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Stimulation der
Knochenheilung

Werkstofftestung in der Kultur — Ein Rendezvous von

Material und Zellen

Von Sabine Wenisch, Christian HeiR und Reinhard Schnettler

Ein Schwerpunkt der Forschungs-
arbeiten in der GieRener Unfallchi-
rurgie liegt seit der Berufung von
Prof. Reinhard Schnettler im Jahr
1995 an die Justus-Liebig-Univer-
sitat auf der Untersuchung von
Knochenersatzmaterialien. Diese
Ersatzstoffe dienen der Behand-
lung von knochernen Defekten, die
der Korper aus eigener Kraft nicht
regenerieren kann. Sie werden
tagtaglich bei der Versorgung von
Unfallverletzten, aber auch nach der
chirurgischen Entfernung von Kno-
chentumoren und -zysten klinisch
eingesetzt. Bislang verfiigbare Kno-
chenersatzmaterialien sind in ihren
Eigenschaften an das gesunde Ske-
lett angepasst. Zur Behandlung von
Defekten des systemisch erkrankten
Knochens, wie beispielsweise bei
der Osteoporose, existieren bis jetzt
jedoch noch keine geeigneten Ma-
terialien. Dieser Herausforderung
stellt sich der Sonderforschungsbe-
reich Transregio 79 ,Werkstoffe fiir
die Hartgeweberegeneration im sys-
temisch erkrankten Knochen”, an
dem auch die Universitaten Dresden
und Heidelberg beteiligt sind.

96

nter der Vielzahl kommerzi-
ell erhaltlicher Knochener-
satzmaterialen ist die Gruppe

der resorbierbaren Materialen auf der
Basis von Calciumphosphat hervorzu-
heben, da sie in ihrer Zusammenset-
zung der anorganischen Phase des
Knochens sehr ahnlich sind. Dadurch
heilen sie besonders gut in den Kno-
chen ein und werden sogar im Hei-
lungsverlauf durch die Aktivitat der
Knochenzellen durch korpereigenes
Knochengewebe ersetzt.
chenabbauenden Zellen, die Osteo-
klasten, bauen dann die Materialien
ab, wahrend die knochenbildenden
Zellen, die Osteoblasten, neues Kno-
chengewebe aufbauen. Dies setzt eine
fein abgestimmte Wechselwirkung
der Zellen voraus, deren ungestorter
Ablauf nur dann gewahrleistet ist,
wenn die Materialien ein hohes MaR
an Gewebevertraglichkeit aufweisen.
Seit der Bewilligung des Verbund-
forschungsvorhabens Transregio 79
im Jahr 2010 arbeiten verschiedene
Arbeitsgruppen der Universitat Gie-
Ben gemeinsam mit Wissenschaftlern
der Standorte Dresden und Heidel-
berg an der Generierung von Implan-
taten und Knochenersatzmaterialien,
die in ihren Eigenschaften genau an
die veranderten biomechanischen

Die kno-

und zellbiologischen  Verhdltnisse
von systemisch erkrankten Knochen
angepasst sind. Reprasentativ fur sy-
stemische Skeletterkrankungen ste-
hen die Osteoporose und das Multiple
Myelom, eine Tumorerkrankung, die
in ihrem Verlauf zu zahlreichen kno-
chernen Defekten flihrt.

Zellkultur- und Tiermodelle

Werkstoffe, die fur die Therapie kno-
cherner Substanzverluste des gesun-
den und erkrankten Skeletts vorgese-
hen sind, mussen einer grindlichen
Prufung ihrer Gewebevertraglichkeit
im Vorfeld des klinischen Einsatzes
unterzogen werden. Dazu dienen Un-
tersuchungen in der Zellkultur, denen
sich tierexperimentelle
Am Standort
GieRen erarbeiten die Forschergrup-
pen in interdisziplinaren Kooperatio-
nen Zellkultur- und Tiermodelle, die es
ermoglichen, genaue Daten Uber die
Gewebevertraglichkeit von Werkstof-
fen zu erheben. Die Untersuchungen
in der Zellkultur geben wichtige Infor-
mationen darlber, wie die Zellen des
Knochengewebes auf die Materialien
fur den Knochenersatz reagieren. Da-
riber hinaus sind sie ein wesentliches

aufwendige
Studien anschlieRen.

