der Defektheilung in vivo komplexeren
Mechanismen unterliegt und dort noch eine Reihe weiterer Faktoren wie Angiogenese

55



Diskussion

und Innervation eine Rolle spielen. Eine Ursache kdnnten die Bedingungen in der Zell-
kultur sein: Im statischen Medium ist der Differenzierungsgrad geringer als in perfun-
diertem Medium (Bernhardt et al. 2011). Perfundiertes Medium kommt aber den Be-
dingungen in vivo ndher, wo die Umgebung des Materials durch Blut- und Lymphfluss
standig perfundiert wird.

In vivo besteht der grofdte Vorteil von CPC im Vergleich zu vielen anderen Materialien
in der Verarbeitung. Der Zement kann in pastoser Form injiziert werden und hartet erst
im Knochen endgultig aus (Low et al. 2010). So ist beispielsweise bei der Kyphoplastie
von gesinterten Wirbelkdrpern nur ein kleiner Schnitt notwendig, um den CPC uber
eine Hohlnadel in den Wirbelkdrper zu spritzen. Bei metallischen Implantaten ist die
Form des Implantats vorgegeben, sodass keine Injektion moglich ist und damit gréf3ere
Schnitte und Wundflachen entstehen.

Auch in vivo scheinen chemische Modifikationen der Materialien sinnvoll, da sie zu
einer verbesserten Knochenadhasion fuhren (Bauer et al. 2009). Vor diesem Hinter-
grund stehen zurzeit CPC in Verbindung mit anderen Stoffen im Focus der Forschung,
um die Osteoinduktivitdt zu verbessern (wie im vorliegenden Experiment), bessere
mechanische Eigenschaften zu erreichen oder den Materialien andere wiinschens-
werte Effekte zu geben. Beispielsweise fihrt der Zusatz von Silberverbindungen zu
einem antimikrobiellen Effekt, ohne dabei fir die Zellen schadlich zu sein (Jacquart
et al. 2013). Wird Tricalciumphosphat-Verbindungen Ascorbinsdure zugesetzt, so stei-
gert das ihre mechanische Festigkeit (Low et al. 2010).

4.2.2 Kollagen-Tapes

In vitro wirkte sich die Zugabe von Kollagen-Tapes positiv auf die Differenzierung aus.
Nach 21 Tagen stieg die ALP-Konzentration hochsignifikant an. Sie war unter Material-
einfluss etwa dreimal so hoch wie in der Kontrolle ohne Material. In der Lebendzell-
beobachtung war im Gegensatz zu CPC, bei dem die Zellen das Material mieden, kein
negativer Einfluss zu erkennen. Die Zellen bildeten einen stabilen Zellrasen aus und
wuchsen bis an das Material heran.

Interessanterweise zeigten Zellen unter Einfluss von Kollagen aber negative Effekte
auf die Proliferation. Die Zellzahl nahm Uber die Dauer des Versuchs ab. Nach
28 Tagen waren in der Gruppe ohne Materialeinfluss etwa zehnmal mehr Zellen
vorhanden. Diese Diskrepanz zwischen Stimulation der Differenzierung auf der einen
Seite und Hemmung der Proliferation auf der anderen Seite passt zu der in Kap. 4.1
diskutierten Gegenlaufigkeit von Proliferation und Differenzierung.
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Die Degradation des Materials durch Osteoklasten und die gleichzeitige Proliferation
und Differenzierung von Osteoblasten auf dem Material wird in der Literatur beschrie-
ben (Domaschke et al. 2006; Yokoyama et al. 2005). Bernhardt et al. haben nachge-
wiesen, dass Osteoblasten unter Kollageneinfluss nach 21 Tagen die maximale Diffe-
renzierungsfahigkeit und damit die hochste ALP-Konzentration erreichten, die bis zu -
viermal so hoch war wie in der Kontrolle ohne Kollagen (Bernhardt et al. 2008). In Co-
Kulturen von Osteoblasten mit Osteoklasten konnte ebenfalls eine erhéhte Differen-
zierungsfahigkeit belegt werden (Bernhardt etal. 2010). Im vorliegenden Versuch
konnten die Ergebnisse von Bernhardt et al. bestétigt werden. Auch Mizuno et al. be-
schreiben bereits nach 12 Tagen einen positiven Einfluss von Kollagen Typ 1 auf die
Differenzierung von Knochenmarkszellen hin zu aktiven Osteoblasten (Mizuno et al.
2000). Kollagen in Verbindung mit anderen Komponenten der extrazellularen Matrix
wie Elastin hat ebenfalls positive Auswirkungen auf die Differenzierung von Préa-Osteo-
blasten (Amruthwar und Janorkar 2013). Insbesondere Osteoblasten, die unter Einfluss
von Kollagen Typ 1 (wie in der natirlichen Knochenumgebung) stehen, zeigen eine
bessere Zellfunktion als Osteoblasten, die auf einer anderen extrazellularen Matrix
wachsen (Park et al. 2014). Diese Beobachtung unterstiitzt die aufgestellte These der
Gegenlaufigkeit von Proliferation und Differenzierung.

In gleicher Weise verhalten sich auch hMSC unter Einfluss von Kollagen. Bei steigen-
der Proliferationskapazitéat nimmt der Differenzierungsgrad ab; steigt jedoch die Diffe-
renzierungskapazitat, so sinkt die Zellzahl, was auch in anderen Experimenten be-
statigt wurde (Jager et al. 2005). Das in der vorliegenden Studie verwendete Material
bestand neben Kollagen aus gebundenem HA (Gelinsky et al. 2008), um eine mecha-
nische Stabilitdt zu gewahrleisten (Heinemann et al. 2011). Fir HA wurde ein negativer
Effekt auf die osteoblastare Differenzierung beschrieben. Untersuchungen mit ver-
schieden rauen HA-Proben zeigten einen nur geringen Anstieg der ALP-Konzentration
und damit eine schlechtere Differenzierungsfahigkeit von humanen stromalen
Knochenmarkszellen (Deligianni et al. 2001). Andererseits wurde bei Verwendung von
HA ein positiver Einfluss auf das Differenzierungsverhalten von MC3T3-Maus-Osteo-
blasten beobachtet (Shu et al. 2003). HA und Kollagen Typ 1 wurden nicht nur in vitro
untersucht. Kollagenhaltige Materialien wurden wie CPC bereits in injizierbarer Form
entwickelt, die auch die Proliferation und Bildung der extrazellularen Knochenmatrix
steigert (Baylan et al. 2013).

