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Einleitung

1 Einleitung

Die vorliegenden Untersuchungen wurden im Rahmen "Zentrales Innovationsprogramm
Mittelstand (ZIM)"-(Kooperationen, Projektform: Kooperationsprojekt (ZF)) fiir das Projekt
,Entwicklung eines osteoinduktiv wirkenden, den Remodellierungsprozess regulierenden und
anforderungsgerecht  beschichteten alloplastischen = Knochenersatzmaterials (KEM);
Methodenentwicklung zum Nachweis der Wirkungsmechanismen und Biokompatibilitit von

KEMs* durchgefiihrt und vom Bundesministerium fiir Wirtschaft und Energie gefordert.

Zur Uberpriifung der Biokompatibilitit von Knochenersatzmaterialien in vitro existiert bislang
kein einheitlicher Standard hinsichtlich der zu verwendenden Kultursysteme. Die Bandbreite
reicht aktuell von Monokulturen (Schumacher et al. 2013; Glenske et al. 2014; Kruppke et al.
2016; Schumacher et al. 2016; Wagner et al. 2017a; RoBler et al. 2018; Kruppke et al. 2019b)
iiber direkte (Domaschke et al. 2006; Heinemann et al. 2011; Heinemann et al. 2013; Weber et
al. 2018; Heinemann et al. 2019) bis hin zu indirekten Kokultursystemen (Bernhardt et al. 2010;
Bernhardt et al. 2019).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein indirektes Kokultursystem auf Kompartimentbasis zur
Uberpriifung der Biokompatibilitit von KEMs zu konzipieren, welches die rdumlich getrennte
Kultivierung von Osteoblasten bzw. deren Vorlduferzellen und Zellen der Monozyten-

Makrophagen-Zelllinie in Gegenwart eines KEMs ermoglicht (Abbildung 1).

Abbildung 1: Schematische Darstellung des vorgesehenen Versuchsaufbaus (modifiziert in Anlehnung
an das entsprechende Schema des Projektantrags). Beispielhaft ist das obere Kompartiment mit Zellen
der hdmatopoetischen Linie besiedelt, wdhrend sich im unteren Kompartiment mesenchymale
Stromazellen befinden. Im mittleren Kompartiment ist ein KEM positioniert. Der rétlich tingierte

Abschnitt markiert den mit Medium geftillten Bereich.
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Ein derartiger Versuchsaufbau hat den Vorteil, dass die erfassten Zellantworten nicht
ausschlieflich auf Material-vermittelten Effekten beruhen, die z. B. durch bioaktive Werkstoffe
hervorgerufen werden (Zhou et al. 2010; Heinemann et al. 2013; Glenske et al. 2014; Gandolfi
et al. 2015; Wagner et al. 2017a; RoBler et al. 2018), sondern dass auch der crosstalk auf Ebene
humoraler Faktoren zwischen Zellen der mesenchymalen und hdmatopoetischen Zelllinie in die
Zellantworten einflieft.

Im geplanten indirekten 3-Kompartimente-Assay (3-Kompartimente-Kokultur, Abbildung 1)
sollten zwei Zellpopulationen in jeweils eigenen Inserts kultiviert werden. Fiir weiterfiihrende
Untersuchungen der Zellen (z. B. ribonucleid acid (RNA)-Extraktion flir die quantitative real-
time polymerase chain reaction (qPCR)) sollten die Inserts entnommen und die
Zellpopulationen getrennt voneinander analysiert werden konnen. Dariiber hinaus war geplant,
dass die Inserts — jeweils mit der gewlinschten Zellpopulation besiedelt — flexibel, in Anpassung
an die jeweilige Anforderung, verschieden angeordnet werden kdnnen.

Neben der anforderungsgerechten Konzeption des Kokultursystems sollten im Zuge der durch
die KEMs vermittelten Differenzierung osteoblastirer und osteklastérer Vorldauferzellen, auch
die Pannexin-Expressionsprofile von mesenchymalen Stromazellen (SCs) untersucht werden.
Bei Pannexinen handelt es sich um eine Gruppe von Transmembranproteinen, die einen das
Plasmalemm-durchspannenden Pannexon-Kanal bilden. Dieser verbindet das intrazelluldre
Kompartiment mit dem Extrazellularraum. Der Pannexin-Kanal erlaubt aufgrund seines
Durchmessers einer Vielzahl von Molekiilen die Passage aus dem Zytosol in das extrazellulire
Milieu oder umgekehrt im Sinne eines parakrinen und/oder autokrinen Signalweges (Penuela
et al. 2013; Iwamoto et al. 2013). Die Bedeutung der Pannexine filir elementare zelluldre
Prozesse steht auBBer Zweifel (Ishikawa et al. 2011; Ishikawa et al. 2014; Langlois et al. 2014;
Dahl 2015; Ishikawa et al. 2016; Pham et al. 2018), dennoch liegen bislang keine Erkenntnisse
iiber die Expressionsmuster und die mogliche Bedeutung von Pannexinen nach Kultivierung

von SCs in Kombination mit Calciumphosphat-basierten KEMs vor.
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2 Literaturiubersicht

2.1 Kokultursysteme

Bereits in den 1980er Jahren wurden Kokultursysteme genutzt, um Erkenntnisse im Bereich
der Zell-Zell-Kommunikation zu sammeln. Auch in Forschungsgebieten wie der regenerativen
Medizin gewann diese Methode schnell an Interesse, da die gleichzeitige Kultivierung
unterschiedlicher Zellpopulationen eine experimentelle Anndherung an die komplexen
zelluldren Interaktionen der Gewebe und Organe darstellt (Paschos et al. 2015).

Die Kultivierung von zwei oder mehr Zelltypen ist unter dem Begriff Kokultur
zusammengefasst. Erfolgt die Kultivierung der Zelltypen in direktem Kontakt, wird von einer
direkten Kokultur gesprochen, geschieht sie unter rdumlicher Trennung, handelt es sich um eine
indirekte Kokultur. Im Rahmen der direkten Kokultur kommunizieren die Zellen im direkten
Kontakt und iiber sezernierte 16sliche Faktoren sowie iiber Zell-Matrix-Interaktionen mit ihrer
Umgebung (Paschos et al. 2015). In indirekten Systemen erfolgt die Kommunikation der Zellen
ausschlieBlich mittels 16slicher Faktoren, die durchlidssige Membranen passieren konnen
(Paschos et al. 2015) oder in einem konditionierten Medium enthalten sind. Hierbei handelt es
sich um ein Medium, in welchem ein Zelltyp kultiviert wurde und das die von diesem Zelltyp
produzierten loslichen Faktoren enthilt. AnschlieBend dient dieses Medium der Kultivierung
eines zweiten Zelltyps. Auch die Nutzung konditionierter extrazelluldrer Matrix ist moglich
(Grellier et al. 2009).

Die Art der Kultivierung von Zellen unterscheidet sich weiterhin hinsichtlich der rdumlichen
Anordnung. Bei der zweidimensionalen (2D) Kultivierung werden adhérente Zellen auf einer
Plastik- oder Glasunterlage als flacher single layer oder Monolayer kultiviert (Ham et al. 2019).
Sie ist mit wenig Aufwand durchfiihrbar, beriicksichtigt die rdumliche Situation eines Gewebes
oder Organs jedoch nur unzureichend (Paschos et al. 2015). Die Ergebnisse von 2D-
Kultivierungen lassen sich daher nur eingeschrankt auf den lebenden Organismus iibertragen
(Ham et al. 2019).

Bei dreidimensionalen (3D) Kulturen werden die Zellen in allen drei Raumrichtungen kultiviert
— mit oder ohne scaffold (Costa et al. 2018). Zu den 3D-Kulturen ohne Geriist zéhlen die liquid
overlay-Technik (LOT), die hanging drop-Technik und die agitation based-Technik. Unter
diesen Methoden ist die LOT die am einfachsten und kostengiinstigsten umzusetzende Technik
(Costa et al. 2018). Hierbei wird die Adhédsion der Zellen an einer Materialoberfliche
unterbunden, sodass sich die Zellen zusammenlagern und sphéroide Formen annehmen (Costa

et al. 2014). Zur Kultivierung mittels hanging drop-Technik wird ein Tropfen einer
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Zellsuspension auf eine Kulturplatte gegeben und diese umgedreht, damit hingende Tropfchen
entstehen. Im Bereich der Oberflache, die mit der Luft in Kontakt steht, bilden sich spontan
Zellsphéaroide (Lv et al. 2017). Bei der agitation based-Technik wird die Zellsuspension
kontinuierlich durchmischt, um eine Adhision der Zellen an der Materialoberfliche zu
verhindern und die Entstehung von Sphiroiden zu begiinstigen (Costa et al. 2018).

Bei der Kultivierung mit Hilfe eines 3D-scaffold werden zwei verschiedene Prinzipien
unterschieden: die Kultivierung auf einer festen 3D-Matrix als Grundgeriist oder mit Hilfe eines
Hydrogels, welches einen hohen Wassergehalt aufweist (Rimann und Graf-Hausner 2012;
DeVolder und Kong 2012). Bei der Herstellung von Hydrogelen werden natiirliche oder
synthetische Grundstoffe verwendet. Zu den natiirlichen Grundstoffen zéhlen Bestandteile der
extrazelluldren Matrix (ECM) wie Kollagen, Fibrinogen oder Alginate. Synthetische Stoffe wie
Polyethylenglycol, Polyacrilamid und Poly(N-isopropylacrylamid) werden zur Herstellung von
synthetischen Hydrogelen verwendet (DeVolder und Kong 2012). Sie unterscheiden sich
hinsichtlich ihrer Festigkeit, Integrin-Bindungsstellen und Degradation (Rimann und Graf-
Hausner 2012). Die Gruppe der scaffolds mit fester 3D-Matrix umfasst viele verschiedene
Materialien mit unterschiedlichen Eigenschaften, die je nach Fragestellung spezifisch
verwendet werden. Zur Wahl stehen verschiedene natiirliche (z. B. Chitosan) und synthetische
(z. B. Polylactid-co-glycolid (PLGA)) Grundgeriiste, die sich hinsichtlich der Porositit,
Permeabilitdt, Oberflichenbeschaffenheit und mechanischer Eigenschaften unterscheiden

(Chaicharoenaudomrung et al. 2019; Ham et al. 2019).

Der Einsatz von Osteoblasten und Osteoklasten im Rahmen von Kokulturen

Kokulturen bestehend aus Osteoblasten und Osteoklasten oder deren Vorlduferzellen werden
in der Grundlagenforschung (Atkins et al. 2005; Bernhardt et al. 2010; Kang und Zhang 2014;
Penolazzi et al. 2016; Schmid et al. 2018; Pagani et al. 2018) sowie zur Testung von
Medikamenten und Medizinprodukten wie z. B. bei der Uberpriifung der Biokompatibilitit von
KEMs (Domaschke et al. 2006; Heinemann et al. 2011; Heinemann et al. 2013; Schulze et al.
2017; Heinemann et al. 2019; Bernhardt et al. 2019) genutzt.

Die Kokultivierung der Zellen unterliegt keinen standardisierten Bedingungen (Borciani et al.
2020). Je nach Fragestellung und Zielsetzung werden Standardmedien (Schulze et al. 2017;
Jolly et al. 2018) oder Differenzierungsmedien verwendet (Bernhardt et al. 2010). Die
Kultivierungsdauer variiert von 24 Stunden iiber 7 (Kang und Zhang 2014), 14 (Schulze et al.
2017) und 38 (Bernhardt et al. 2010) bis hin zu 42 Tagen (Heinemann et al. 2019), wobei Zellen
unterschiedlicher Spezies — vorrangig humane (Atkins et al. 2005; Bernhardt et al. 2010;
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Heinemann et al. 2013; Penolazzi et al. 2016; Schulze et al. 2017; Schmid et al. 2018) und
murine Zellen (Jimi et al. 1996; Kang und Zhang 2014; Abe et al. 2019; Smieszek et al. 2020)
— verwendet werden. Neben Zelllinien wie MC3T3 (Smieszek et al. 2020), ST-2 (Domaschke
et al. 2006), 4B12 (Smieszek et al. 2020) oder RAW264 (Abe et al. 2019) werden Primérzellen,
allen voran SCs, mesenchymale Stammzellen (MSCs) und osteoklastire Vorlduferzellen
(OCVs) eingesetzt. Werden die mesenchymalen Zellen vorwiegend aus Kalvarien (Kang und
Zhang 2014) oder Knochenmarkaspiraten (Domaschke et al. 2006; Heinemann et al. 2013;
Kruppke et al. 2016; Schulze et al. 2017; Schmid et al. 2018; Heinemann et al. 2019) isoliert,
stammen OCVs der Monozyten-Makrophagen-Linie vorwiegend aus buffy coats des peripheren
Bluts (Domaschke et al. 2006; Heinemann et al. 2013; Schulze et al. 2017; Schmid et al. 2018;
Heinemann et al. 2019; Kruppke et al. 2019b) oder aus dem Knochenmark (Kang und Zhang
2014). Speziell bei der Uberpriifung der Biokompatibilitit von KEMs finden sowohl direkte
Kokulturen (Domaschke et al. 2006; Heinemann et al. 2011; Heinemann et al. 2013; Weber et
al. 2018; Heinemann et al. 2019) als auch indirekte Kokulturen (Bernhardt et al. 2010;
Bernhardt et al. 2019) Anwendung — so wird ersichtlich, dass trotz rechtlicher
Rahmenbedingungen mit Blick auf Medizinprodukte (Kapitel 2.5.1) bislang kein einheitlicher
Standard zur in vitro-Uberpriifung der Biokompatibilit4t von Biomaterialien existiert.
Dennoch représentieren in vitro-Modelle eine wichtige Grundlage, um die Zytotoxizitét, das
osteogene Potenzial eines Werkstoffs, die Adhédsion, das Wachstum und die Differenzierung
von Zellen sowie das Risiko einer postoperativen Entziindung abzuschdtzen und damit einen
Beitrag zur Reduktion von Tierversuchen zu leisten (Przekora 2019). Osteoblasten und
Osteoklasten (Bernhardt et al. 2010; Young et al. 2015; Silverwood et al. 2016; Kampleitner et
al. 2018; Hammerl et al. 2019), die gemeinsam mit dem zu bewertenden Material kultiviert
wurden, dienen der Beurteilung der Zytotoxizitdt durch mikroskopische Begutachtung.
Besonderes Augenmerk wird auf Zelllysen, morphologische Verdnderungen, Vakuolenbildung
oder Ablosung der Zellen gelegt (Przekora 2019).