Instrument, um die Tierzahlen der ex-
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W Abb. 1: Mikroskopischer Aus-
schnitt aus der Zellkultur. Die
Schnittdicke dieses unentkalkten
Praparates betrdgt lediglich 1 pm und
wurde mit dem 40er Objektiv aufge-
nommen. Der Knochen ist durch den
Farbstoff Safranin rot gefarbt. Seine
Oberflachen sind von knochenabbau-
enden Zellen, den Osteoklasten,
besetzt. Diese sind durch den
Farbstoff Toluidinblau in unterschied-
lichen Blautonen hervorgehoben.

perimentellen Studien auf ein notwen-
diges MindestmaR zu reduzieren. Dies
stellt jedoch auch hohe Anforderun-
gen an die Untersuchungsmethoden,
die eine Mikroumgebung in der Kul-
turschale simulieren mussen, die den
natlrlichen Verhaltnissen der Zellen
innerhalb eines Gewebeverbandes im
Organismus sehr nahe kommen.
Werkstoffe fur den Knochenersatz
mussen aufgrund des Vorkommens
von Osteoblasten und Osteoklasten
im Knochengewebe in
Hinsicht in der Kultur getestet wer-
den: Einerseits gilt es zu erforschen,
wie die osteoblastare Aktivitat abhan-
gig vom Material beeinflusst wird,
andererseits mussen die Effekte der

zweifacher

Materialien auf die Osteoklasten ge-
nauestens untersucht werden, um ab-
schatzen zu konnen, ob und wenn ja,
wie und in welcher Geschwindigkeit
sie von diesen Zellen abgebaut wer-
den. Insbesondere bei systemischen
Erkrankungen des Hartgewebes, wie
beispielsweise bei der Osteoporose, ist
die Geschwindigkeit, mit der ein Ma-
terial nach der Implantation abgebaut
wird, von groBer Bedeutung. Durch
einen zu schnellen Abbau konnen die
ohnehin in ihrer Leistung geschwach-
ten Osteoblasten im selben Zeitraum
nicht die ausreichende Neubildung
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von Knochengewebe gewahrleisten,
was zu Verzogerungen und Komplika-
tionen bei der Einheilung fuhrt.

Osteoporose

Hinzu kommt, dass bei der Osteopo-
rose im Unterschied zum knochen-
gesunden Skelett die Anzahl der Os-
teoklasten deutlich erhoht ist, was
das typische Erscheinungsbild des
porosen Knochens zur Folge hat. Der
durch die Osteoklasten bewerkstellig-
te ubermaRige Abbau von Knochen-
substanz gipfelt bei den betroffenen
Personen in so genannten Fragilitats-
frakturen nach Bagatelltraumen. Sehr
haufig sind die Wirbelkdrper und der
Schenkelhals davon betroffen.

Auf molekularer Ebene sind im ge-
sunden Knochengewebe Signalmole-
kule fur die ausgewogene Anzahl von
Osteoblasten und Osteoklasten ver-
antwortlich. Diese werden von Osteo-
blasten und ihren Prakursoren produ-
ziert und regulieren dann die Bildung
und Aktivitat der Osteoklasten. Die
Signalmolekule vermitteln die fein ab-
gestimmte Kommunikation zwischen
den Zellen, die im gesunden Skelett
die Bildung und Aufrechterhaltung
eines mechanisch stabilen Gewebes
gewahrleistet. Die vermehrte Bildung