Andere Quellen wie Fischhaut kdnnten zukiinftig neben den bisher genutzten meist
bovinen Quellen fur die Entwicklung von Knochenersatzmaterialien geeignet sein
(Hoyer et al. 2012).
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In vivo zeigt HA stimulierende Effekte auf die Knochenneubildung bei ektoper Trans-
plantation (Ohgushi etal. 1993) und kann die Knochenneubildung beschleunigen
(Piccinini et al. 2013). Neben HA kdnnen auch Kollagen-Typ-1-haltige Materialien die
knocherne Integration verbessern (Yang et al. 2014). Kollagen Typ 1 fuhrte bei Pulpa-
zellen der Ratte in vitro und in vivo zu einer Erhéhung der ALP-Messenger-Ribo-
nukleinsdure-(MRNA-)Expression, was auf eine Differenzierung zu Osteoblasten hin-
weist (Khan etal. 2013). Es wurden auch osteokonduktive Eigenschaften und eine
gute Biokompatibilitdt im Modell des Schweins und des Kaninchens fir kollagenhaltige
Materialien nachgewiesen (Li et al. 2013; Mai et al. 2008; Mai et al. 2005). Verbund-
materialien aus HA und Kollagen haben im Kaninchenmodell einen stimulierenden
Effekt auf die Knochenneubildung (Chen et al. 2011). AuRerdem ist im Bereich von
kollagenhaltigen Materialien die fur die Knochenheilung wichtige Angiogenese zu
beobachten (Alt et al. 2011).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Nanokomposit-Verbundstoff aus
Kollagen Typ 1 und HA eine gute Grundlage fur die kndcherne Differenzierung in vitro
darstellt, was durch die vorliegenden Analysen mit humanem Bohrmehl bestatigt wer-
den konnte. Auch die Degradation von Verbundmaterialien scheint kein Problem dar-
zustellen (Kikuchi 2013). Nichtsdestotrotz sollte zukiinftig insbesondere an dreidimen-
sionalen Kollagen-HA-Kompositen geforscht werden (Bernhardt et al. 2008), um zum
einen durch Verédnderungen der Architektur, z.B. der Porengrof3e, im dreidimensio-
nalen Knochenersatzmaterial, zum anderen durch Modifikationen der Zusammen-
setzung des Materials eine Optimierung der Komposite zu erreichen (Prosecka et al.
2011; Mittal et al. 2010) und schlief3lich die kndcherne Integration in vivo weiterhin zu
verbessern. Allerdings dirfen bei dieser Entwicklung die mechanischen Eigenschaften
der Materialien nicht auf3er Acht gelassen werden.

4.3 Evaluation verschiedener Pharmakakonzentrationen
am Interface von Knochenersatzmaterial

Die auf dem Markt befindlichen Knochenersatzmaterialien zeigen zwar eine gute Stabi-
litat nach Implantation in den Knochen und kénnen osteokonduktiv wirken, allerdings
wirken viele dieser Materialien nicht osteoinduktiv (Romagnoli et al. 2013). Um diesen
Mangel zu beheben, bietet sich entweder eine Neuentwicklung osteoinduktiv wirkender
Materialien an oder die Modifikation vorhandener Materialien, beispielsweise mit
Nanopartikeln (Hu et al. 2014) oder mit osteoinduktiv wirkenden Pharmaka wie Bone
morphogenetic protein-2 (BMP-2) (Zhang et al. 2014). BMP-2, von dem schon lange
bekannt ist, dass es osteoinduktiv wirkt, wird bereits im klinischen Alltag eingesetzt
(Garrison et al. 2010; Einhorn et al. 2003; Bostrom et al. 1999).
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Eine Modifikation von Knochenersatzmaterial mit anderen Pharmaka wie den hier
untersuchten BDNF, ACh und Nikotin stellt einen Aspekt heutiger Forschung dar. Auch
werden Knochenersatzmaterialien vermehrt als Drug-Delivery-Systeme genutzt, um
beispielsweise Antibiotika in infiziertem Gewebe freizusetzen und gleichzeitig als
stabile Knochenersatzmaterialien zu dienen (Vorndran etal. 2013; Leprétre et al.
2009). Fir osteoinduktiv wirkende Wachstumsfaktoren wie BMP-2 und Basic fibroblast
growth factor wurde ein Drug-Delivery-System bereits etabliert (Draenert et al. 2013).
So konnten in Zukunft auch andere osteoinduktive Pharmaka aus den Materialien frei-
gesetzt werden. Zunachst muss allerdings geklart werden, in welcher Konzentration die
hier verwendeten Pharmaka die optimale Wirkung haben.

4.3.1 BDNF

BDNF ist ein NT, das nicht nur fur die Differenzierung und Proliferation von Neuronen
von Bedeutung ist, sondern auch im Knochenstoffwechsel und wahrend der Fraktur-
heilung eine Rolle spielt.

Fur den Zelltyp der hMSC aus Bohrmehl findet sich in der Literatur kein Versuch, in
dem die Wirkung verschiedener BDNF-Konzentrationen auf die Differenzierung zu
Osteoblasten bestimmt wurde. Daher wurde ein Konzentrationstest vorangestellt, in
dem BDNF in allen getesteten Konzentrationen einen positiven Effekt auf die osteo-
blastare Differenzierungsfahigkeit zeigte. Die hochste ALP-Konzentration war bei einer
BDNF-Konzentration von 40 ng/ml zu messen. Sie lag etwa 30% Uber der Kontrolle. In
der Lebendzellbeobachtung lieBen sich keine wesentlichen Unterschiede in der Mor-
phologie des Zellsystems und der einzelnen Zellen zwischen den verschiedenen Kon-
zentrationen und der Kontrolle beobachten.