Weitere Methoden sind cell viability assays, Lebend/Tot-Fluoreszenz-Fiarbungen, die Raster-
(REM) und Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) (Zhang et al. 2017). Durch die
Untersuchung von Markern der osteogenen Differenzierung mittels qPCR, enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), Western Blot oder Immunfluoreszenz-Farbungen werden
Riickschliisse auf die osteogene Potenz der Werkstoffe gezogen. Auch die Immunantwort auf
Biomaterialien kann in vitro getestet werden. Die Bestimmung pro-inflammatorischer Zytokine

mittels qPCR, ELISA und cyfokine immunoassays gibt Riickschliisse iiber das Ausmal} der
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Aktivierung von Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen (Velard et al. 2015;
Waters et al. 2018; Przekora 2019).
Aufgrund ihrer hdufigen Verwendung im Rahmen der Biokompatibilitdtstestung von KEMs

wird im Folgenden auf die Biologie und Funktion der Zellen des Knochens eingegangen.

2.2 Osteoblasten, Osteozyten und Knochenoberflichenzellen

Osteoblasten zdhlen gemeinsam mit MSCs, Préosteoblasten, Osteozyten und
Knochenoberfldchenzellen (bone-lining cells) zu den osteoblast lineage cells (Long 2011).
Osteoblasten befinden sich auf der Knochenoberfliche und stellen 4-6 % des
Gesamtzellvolumens des Knochens dar (Florencio-Silva et al. 2015). Sie produzieren ECM-
Proteine, wie Osteocalcin (Ocn), alkalische Phosphatase (ALP) und auch grofle Mengen an
Kollagen Typ I (Coll) (Long 2011). Zudem regulieren sie die Mineralisation des Knochens
(Clarke 2008). Mauern sich Osteoblasten immer weiter in die von ihnen produzierte Matrix ein,
bis sie schlieBlich komplett von ihr umgeben sind, werden sie als Osteozyten bezeichnet (Long
2011; Florencio-Silva et al. 2015). Osteozyten stellen bis zu 95 % des Zellvolumens des
Knochens dar und bilden gemeinsam mit den Osteoblasten und Knochenoberflichenzellen ein
groBBes zellulires Netzwerk innerhalb des Knochens (Long 2011). Sie fungieren als
»Regisseure* (Florencio-Silva et al. 2015) der Knochenremodellierung, indem sie auf
Osteoblasten und Osteoklasten regulatorisch einwirken. Dabei sind sie in der Lage, auf
mechanische und hormonelle Stimuli zu reagieren (Long 2011). Aus einigen reifen
Osteoblasten differenzieren sich Knochenoberfldchenzellen. Diese bone-lining cells befinden
sich an Stellen der Knochenoberflache, wo weder Resorption noch Formation von Knochen
stattfinden. Thre Funktion ist nicht genau bekannt. Sie stellen jedoch einen wichtigen
Bestandteil der bone multicellular unit (BMU) dar und besitzen die Fahigkeit zur Sekretion von
Osteoprotegerin (OPG) und receptor activator of nuclear factor-xB ligand (RANKL). Damit
nehmen sie Einfluss auf die Osteoklastengenese (Florencio-Silva et al. 2015).

Multipotente MSCs sind Priakursoren der Osteoblasten (Caplan 1991; Rastegar et al. 2010),
weisen eine Fibroblasten-dhnliche Morphologie auf, sind in vitro Plastik-adhdrent und bilden
Zellkolonien. Hervorzuheben ist ihr Potenzial, sich in unterschiedliche Zelltypen differenzieren
zu konnen (Uccelli et al. 2008). Friedenstein war Entdecker dieser Zellart und bezeichnet in
den 1970er Jahren aus dem Knochenmark isolierte, spindelformige Zellen als sog. colony-
forming unit fibroblasts (CFU-Fs), die sich in Adipozyten, Chondroblasten und Osteoblasten
differenzieren konnen (Friedenstein et al. 1974; Owen und Friedenstein 1988; Uccelli et al.

6
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2008). Caplan benannte diese Zellen aufgrund ihrer Fdhigkeit zur Selbsterneuerung und
Multidifferenzierung als mesenchymal stem cells (Caplan 1991).
Da es lange Zeit Unstimmigkeiten bei der Charakterisierung und einheitlichen Benennung der
MSCs gegeben hat, erschien 2005 ein Position Paper der International Society for Cellular
Therapy (ISCT), das anstrebte, Klarheit hinsichtlich der Zellcharakteristika zu schaffen. So sind
alle Plastik-adhérenten, Fibroblasten-dhnlichen Zellen, unabhingig aus welchem Gewebe sie
stammen, als SCs zu bezeichnen. MSCs sind dagegen jene Zellen, deren Multipotenz gemél
Stammzellkriterien sowohl in vitro wie auch in vivo nachgewiesen wurde (Horwitz et al. 2005).
In einem weiteren Position Paper der ISCT (Dominici et al. 2006) sind Kriterien aufgefiihrt,
die multipotente SCs mindestens erfiillen miissen, um als solche bezeichnet zu werden. Dazu
gehdren:
e Plastikadhédrenz unter Standardkulturbedingungen,
e Expression von spezifischen Oberflichenantigenen: cluster of differentation (CD) 105,
CD73, CD90 bei mehr als 95 % der Population,
e keine bzw. in weniger als 2 % der Population nachweisbare Expression von CDA45,
CD34, CD14 oder CD11b, CD79a oder CD19, HLA-DR,
e Fihigkeit zur in vitro-Differenzierung in Adipozyten, Chondroblasten und Osteoblasten
unter Standardkulturbedingen.
Die Expressionsmuster der Oberfldchenantigene, die fiir humane MSCs und SCs gelten, konnen
je nach Spezies, Gewebe und Kulturbedingungen jedoch variieren (Chamberlain et al. 2007;
Uccelli et al. 2008). MSCs und SCs konnen aus verschiedenen Geweben isoliert werden, z. B.
aus Knochenmark, Kalvarien, Fettgewebe, Leber, Muskel, Amnionfliissigkeit, Plazenta,
Nabelschnurblut, Pulpa (Arnhold et al. 2007; Salem und Thiemermann 2010; Kang und Zhang
2014), humanem Bohrmehl (Wenisch et al. 2005) und Spongiosa (Wagner et al. 2017a; Wagner
et al. 2017b).
Aufgrund ihrer Fahigkeit zur Selbsterneuerung erfahren MSCs und SCs grofes Interesse von
Seiten der Wissenschaft. Thre immunmodulatorischen Eigenschaften sind ebenfalls sehr
wesentlich, denn iiber die Sekretion von Wachstumsfaktoren, Chemokinen und Zytokinen sind
sie in der Lage, die Immunantwort zu steuern und die Geweberegeneration zu fordern
(Bunpetch et al. 2017). SCs sind nicht immunogen, so dass bei einer allogenen Transplantation
keine Immunsuppression des Empfangers notwendig ist (Chamberlain et al. 2007). Eine weitere
wichtige Eigenschaft von MSCs und SCs ist die Fahigkeit des homing. Diese bezieht sich auf
die Féahigkeit der Zellen, im Falle einer Entziindung oder Verletzung, von ihrem Ursprungsort

in das betroffene Gewebe zu migrieren, sich dort anzusiedeln und ihre funktionellen und




Literaturtibersicht

protektiven Eigenschaften in sifu zu entfalten (Salem und Thiemermann 2010; Sharma et al.
2014). Es wird jedoch auch berichtet, dass MSCs und SCs nach langer Kulturzeit zur Bildung
von Tumoren, v. a. Sarkomen, neigen (Chanda et al. 2010; Salem und Thiemermann 2010;
Ghiasi et al. 2017).

Im Rahmen der osteogenen Differenzierung differenzieren MSCs {iiber Knochen-
Vorldauferzellen zu Priaosteoblasten, die konsekutiv zu Osteoblasten reifen. Diese wiederum
sind dazu in der Lage, die ECM zu bilden, in die sie sich einbetten — fortan handelt es sich um
reife Osteozyten (Xu et al. 2015). Eine Vielzahl von Signalmolekiilen und -wegen spielt bei
dieser Differenzierung eine Rolle, so z. B. der kanonische Wnt-Signalweg, transforming growth
factor 5 (TGF-B), bone morphogenetic protein (BMP), Notch, Hedgehog und fibroblast growth
factor (FGF) (Komori 2009). Viele dieser Wege nehmen dabei Einfluss auf den Runt-related
transcription factor 2 (Runx2) sowie Osterix (Sp7) und damit auf die osteogene
Differenzierung (Long 2011).

Runx2, der auch unter den Namen core-binding factor o. (CBFAL), polyoma-enhancer-binding
protein 204 (PEBP2aA) oder acute myelogenous leukemia factor (AML3) bekannt ist, gehort
gemeinsam mit Runx1 und Runx3 zur Runt domain Familie (Xu et al. 2015). Hinsichtlich seiner
Funktion ist er der wichtigste osteogene Transkriptionsfaktor, der v. a. in der frithen
Differenzierung der Osteoblasten von Bedeutung ist, und daher auch als Marker der frithen
osteogenen Differenzierung gilt (Xu et al. 2015).

Runx2 induziert die Entwicklung der MSCs zu Prédosteoblasten, und weiter zu unreifen
Osteoblasten (Komori 2009). Wihrend dieser Differenzierungsphasen wird Runx2 vermehrt
exprimiert, gleichzeitig steigert er die Expression von Collal, Colla2, Osteopontin (Opn),
Bone sialoprotein (BSP) und Ocn (Komori 2009). Im Zuge der fortschreitenden
Differenzierung zu reifen Osteoblasten wird Runx2 jedoch herabreguliert, da er sonst die
weitere Osteogenese inhibieren wiirde (Maruyama et al. 2007; Komori 2009; Xu et al. 2015).
Dies geschieht nach einer Studie von Lee und Kollegen bei C2C12-Zellen circa an Tag 7 (Lee
et al. 1999).

Sp7 ist ein weiterer essenzieller Transkriptionsfaktor der osteogenen Entwicklung. Runx?2 ist
dazu in der Lage, die Genexpression von Sp7 zu regulieren, indem er an dessen Promoter
bindet. Sp7 interagiert darauthin mit dem nukledren Faktor der aktivierten T-Zellen
(NFATc1). Dabei wird ein Komplex gebildet, der den Promoter des qi(I)-Kollagengens
kontrolliert (Hofmann et al. 2009).

Als weiterer wichtiger Regulator der Osteogenese gilt die Wnt-Kaskade. Der Name ,Wnt* setzt

sich zusammen aus ,WG*® fiir ,wingless‘ und ,INT1‘. Wnt-Proteine sind sezernierte
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Glykoproteine, die wichtige Funktionen bei der Knochenbildung iibernehmen. Dazu gehoren
die Determination der Osteo- und Chondroprogenitordifferenzierung, die Stimulierung der
Osteoblastenfunktion und die Blockierung der Apoptose von Osteoblasten und Osteoklasten
(Hofmann et al. 2009).

Der Wnt-Signalweg ist wéhrend aller Differenzierungsstadien der Osteoblasten sowie in
Knochenoberflachenzellen und Osteozyten aktiv. Deutlich aktiviert wird er wahrend erhohter
mechanischer Belastung und wihrend der Frakturheilung (Hofmann et al. 2009). Auf
molekularbiologischer Ebene aktiviert Wnt als Ligand die kanonische Wnt-Signalkaskade, die
auch als f-catenin-dependent canonical signaling pathway bezeichnet wird (Long 2011;
Kobayashi et al. 2018). Bei Abwesenheit des Ligands ist intrazelluldres B-Catenin nur in
geringer Menge vorhanden. Ursache dafiir ist die Phosphorylierung des vorhandenen
B-Catenins durch einen Abbaukomplex, der sich aus Axin, dem Tumorsuppressor-Protein
adenomatous-polyposis-coli (Apc), der Glykogensynthase Kinase-3B (GSK-38) und der Casein
Kinase 1 (CK1) zusammensetzt. Das phosphorylierte 3-Catenin wird daraufhin durch das
Ubiquitin-Proteasom-System degradiert. Bindet jedoch Wnt an einen Komplex aus dem
Frizzled-Rezeptor und dem low-density lipoprotein receptor-related protein 5 (Lrp5) oder
Lrp6, reichert sich B-Catenin in der Zelle an, weil der Abbaukomplex inhibiert wird. Dieses
angereicherte 3-Catenin induziert im Zellkern die Expression der Zielgene, welche wiederum
die Osteoblastendifferenzierung induzieren (Long 2011; Kobayashi et al. 2018).