von Osteoklasten stimulierenden Si-
gnalmolekilen fuhrt bei der Osteopo-
rose zu einer hohen Anzahl der kno-
chenabbauenden Zellen.
Osteoklasten sind nicht nur in der
Lage, Knochengewebe abzubauen,
sondern auch Knochenersatzmateri-
alien zu degradieren. Daher muss die
osteoklastare Aktivitat und Leistungs-
fahigkeit nach der Anwendung eines
Knochenersatzmaterials genauestens
untersucht werden, um zu gewahrlei-
sten, dass sich der Materialabbau in
einer Geschwindigkeit vollzieht, die
exakt an die Eigenschaften des Kno-
chengewebes angepasst ist. Da sich
der gesunde vom porosen Knochen
in seinen Eigenschaften — von der
mechanischen Uber die zellulare bis
hin zur molekularen Ebene - deutlich
unterscheidet, stellt die Generierung
von passgenauen Knochenersatzma-
terialien groBe Anforderungen an die
Werkstoffwissenschaftler.
Sinne miussen Erkenntnisse auf zell-
biologischer und molekularer Ebene
in die Materialgenerierung einflieBen
und sich fir die erfolgreiche klinische
Anwendung in differenziellen Materi-

In diesem

aleigenschaften widerspiegeln.

Die Interpretation und Abschatzung
der Zellreaktionen von Osteoklasten
auf bestimmte Eigenschaften von
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W Abb. 2: Mit Hilfe des Transmissi-
onselektronenmikroskops angefertig-
te Darstellung einer knochenabbauen-
den Zelle in der Kultur. In dieser
Abbildung haftet die mehrkernige
Zelle der Spitze des Knochenfrag-
mentes an. Aufgrund unterschied-
licher Elektronendichte erscheint die
Zelle dunkler als der Knochen
(VergroRerung: circa 4750-fach).

W Abb. 3: Mehrkernige Osteoklasten
in der Zellkultur. Das Zytoplasma ist
durch einen speziellen Fluoreszenz-
farbstoff griin und gelb angefarbt,
wiahrend sich die Zellkerne als
dunkelgraue, meist ovale Gebilde
hervorheben. Die Bereiche zwischen
den Zellen sind als leuchtend blaue
Areale dargestellt. Die Aufnahme
erfolgte mit dem 20er Objektiv.
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Werkstoffen setzt die Kenntnis vor-
aus, wie sich diese Zellen in Gegen-
wart ihres naturlichen Substrats, dem
Knochen, verhalten. Diese Kontroll-
kulturen liefern uns somit entschei-
dende Daten daruber, inwieweit sich
das osteoklastare Verhalten in Gegen-
wart der zu testenden Materialien von
ihrem naturgemaRen Verhalten unter-
scheidet.

Mehrkernigkeit von Osteoklasten

Osteoklasten sind nicht nur wegen ih-
rer Fahigkeiten, Gewebe abzubauen,
ein ganz besonderer Zelltyp, sondern
auch in Bezug auf ihre Mehrkernig-
keit. Dieses Merkmal unterscheidet
sie von den meisten Zelltypen, die in
den Geweben und Organen der Sau-
getiere vorkommen. Die zahlreichen
Zellkerne verstarken die funktionelle
Kapazitat der Osteoklasten, die die-
se zur Bewaltigung ihrer Funktion im
Gewebeverband bendtigen. Die Mehr-
kernigkeit ist die Folge einer Sequenz
von Differenzierungsschritten, die wir
in unseren Zellkulturen nachvollzie-