Fur die Applikation von BDNF in vitro und in vivo finden sich in der Literatur v.a.
Studien mit neuronalen Zellen (Nagahara und Tuszynski 2011; Binder und Scharfman
2004). Ein Konzentrationstest mit neuronalen Stammzellen zeigte ebenfalls bei
Applikation einer BDNF-Konzentration von 40 ng/ml einen positiven Effekt auf die
Proliferationsfahigkeit der Zellen (Li etal. 2009). Andere Versuche mit neuronalen
Zellen zeigten, dass eine Konzentration von 5 ng/ml zu einer hdheren Dichte an
Dornenfortsatzen von Dendriten, eine Konzentration von 25 ng/ml zu einer Steigerung
des Dendritenwachstums (Ji et al. 2005) und eine Konzentration von 40 ng/ml zu einer
Erhdéhung der Neuronendichte und Lénge der Fortsatze fuhrt (Kellner etal. 2014).
Allerdings handelt es sich bei den geschilderten Studien um einen ganz anderen
Zelltyp, und es wurde nicht die Differenzierungsfahigkeit von Zellen gemessen, sodass
aus den genannten Ergebnissen flr das hier vorliegende Experiment nur eine grobe
Orientierung fur eine optimale BDNF-Konzentration folgen konnte.
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Den Osteoblasten &ahnlicher sind Zementoblasten, die im Zahnhalteapparat vor-
kommen und dort den Zement bilden, der eine dhnliche Zusammensetzung wie Kno-
chen hat. In einem Zellmodell mit solchen Zementoblasten haben Kajiya et al. die
MRNA-Expression der ALP unter Einfluss verschiedener BDNF-Konzentrationen unter-
sucht. Bei einer Konzentration von 20 ng/ml zeigte sich der htéchste Anstieg der ALP-
MRNA-Expression. Andere ossare Marker wie Osteopontin und BMP-2 waren eben-
falls erhoht (Kajiya et al. 2008). Auch Takeda et al. verwendeten Zellen aus dem Zahn-
halteapparat, Stammzellen aus dem parodontalen Ligament, die sich u.a. zu Osteo-
blasten differenzieren kénnen (Nohutcu et al. 1997). Dabei zeigte sich fur eine BDNF-
Konzentration von 100 ng/ml die hdchste mRNA-Expression fir die ALP und andere
mit dem Knochenstoffwechsel assoziierte Proteine wie BMP-2, Osteopontin und Osteo-
calcin (Takeda et al. 2005). Schon dieser Unterschied zwischen optimalen BDNF-Kon-
zentrationen fir zwei ahnliche Zellpopulationen aus dem Zahnhalteapparat in den
Arbeiten von Takeda et al. und Kajiya et al., bei denen die gleichen Parameter auf die
gleiche Weise gemessen wurden, legt nahe, dass flr einen anderen Versuchsaufbau
und Zelltyp (hMSC) ein eigener Konzentrationstest fiir BDNF notwendig ist.

Die BDNF-Konzentration von 40 ng/ml, die im vorliegenden Experiment als optimal be-
stimmt wurde, liegt, verglichen mit anderen Publikationen, im mittleren Bereich und
scheint vor diesem Hintergrund realistisch. Eine Zusammenschau ist in Tabelle (Tab.)
1 dargestellt.

BDNF (vorliegendes Experiment: Ag/ml)
Konzentration | Zelltyp Effekt Autor
40 ng/ml | neuronale Proliferation 1 Li et al. 2009
Progenitoren
40 ng/ml | neuronale Zellen Neuronendichte 1 Kellner et al. 2014
5 ng/ml | neuronale Zellen Dornfortsatzdichte 1 Ji et al. 2005
25 ng/ml | neuronale Zellen Dendritenwachstum 1 Ji et al. 2005
20 ng/ml | Zementoblasten osteogene Differenzierung 1 Kajiya et al. 2008
100 ng/ml | Stammzellen des osteogene Differenzierung 1 | Takeda et al. 2005
Zahnhalteapparats

Tab. 1: Vergleichende Darstellung verschiedener BDNF-Konzentrationen in unterschiedlichen
Publikationen (1 - gesteigert/erhéht).

Die Rolle von BDNF im komplexen Prozesses der Frakturheilung ist noch nicht voll-
standig geklart. Asaumi et al. stellen dar, dass NT und ihre Rezeptoren wahrend der
Frakturheilung im Mausmodell verstarkt exprimiert werden (Asaumi et al. 2000). Spe-
ziell fur BDNF und seinen spezifischen Rezeptor TrkB konnte dieses Ergebnis auch
beim Menschen bestatigt werden (Kilian et al. 2014). Yamashiro et al. wiesen nach,
dass BDNF und sein Rezeptor TrkB in Osteoblasten gleichermaf3en exprimiert werden
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(Yamashiro et al. 2001; Nakanishi et al. 1994). Dies spricht dafiir, dass BDNF in der
Regulation von Osteoblasten eine Rolle spielt.

Im vorliegenden Versuch war am Interface von Kollagen-Tapes unter Einfluss von
BDNF nach 28 Tagen ein signifikant positiver Effekt auf die Differenzierung im Ver-
gleich zur Kontrolle nur mit Kollagen-Tapes zu sehen. Bei CPC war die Differen-
zierungsfahigkeit 21 Tage nach Zugabe von BDNF zwar erhoht, allerdings war dieser
Unterschied nicht signifikant. In anderen In-vitro-Untersuchungen im durch das multiple
Myelom systemisch erkrankten Knochen wurde hingegen eine vermehrte Osteoklasto-
genese durch BDNF nachgewiesen (Sun et al. 2012; Ai et al. 2012). Das kdnnte daran
liegen, dass BDNF infolge der hadmato-onkologischen Erkrankung andere Prozesse
steuert als im Knochen nach Frakturen, sodass diese Ergebnisse nicht direkt mit den
hier vorliegenden vergleichbar sind. Weitere Studien zur Differenzierung von hMSC am
Interface von CPC oder Kollagen-Tapes nach Zugabe von BDNF existieren bisher
nicht.

In vivo wurde von Jimbo et al. nachgewiesen, dass BDNF zusammen mit einem
Knochenersatzmaterial bestehend aus hochmolekularer Hyaluronséure bei einem
Knochendefekt im Kiefer von Primaten zu einer schnelleren Heilung fihrte (Jimbo et al.
2014). Inshesondere diese Studie unterstiitzt die These, dass BDNF die kndcherne
Integration von Knochenersatzmaterial fordert. In vivo sind im Prozess der Fraktur-
heilung noch andere Faktoren wie Lymphangiogenese und Vaskularisation von Be-
deutung. BDNF stimuliert die Neovaskularisation (Usui et al. 2014; Donovan et al.
2000) und kdnnte u.a. Uber diesen Mechanismus zu einer verbesserten Heilung von
Knochendefekten fuhren.

4.3.2 Nikotin

Nikotin kann an die nAChR binden, die zum einen an der motorischen Endplatte des
Muskels und zum anderen im neuronalen System vorkommen. Dariiber hinaus finden
sich Teile des cholinergen Systems nicht nur bei Neuronen, sondern auch im Knochen
(Beckmann und Lips 2013; Eimar et al. 2013; En-Nosse et al. 2009; Inkson et al. 2004,
Asmus et al. 2001). Daher stand Nikotin bei diesem Experiment als Ligand fur das
cholinerge System im Fokus. Es sollte untersucht werden, ob und in welcher
Konzentration Nikotin einen Einfluss auf die Differenzierung von hMSC nehmen kann.

Im vorliegenden Experiment wurden Nikotin-Konzentrationen getestet, die in etwa
denen im Blut, Urin und im Speichel von Rauchern entsprechen, bis hin zu hohen Kon-
zentrationen von 1 mM, bei denen toxische Effekte erwartet werden. Nikotin-Konzen-
trationen im Blut betragen je nach Quelle im Mittel 203 nM (Russell et al. 1980), 68 nM
(Taylor etal. 1986) bzw. 28 nM (Luck und Nau 1984), unterliegen allerdings hohen
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interindividuellen Schwankungen. Der Speichel von Rauchern kann Nikotin-Konzentra-
tionen von 0,9 uM bis zu 5,5 uM enthalten (Feyerabend et al. 1982). Im Urin kann es
zu héheren Werten von 1,3 uM (Russell und Feyerabend 1975), 1,4 uM (Wald et al.
1984) und bis zu 9 uM (Feyerabend et al. 1982) kommen. Die im vorliegenden Experi-
ment verwendete Konzentration von 1 UM entspricht somit in etwa der im Speichel von
Rauchern.