Der B-Catenin-Signalweg ist in der Lage, gemeinsam mit anderen Faktoren wie TGF-8, BMP
oder FGF, die Transkription von Signalmolekiilen wie Runx2, small mother against
decapentaplegic Proteinen (Smad), OPG und Ostrogen zu regulieren (Li et al. 2018b).
Sklerostin und Dickkopf-1 (Dkk) gelten dagegen als Inhibitoren, da sie Antagonisten zu Lrp5
und Lrp6 darstellen (Einhorn und Gerstenfeld 2014). Auch das secreted frizzled related protein
(Sfrp) inhibiert diesen Signalweg iiber die Bindung von Wnt (Kular et al. 2012).

Neben diesen naturgeméfl im Hartgewebe ablaufenden Differenzierungskaskaden ist es in vitro
moglich, die osteogene Differenzierung von SCs zu induzieren. Verwendet werden hierzu v. a.
Ascorbinséure, 3-Glycerolphosphat und Dexamethason, welche als Zusétze liber zwei bis drei
Wochen in das Zellkulturmedium hinzugegeben werden. Die Zellen bilden darauthin
Aggregate bzw. bone nodules. Auch ein Anstieg der ALP erfolgt. Ein weiteres Phdnomen ist
die Calcium-Akkumulation in den bone nodules, die durch Alizarinrot- oder von Kossa-
Farbungen visualisiert werden kann (Chamberlain et al. 2007). Die oben genannten
Supplemente haben dabei unterschiedliche Funktionen, die in einem Ubersichtsartikel von

Langenbach und Handschel im Detail erldutert werden. So induziert Dexamethason die
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Expression von Runx?2 iiber eine Aktivierung des Wnt/B-Catenin- und des mitogen-activated
protein kinase (MAPK)-Signalweges. Ascorbinsdure steigert die Sekretion von Coll, wihrend
B-Glycerolphosphat als Phosphatquelle dient und die Expression von osteogenen Markern {iber

den extracellular signal regulated kinases (ERK)-Signalweg induziert (Langenbach und

Handschel 2013).

2.3 Osteoklasten

Osteoklasten sind groBe, multinukledre Zellen, die der Monozyten-Makrophagen-Linie
entstammen und sich wie Makrophagen (Most et al. 1997) aus hamatopoetischen Stammzellen
des Knochenmarks differenzieren (Ono und Nakashima 2018). Sie sind im Hartgewebe fiir den
Knochenabbau verantwortlich und iibernehmen so wihrend der Knochenremodellierung
wesentliche Aufgaben (Soysa und Alles 2016). Osteoklasten bilden nach Anheftung an der
Knochenoberflidche eine apikale Faltenmembran, das sogenannte ruffled border, aus (Soysa
und Alles 2016). Im Bereich dieser Membran sezerniert der Osteoklast v. a. H'- und Cl-Ionen,
Cathepsin K (CTSK), Tartrat-restistente saure Phosphatasen (TRAP),
Matrixmetalloproteinasen (MMP) und entldsst Lysosomen (Vdidndnen und Laitala-Leinonen
2008; Takahashi et al. 2014; Ono und Nakashima 2018). Durch die im Bereich der
Faltenmembran stattfindenden Resorptionsvorginge entsteht an der Knochenoberfliche die
Howship-Lakune (Boyle et al. 2003). Hier herrscht ein saures Mikromilieu, das dazu dient, den
Hydroxylapatit (HA) aufzulésen und so die mineralisierte Knochenmatrix abzubauen
(Kobayashi et al. 2018). Um diese Lakune dicht zu verschlieBen, bilden Osteoklasten einen
Aktinring oder die sogenannte sealing zone oder clear zone. Sie dient der Adhésion des
Osteoklastens an der Knochenmatrix. Einen weiteren morphofunktionellen Abschnitt
reprasentiert die basolaterale Membran (Wenisch et al. 2003a; Soysa und Alles 2016;
Kobayashi et al. 2018).

Damit sich die hdmatopoetischen Vorlduferzellen zu Osteoklasten differenzieren kdnnen, sind
v. a. zwei Faktoren wichtig: zum einen macrophage colony-stimulating factor-1 (M-CSF), ein
Polypeptid, das zu den Wachstumsfaktoren zdhlt, zum anderen RANKL, der zur Familie der
Tumornekrosefaktoren (TNF) gehort (Boyle et al. 2003; Ono und Nakashima 2018). M-CSF
wird von Osteoblasten und deren Vorlduferzellen in 16slicher und membrangebundener Form
gebildet. Er vermittelt Proliferation und Uberleben der osteoklastiren Vorliuferzellen. Bei
reifen Osteoklasten reguliert dieser Faktor die Verteilung und Organisation des Zytoskeletts

(Teitelbaum und Ross 2003).
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RANKL wird, ebenso wie M-CSF, von Osteoblasten und deren Vorldufern membrangebunden
und als loslicher Faktor gebildet (Ono und Nakashima 2018). Seinen Rezeptor, receptor
activator of nuclear factor-«B (RANK), besitzen Osteoklasten und deren Vorlduferzellen (Sims
und Gooi 2008). Die Bindung von RANKL an RANK induziert die Differenzierung der
Vorlduferzellen zu Osteoklasten. Reguliert wird dieser Prozess durch OPG, einen l6slichen
Faktor, der dazu in der Lage ist, RANKL zu binden und somit die Interaktion von RANKL mit
RANK zu verhindern. OPG wird von Osteoblasten und deren Vorlduferzellen gebildet (Pivonka
et al. 2008).

Zu den Genen, die typischerweise von Osteoklasten exprimiert werden, zdhlen TRAP, CTSK,
Calcitonin Rezeptor sowie B3-Integrin (Boyle et al. 2003).

TRAP stellt ein eisenhaltiges Enzym dar, welches von Zellen monozytiren Ursprungs und auch
von dendritischen Zellen gebildet wird. Sowohl die messenger-RNA als auch das dazugehorige
Protein sind in vielen verschiedenen Geweben und Organen, z. B. Haut, Thymus, Milz, Leber,
Lunge und Gastrointestinaltrakt lokalisiert (Hayman 2008). Es existieren die Isoformen 5a und
5b der TRAP. Sie beruhen auf dem gleichen Genprodukt und unterscheiden sich durch
translationale Modifikationen. TRAP 5a wird von Makrophagen und dendritischen Zellen
sezerniert, wohingegen TRAP 5b von Osteoklasten gebildet wird (Hayman 2008). Damit gilt
die Isoform TRAP 5b als spezifisch fiir Osteoklasten (Minkin 1982; Halleen et al. 2000; Lamp
und Drexler 2000; Azuma et al. 2007). TRAP ist eine Phosphatase und in der Lage,
anorganisches Polyphosphat zu degradieren (Halleen et al. 2000). Trotzdem ist die genaue
biologische Funktion des Enzyms bislang unklar (Ono und Nakashima 2018). RANKL und
OPG regulieren die Synthese der TRAP (Hayman 2008), wobei RANKL die Synthese
stimuliert (Wittrant et al. 2003). In einem in vivo-Experiment zeigten Hollberg und Kollegen,
dass TRAP knock out Miuse (TRAP-/-) zur Ausprigung eines osteopetrotischen Phénotyps
neigen, obgleich die Differenzierung von Osteoklasten unverdndert ablduft. Jedoch sind einige
Osteoklasten dysfunktional und morphologisch verdndert (Hollberg et al. 2002). Eine
Uberexpression der TRAP kann hingegen zu Veriinderungen der Knochenhomdostase fiihren,
die Zahl der Osteoklasten dndert sich dabei jedoch nicht signifikant (Angel et al. 2000).
CTSK wird fast ausschlieBlich von Osteoklasten sezerniert (Drake et al. 1996) und gehort zur
Familie der Cysteinproteinasen. Es ist ein essentielles Enzym zur Degradation des Knochens,
v. a. von Coll. Unter sauren Bedingungen weist es hohe kollagenolytische Eigenschaften auf
(Gamsjiger und Resch 2015). CTSK ist innerhalb von Lysosomen und zytoplasmatischen
Vesikeln sowie entlang des ruffled border lokalisiert — ebenso wurde es extrazelluldr innerhalb

der Resorptionslakune nachgewiesen (Clarke et al. 2017). Aktiviert wird die Expression von
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CTSK vom Transkriptionsfaktor NFATc1 und durch den p38-Signalweg. Dementgegen haben
Interferon y, Calcitonin, Ostrogen und Coroninl A eine hemmende Wirkung auf die Expression
bzw. Sekretion von CTSK (Clarke et al. 2017; Ohmae et al. 2017). Uber eine Degradation von
Periostin beeinflusst CTSK den kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweg. Periostin gilt als

Stimulator dieses Signalwegs, wihrend CTSK inhibierend auf ihn wirkt (Bonnet et al. 2017).

2.4 Remodellierung

Ein geregeltes und koordiniertes Zusammenspiel von Osteoklasten, Osteoblasten, Osteozyten
und Knochenoberflachenzellen ist wihrend des Remodeling erforderlich — ein Prozess, der die
zeitlebens stattfindenden Ab-, Um-, und Aufbauprozesse des Knochens umfasst (Clarke 2008;
Florencio-Silva et al. 2015; Troltzsch et al. 2016; Konig und Liebich 2018) und innerhalb der
BMU stattfindet. Innerhalb einer BMU entsprechen sich die Raten von Knochenabbau und
Knochenaufbau. Kommt es zu Verdnderungen dieses Gleichgewichtes, konnen Erkrankungen
wie Osteoporose oder Osteopetrose entstehen (Sims und Gooi 2008). Der Zyklus des
Remodeling erfolgt fortwdhrend an unterschiedlichen Stellen des Skeletts und gliedert sich in
verschiedene Phasen. Die Initialphase startet mit der Rekrutierung und anschlieBenden
Differenzierung von Osteoklasten und gipfelt in der Resorption der Knochenmatrix. Die
Ubergangsphase vermittelt den Ubergang zwischen Resorption und Formation und wird durch
16sliche und membrangebundene Faktoren sowie durch Molekiile, die sich im Knochengewebe
befinden, vermittelt. Wihrend die Knochenbildung startet, stoppt die Resorption. Die
Knochenformation durch Osteoblasten erfolgt langsam und die Abschlussphase kann sich tiber
Monate hinziehen (Sims und Gooi 2008).

Der komplexe Vorgang des Remodeling wird durch verschiedene Kommunikationswege
zwischen Osteoblasten und Osteoklasten sowie Osteozyten vermittelt und reguliert. Dariiber
hinaus beteiligen sich auch Zellen, die nicht zur BMU gehdren, wie T-Lymphozyten, B-Zellen
und Neurone, an diesem Regulationsmechanismus (Sims und Gooi 2008). Dabei beeinflussen
parakrine Faktoren (Zytokine, Wachstumsfaktoren und Prostaglandine) und endokrine
Faktoren (Parathormon, Calcitonin, Vitamin D, Glukokortikoide, Sexualhormone,
Schilddriisenhormone) diesen Zyklus (Kenkre und Bassett 2018).

Die Knochenremodellierung ist ebenso fiir die Frakturheilung des Knochens von Bedeutung
und spielt auch fiir den Erfolg der kndchernen Integration eines KEMs die entscheidende Rolle
(Rolvien et al. 2018). So konnen sich Osteoklasten am Abbau von KEMs beteiligen: z. B. sind

sie in der Lage einen Calciumphosphatzement acht Wochen nach der Implantation in den
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Tibiakopfdefekt des Schafes mittels Resorption abzubauen (Wenisch et al. 2003a; Wenisch et
al. 2003b). Die Implantation eines KEMs kann jedoch auch in einer Fremdkorperreaktion
gipfeln, die zur fibrésen Abkapselung und damit zum Funktionsverlust des Implantates fiihrt
(Brown und Badylak 2013). Dafiir verantwortlich ist eine am Implantationsort durch
Makrophagen vermittelte chronische Entziindung (Anderson et al. 2008).

Prinzipiell kommt es bei der Implantation eines KEMs zu Verletzungen des umliegenden
Gewebes, sodass Blut in die ,Implantationswunde® eintritt. Dies resultiert in Blut-Material-
Kontakt mit konsekutiver Adsorption von Proteinen an der Oberfliche des KEMs. Die
darauffolgende Gewebereaktion wird von der Konzentration und der Art der sich anlagernden
Proteine wie Albumin, Fibrinogen oder Fibronectin beeinflusst (Anderson et al. 2008).

Durch Aktivierung der extrinsischen und intrinsischen Gerinnungskaskade, des
Komplementsystems, des fibrinolytischen Systems, des Kinin-generierenden Systems und der
Thrombozyten entstehen Blutkoagel am Ort der Implantation und bilden eine provisorische
Matrix. Durch die Freisetzung von Mitogenen, Zytokinen, Chemokinen und
Wachstumsfaktoren migrieren Makrophagen zum Implantationsort, die dort an der
einsetzenden akuten Entziindungsreaktion beteiligt sind. Monozyten und Makrophagen werden
im Wesentlichen durch Komplementfaktoren, TGF-8, platelet-derived growth factor (PDGF),
platelet factor 4 (PF4), macrophage chemoattractant protein 1-4 (MCP1-4), regulated and
normal T cell expressed and secreted (RANTES), macrophage inflammatory protein la
(MIP-1a) und MIP-1b rekrutiert. Sie sind zur direkten Erkennung von Biomaterialien und
Biomaterial-assoziierten Proteinen iiber Toll-like receptors (TLR) und scavenger receptors in
der Lage (Klopfleisch und Jung 2017). Weiterhin dominieren neutrophile Granulozyten die
Phase der akuten Entziindung, Mastzellen setzen Histamin, Interleukin (IL)-4, IL-13, und IL-8
frei und rekrutieren weitere Makrophagen, deren Anheftung am Implantat durch adsorbiertes
Fibrinogen an der Oberflache des Materials erleichtert wird (Anderson et al. 2008; Klopfleisch
und Jung 2017). Nach circa einer Woche klingt die akute Entziindung ab. In der nun folgenden
Phase der chronischen Entziindung dominieren mononukledre Zellen im Bereich des
Implantates. Im Optimalfall ist die chronische Entziindung bei biokompatiblen KEMs von
kurzer Dauer und nach circa zwei Wochen beendet (Anderson et al. 2008). Kommt es jedoch
zu einer Fremdkorperreaktion, finden sich neben Monozyten und zahlreichen einkernigen
Makrophagen auch mehrkernige Riesenzellen an der Implantationsstelle wieder (Anderson et
al. 2008). Umfang und Art der ausgelosten Entziindungsreaktion sind somit fiir die erfolgreiche
knocherne Integration eines KEMs von entscheidender Bedeutung. Insofern gilt es, die Art der

Zellen und deren Expressionsprofile bei der Biokompatibilititsiiberpriifung von neuen
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Materialien in vitro und in vivo sicher abzuschidtzen (Wang et al. 2016; Korzinskas et al. 2018;
Sieger et al. 2019).