hen konnen.
Osteoklasten entwickeln sich aus
einkernigen

Prakursoren, die Be-

standteil des blutbildenden Systems
sind. Diese Prakursoren gewinnen wir
aus peripherem Blut mittels standar-
disierter Aufreinigungsverfahren und
uberfihren die so isolierten einkerni-
gen Zellen in die Kultur. Deren Fusion
wird anschlieBend durch die Applika-
tion stimulierender Faktoren, die auch
naturlicherweise die Verschmelzung
der Zellen bedingen, induziert. Der
in der Kultur nachvollziehbare Fusi-
onsprozess, der zur Entstehung der
reifen mehrkernigen Zelle fuhrt, ist
der wesentliche Teilschritt wahrend
der Entwicklung eines Osteoklasten.
Auf zellularer Ebene ist dieser Vor-
gang noch lange nicht geklart, und
am GieRBener Standort wird intensiv
daruber geforscht, welche Molekiile
sich an der Fusion beteiligen und in-
wieweit Werkstoffe durch chemische
und Struktureigenschaften die Pro-
duktion dieser Fusionsmolekiile modu-
lieren konnen. Gelingt es uns, tUber zu-
vor definierte Werkstoffeigenschaften
das osteoklastare Verhalten gezielt zu
kontrollieren, ermaglicht uns dies den
Abbau von implantierten Knochen-
ersatzmaterialien im gesunden und im
systemisch erkrankten Skelettsystem
genau zu steuern. Erfolge auf diesem
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Gebiet sind bereits zu verzeichnen.
Durch Veranderungen der Calcium-
ionenkonzentration in der Umgebung
eines Werkstoffes ist es moglich, die
Differenzierung der Osteoklasten zu
beeinflussen. Chemische Werkstof-
feigenschaften  gewahrleisten  die

Einstellung der gewiinschten Kon-
zentration, die je nach Hohe die Zell-
differenzierung stimuliert oder unter-
druckt.

Die von den Calciumionen abhangi-
ge Differenzierung der Osteoklasten
wird daher am GieBRener Standort ge-
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nauestens untersucht, um die zellula-
ren und molekularen Zielstrukturen
zu identifizieren, die letztlich von den
Werkstoffen beeinflusst werden und
die Veranderungen des Zellverhaltens
hervorrufen. Hierzu dienen moleku-
larbiologische Techniken, aber auch
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die Elektronenmikroskopie, die es uns
ermoglicht, die einzelnen Zellkompo-
nenten bis in den Nanometer-Bereich
zu erforschen. Besonderes Augen-
merk der elektronenmikroskopischen
Untersuchungen liegt auf dem ,En-
doskelett” der Osteoklasten. Dessen
Struktur und Verteilung liefern Infor-
mationen uUber den Aktivitatsgrad der
Zellen. Das hangt mit der Funktion
dieser kleinen Proteine zusammen, die
nicht ausschlielich der Stabilisierung
der Zellen dienen, sondern auch deren
Haftung und Fortbewegung auf einem
Untergrund, einem so genannten Sub-
strat, vermitteln. Das Endoskelett ist
somit eine Struktur, Uber die die Zelle
mit ihrer Umgebung kommuniziert. So
vollziehen sich in Abhangigkeit unter-
schiedlicher Konzentrationen von Cal-
ciumionen auBerhalb der Zellen und
verschiedener Substrate charakteristi-
sche Veranderungen des Zellskeletts,
die uns wiederum wichtige Informa-
tionen Uber die Kapazitaten der Zellen
zum Abbau eines Werkstoffs liefern.

Je bessere Voraussetzungen zur
Haftung ein Substrat bietet, umso ho-
her sind die Kapazitaten eines Osteo-
klasten, dieses abzubauen. Durch
definierte Oberflacheneigenschaften
von Werkstoffen, die sich durch Ober-
flachenvariationen im Nanometer-
bereich abbilden, werden die Haf-
tungseigenschaften der Osteoklasten
wie gewlnscht beeinflusst.

Grundlagenwissenschaftliche, am
Beispiel der Osteoklasten-Thematik
dargelegte Forschungsaspekte voll-
ziehen mit interdisziplinarer Ausrich-
tung somit einen wesentlichen Bruk-
kenschlag zur anwendungsbezogenen
Thematik des Transregio 79 und zum
erfolgreichen klinischen Einsatz von
Knochenersatzmaterialien im Allge-
meinen.
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W Abb. 4 Vorlauferzellen der knochenabbauenden Zellen wurden zundchst aus

dem Blut isoliert und anschlieBend in einem speziellen Differenzierungsmedi-
um inkubiert. Das Ergebnis der Inkubation zeigt mehrkernige Zellen, die zum
Abbau von Knochen befahigt sind. Die Zellkerne sind blau angefarbt. Die griine
Farbung beruht auf dem Nachweis eines spezifischen Proteins. Die Aufnahme

erfolgte mit dem 40er Objektiv.
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