Im hier durchgefiihrten Experiment waren in der Lebendzellbeobachtung nach
21 Tagen bei der hochsten getesteten Konzentration von 1 mM Ldcher im Zellrasen zu
sehen. Die deutlichsten Effekte auf die ALP-Konzentration wurden bei sehr hohen und
sehr niedrigen Nikotin-Konzentrationen beobachtet: die ALP-Konzentration war jeweils
niedriger als bei 1 uM. Aufgrund des Ergebnisses der Lebendzellbeobachtung und der
um mehr als 50% gesunkenen ALP-Konzentration wurde die Nikotin-Konzentration von
1 mM als toxisch interpretiert. Allerdings war bei keiner der getesteten Nikotin-Konzen-
trationen die ALP-Konzentration als Marker fiir eine Stimulation der Differenzierung
hoher als bei der Kontrolle ohne Pharmaka.

Fang et al. beobachteten einen positiven Effekt auf die Differenzierung osteoblasten-
ahnlicher Zellen bei einer Nikotin-Konzentration von 1 uM. Im Vergleich zu den Kon-
trollen stellten sie sogar fir alle verwendeten Nikotin-Konzentrationen einen positiven
Effekt gegenuber der Kontrolle fest (Fang et al. 1991). Ahnliche Ergebnisse wurden
von Yuhara et al. bei Konzentrationen von 60 uM bis 1,5 mM erzielt (Yuhara et al.
1999). Diese positiven Effekte konnten in der vorliegenden Studie nicht bestétigt wer-
den. Mogliche Ursachen hierfir kénnten zum einen die unterschiedlichen In-vitro-
Systeme sein, zum anderen spielt sicherlich auch die Inkubationsdauer eine grof3e
Rolle. Fang et al. inkubierten die osteoblasten-ahnlichen Zellen fir 24 Stunden mit
Nikotin, wahrend im vorliegenden Experiment die hMSC aus Bohrmehl bis zu 28 Tage
inkubiert wurden. Solche Langzeitbeobachtungen sind jedoch notwendig vor dem
Hintergrund, dass ein nikotin-funktionalisiertes Material ebenfalls langere Zeit im
knochernen Defekt verbleiben wirde. Allerdings bilden sie trotzdem nicht die
Bedingungen in vivo ab, da dort die vollstandige Frakturheilung mitunter viele Wochen
dauern kann.

Neben Fang et al. stellten auch Rothem et al. positive Effekte nach Applikation von
Nikotin fest. Sie fanden bei einer Konzentration von 1 uM die beste Wirkung auf die
Proliferation von osteoblasten-ahnlichen Zellen. Die ALP-Genexpression war bei einer
Nikotin-Konzentration von 100 uM am hdchsten (Rothem etal. 2009). Auch hier
kénnten die Unterschiede zu den Ergebnissen des vorliegenden Experimentes durch
die verschiedenen Zelltypen und die kiirzere Versuchsdauer von 24 bzw. 72 Stunden
bei Rothem et al. gegenliber 28 Tagen im hier vorliegenden Experiment bedingt sein.
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Fur einen langeren Beobachtungszeitraum von 21 Tagen konnten Marinucci et al.
nachweisen, dass Nikotin in den Konzentrationen von 0,1 uM (100 nM), 1 uM und
10 uM die Zellproliferation von humanen Osteoblasten steigerte, wahrend hohe (1 mM)
oder niedrige Konzentrationen (10 nM) negative Effekte auf die Osteoblastenprolifera-
tion hatten. Bei noch hdéheren Konzentrationen (50 mM) war ein deutlicher toxischer
Effekt zu beobachten, was sich sowohl in der Lebendzellbeobachtung als auch in
einem starken Abfall der Zellzahl zeigte (Marinucci et al. 2014). Kim et al. beschreiben
5 mM als toxische Konzentration und stellten signifikante Veranderungen der ALP-AKkti-
vitat bei mesenchymalen Stammzellen erst bei einer Konzentration von 2 mM fest. Bei
niedrigeren Konzentrationen kam es in ihrer Studie zu keinen Veranderungen (Kim
et al. 2012).

Insgesamt lasst sich dem vorliegenden Experiment und der Literatur ein zweiseitiger
Effekt von Nikotin in Abhangigkeit von der gewéhlten Konzentration beobachten (Kim
etal. 2012; Rothem etal. 2009; Walker et al. 2001; Kamer etal. 2006). In hohen
Konzentrationen wirkt Nikotin toxisch, bei niedrigeren Konzentrationen kommt es zu
einem positiven Effekt. Je nach Zelltyp und Studiendesign ist bei den einen ein posi-
tiver Effekt auf die Differenzierung (Zhang et al. 2010; Fang et al. 1991), bei den ande-
ren hingegen ein positiver Effekt auf die Proliferation, nicht aber auf die Differenzierung
Zu verzeichnen (Sato et al. 2008). Die Konzentration, ab welcher Nikotin toxisch wirkt,
unterscheidet sich je nach Zelltyp und Beobachtungszeitpunkt, liegt aber etwa im Be-
reich von 1 mM und dartber. Der positive Effekt ist bei Konzentrationen um 1 uM am
starksten (Walker et al. 2001; Fang et al. 1991) (Abb. 42).

Low concentration High concentration
N §
Osteoblast
St Cell proliferation Cell death
(necrosis)

(Runx2, BSP, OCN,
Collal, ALP)

Abb. 42: Wirkung von Nikotin auf die Zellpopulation in Abh&ngigkeit von der Konzentration.
Zusammenfassende Darstellung der beschriebenen Ergebnisse verschiedener Studien.

Abb. modifiziert nach Kim et al. 2012.