Die Rolle der Fremdkorperriesenzellen (FKRZ) wird kontrovers diskutiert (Miron und
Bosshardt 2018). Wihrend das Aufireten dieser Zellen am Implantationsort mit einer
AbstoBungsreaktion in Verbindung stehen soll, wie Miron und Bosshardt in ihrem
Ubersichtsartikel darlegen, sind diese Zellen jedoch auch bei erfolgreich implantierten,
reaktionslosen Implantaten nachweisbar (Ghanaati et al. 2013; Miron und Bosshardt 2018).
FKRZ entstehen durch Fusion von einkernigen Makrophagen, sogenannten osteomacs (Miron
und Bosshardt 2016). Der Begriff der frustrated phagocytosis wird im Zusammenhang mit der
Entstehung von FKRZ verwendet. So fusionieren einkernige Makrophagen, fiir die der zu
resorbierende korperfremde Partikel eines KEMs zu grof3 ist, um diesen Partikel besser
phagozytieren zu konnen (Miron und Bosshardt 2016).

Prinzipiell sind zwei verschiedene Typen von FKRZ-Vorlduferzellen zu unterscheiden: pro-
inflammatorische M1- und wundheilungsfordernde M2-Makrophagen. Die Ursachen und
Mechanismen der Differenzierung von M1- und M2-Makrophagen sowie die weitere Fusion in
FKRZ als Reaktion auf ein Biomaterial sind bislang noch nicht vollstédndig geklart (Miron und
Bosshardt 2018). M1-Makrophagen, deren Bildung durch Interferon y oder Lipopolysaccharide
(LPS) angeregt wird, sezernieren TNF-a, IL-18, IL-6, IL-12, IL-23, geringe Mengen an IL-10
und hohe Mengen an reactive oxygen species (ROS). Sie gehoren zu den Antigen-
prasentierenden Zellen und induzieren die Bildung von effector cells und inducer cells im TH1-
Signalweg (Brown und Badylak 2013; Chung et al. 2017). Im Gegensatz dazu werden M2-
Makrophagen durch IL-4, IL-13, IL-10 und Immunkomplexe aktiviert, produzieren hohe
Mengen an IL-10, Ornithin und Polyaminen. Sie exprimieren vermehrt scavenger receptors,
Mannose- und Galactoserezeptoren und sind in TH2-Reaktionen involviert (Brown und
Badylak  2013).  Pro-inflammatorische =~ M1-Makrophagen = konnen  sich  zu
wundheilungsfordernden M2-Makrophagen (Italiani et al. 2014) umwandeln und umgekehrt
(Yu et al. 2016).

2.5 Knochenersatzmaterialien

Der Einsatz von KEMs ist bei rund 15 % aller Operationen, die am menschlichen Skelett
durchgefiihrt werden, notwendig (Smeets et al. 2018). Zahlen des statistischen Bundesamtes
zufolge erfolgte 2006 in Deutschland in 9 939 Fillen die Implantation alloplastischer KEMs
(Statistisches Bundesamt 2009). Bis zum Jahr 2017 stieg diese Zahl auf 22 688 Fille an
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(Statistisches Bundesamt 2018). Gemessen an der Gesamtzahl der Operationen betrigt diese
Steigerung circa 63 %. Defekte kritischer GroBe (Schmitz und Hollinger 1986), die den Einsatz
von Knochenersatz erfordern, sind tumords, infektids oder traumatisch bedingt (van Heest und
Swiontkowski 1999). Die Einsatzgebiete von KEMs umfassen dabei verschiedene
medizinische Fachdisziplinen wie die Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie und die
Unfallchirurgie. Insbesondere finden sie in der Wirbelsdulenchirurgie Anwendung (Smeets et

al. 2014; Smeets et al. 2018)

2.5.1 Gesetzliche Grundlagen zur Testung von Medizinprodukten

Im Jahr 2018 sind Medizinprodukte und deren Testung im Rahmen negativ behafteter
Schlagzeilen in den Medien aufgetaucht: fehlerhafte Implantate und andere Medizinprodukte
sollen fiir Todesfdlle verantwortlich gewesen sein (NDR; Spiegel Online et al. 2018;
Stiddeutsche.de GmbH et al. 2018). Grundlage der Schlagzeilen war eine von der Plattform
International Consortium of Investigative Journalists (IC1)) veroffentlichte Recherche mit dem
Thema ,,/mplant Files* (International Consortium of Investigative Journalists 2018).

Die Bevdlkerung ist zunehmend am Thema Implantatsicherheit interessiert (Behrend et al.
2014). Grundlage fiir diese Sicherheit ist das Gesetz {iber Medizinprodukte
(Medizinproduktegesetz, MPG), welches die Richtlinien 90/358/EWG {iiber aktive
implantierbare medizinische Gerite, 92/42/EWG iiber Medizinprodukte und 98/79/EG iiber in
vitro-Diagnostika in nationales Recht umwandelt. Es gliedert sich in mehrere Abschnitte und
legt dabei Begriffsbestimmungen, Anforderungen an Medizinprodukte und deren
Inbetriebnahme fest. In weiteren Abschnitten geht es um die klinische Priifung und
Leistungsbewertungspriifungen. Auch der Uberwachung und dem Schutz vor Risiken durch
Medizinprodukte ist ein Abschnitt gewidmet.

Laut §3 des MPG sind Medizinprodukte jene ,Instrumente, Apparate, Vorrichtungen, Software,
Stoffe und Zubereitungen aus Stoffen oder andere Gegensténde, die mittels ihrer Funktion dem
Zweck a) der Erkennung, Verhiitung, Uberwachung, Behandlung, Linderung oder
Kompensierung von Krankheiten, Verletzungen oder Behinderungen, b) der Untersuchung, der
Ersetzung oder der Verdnderung des anatomischen Autfbaus oder eines physiologischen
Vorgangs oder ¢) der Empfangnisregelung* dienen (MPG - Gesetz iiber Medizinprodukte). Die
bestimmungsgemafe Hauptwirkung von Medizinprodukten im oder am menschlichen Korper
wird weder durch pharmakologisch oder immunologisch wirkende Mittel noch durch deren

Metabolismus erreicht. Die Wirkungsweise kann aber durch solche Mittel unterstiitzt werden
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(MPG - Gesetz iiber Medizinprodukte). Damit grenzen sich Medizinprodukte von den
Arzneimitteln ab.

KEMs zéhlen zu den Medizinprodukten, und sie diirfen nicht in Verkehr gebracht werden, wenn
der Verdacht besteht, dass sie unmittelbar oder mittelbar die Sicherheit und Gesundheit des
Patienten gefiahrden. Um in Verkehr gebracht zu werden, benétigen sie eine CE-
Kennzeichnung. Um diese zu erlangen, miissen sie grundlegende Anforderungen des §7 MPG
erfiillen sowie ein Konformitdtsbewertungsverfahren nach §37 MPG durchlaufen haben.
Zustindig dafiir sind ,benannte Stellen® im Sinne unabhingiger Priif- und
Zertifizierungsstellen. Von Bedeutung sind hier das Bundesinstitut flir Arzneimittel und
Medizinprodukte (BfArM) sowie das Paul-Ehrlich-Institut, wobei letzteres ausschlieBlich im
Bereich von in vitro-Diagnostika mitwirkt.

Bis auf begriindete Ausnahmen ist anhand klinischer Daten eine Bewertung im Rahmen der
Konformitidtsbewertung vorgesehen, die sowohl unerwiinschte Wirkungen sowie das Nutzen-
Risiko-Verhiltnis beriicksichtigt. Sie soll mittels definierter und methodisch einwandfreier
Verfahren erfolgen. Um mit einer klinischen Priifung zu beginnen, muss das Einverstandnis der
nach §22 Absatz 1 des MPG zustindigen Ethik-Kommission sowie des BfArM vorliegen.
Weitere Einzelheiten, v.a. zur Antragsstellung einer klinischen Priifung, sind in der
Verordnung iiber klinische Priifungen von Medizinprodukten (MPKPV) festgehalten (MPKPV
- Verordnung iiber klinische Priifungen von Medizinprodukten). Um eine klinische Priifung an
einer erkrankten Person vorzunehmen, muss allen Erkenntnissen der medizinischen
Wissenschaft zufolge von einer Genesung bzw. einer Leidensminderung auszugehen sein.
Daten konnen jedoch auch aus klinischen Priifungen oder wissenschaftlichen Studien eines
dhnlichen Produktes herangezogen werden, wenn die Gleichartigkeit beider Produkte
nachgewiesen werden kann. Auch veroffentlichte und unvero ftentlichte Berichte {iber klinische
Erfahrungen konnen zu Rate gezogen werden (MPKPYV - Verordnung iiber klinische Priifungen
von Medizinprodukten).

In der Verordnung iiber die Erfassung, Bewertung und Abwehr von Risiken bei
Medizinprodukten (Medizinprodukte-Sicherheitsplanverordnung, MPSV) werden die
Verfahren zur Erfassung, Bewertung und Abwehr von Risiken im Verkehr oder in Betrieb
befindlicher Medizinprodukte geregelt (MPSV - Verordnung iiber die Erfassung, Bewertung
und Abwehr von Risiken bei Medizinprodukten).

Fiir das Inverkehrbringen von Medizinprodukten muss eine Konformitétserkldrung vorliegen,
die das Aufbringen des CE-Kennzeichens rechtfertigt. Dafiir zustdndig ist, je nach Risikoklasse

des Produkts, entweder der Hersteller des Produktes oder vom Hersteller beauftragte benannte
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Stellen. Diese beauftragten Stellen werden von der zustidndigen Behorde, der Zentralstelle der
Lander fliir Gesundheitsschutz bei Arzneimitteln und Medizinprodukten (ZLG) benannt
(BfArM - Rechtlicher Rahmen). Zu den benannten Stellen der ZLG gehért z. B. der TUV SUD
Product Service GmbH (ZLG).

Zudem existieren einige DIN-Normen, die im Bereich KEMs Anwendung finden. Sie sind von
Bedeutung, da sich benannte Stellen daran orientieren und diesen Normen entsprechende
Priifungen anbieten (ISO 10993-1 Priifung der Biokompatibilitét).

Die Dokumentennummer ISO 13175-3 stellt Anforderungen an Knochenersatz aus
monophasischem HA, monophasischen B-Tricalciumphosphat (B-TCP) oder biphasischem
HA/B-TCP in Form von Blécken und Granulaten (ISO 13175-3:2012 (en)). In der ISO 10993
geht es um die biologische Beurteilung von Medizinprodukten. Sie beinhaltet unter anderem
Priifungen zum Risikomanagement, zur Priifung auf Genotoxizitit und Karzinogenitit,
Priifungen auf in vitro-Zytotoxizitdt und lokale Effekte nach der Implantation (DIN EN ISO
10993-1). In der ISO 19090 finden sich Spezifizierungen der Testmethoden zur Priifung der
Zellmigrationsfahigkeit fiir pordose Korper (ISO 19090:2018-01).

Als Reaktion auf die 2018 gefiihrte Debatte um die Sicherheit von Implantaten und
Medizinprodukten (siche oben) wurde das Gesetz zur Errichtung eines Implantateregisters in
Deutschland beschlossen. Laut Bundesgesundheitsministerium soll es fiir Qualitdt und
Sicherheit fiir Trager und Produkte sowie schnellere Handlungsméglichkeiten bei Problemen
sorgen. Auch sollen durch eine sichere Datensammlung die Produkte verbessert werden.
Gleichzeitig wird die Zulassung neuer Therapien erleichtert (Bundesgesundheitsministerium).
§1 des Implantateregistergesetzes ist zu entnehmen, dass das Implantateregister Deutschland
der Gewdbhrleistung hoher Qualitéts- und Sicherheitsstandards bei der Gesundheitsversorgung
mit Implantaten dient. In dem Gesetz ist definiert, wer zur Datenmeldung verpflichtet ist, wer
die Daten sammelt und auswertet. Der Produktverantwortliche wird dazu verpflichtet, das
Implantat vor Inverkehrbringen oder vor dem Beginn klinischer Priifungen im Register
aufzufiihren. Gegeniiber der Registerstelle hat die verantwortliche Gesundheitseinrichtung die
Verwendung von Implantaten zu melden, wobei v. a. Informationen zum Implantat abgefragt
werden. Werden die Implantate eingesetzt, ist die verantwortliche Gesundheitseinrichtung zur
Ubermittlung  Patienten- und  Fall-identifizierender ~Daten, die unter anderem
Krankenversichertennummer und das Geburtsdatum erfassen, an die Vertrauensstellen
verpflichtet. Weiterhin werden die gesetzlichen Krankenkassen dazu verpflichtet, der
Vertrauensstelle fortlaufend Daten iiber den Vitalstatus oder den Tod von Personen, die ein

Implantat haben, zu melden. Die Anonymisierung der pseudonymisierten Daten erfolgt im
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Einklang mit §1. Die Liste der Implantattypen, fiir die dieses Gesetz gilt, umfasst
Gelenkendoprothesen, Brustimplantate, Herzklappen und andere kardiale Implantate,
implantierbare Defibrillatoren und Herzschrittmacher, Neurostimulatoren, Cochlea-Implantate,

Wirbelkdrperersatzsysteme und Bandscheibenprothesen sowie Stents (Bundestag).