Im vorliegenden Versuch wurde fir hMSC ebenfalls eine Applikation von 1 uM Nikotin
als geeignet identifiziert. Eine vergleichende Darstellung der Wirkungen verschiedener

Nikotin-Konzentrationen auf unterschiedliche Zelltypen ist in Tab. 2 zu sehen.
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Nikotin (vorliegendes Experiment: iM)
Konzentration | Zelltyp Effekt Autor
1 uM | Osteoblasten osteogene Differenzierung 1 Fang et al. 1991
1 uM | Osteoblasten Proliferation 1 Rothem et al. 2009
100 uM | Osteoblasten Proliferation 1, Rothem et al. 2009
osteogene Differenzierung 1
50 mM [ Osteoblasten Zellzahl | Marinucci et al. 2014
1 mM | Osteoblasten Proliferation | Marinucci et al. 2014
100 nM | Osteoblasten Proliferation 1 Marinucci et al. 2014
10 uM | Osteoblasten Proliferation 1 Marinucci et al. 2014
1 uM | Osteoblasten Proliferation 1 Marinucci et al. 2014
10 nM | Osteoblasten Proliferation | Marinucci et al. 2014
1 uM | Pra-Osteoblasten | Proliferation 1, Sato et al. 2008
osteogene Differenzierung |
100 pM | Pra-Osteoblasten | Proliferation 1, Sato et al. 2008
osteogene Differenzierung |
1 uM | Osteoblasten Proliferation 1 Walker et al 2001
2 mM | mesenchymale osteogene Differenzierung | Kim et al. 2012
Stammzellen
5 mM | mesenchymale Proliferation 1 Kim et al. 2012
Stammzellen

Tab. 2: Vergleichende Darstellung der Wirkungen verschiedener Nikotin-Konzentrationen

(1 - gesteigert/erhoht; | - vermindert/erniedrigt).

Die nAChR sind pentamere lonenkandle, die u.a. aus a- und B-Untereinheiten be-
stehen. Fir den menschlichen Knochen scheinen mehrere Subtypen von Bedeutung
zu sein. So konnten verschiedene a-Untereinheiten (a3, a4, a5, a7) im menschlichen
Knochen oder Periost nachgewiesen werden (Bajayo et al. 2012; Walker et al. 2001,
Romano et al. 1997). Es scheinen aber nicht alle vorhandenen Rezeptoren direkt fur
den Aufbau und die Stabilitdt der Knochen wichtig zu sein, da beispielsweise bei
mannlichen  a7-knockout-Mausen beziglich der Knochendichte und der
Trabekelstruktur keine Unterschiede zum Wildtyp zu sehen sind (Kliemann et al. 2012).
Weibliche a7-knockout-Mause hingegen haben eine verstarkte Knochenstruktur (Lips
et al. 2015b). Somit scheint der nikotinische a7-Rezeptor geschlechtsspezifische

Effekte im Knochenstoffwechsel zu haben.

Der genaue Signalweg, der bei niedrigen Konzentrationen zur Proliferation fuhrt, ist
weiterhin unklar. Eine mogliche Erklarung kénnte im unterschiedlichen Sekretions-
mechanismus liegen, da ACh im non-neuronalen System autokrin und parakrin sezer-
niert wird (Wessler und Kirkpatrick 2008) und dadurch tber andere Signalkaskaden
wirken konnte.

Der toxische Effekt des Nikotins ist moglicherweise weniger durch die Bindung an die
NAChR, sondern vielmehr Uber andere Signalkaskaden begriindet, beispielsweise Uber
eine Erhéhung der Caspase 3, die die Apoptose der Zelle induziert (Ramlochansingh
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et al. 2011). Die Caspasen sind dabei Teil einer komplexen Signalkaskade, die meist
Uber Fas-Liganden aktiviert wird (Kurokawa und Kornbluth 2009). Die Vermutung wird
dadurch gestitzt, dass im hier vorliegenden Experiment unter Einfluss hoher Nikotin-
Konzentrationen keine Nekrose beobachtet wurde und die Apoptose daher moglich
scheint.

Im vorliegenden Versuch zeigte sich nach Zugabe von Nikotin am Interface von CPC
und Kollagen-Tapes ein positiver, allerdings nicht signifikanter Effekt auf das Differen-
zierungsverhalten. Pereira et al. konnten fir Nikotin an Interface von Titan-Implantaten
nachweisen, dass niedrige Nikotin-Konzentrationen im nanomolaren Bereich einen ge-
ringen positiven Einfluss auf die Proliferation, mittlere Konzentrationen im niedrigen
mikromolaren Bereich (wie im vorliegenden Experiment) einen positiven Einfluss auf
Proliferation und Differenzierung und hohe Konzentrationen im hohen mikromolaren
Bereichen einen negativen Einfluss auf die Differenzierung und Proliferation von
mesenchymalen Stammzellen haben (Pereira etal. 2008). Diese Beobachtungen
konnten die Autoren in einer weiteren Studie mit Saos-2 (Sarcoma osteogenic cells)
bestatigen, die Effekte sind dort allerdings schwéacher ausgepragt (Pereira et al. 2009).

In vivo hatte die subkutane Applikation von 125 g pro 100 g Kérpergewicht bei Ratten
einen negativen Effekt auf den Calciumgehalt im Serum und auf das neue Knochen-
volumen rund um einen mit HA geflllten Substanzdefekt (Soares et al. 2010). Laut
dieser Publikation wurden etwa 412 pug Nikotin pro Tier und Tag appliziert, allerdings
wird nicht klar, wie hoch die Nikotin-Konzentration am Knochen war. Die schlechtere
knocherne Integration des HA lasst vermuten, dass die Konzentrationen eventuell
toxisch waren.

Zahlreiche Studien belegen den schadigenden Effekt des Rauchens auf Knochen und
Knochenimplantate (Baig und Rajan 2007), z.B. bei Zahnimplantaten (Levin und
Schwartz-Arad 2005; Kan etal. 1999) oder rund um Titanimplantate (Nociti et al.
2002). Allerdings zeigten Skott et al., dass nicht das Nikotin die kndcherne Integration
solcher Implantate stort, sondern andere im Zigarettenrauch enthaltene Stoffe (Skott
etal. 2006). Nikotin selbst hemmt v.a. die Vaskularisation bei einem autologen
Knochentransplantat (Riebel et al. 1995) und kdnnte tber diesen Mechanismus schéad-
lich fur die Knochenheilung in vivo sein. Andere Studien belegen hingegen, dass Niko-
tin keine negativen Effekte auf die kndcherne Integration von Implantatmaterialien hat
(Balatsouka et al. 2005; Cesar-Neto et al. 2003; Stefani et al. 2002). Fur Nikotin zu-
sammen mit Kollagen konnte sogar gezeigt werden, dass Konzentrationen von 100 uM
die Gefalineubildung und die Wundheilung im Bereich des Materials férdern (Liem
et al. 2013).
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Die orale Gabe von Nikotin fihrt zu keiner verbesserten Knochenarchitektur (lwaniec
et al. 2002). Sie hemmt sogar die Knochenheilung in vivo (Saito et al. 2013; Hollinger
etal. 1999). Bei oraler Gabe kann allerdings keine Aussage Uber die lokale
Konzentration am Knochen getroffen werden.

Zusammengefasst legen diese Erkenntnisse nahe, dass Nikotin in der richtigen
Konzentration als Zusatz eines Knochenersatzmaterials geeignet sein konnte und in
dieser Applikationsform die Knochenheilung fordern kann.

4.3.3 ACh

ACh wurde im hier beschriebenen Versuch ebenso wie Nikotin als Vertreter des cholin-
ergen Systems untersucht. ACh kann sowohl an mAChR als auch an nhAChR binden
und Effekte ausldésen. ACh spielt nicht nur als Neurotransmitter im zentralen Nerven-
system eine Rolle, sondern ACh selbst und die Rezeptoren (nNnAChR und mAChR)
kommen auch in non-neuronalen Zellen vor, so auch im Knochen. Wie bei Nikotin
sollte untersucht werden, welche Konzentration welchen Einfluss auf die Differen-
zierungsfahigkeit von hMSC zu Osteoblasten nimmit.

ACh wurde in Konzentrationen von 1 nM bis zu einem 1 mM getestet. Die ALP-Kon-
zentration war bei einer Applikation von 1 mM am hdéchsten, und zwar etwa 13% hoher
als in der Kontrolle. Bei allen anderen Konzentrationen wurde eine ALP-Konzentration
etwa in HOhe der Kontrolle gemessen. In der Lebendzellbeobachtung zeigten sich
allerdings bei einer Konzentration von 1 mM nach 7 Tagen Locher im Zellrasen.

Bei Versuchen mit Methacholin, das ebenfalls ein Agonist am AChR ist, war die Zell-
viabilitat von Osteoblasten verglichen mit der Kontrolle bei einer Konzentration von
100 uM am héchsten (Liu et al. 2011). Wenn auch ein direkter Vergleich der Pharmaka
nicht moglich ist, gibt dieses Ergebnis dennoch Hinweise darauf, wie sich humane
Osteoblasten gegeniber der Stimulation des mAChR bei unterschiedlichen Konzentra-
tionen verhalten.

Sato et al. vertreten die Hypothese, dass bereits 1 nM ACh fir einen suffizienten
pharmakologischen Effekt auf Osteoblasten ausreicht, weil sie bereits bei dieser Kon-
zentration eine Reduktion der ALP feststellten (Sato et al. 2010). Diese These wird
nach Ansicht der Autoren dadurch gestitzt, dass in der Umgebung von Makrophagen
ahnliche ACh-Konzentrationen gemessen wurden (de Jonge et al. 2005). Dagegen ist
einzuwenden, dass sich der Zelltyp der Makrophagen nur schwer mit Osteoblasten ver-
gleichen lasst. AuRerdem wurden von Sato et al. nicht eigens die Auswirkungen ver-
schiedener ACh-Konzentrationen getestet.
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Der hier durchgefiihrte Konzentrationstest fur ACh zeigte den héchsten ALP-Wert zwar
bei einer ACh-Konzentration von 1 mM. Da aber bei dieser Konzentration in der
Lebendzellbeobachtung Lécher im Zellrasen auftraten, wurde die zweithdchste getes-
tete ACh-Konzentration von 100 pM verwendet. Au3erdem wurde diese Konzentration
bevorzugt, da sich auch in Versuchen mit anderen Zellen (Epithelzellen) gezeigt hat,
dass eine Konzentration von 50 uM einen Einfluss auf die Calciumpermeabilitat hat
(Lei et al. 2008). Die Calciumpermeabilitat ist auch im Knochenstoffwechsel ein wich-
tiger Faktor der Signalibermittlung und dient als Marker fir die Aktivitat von Osteo-
blasten. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sich niedrigere ACh-Konzentrationen
von 1 uM positiv auf die Migration von mesenchymalen Stammzellen auswirken (Lei
et al. 2008).

Unter Beriicksichtigung der Literatur mit teils sehr unterschiedlichen Konzentrations-
angaben und den eigenen Ergebnissen aus Lebendzellbeobachtung und ALP-
Messung wurde fur die Versuche eine ACh-Konzentration von 100 uM genutzt. Eine
Zusammenfassung der Konzentrationen bietet Tab. 3.

ACh (vorliegendes Experiment: 1Q0/)
Konzentration | Zelltyp Effekt Autor
100 uM | Osteoblasten Zellviabilitat 1 Liu et al. 2011
Methacholin
1 nM | Osteoblasten osteogene Differenzierung | | Sato et al. 2010
50 uM | Epithelzellen Calciumpermeabilitat 1 Lei et al. 2008
1 uM [ mesenchymale Migration 1 Lei et al. 2008
Stammzellen

Tab. 3: Vergleichende Darstellung der Wirkungen verschiedener ACh-Konzentrationen

(1 - gesteigert/erhoht; | - vermindert/erniedrigt).

In Osteoblasten und osteoblasten-dhnlichen Zellen finden sich Komponenten des non-
neuronalen Systems (Sato et al. 2010; En-Nosse et al. 2009). Vermutlich spielt also
ACh im Knochenstoffwechsel eine Rolle. Dafir spricht auch, dass Knockout-Mause,
denen ein Rezeptor fur ACh fehlt, eine verénderte, osteoporose-ahnliche
Knochenarchitektur haben (Lips et al. 2015a; Kliemann et al. 2012). Im vorliegenden
Experiment konnte keine Steigerung der Differenzierungsfahigkeit von hMSC am
Interface von Knochenersatzmaterial unter Zugabe von ACh nachgewiesen werden.
Allerdings konnte ACh andere forderliche Funktionen haben, z.B. fur die nervale
Versorgung im Prozess der Frakturheilung, da ACh die Differenzierung und
Proliferation peripherer Nervenzellen beeinflussen kann (Uggenti et al. 2014).

4.4 Osteoporose und Alter

Die Zellen einer osteoporotischen Spenderin dienten fir einen Pilotversuch und wiesen
ohne Materialeinfluss deutlich niedrigere ALP-Werte, also eine deutlich schlechtere
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Differenzierungsfahigkeit auf als die Zellen gesunder Spender. Die Zellen der alteren
Spenderin verhielten sich ahnlich wie die der osteoporotischen Spenderin. Auch die
Zellzahlen waren von den jungen, gesunden Spendern Uber die altere hin zur osteo-
porotischen Spenderin abfallend.

Dies deutet an, dass Osteoporose nicht nur die Knochenarchitektur verandert, sondern
schon auf zellularer Ebene Auswirkungen hat. Bereits frihere Studien konnten be-
statigen, dass osteoporotische Stammzellen eine geringere Proliferations- und Diffe-
renzierungskapazitat haben als solche von gesunden Spendern (Rodriguez et al.
1999). Auch die geringere Calciumablagerung in Wells osteoporotischer Spender
spricht fur eine verlangsamte osteogene Differenzierung (Hess et al. 2005). Weiterhin
wurde beschrieben, dass osteoporotische Stammzellen eine geringere osteoblastare
Differenzierungskapazitat haben, daflir aber ihre adipogene Differenzierungsfahigkeit
gesteigert ist (Pino et al. 2012; Rodriguez et al. 2000). Auf molekularer Ebene expri-
mieren Stammzellen osteoporotischer Patienten die fir die Differenzierung wichtigen
Proteine DIx5 und Runx2 in geringerem Malf3 als Zellen gesunder Spender (Prall et al.
2013), was ein Grund fir die schlechtere Defektheilung bei osteoporotischen
Versuchstieren gegeniiber gesunden sein kdnnte (Thormann et al. 2014). Insgesamt
scheint bei Osteoporose v.a. die Osteogenese und weniger die Angiogenese betroffen
zu sein (Liu et al. 2013b).