2.5.2 Anforderungskriterien an Knochenersatzmaterialien

Um eine Defektheilung zu ermdglichen, miissen KEMs bestimmte Kriterien erfiillen (Smeets
et al. 2014). Die Begriffe Osteogenese, Osteoinduktion und Osteokonduktivitdt beschreiben die
entsprechenden Eigenschaften. Als Osteogenese bezeichnet man die Féhigkeit eines KEMs
neuen Knochen zu bilden. Dies wird durch lebende Zellen, die sich auf und in dem
Knochenersatz befinden, gewéhrleistet (Greenwald et al. 2001; Blokhuis und Arts 2011; Smeets
et al. 2018).

Osteoinduktion beschreibt die Féahigkeit eines Materials, MSCs zum Ort des Defektes zu
rekrutieren, wo sie sich osteoblastér differenzieren und neuen Knochen bilden (Greenwald et
al. 2001; Miron und Zhang 2012). Urist war einer der Ersten, der diesen Prozess unter dem
Begriff ,,Autoinduktion* zusammenfasste (Urist 1965).

Die Féhigkeit als Leitschiene fiir Osteoprogenitoren zu dienen, beschreibt der Begriff
Osteokonduktivitit. Die Oberfliche des Materials sollte so beschaffen sein, dass sich
Osteoprogenitoren ansiedeln, vermehren und zu Osteoblasten differenzieren kdnnen, um
konsekutiv Knochenmatrix zu bilden. Auch das Einwachsen von Gefiflen, welche fiir den
Aufbau neuen Knochens unerlésslich sind, fillt unter den Begriff der Osteokonduktivitit
(Blokhuis und Arts 2011; Smeets et al. 2018).

Weiterhin spielt die Osteointegration eine entscheidende Rolle — darunter versteht man die
Fahigkeit des Materials, eine enge Verbindung zum Lagerknochen herzustellen und so die
bindegewebige Abkapselung des implantierten Materials zu verhindern (Albrektsson und
Johansson 2001). Oberflichenstruktur (Ratner und Bryant 2004; Roach et al. 2007),
Anordnung, Verteilung und Porengrdéf3e eines Materials (Porositét) beeinflussen diese Fahigkeit
(Smeets et al. 2016).

KEMs sind in der Regel biodegradierbar (Bohner 2010). /n vivo wird dieser Prozess durch
Osteoklasten, ein- und mehrkernige Makrophagen sowie liber chemisch-physikalische Prozesse
(Hannink und Arts 2011; Miron und Bosshardt 2016; Smeets et al. 2018) durch Auflésung des
Materials oder dessen Korrosion vermittelt (Bohner 2010). Ob und auf welche Art ein

Knochenersatzmaterial letztlich abgebaut wird, hdngt sowohl von den spezifischen
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Materialeigenschaften als auch von den biologischen Voraussetzungen im Bereich der
Implantationsstelle ab (Hannink und Arts 2011).

Ebenfalls von grofler Bedeutung sind die Sterilisierbarkeit und die gute Gewebevertriglichkeit,
sprich Biokompatibilitdt der Materialien. Toxische, mutagene oder infektdse Effekte sowie
immunologische Reaktionen miissen sicher auszuschlieBen sein. Auch eine lange Lagerbarkeit
erweist sich von Vorteil. Als Goldstandard gilt autogener Knochenersatz (Boyce et al. 1999;
Schnettler et al. 2003; Sakkas et al. 2017). Ein ideales synthetisches Knochenersatzmaterial,
welches biokompatibel, degradierbar, osteokonduktiv, osteoinduktiv, gleichwohl dem
natiirlichen Knochen in struktureller Hinsicht dhnlich, zudem einfach in der Handhabung und
auch kostengiinstig ist, ist zur Zeit jedoch noch nicht verfligbar (Kolk et al. 2012; Smeets et al.
2018).

2.5.3 Einteilung der Knochenersatzmaterialien

In der Literatur existieren aufgrund der groBen Vielfalt hinsichtlich Herkunft, Vitalitit,
biologischer Wertigkeit und Zusammensetzung zahlreiche Klassifikationssysteme (Rueger
1998; Bauer 2007; Schieker et al. 2008; Rentsch et al. 2012; Kolk et al. 2012; Rothamel et al.
2015). Schieker und Kollegen definieren KEMs als Materialien, die nach der Implantation
strukturelle Elemente des Knochens ersetzen und damit den Knochenheilungsprozess fordern

(Schieker et al. 2008).

2.5.3.1 Natiirliche Knochenersatzmaterialien

Zu den natiirlichen KEMs zéhlen autogene, allogene und xenogene Materialien (Rueger 1998;
Schnettler et al. 2004; Schieker et al. 2008; Kolk et al. 2012; Smeets et al. 2018; Peri¢ Kacarevi¢
et al. 2019).

Autogener Knochenersatz

Sind Spender und Empfinger des Knochenersatzes ein Individuum, handelt es sich um
autogenen Knochenersatz (Kolk et al. 2012). Dabei wird an einer Stelle des Korpers Knochen
entnommen, um diesen an anderer Stelle einzusetzen (Wang und Yeung 2017). Verwendet
werden Spongiosa, Kortikalis oder kortikospongiose Knochentransplantate (Horch und Pautke
2006). Autogener Knochenersatz stellt gegenwirtig aufgrund seiner osteogenen,
osteoinduktiven und osteokonduktiven Eigenschaften den Goldstandard dar (Sakkas et al. 2017;
Wang und Yeung 2017; Yamada und Egusa 2018). Dennoch gibt es auch Nachteile: zur
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Entnahme des autogenen Materials ist ein Zweiteingriff erforderlich, der zu Komplikationen
wie Infektionen, Himatomen und zusétzlichen Schmerzen fithren kann. Auch die Menge des

zu entnehmenden Materials ist stark beschriankt (Rueger 1998; Wang und Yeung 2017).

Allogener Knochenersatz

Allogener Knochenersatz stammt von einem anderen Individuum der gleichen Art und kann
sowohl von toten als auch von lebenden Spendern stammen, wobei sich letzteres auf operativ
entnommene Hiift- und Kniegelenke beschrinkt (Rothamel et al. 2015). Vorteile des allogenen
Knochenersatzes sind sowohl osteoinduktive wie auch osteokonduktive Eigenschaften, wobei
keine Osteogenese im Sinne der Ubertragung lebender Zellen erfolgt (Kolk et al. 2012). Die
fehlende Entnahmemorbiditdt und kiirzere Operationszeiten sind Vorteile gegeniiber dem
Einsatz von autogenem Knochenersatz (Smeets et al. 2018).

Obwohl die gewonnenen allogenen Transplantate aufwendig mithilfe von Kaltekonservierung
oder Hitzedesinfektion bearbeitet und gereinigt werden, verbleibt das Risiko der Ubertragung
von Krankheitserregern. Auch immunologische Reaktionen konnen bei dem Empfinger
auftreten (Mistry und Mikos 2005; Smeets et al. 2018). Allogener Knochenersatz wird in
Knochen (Spongiosa oder Kortikalis) sowie demineralisierte Knochenmatrix unterteilt
(Rentsch et al. 2012). Eine weitere Einteilung ist hinsichtlich Lagerungs- und

Prozessierungsverfahren moglich (Rothamel et al. 2015).

Xenogener Knochenersatz

Stammt der Spender des Ersatzmaterials von einer anderen Art als der Empféanger, handelt es
sich um xenogenen Knochenersatz. Dieser kann sowohl tierischen wie auch pflanzlichen
Ursprungs sein (Smeets et al. 2018). Die amerikanische Food- and Drug Administration (FDA)
definiert xenogene Transplantate als lebende Materialien oder Materialien, die vor Implantation
Kontakt mit lebenden Materialien hatten (Rentsch et al. 2012). Auf pflanzlicher Seite sind
Algen fiir die Gewinnung von Knochenersatz mafigeblich, auf tierischer Seite v.a. die
anorganische Komponente des bovinen Knochens. Xenogener HA gilt als stabil, er besitzt
osteokonduktive Eigenschaften und insbesondere bovines Knochenmaterial weist hinsichtlich
der Porositit eine groBe Ahnlichkeit zu humanem Knochen auf (Kolk et al. 2012). Das Risiko
einer Krankheitsiibertragung ist bei xenogenen Materialien prinzipiell nicht auszuschlieen,
wobei die Ubertragung von z. B. boviner spongioformer Enzephalopathie aufgrund des

Herstellungsprozesses jedoch nahezu ausgeschlossen ist (Smeets et al. 2014).
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2.5.3.2 Alloplastische Knochenersatzmaterialien

Zu den synthetischen, alloplastischen KEMs zdhlen Keramiken, Zemente, Polymere und

Metalle (Kolk et al. 2012).

Keramiken
Die Keramiken umfassen insbesondere Calciumphosphatkeramiken, Biogliser und
Glaskeramiken. Es existieren dariiber hinaus auch noch andere Keramiken, wie z. B.

Aluminiumkeramiken (Garcia-Gareta et al. 2015).

e Calciumphosphatkeramiken

Calciumphosphatkeramiken konnen aus verschiedenen Grundsubstanzen bestehen, zu
denen HA und TCP gehoren. Innerhalb der TCPs sind B-TCP und a‘- sowie a-TCP zu
unterscheiden (Carrodeguas und Aza 2011). Auch Kombinationen von HA und TCP sind
moglich, diese werden als biphasische Keramiken bezeichnet.
Hergestellt werden Calciumphosphatkeramiken durch Sinterung und
Formgebungsverfahren, in denen hoher Druck und Temperaturen von 1000-1500 °C
angewendet werden (Smeets et al. 2018). Hauptvorteil dieser Keramiken sind eine
ausgezeichnete Biokompatibilitdt und Osteokonduktivitdt (Wang und Yeung 2017; Smeets
et al. 2018). Sie gelten jedoch als nicht-osteoinduktiv, wobei auch hier Studien existieren,
die diesem Material eine inerte Osteoinduktion zuweisen (LeGeros 2008). Von Nachteil
sind die langsame Degradation dieser Materialien und eine Briichigkeit durch ihre geringe
mechanische Stabilitdt (Mistry und Mikos 2005). Durch die synthetische Herstellung sind
Keramiken theoretisch unbegrenzt verfligbar und eine Krankheitsiibertragung ist ebenfalls
ausgeschlossen (Schnettler et al. 2004). Als Darreichungsformen von Keramiken existieren
Formkorper wie auch Granulate mit unterschiedlicher Porositdt. Synthetische HA-
Keramiken werden zur Beschichtung von metallischen Implantaten verwendet, da diese
eine hohe Oberflaichenkonduktivitdt aufweisen (Smeets et al. 2018). Weder immunogene
noch toxische Eigenschaften sind im Hinblick auf HA oder B-TCP bekannt (Kolk et al.
2012).

o Synthetischer Hydroxylapatit als Bestandteil von Keramiken

Synthetisch hergestellter HA ist mit dem natiirlichen HA chemisch nahezu identisch
(Smeets et al. 2014). Abhidngig vom pH-Wert kommen jedoch bei 37 °C zwei stabile
Formen vor: bei einem pH-Wert unter 4,2 der Brushit (CaHPO4-2H>0) und bei pH-Werten

21



Literaturtibersicht

iiber 4,2 der HA (Cai0(PO4)s(OH)2). Synthetischer HA weist eine gute Biokompatibilitét
auf, ist osteokonduktiv, bioaktiv und in der Lage, Proteine und Wachstumsfaktoren zu
binden (Rh Owen et al. 2018). Die Abgabe von Calcium-und Phosphationen ist moglich.
Im Verlaufe der Heilung kommt es zu einem nicht mehr abgrenzbaren Keramik-Knochen-
Verbund, was auch als Verbundosteogenese bezeichnet wird (Smeets et al. 2014). Aufgrund
der hohen Verschleiresistenz und der damit verbundenen langen Lebensdauer und dem
gleichzeitig niedrigem Gewicht eignet er sich gut als Ersatzmaterial (Smeets et al. 2014; Rh
Owen et al. 2018). Die Féhigkeit zur Osteointegration kann durch verschiedene
Modifikationen verbessert werden. Dazu gehoren Silikat- oder Karbonatsubstituierungen
(Smeets et al. 2014) und Zusitze von BMP oder Stammzellen (LeGeros 2008; Liu et al.
2016).

o Tricalciumphosphat als Bestandteil von Keramiken

Prinzipiell werden drei Arten von TCPs (Ca3(POs)2) unterschieden: a-TCP und a‘-TCP
als high-temperature-Formen sowie B-TCP als low-temperature-Form (Carrodeguas und
Aza 2011). a‘-TCP ist dabei nur bei einer Temperatur von mehr als 1430 °C stabil und
damit als KEM uninteressant, da es bei niedrigeren Temperaturen zu o-TCP umgewandelt
wird. B-TCP wirkt osteokonduktiv und wird, einhergehend mit dem Aufbau von neuem
Knochen, innerhalb weniger Monate abgebaut (Horch et al. 2006). Obgleich ihm eine gute
Biokompatibilitit zugestanden wird, kann der Einsatz von B-TCP zu entziindlichen
Reaktionen und einem Volumenverlust im Bereich des Defektes aufgrund der schnellen
Abbauvorginge fiihren (Kolk et al. 2012). Das Calcium-Phosphat-Verhéltnis von B-TCP
betrdgt 1,5, und im Vergleich zu HA besitzt es ein feineres interkonnektierendes
Porensystem, welches die Einwanderung von Zellen und Blutgefilen begiinstigt,
gleichzeitig aber auch zu einer geringeren mechanischen Stabilitét fiihrt (Wang und Yeung
2017). Eingesetzt wird B-TCP — sowohl mono- als auch biphasisch — in Keramiken und
Kompositen (Carrodeguas und Aza 2011).