In Zukunft sollten zur Therapie der Osteoporose weitere Mechanismen Beachtung
finden. Insbesondere die Modifikation von Rezeptoren, die in den Prozess der Differen-
zierung von mesenchymalen Stammzellen involviert sind, stellen ein vielversprechen-
des Ziel neuer Therapiestrategien dar (He et al. 2013; Nuttall und Gimble 2004). Dabei
koénnte die pharmakologische Modifikation dieser Rezeptoren ein Baustein der Thera-
pie sein, der auch lokal als Zusatz von Knochenersatzmaterial in osteoporotischen
Frakturen benutzt werden konnte. Weitere Studien in diesem Bereich sollten vor
diesem Hintergrund durchgefuhrt werden.

Die Entwicklung der Osteoporose héngt u.a. vom Alter und Body-Mass-Index eines
Patienten ab (Rosen und Bouxsein 2006). Auch im vorliegenden Versuch wurde der
Einfluss des Alters deutlich in der verminderten Zellzahl, die zwischen der bei den jun-
gen, gesunden Spendern und der bei der osteoporotischen Spenderin lag, und in der
verminderten ALP-Konzentration, die vergleichbar war mit der bei der Osteoporose-
kranken. Sowohl Untergewicht als auch Ubergewicht sind Risikofaktoren fiir osteoporo-
tische Frakturen (Tanaka et al. 2013). Daher ist es insbesondere fir altere und extrem-
gewichtige Patienten wichtig, die mechanischen und v.a. auch die osteoinduktiven
Eigenschaften von Knochenersatzmaterialien weiter zu verbessern.
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Unter Einfluss von CPC fallt bei den ALP-Konzentrationen der Unterschied zwischen
den drei Gruppen nur noch gering aus. Die Materialeigenschaften scheinen demnach
in vitro die eigentlich grof3en Unterschiede in der Differenzierungsfahigkeit zu tber-
lagern. Auch bei der Zellzahl lasst sich unter CPC-Einfluss dieser Effekt beobachten.
Bei Kollagen hingegen verstarkt der positive Effekt des Materials noch die Unter-
schiede zwischen den Patientengruppen hinsichtlich der ALP-Konzentration, sodass
junge und gesunde Patienten, die ohnehin schon eine bessere Knochenarchitektur
haben, mehr von den Vorteilen eines osteoinduktiven Knochenersatzmaterials profi-
tieren. Dies unterstiitzt die These, dass die meisten Knochenersatzmaterialien nicht
explizit fur osteoporotische Knochen hergestellt und erforscht worden sind (Moroni
et al. 2006).

Diese beiden Beobachtungen fihren zu dem Schluss, dass es wichtig ist, bei der
Entwicklung von Materialien nicht nur auf die Biovertraglichkeit, sondern auch auf
Osteokonduktivitdt und auf Osteoinduktivitdt zu achten. Weiterhin sollten die bereits
vorhandenen stimulierenden Materialien besser auf die Eigenschaften des systemisch
erkrankten Knochens eingestellt werden, um die Frakturheilung im systemisch erkrank-
ten Knochen zu verbessern und zu beschleunigen.

4.5 Ausblick

Die hier vorgestellten Betrachtungen und Ergebnisse beschéftigten sich mit dem Diffe-
renzierungsgrad von hMSC zu Osteoblasten und dem Proliferationsverhalten am Inter-
face zweier Knochenersatzmaterialien sowie der Applikation verschiedener Pharmaka,
die Vertreter des cholinergen Systems und der NT sind. Ziel war es, den Einfluss der
Materialien auf die Zellen zu testen und zu untersuchen, ob BDNF, ACh und Nikotin
das Differenzierungsverhalten am Interface dieser Materialien verbessern kénnen, um
spater Knochenersatzmaterial mit diesen Stoffen zu funktionalisieren. Vor allem bei
Patienten, die an systemischen Knochenerkrankungen wie Osteoporose erkrankt sind,
ist es notwendig, die kndcherne Integration der Materialien zu verbessern und den
Heilungsprozess zu stimulieren. Vor allem BDNF kénnte dafir eingesetzt werden, was
im vorliegenden Versuch an einem In-vitro-Modell mit Knochenersatzmaterial zum
ersten Mal gezeigt werden konnte: Nach Applikation von BDNF war ein signifikant
positiver Effekt zu sehen. Fir Nikotin konnte ein zwar positiver, allerdings nicht signifi-
kanter Effekt gezeigt werden.

Bis zum Einsatz im klinischen Alltag sind noch weitere Untersuchungen nétig. Fur
BDNF und andere Pharmaka muss die Freisetzungskinetik aus dem Material bestimmt
werden. Dafirr ist eventuell ein Drug-Delivery-System notwendig, damit tber einen
langeren Zeitraum konstante Mengen der Pharmaka in die Umgebung abgebeben
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werden konnen und damit eine stabile Konzentration rund um das Knochenersatz-
material erreicht wird. Fir BDNF konnte bereits eine konstante Freisetzung aus einem
Material aus Hyaluronsaure Uber 14 Tage nachgewiesen werden (Takeda et al. 2011).
Diese Zeit entspricht zwar nicht der Zeit der Knochenheilung in vivo, zeigt aber, dass
eine Freisetzung von BDNF aus einem Knochenersatzmaterial grundsatzlich méglich
ist. AuRBerdem sollte die Rolle und Wirkung von Nikotin im Prozess der Knochenheilung
weiter untersucht werden.

Es wurde nachgewiesen, dass die getesteten Materialien einen Einfluss auf die Diffe-
renzierung und Proliferation haben. In diesem Zusammenhang wurde diskutiert, dass
die Materialzusammensetzung einen starken Einfluss auf die biologischen Eigen-
schaften hat (Fei et al. 2012). Weitere Untersuchungen missen neben den mecha-
nischen auch die osteoinduktiven Eigenschaften der Materialien verbessern. Dies kann
z.B. durch Funktionalisierung mit anderen Stoffen wie Strontium (Schumacher et al.
2013; Thormann et al. 2013), Chitosan (Xu und Simon 2005) oder Silizium (Guo et al.
2007) erreicht werden sowie durch Veranderungen bestehender Materialien in der pro-
zentualen Zusammensatzung ihrer Komponenten. Als ein in vitro osteoinduktiv wirken-
des Material wurden Kollagen-Tapes identifiziert. Schlielich ist es notwendig, die in
vitro gewonnen Erkenntnisse in ein Tiermodell zu Ubertragen, bevor eine Translation
der Erkenntnisse fur den klinischen Alltag stattfinden kann.

Osteoporose stellt sich nicht nur in vivo durch eine veranderte Knochenarchitektur und
Knochendichte dar. Auch in vitro besteht ein Unterschied zwischen gesunden und
osteoporotischen Zellen, was anhand geringerer Zellzahlen und einer niedrigeren Diffe-
renzierungskapazitat nachgewiesen wurde. Die hier gezeigte niedrigere Proliferations-
und Differenzierungskapazitat von Zellen osteoporotischer Patienten macht deutlich,
dass besondere Anforderungen an Knochenersatzmaterial speziell fur systemische
Knochenerkrankungen beriicksichtigt werden miissen. Die Ergebnisse muissen aller-
dings noch an einem grol3eren Patientenkollektiv Gberprift werden, da im vorliegenden
Versuch lediglich eine osteoporotische Spenderin rekrutiert wurde.

Die Erkenntnisse sollten bei der weiteren Materialentwicklung und Funktionalisierung
Beachtung finden, damit letztlich bessere Behandlungsmdglichkeiten fir Patienten mit
systemischen Knochenerkrankungen zur Verfiigung stehen.
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5 Zusammenfassung

Im klinischen Alltag der Orthopadie und Unfallchirurgie wird eine Zunahme von osteo-
porotisch-bedingten Frakturen verzeichnet. Die Defektheilung im Knochengewebe
kann durch stabilisierende Knochenersatzmaterialien sowie durch dfferenzierungs-
fordernde Pharmaka stimuliert werden. Fir eine erfolgreiche Knochenheilung ist die
Differenzierung von Stammzellen zu aktiven Osteoblasten notwendig. Ziel des hier vor-
liegenden Experiments war die Klarung der Frage, ob Brain-derived neurotrophic factor
(BDNF), Acetylcholin und Nikotin in Anwesenheit von geeigneten Knochenersatz-
materialien wie Calciumphosphatzement (CPC) und Kollagen-Tapes die Osteoblasten-
differenzierung stimulieren kdnnen. Ausgewdahlt wurden solche Pharmaka, fur die in
der Literatur bereits eine Beteiligung im Knochenstoffwechsel und bei der
Frakturheilung nachgewiesen wurde.

Als In-vitro-Modell wurden humane multipotente Stromazellen, die sich zu aktiven
Osteoblasten differenzieren kdnnen, aus dem Bohrmehl junger, gesunder und zum
Vergleich einer gesunden alteren sowie einer osteoporotischen Spenderin gewonnen.
Die Zellen wurden 28 Tage am Interface der Knochenersatzmaterialien kultiviert. Alle
zwei Tage wurde das Medium mit den Pharmaka erneuert. Jede Woche wurden Zellen
geerntet, fotodokumentiert und die Konzentration der alkalischen Phosphatase als
Marker der Differenzierung sowie die Zellzahl bestimmit.

Es konnte nachgewiesen werden, dass Zellen unter Einfluss von CPC schlechter pro-
liferieren und sich in geringerem Maf3e zu aktiven Osteoblasten differenzieren als
Zellen ohne Materialeinfluss. Kollagen-Tapes hingegen wirken positiv auf die
Differenzierung, auf die Proliferation aber hemmend. AuBerdem konnte erstmals nach-
gewiesen werden, dass BDNF zusammen mit Knochenersatzmaterial einen positiven
Effekt auf das Differenzierungsverhalten hat und Nikotin teilweise positive Einfliisse
zeigt. Zusatzlich wurden die Ergebnisse junger, gesunder Spender mit denen einer ge-
sunden é&lteren sowie einer osteoporotischen Spenderin verglichen. Die Zellen der
osteoporotischen Spenderin zeigten dabei eine deutliche geringere Proliferations- und
Differenzierungskapazitat als die der gesunden Spender.

Vor diesem Hintergrund konnte vor allem BDNF fir die Funktionalisierung von
Knochenersatzmaterialien wie Kollagen-Tapes geeignet sein. Die Rolle von Nikotin
sollte in weiteren Studien untersucht werden. Bis zum klinischen Einsatz ist aber
weitere Forschung nétig, um beispielsweise Fragen bezlglich der Freisetzung der
Pharmaka zu beantworten. Die hier gewonnen Erkenntnisse sollten in einem nachsten
Schritt im Tierversuch bestatigt werden, um zukiinftig zu einer wirksamen Therapie v.a.
bei osteoporotischen Frakturen beizutragen.
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6 Summary

An increase of osteoporotic fractures is noticed in daily routine of orthopedics and
trauma surgery. The defect healing in bone tissue can be stimulated by implantation of
bone substitution materials and drugs, which shall improve osteogenic differentiation.
Differentiation of stem cells into active osteoblasts is necessary for successful bone
healing. The aim of the present study was to analyze whether brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), acetylcholine and nicotine could improve osteogenic
differentiation in the presence of suitable bone graft materials.
Calciumphosphatecement (CPC) and Collagen-tapes were chosen as appropriate
materials. For the used drugs, involvement in bone metabolism and fracture healing
has been already demonstrated in the literature.

Human reaming debris was obtained during intramedullary nailing from younger
healthy donors and human multipotent stromal cells were isolated, which can
differentiate into active osteoblasts. Furthermore, cells from an older bone-healthy
woman as well as an osteoporotic donor were used. The cells were cultivated for 28
days at the interface of bone substitution materials. Every second day media were
changed and drugs renewed. Once a week cells were harvested, morphology
documented by light microscopy, cell number determined, and concentration of alkaline
phosphatase measured that was a prove of cell differentiation.

A reduced cellular proliferation and differentiation was determined at the interface of
CPC compared with cells that were allowed to grow on blank cell culture plastic.
However, Collagen-tapes influenced differentiation positively, but not the proliferation.
Moreover, it was shown for the first time that application of BDNF together with bone
substitution materials leads to an increased differentiation. Nicotine had also partially
positive effects on differentiation. The cells of the older bone-healthy and of the
osteoporotic donor had a considerably lower proliferation and differentiation capacity
than those of young and healthy donors.

Taken together, Collagen-Tapes seem to have osteoinductive effects and BDNF could
be suitable for the functionalization of bone substitution materials. The role of nicotine
should be investigated in further studies. To answer questions regarding the drug-
releasing from bone substitution materials further in vitro studies have to follow. In a
next step, the gained knowledge of the present study should be confirmed in animal
experiments to improve therapy strategies for osteoporotic fractures.
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