e Biogliser und Glaskeramiken

Biogldser zdhlen zu den Keramiken (Garcia-Gareta et al. 2015). Als amorphe
Materialien bestehen sie aus sauren (z.B. Phosphorpentoxid, Siliciumdioxid,
Aluminiumoxid) und basischen Oxiden (z. B. Calciumoxid, Magnesiumoxid, Zinkoxid).
Auch Calciumfluorid kann ein Bestandteil sein (Smeets et al. 2014). Je nach Bioglas werden

die verschiedenen Komponenten gemischt und bei 1500 °C geschmolzen. Dabei entsteht

22



Literaturtibersicht

ein 3D-Netzwerk, auf dem sich Metallionen ablagern (Kolk et al. 2012; Smeets et al. 2014).
Bioglaser weisen ein interkonnektierendes Porensystem auf (Kolk et al. 2012) und
ermoglichen aufgrund ihrer Bioaktivitdt ein Abscheiden von HA auf ihrer Oberfliche.
Erhiltlich sind Biogldser in kompakter und pordser Form, werden aber aufgrund ihrer
geringen mechanischen Festigkeit nur bei wenigen Indikationen verwendet (Smeets et al.
2018). Glaskeramiken bestehen aus auskristallisiertem Material und besitzen im Vergleich
zu den amorphen Bioglisern die hohere mechanische Festigkeit bei einer gleichzeitig
geringeren Bioaktivitdt (Garcia-Gareta et al. 2015). Durch die Freisetzung einer Reihe von
Ionen stimulieren Biogldser und Glaskeramiken die Osteogenese iiber eine Einflussnahme
auf das Zellverhalten von Osteoprogenitoren und die BlutgefiBneubildung. Auch
antimikrobielle bzw. biozide Eigenschaften werden durch die Freisetzung -einiger

Metallionen (z. B. Silber, Zink, Kupfer) vermittelt (Smeets et al. 2018).

Zemente
e Calciumphosphatzemente

Calciumphosphatzemente spielen bereits seit den 1980er Jahren eine Rolle im Rahmen
des Bone Tissue Engineering (Legeros 1988; Mirtchi et al. 1989; Wang und Yeung 2017).
Man unterscheidet Ein- und Zwei-Komponenten-Systeme (Rentsch et al. 2012). Uber eine
isotherme Reaktion hirten die Zemente aus, nachdem sie in die Defekte eingebracht bzw.
injiziert wurden. Sie zeichnen sich durch eine hohe Mikroporositit und gute
Biokompatibilitdt aus (Rentsch et al. 2012; Wang und Yeung 2017). Zudem gelten sie als
osteokonduktiv und degradierbar (Rentsch et al. 2012). Calciumphosphatzemente werden
in der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie sowie der Oralchirurgie angewendet und
eignen sich besonders fiir eine Defektflillung im ersatzstarken Lager (Smeets et al. 2018).
Klinischen Einsatz finden sie ebenfalls in der rekonstruktiven Knochenchirurgie (Schnettler
et al. 2004), der Kyphoplastie und bei osteoporotisch bedingten Frakturen (Lode et al.
2018).

e Polymethylmethacrylatzemente

Als eine der dltesten verwendeten synthetischen Materialien kommen
Polymethylmethacrylatzemente (PMMA-Zemente) bereits seit den 1950er Jahren im
Rahmen der Prothesenchirurgie zum Einsatz (Smeets et al. 2018). Bei einem PMMA-
Zement handelt es sich um ein synthetisches, nicht-resorbierbares, glasartiges Polymer,

welches extrem druckfest und hart ist. Bei seiner Aushdrtung kommt es jedoch zur
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Wirmeentwicklung, die zu thermischen Schiden im umliegenden Gewebe flihren kann.
PMMA-Zemente sind nicht degradierbar, sodass ein kndcherner Durchbau, der fiir die
Langzeitstabilitdit notwendig ist, nicht stattfindet. PMMA-Zemente weisen weder
osteogene, osteoinduktive noch osteokonduktive Eigenschaften auf. Eingesetzt werden sie

zur Verbundosteosynthese oder Vertebroplastie (Rentsch et al. 2012).

Synthetische Polymere

Zu den synthetischen Polymeren, die als KEMs genutzt werden, gehdren u. a. Poly-o-Hydroxy-
Ester, Polymilchsduren (poly-L-lactic acid (PLLA)), Poly(glycolic acid) (PGA) und PLGA.
Auch Kombinationen verschiedener synthetischer Polymere sowie die Zugabe von
Wachstumsfaktoren oder Zellen sind moglich (Mistry und Mikos 2005). Aufgrund der
Moglichkeit zur Herstellung von Polymeren verschiedener Porositdten, unterschiedlicher
Degradationsraten und Formen weist die Gruppe synthetischer Polymere eine grofie
Heterogenitidt und Vielseitigkeit auf (Garcia-Gareta et al. 2015). Synthetische Polymere
zeichnen sich durch eine gute Biokompatibilitdt sowie eine geringe lokale Entziindungsreaktion
aus (Smeets et al. 2014). Ein Nachteil dieser Gruppe ist jedoch die geringe mechanische

Stabilitit (Garcia-Gareta et al. 2015).

Metalle

Implantate, die aus Eisen, Kobalt oder Titan bestehen, werden dauerhaft als Fiillmaterial oder
zur internen Fixation verwendet und sind den alloplastischen KEMs zugeordnet (Kolk et al.
2012). Materialermiidung oder Korrosion konnen auftreten und ein weiterer Nachteil rein
metallischer Ersatzmaterialien ist, dass die mechanische Belastbarkeit grofer als die des
Knochens ist. Somit ,absorbieren‘ sie einen Grofteil der mechanischen Kraft, die fiir die
Heilung des Knochens essenziell ist. Eine Entfernung des Implantats kann so notwendig werden
(Mistry und Mikos 2005).

Anwendung finden Metalle unter anderem als kiinstliche Hiiftgelenke, Zahnersatz sowie
Knochenschrauben und -platten (Xiao et al. 2017).

Metalle konnen zudem als Komponenten eines KEMs verwendet werden. Einige Metallionen
sind essenzielle Bestandteile verschiedener Gewebe und beteiligen sich bei wichtigen
Prozessen, wie der Proliferation und Differenzierung von Zellen. Da diese Prozesse auch
wihrend der Remodellierung, der Frakturheilung und der Degradation von KEMs von
Bedeutung sind, erfahren Metallionen und ihre Einsatzmoglichkeiten im Rahmen der

Knochenheilung grofes Interesse von Seiten der Forschung und klinischen Anwendung, wie es
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in einem Ubersichtsartikel von Glenske und Kollegen dargelegt ist (Glenske et al. 2018). Im

Folgenden werden daher die wichtigsten Metalle bzw. Metallionen genauer beschrieben:

e Magnesium (Mg*")

Magnesium ist ein Erdalkalimetall und gehort zur 2. Hauptgruppe des Periodensystems

(Jahnen-Dechent und Ketteler 2012). Magnesium ist ein Cofaktor fiir {iber 300
enzymatische Reaktionen, es ist fiir die Synthese von Proteinen und Nukleinsduren sowie
den Transport von Calcium und Kalium unerldsslich und spielt im Energiestoffwechsel
sowie der Transphosphorylierung von Adenosintriphosphat (ATP) eine entscheidende
Rolle (Saris et al. 2000; Jahnen-Dechent und Ketteler 2012). Im Organismus befindet sich
ein Grofiteil des Magnesiums im Knochen. 50-60 % davon sind an der Oberfliche des
mineralischen HA zu finden (Vormann 2003; Jahnen-Dechent und Ketteler 2012). Die
Aufnahme von Magnesium erfolgt alimentdr (Mineralwasser und griines Gemiise), wobei
der tégliche Bedarf bei ungeféhr 310-360 mg fiir Frauen und 400-420 mg fiir Médnner liegt.
Die Resorption von Magnesium erfolgt iiber den Darm, die Ausscheidung iiber die Nieren.
Uber das Blut werden Knochen, Muskeln und andere Gewebe versorgt (Jahnen-Dechent
und Ketteler 2012). Bei einem Abfall der Magnesiumkonzentration im Blutplasma ist es
dem Korper moglich, Magnesiumionen aus dem Knochen zu mobilisieren (Vormann 2003).
Aufgrund der Fahigkeit in vitro die Differenzierung von Knochenzellen sowie in vivo die
Neubildung von Knochen anzuregen, gewinnen Magnesium-basierte KEMs an Bedeutung
(Charyeva et al. 2016; Glenske et al. 2018). Magnesium fordert zudem die Proliferation von
MSCs, stimuliert die Osteogenese (Diaz-Tocados et al. 2017; Won et al. 2017), steigert die
Viabilitdt von Préosteoblasten (Wong et al. 2016), die Kalzifizierung von Knochen sowie
die Bildung von Calciumphosphat (Charyeva et al. 2016).
Glenske und Kollegen beschreiben in einem Ubersichtsartikel, dass magnesiumbasierte
Materialien bisher kaum in der Praxis vertreten sind, obwohl sie degradierbar sind (Glenske
et al. 2018). Magnesiumlegierungen sollen eine gute Biokompatibilitdt sowie Biosicherheit
aufweisen (Ding 2016). Von Nachteil ist jedoch die Entstehung von Gas bei der
Degradation von Magnesium zu Magnesiumhydroxid sowie die Verschiebung des pH-
Werts ins Alkalische, was nachteilige Effekte auf die Vitalitét von Zellen haben kann (Weng
und Webster 2013). Bei Magnesium-basierten KEMs kann es zudem zu einer
unkontrollierten Degradation einhergehend mit einer akuten toxischen Reaktion kommen
(Ding 2016). Hohe extrazellulire Magnesiumkonzentrationen haben weiterhin einen
hemmenden Einfluss auf die Bildung der ECM und die Expression von Coll (Li et al.
2018a).
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e Strontium (Sr**)

Strontium, das Element mit der Ordnungszahl 38, ist Bestandteil der 2. Hauptgruppe im
Periodensystem der Elemente und gehort neben Magnesium und Calcium zu den
Erdalkalimetallen. In reiner Form kommt es nicht vor, da es schnell zu dem gelblichen
Strontiumoxid oxidiert. Bekannt ist es v. a. in Form der Mineralien Coelestin (SrSO4) und
Strontianit (SrCO;3). Im Organismus ist Strontium ein Spurenelement, es gilt als nicht
essenziell. Es kommt im Boden und im Wasser vor. Hauptquellen sind Gemiise und
Getreide. Strontium wird gastrointestinal aufgenommen und hauptséchlich liber die Nieren
ausgeschieden (Pors Nielsen 2004; Pilmane et al. 2017). 99 % des Gesamtstrontiumgehaltes
des Korpers befinden sich im Knochen, wo es an die Mineralphase des Knochens bindet
(Pilmane et al. 2017). Die Wirkung von Strontium auf den Knochen beruht auf dem dual
effect (Bonnelye et al. 2008): es ist in der Lage die Knochenneubildung zu stimulieren,
wihrend es gleichzeitig die osteoklastdre Resorption von Knochen hemmt (Zhang et al.
2011) bzw. die Osteoklastengenese verzogert (Schumacher et al. 2016).

In vivo erhoht Strontium die Knochenmasse und -dichte, verbessert die mechanischen
Eigenschaften des Knochens und reduziert das Aufireten von Wirbel-, Hiift- und anderen
Frakturen (Bonnelye et al. 2008; Pilmane et al. 2017). Als Strontiumranelat ist es in mehr
als 70 Landern zur Therapie der Osteoporose zugelassen (Pilmane et al. 2017). In Europa
wird es seit 2004 eingesetzt (Glenske et al. 2018). Dennoch werden Strontium auch einige
unerwiinschte Wirkungen zugeschrieben. So soll die systemische Verabreichung von
Strontiumranelat das Risiko von vendsen Thrombembolien und Herzinfarkten steigern
(Atteritano et al. 2016).

In vitro steigert Strontium die osteogene Differenzierungsfahigkeit von osteoblastiren
Zellen (Singh et al. 2016), einschlieBlich der Bildung der ECM durch die Aktivierung des
kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalweges (Yang et al. 2011). Experimentell wurde an
murinen, aus Kalvarien-abgeleiteten Zellen gezeigt, dass die Zahl der bone nodules bereits
ab einer Konzentration von 0,1 mM Strontium ansteigt und osteoblastére Marker wie ALP,
BSP und Ocn hochreguliert werden (Bonnelye et al. 2008).

Bislang existiert eine gro3e Bandbreite Strontium-haltiger KEMs, die in vitro (Schumacher
et al. 2016; Lei et al. 2017) und in vivo (Ge et al. 2018; Zhao et al. 2020) untersucht wurden.
Es handelt sich um Strontium-haltige Bioglaser (Kargozar et al. 2019), HA-Polysaccharide
(Ehret et al. 2017), Biokeramiken auf Grundlage von HA (Zhao et al. 2020), HA/Chitosan-
scaffolds (Lei et al. 2017), HA-beschicheteten PLLA-scaffolds (Ge et al. 2018) oder um

Calciumphosphatzemente, die mit Strontium substituiert wurden (Schumacher et al. 2016).
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e Calcium (Ca?")

Calcium ist das am haufigsten vorkommende Mineral im menschlichen Organismus
(Lemann et al. 1979). 99 % des Gesamtgehaltes befinden sich im Knochen und den Zahnen.
Im Knochen liegt Calcium als HA vor (Zhu und Prince 2012). Milch und Molkereiprodukte
sind reich an Calcium. Dieses wird intestinal resorbiert und kann in den Knochen
eingelagert werden. Die Exkretion erfolgt liber die Nieren (Zhu und Prince 2012).
Intrazelluldres Calcium wirkt als sekundédrer Botenstoff und bindet extrazelluldr an den
calciumsensitiven Rezeptor (calcium sensing receptor (CaSR)). Dieser aktiviert
intrazelluldre Signalkaskaden, die Einfluss auf die Zellmigration, Proliferation,
Differenzierung und Angiogenese nehmen (Gonzalez-Véazquez et al. 2014). Extrazellulédre
Calciumionen beeinflussen dosisabhdngig die Differenzierung von Stromazellen und
Osteoblasten (Wagner et al. 2017b; Kruppke et al. 2019a). Wagner und Koautoren zeigten,
dass steigende extrazellulire Calcium-Konzentrationen mit einem Anstieg der
Connexin (Cx) 43- und BSP-Expressionen und der osteogenen Differenzierung
einhergehen. Die Mineralisation der ECM steigt mit steigender Calcium-Konzentration
(Wagner et al. 2017b). Ebenfalls werden osteogene Marker wie ALP, Ocn, Opn und Colla
durch extrazelluldres Calcium vermehrt exprimiert (Barradas et al. 2012; Gonzélez-
Viazquez et al. 2014). Bei niedrigen extrazelluliren Calciumkonzentrationen zeigen
Osteoblasten eine reduzierte Vitalitdt, Proliferation und Differenzierung (Wagner et al.
2017a). Mit Blick auf die knochenabbauenden Osteoklasten wirken sich hohe
Calciumkonzentrationen hemmend auf die Osteoklastengenese aus und induzieren
vermehrte Apoptosen dieser Zellen. Die durch hohe extrazellulire Calcium-
Konzentrationen vermittelte verminderte Differenzierungskapazitit von Osteoklasten steht

mit der Expression von Cx43 in Zusammenhang (Glenske et al. 2014).

e Zink (Zn*")

Zink, als essenzielles Spurenelement, spielt fiir das Immunsystem, die Zellteilung und
die Entwicklung des Skeletts eine herausragende Rolle (Frassinetti et al. 2006). Zudem steht
es in struktureller, katalytischer und regulatorischer Weise mit bestimmten Metalloenzymen
wie der ALP in Verbindung (Wang und Yeung 2017). Zink ist in der Lage, die
Mineralisation der ECM sowie die Expression von ALP und Opn zu steigern (Zhu et al.
2017). In Hinblick auf die Resorption von Knochen und die Osteoklastengenese wurden
supprimierende Effekte festgestellt (Wang und Yeung 2017). Zink als Bestandteil eines
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Komposits wirkt antimikrobiell und besitzt eine ausgezeichnete Biokompatibilitdt (Chen et

al. 2016).

e Kupfer (Cu*/Cu’")

Kupfer gehort zu den essenziellen Mineralien des Korpers und existiert als reduzierte
(Cu") und oxidierte (Cu®*") Form. Es iibernimmt zahlreiche Funktionen im Organismus
(Festa und Thiele 2011). Neben der Funktion im Eisenmetabolismus ist es als Cofaktor an
vielen weiteren enzymatischen Reaktionen beteiligt. Vor allem die Féhigkeit zur
Stimulation der Angiogenese ist von Bedeutung, was im Rahmen der Frakturheilung
entscheidend ist (Elrayah et al. 2018; Romero-Sanchez et al. 2018). Zudem regt Kupfer die
Knochenbildung an und weist antimikrobielle Eigenschaften auf (Prinz et al. 2017).

e Silicium (Si*")

Silicium ist das zweithdufigste Element, welches auf der Erde zu finden ist. Anionen,
die Silicium enthalten, werden als Silikate bezeichnet. Es ist v. a. im Knochen und im
Bindegewebe als Bestandteil von Glycosaminoglycanen und deren Proteinkomplexen zu
finden (Wang und Yeung 2017). In vitro wurde eine Aktivierung der Osteogenese und
vermehrte Bildung der ECM durch SCs nach Kultivierung in Gegenwart von Silikat-
basierten KEMs beobachtet (Wagner et al. 2017a). Auf osteoklastérer Seite stimuliert

Silikat moglicherweise die Fusion osteoklastérer Vorlduferzellen (Wagner et al. 2019).

2.5.3.3 Komposite

Komposite bestehen aus mindestens zwei Materialien, die grundsétzlich aus jeder der oben
genannten Gruppen stammen konnen. Damit reprédsentieren sie eine grofle und heterogene
Gruppe von KEMs, wobei das durch die Kombination von Einzelkomponenten entstehende
Kompositmaterial die jeweiligen Vorteile der Einzelkomponenten in sich vereinen soll.
Aufgrund der vielfdltigen Kombinationsmoglichkeiten ist eine Einteilung dieser Klasse
schwierig, obgleich einige Autoren folgende Unterteilung vornehmen (Smeets et al. 2018):

e Anorganik-Anorganik-Komposite,

e Organik-Organik-Komposite,

¢ Anorganik-Organik-Komposite,

o Xerogele.
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Um moglichst viele positive Eigenschaften zu verkniipfen, wird angestrebt, ein
Kompositmaterial zu entwickeln, welches aus einem osteokonduktiven Leitgeriist besteht und
gleichzeitig Proteine oder Faktoren enthdlt, die osteoinduktiv wirken, um so die
Knochenheilung positiv zu beeinflussen (Kolk et al. 2012). Einige Proteine bzw. Faktoren
werden bereits praklinisch und klinisch getestet. Dazu gehdren: BMP, FGF, vascular
endothelial growth factors (VEGF), Parathormon und platelet-rich plasma (PRP) (Wang und
Yeung 2017). Auch die Kombination von Tragermaterialien mit lebenden Zellen ist von
Interesse. Dabei werden Zellen, teilweise in Kombination mit Wachstumsfaktoren, auf Trager
aufgebracht. Dies bietet die Moglichkeit, die drei wichtigen Eigenschaften Osteogenese,

Osteokonduktivitit und Osteointegration miteinander zu vereinen (Kolk et al. 2012).

2.6 Connexine und Pannexine

Bei Vertebraten existieren prinzipiell zwei gap junction Proteinfamilien: die Connexine (Cx)
und die Pannexine (Panx). Beide regulieren unterschiedliche Funktionen durch den Austausch
von kleinen Molekiilen wie ATP und Ionen. Dieser Austausch geschieht einerseits zwischen
den Zellen und dem Extrazellularraum mittels Halbkandlen (Hemikandle, hemichannels),
andererseits zwischen benachbarten Zellen via gap junctions im Dienste der Zell-Zell-
Kommunikation (Bennett und Verselis 1992; Unger et al. 1999; Bruzzone et al. 2001; Scemes
et al. 2007).

Bislang wurden mehr als 20 verschiedene Connexine nachgewiesen und die jeweiligen
Funktionen beschrieben (Evans und Martin 2002). Uber die Pannexine ist hingegen weit
weniger bekannt, und seit ihrer Entdeckung im Jahre 2000 (Panchin et al. 2000) wurden bis
heute lediglich 3 Pannexine (Panx 1-3) identifiziert (Panchin et al. 2000; Baranova et al. 2004;
D'hondt et al. 2009). Pannexine bilden in der Regel Hemikandle (Pannexone), sog. single
membrane channels, vergleichbar mit den Connexin-basierten Hemikanilen (Orellana 2015).
Obwohl die Sequenzhomologie von Connexinen und Pannexinen ausgesprochen niedrig ist
(unter 16 %), zeigen sie eine auffallende Ubereinstimmung hinsichtlich ihrer Proteinstruktur.
Beide Proteinfamilien bestehen aus vier Transmembrandoménen, zwei extrazelluldren und
einem intrazelluldren loop sowie aus jeweils einem N- und C-terminalen Ende (Penuela et al.

2013).
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2.6.1 Connexin 43

Im Knochen kommen verschiedene Connexine, wie Cx43, Cx45, Cx46 Cx37 und Cx40 vor
(Stains und Civitelli 2016). Cx43 stellt dabei das bei weitem am héufigsten vorkommende
Connexin dar. Synthetisiert wird es nicht nur von Osteoblasten und Osteoprogenitoren, sondern
auch von Osteozyten, wodurch ein Synzytium innerhalb des Knochens entsteht (Moorer und
Stains 2017). Die Zell-Zell-Kommunikation mittels gap junctions zwischen Osteoblasten,
Osteozyten und Osteoklasten sowie zwischen Synovialzellen und Chondrozyten wird von Cx43
dominiert (Batra et al. 2012; Carpintero-Fernandez et al. 2018). Die hemichannels werden von
sechs Untereinheiten gebildet (Connexone), deren Permeabilitét variiert — je nachdem welche
Connexine am Aufbau beteiligt sind (Moorer und Stains 2017). Die hemichannels, die von
Cx43 in der Zellmembran gebildet werden, interagieren mit dem Extrazellularraum. Der
Ubersichtsartikel von Plotkin fasst zusammen, in wie weit diese von Cx43 gebildeten
hemichannels im Knochen auf mechanische und pharmakologische Stimuli reagieren (Plotkin
2014).

Cx43 gilt als ein Marker der osteogenen Differenzierung (Stains und Civitelli 2016; Buo et al.
2017), der bei der Untersuchung von KEMs hinsichtlich der Differenzierungskapazitit von SCs
(Wagner et al. 2017a; Wagner et al. 2017b) herangezogen wird. Aber auch bei der Biomaterial-
assoziierten Differenzierung von Osteoklasten (Glenske et al. 2014) und FKRZ (Herde et al.
2007) spielt Cx43 eine wichtige Rolle. Der Effekt von Cx43 beruht auf verschiedenen
nachgeschalteten intrazelluliren Signalwegen einschlieBlich ERK, Proteinkinase C Typ &
(PCKS), B-catenin und Proteinkinase A. Uber ERK und PCKS$ reguliert Cx43 die Aktivitit der
Transkription von Runx2, dem Mastergen‘ der osteogenen Differenzierung. Auch Sp7 wird
iiber ERK und damit iiber Cx43 beeinflusst. Die Aktivierung der Proteinkinase A resultiert in
einer gesteigerten Expression von RANKL, der wiederum die Osteoklastengenese beeinflusst
(Moorer und Stains 2017). An Miausen wurde gezeigt, dass eine Deletion von Cx43 in
Osteoblasten und Osteozyten in verminderter Knochenformation und reduzierter
Remodellierung resultiert, und dass die mechanische Stabilitdt des Knochens wahrend der

Frakturheilung vermindert ist (Loiselle et al. 2013).

2.6.2 Pannexine

Gemeinsam mit Panx1 und Panx2 gehort Panx3 zur Familie der Pannexine. Hierbei handelt es

sich um integrale Membranproteine, meist in Gestalt von Hemikanidlen (Penuela et al. 2013),
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die an der Ausschiittung von Calciumionen und ATP beteiligt zu sein scheinen (Hainz et al.
2018).

Panx1 wird in zahlreichen Geweben der Sdugetiere exprimiert, und auch Panx2, bei dem zuerst
angenommen wurde, dass es nur in neuronalem Gewebe vorhanden ist, zeigt eine weitere
Verbreitung als urspriinglich angenommen (Bruzzone et al. 2003; Le Vasseur et al. 2014),
wihrend sich das Vorkommen von Panx3 auf wenige Gewebe bzw. Zellarten beschréinkt
(Penuela et al. 2013).

Panx1 gilt als Faktor des purinergen P2X/P2Y-Signalweges und hat damit Anteil an der
Freisetzung von ATP (Makarenkova und Shestopalov 2014). Es ist ein Mediator der find me-
Signale apoptotischer Zellen und der Rekrutierung von Phagozyten und spielt somit eine Rolle
beim Entziindungsgeschehen (Chekeni et al. 2010). Die Panxl-mediierte ATP-Freisetzung
resultiert in der Chemotaxis von Makrophagen und neutrophilen Granuloyzten, der Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine und der Aktivierung von T-Zellen (Makarenkova und
Shestopalov 2014; Makarenkova et al. 2018). Diese Beteiligung von Panxl im Rahmen der
Inflammation wurde in verschiedenen Organen (Makarenkova et al. 2018) wie der Lunge
(Riteau et al. 2010) und im Nervensystem (Bennett et al. 2012) nachgewiesen. Guerrero und
Kollegen stellten mit Hilfe eines 3D-Kultursystems zur Testung eines makropordsen
Polysaccharid-Geriists und unter Verwendung humaner SCs aus dem Knochenmark fest, dass
die Expression von Panx1 und Panx3 mit der von Cx43 korreliert, und schlussfolgerten, dass
alle drei Proteine in die osteogene Differenzierung involviert sind (Guerrero et al. 2018).
Anfangs wurde vermutet, dass sich die Verbreitung von Panx2 auf das Zentralnervensystem
beschrinkt (Bruzzone et al. 2003). Neuere Studien verweisen jedoch auf dessen Vorkommen
in Organen wie der Niere, Leber, Retina, dem Gastrointestinaltrakt und dem Hoden (Penuela et
al. 2013; Makarenkova et al. 2018) sowie in C2C12-Zellen und primiren, aus Kalvarien-
abgeleiteten Zellen der Maus (Ishikawa et al. 2011). Le Vasseur und Kollegen sprechen sogar
von einer ubiquitdren Verbreitung von Panx2 (Le Vasseur et al. 2014). Die Funktion von Panx2
konnte im Bereich der intrazelluliren Kommunikation liegen (Le Vasseur et al. 2014), die
genaue Bedeutung ist jedoch noch unklar (Lohman et al. 2019).

Panx3 wurde bislang in Osteoblasten, Chondrozyten und Fibroblasten nachgewiesen (Penuela
et al. 2013) und bildet drei verschiedene Arten von Kandlen: hemichannels, endoplasmic
reticulum (ER) Ca®" channels und gap junctions (Ishikawa et al. 2019). Uber die Aktivierung
von intrazelluliren Ca”*'-Signalwegen moduliert Panx3 die Osteoblasten- und
Chondrozytendifferenzierung (Ishikawa und Yamada 2016). Uber den Wnt/B-Catenin- und
PKA/CREB-Signalweg inhibiert es zusétzlich die Proliferation von Osteoprogenitoren,
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unterstiitzt via p21 den cell cycle exit und leitet gleichzeitig die Differenzierung zu Osteoblasten
ein (Ishikawa et al. 2014). In vivo resultiert die Deletion von Panx3 bei Miusen in einer
gestorten Funktion hypertrophischer Chondrozyten sowie in einer Verzdogerung der
Differenzierung und Mineralisation von Osteoblasten (Oh et al. 2015). Die Expression von
Panx3 wird von BMP2 gefordert, der einen essenziellen Differenzierungsfaktor im Rahmen der
Knochenentwicklung darstellt. Der von Panx3 gebildete hemichannel entldsst intrazelluldres
ATP in den Extrazellularraum, das dort an purinerge Rezeptoren bindet und den
Phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/Proteinkinase B (Akt)-Signalweg aktiviert, der wiederum
den von Panx3 gebildeten ER Ca’" channel stimuliert, der darauthin Calciumionen aus dem
Lumen des ER entldsst. Somit steigt der intrazelluldre Calciumgehalt. Bindet Calcium in der
Folge an Calmodulin, werden weitere Signalmolekiile, wie die Calmodulin-Kinase II und
Calcineurin (CN), aktiviert. CN, gemif seiner Funktion als Phosphatase, dephosphoryliert und
aktiviert damit den Transkriptionsfaktor NFATcl. Dieser begiinstigt unter anderem die
Expression von Sp7 {iber einen Anstieg von ALP (Ishikawa und Yamada 2016).

Runx2 ist ebenso in der Lage, an den Panx3-Promoter zu binden und diesen zu aktivieren (Bond
et al. 2011). Wihrend der osteogenen Differenzierung kann Panx3 sowohl in Zellen aus der
C2C12-Zelllinie als auch in priméren, aus Kalvarien-stammenden Zellen gleichzeitig mit
osteoblastidren Markern wie Runx2, Sp7, ALP und Ocn nachgewiesen werden (Ishikawa et al.
2011). Zudem spielt Panx3 eine Rolle im Entziindungsgeschehen von Pulpazellen und reguliert

negativ den NF-kB-Signalweg (Song et al. 2017).
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3 Material und Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1 Mesenchymale Stromazellen

Zur Isolierung der SCs dienten Kalvarien von Wistarratten (n =3 im 1. Vorversuch, n =2 im
Rahmen aller weiteren Versuche) im Alter von 7-9 Wochen. Die Ratten stammten aus dem
Institut fiir Veterindr-Physiologie und Biochemie der Justus-Liebig-Universitdt Gieen (Herr
Prof. Dr. Martin Diener). Fiir die Verwendung dieser Tiere liegt eine Tierversuchsgenehmigung
(administrative Nummer: 577-M) vor. Tierhaltung und Euthanasie der Ratten wurden den
deutschen und européischen Tierschutzgesetzen entsprechend durchgefiihrt. Nach Euthanasie
der Tiere erfolgte die Entnahme der Kalvarien. Anhaftendes Gewebe wurde unter der Sterilbank
mithilfe von Skalpell, Schere und Pinzette entfernt. In Anlehnung an ein fritheres Protokoll
(Wenisch et al. 2005) wurden die Kalvarien in Teilstiicke von 3—5 mm Grof3e zerschnitten.

4-8 dieser Teilstiicke wurden jeweils in ein Well einer 6-Well-Platte (VWR International
GmbH) platziert, das mit 5 ml Wachstumsmedium befiillt wurde. Die Zusammensetzung des
Wachstumsmediums ist Tabelle 1 zu entnehmen. Die Platten wurden in den Brutschrank (37 °C
und 5 % COy) verbracht. Bei einer Dichte von circa 80—90 % wurden die Primérzellen, die sich

nun in Passage 0 befanden, kryokonserviert, um sie bei Bedarf auftauen zu kdnnen.

Tabelle 1: Zusammensetzung des Wachstumsmediums

Losung Menge/ Hersteller
100 ml Ansatz (ml)
DMEMIg | 79 Gibco® life technologies, Darmstadt, Deutschland
FBS 20 Biochrom AG, Berlin, Deutschland
P/S 1 Gibco® life technologies, Darmstadt, Deutschland

DMEM lg = Dulbecco’s Modified Eagle Medium low glucose, FBS = fetales bovines Serum, P/S =
Penicillin/Streptomycin

Ablosen der mesenchymalen Stromazellen

Das Ablosen der adhérenten SCs erfolgte mittels TrypLE™ Express Enzyme (Gibco® life
technologies). Die Zellen in den Wells der 6-Well-Zellkulturplatte wurden ein- bis zweimal mit
angewdrmten Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) gewaschen. AnschlieBend wurde
1 ml TrypLE™ Express Enzyme in die Wells gegeben, die dann im Brutschrank bei 37 °C und
5% CO fiir 5 Minuten inkubiert wurden. Unter optischer Kontrolle hinsichtlich einer

erfolgreichen Ablosung wurde die Reaktion mit 2 ml Basalmedium (BM, Tabelle 2) abgestoppt.
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Die gesamte Fliissigkeit wurde nun mittels Pipette aufgezogen, zwei- bis dreimal {iber den
Boden gespiilt und nach Uberfiihrung in ein Falconrdhrchen zentrifugiert (153 x g fiir
5 Minuten). Das so entstehende Zellpellet wurde resuspendiert und nach Bedarf ausgesit oder

kryokonserviert.

Tabelle 2: Zusammensetzung des Basalmediums

Losung Menge/ Hersteller
100 ml Ansatz (ml)
DMEM Ig 89 Gibco® life technologies, Darmstadt, Deutschland
FBS 10 Biochrom AG, Berlin, Deutschland
P/S 1 Gibco® life technologies, Darmstadt, Deutschland

DMEM lg = Dulbecco’s Modified Eagle Medium low glucose, FBS = fetales bovines Serum, P/S =
Penicillin/Streptomycin

Kryokonservierung der mesenchymalen Stromazellen

Zur Kryokonservierung wurden die SCs vom Boden der Zellkulturflaschen abgeldst. Nach der
Zellzéhlung mittels C-Chip Neubauer Improved (NanoEnTek Inc.) wurden 5 ml des kalten
Einfriermediums (Tabelle 3) auf die Suspension gegeben und zentrifugiert (153 x g fiir
5 Minuten). Das so entstandene Pellet wurde dann in Einfriermedium (Tabelle 3) resuspendiert
und in Kryokonservierungsrohrchen (Carl Roth GmbH + Co. KG) a 1 ml (100 0000—
2 000 000 Zellen/ml) tberfiihrt. Die Rohrchen wurden anschlieBend in die Einfrierhilfe Mr.
Frosty (Nalgene®) verbracht und daraufhin fiir 24 Stunden bei —80°C gelagert, um

anschlieend in fliissigen Stickstoft bei —196 °C aufbewahrt zu werden.

Tabelle 3: Zusammensetzung des Einfriermediums

Losung Menge/ Hersteller
100 ml Ansatz [ml]
DMEM Ig | 65 Gibco® life technologies, Darmstadt, Deutschland
FBS 30 Biochrom AG, Berlin, Deutschland
DMSO 5 AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

DMEM lg = Dulbecco’s Modified Eagle Medium low glucose, DMSO = Dimethylsulfoxid, FBS = fetales bovines

Serum

Auftauen der mesenchymalen Stromazellen
Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryokonservierungsrohrchen aus dem Stickstoftbehélter

entnommen und im Wasserbad kurz angetaut, um danach bei Raumtemperatur weiter
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aufzutauen. Die Zelllosung wurde in Wachstumsmedium verbracht und bei einer relativen
Zentrifugalbeschleunigung (RZB) von 98 x g fiir 5 Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurde
das Zellpellet in 1 ml Wachstumsmedium resuspendiert. Die Zellen wurden mit Hilfe des C-
Chip Neubauer Improved (NanoEnTek Inc.) gezihlt, die dem Bedarf entsprechende Zellzahl
wurde in 75 cm?-Flaschen ausgesit und bei 37 °C und 5 % CO; fiir 5-7 Tage im Brutschrank

inkubiert. Fiir die anschlieBenden Versuche wurden SCs der Passage 3 genutzt.

Osteogene Differenzierung der mesenchymalen Stromazellen
Im 2. Vorversuch wurden die SCs osteogen differenziert. Die Zusammensetzung des dazu
verwendeten Mediums, folgend als osteogenes Differenzierungsmedium (OM) bezeichnet, ist

der Tabelle 4 zu entnehmen.

Tabelle 4: Zusammensetzung des osteogenen Differenzierungsmediums

Losung Menge/Ansatz = Hersteller
[ml]

DMEM Ig 88 Gibco® life technologies, Darmstadt,
Deutschland

FBS 10 Biochrom AG, Berlin, Deutschland

P/S 1 Gibco® life technologies, Darmstadt,
Deutschland

Ascorbinsdure (60 pm) 0,06 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

3-Glycerolphosphat (10 mM) | 1 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Dexamethasaon (100 nM) 0,01 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen, Deutschland
DMEM lg = Dulbecco’s Modified Eagle Medium low glucose, FBS = fetales bovines Serum, P/S =

Penicillin/Streptomycin

Alizarinfirbung

Zum Nachweis von Calciumablagerungen (Chamberlain et al. 2007) im Rahmen der
osteogenen Differenzierung wurden die SCs einer Alizarinfarbung unterzogen.

Fixierte Zellen wurden dreimal fiir je 3 Minuten mit zweifach destilliertem Wasser gewaschen.
Anschliefend erfolgte eine 15-miniitige Inkubation mit Alizarinrot-S-Losung (Carl Roth
GmbH + Co. KG). Danach wurden die Zellen dreimal fiir je 10 Minuten mit zweifach

destilliertem Wasser gewaschen.
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3.1.2 Himatopoetische Stammzellen

Die Isolierung der himatopoetischen Zellen aus dem Knochenmark der Wistarratten erfolgte
modifiziert nach dem Protokoll von Boraschi-Diaz und Komarova aus dem Jahr 2016
(Boraschi-Diaz und Komarova 2016).

Die zur Isolation der Zellen verwendeten Ratten stammten ebenfalls aus dem Institut fiir
Veterindr-Physiologie und Biochemie der Justus-Liebig-Universitdt Gieen (Herr Prof. Dr.
Martin Diener), fiir deren Verwendung ebenfalls die Tierversuchsgenehmigung (administrative
Nummer: 577-M) vorliegt. Die Haltung der Tiere sowie deren Euthanasie im Rahmen des
Experiments wurden den deutschen und europdischen Tierschutzgesetzen entsprechend
durchgefiihrt. Zur Isolierung der himatopoetischen Zellen wurden nach Euthanasie der Tiere
Femora, Tibiae und Fibulae der 6-32 Wochen alten Wistarratten (n = 2 flir jeden
Versuchsansatz) entnommen. Nach grober Entfernung des anhaftenden Gewebes wurden die
Knochen unter die Sterilbank verbracht. Dort erfolgten eine Reinigung mit DPBS sowie das
Entfernen kleinerer, noch verbliebener Gewebereste. Die so aufbereiteten Knochen (Abbildung
2) wurden mit Hilfe einer Schere in der Mitte der Diaphyse quer in gleich grof3e Hilften zerteilt
und in passend zugeschnittene 1 000 pl-Pipettenspitzen (nerbe Plus GmbH) gesteckt, welche
wiederum in ein Rohrchen (2 ml, Sarstedt AG &

Co) verbracht wurden. Das eréffnete Knochenmark

zeigte dabei nach unten. In dieser Halterung

wurden die Stiicke zur Isolation des Knochenmarks

bei einer RZB von 13 845 g (3 x 30 Sekunden) . —
zentrifugiert. Die so gewonnenen Zellen verblieben ; e
im Rohrchen, wihrend die Pipettenspitze samt

Knochen verworfen wurden. Mittels mehrmaligem

Pipettieren mit 200 ul BM  wurde das

Knochenmark suspendiert, in ein Falconrohrchen Abbildung 2: Femur, Tibia und Fibula einer

(Greiner bio-one) verbracht und auf ein Volumen Wistarratte nach Entfernung des anhaftenden

Gewebes (Oben: Femur, unten: Tibia und

Fibula).

von 10 ml mit BM aufgefiillt. Es erfolgte eine
Zentrifugation fiir 5 Minuten bei einer RZB von
153 x g. Die Uberstiinde wurden verworfen und die Erythrozyten im Pellet in Red Blood Cell
Lysis Buffer (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) fiir 10 Minuten gelost. Nach Filtration durch
einen 70 pm Filter (Greiner bio-one) wurden die Zellen zweimal bei einer RZB von 153 x g fiir
jeweils 5 Minuten zentrifugiert. Nach Zellzdhlung wurden je 25 000 000 Zellen/75 cm?-
Flasche (Fisher Scientific GmbH) unter Zugabe von rekombinanten M-CSF (25 ng/ml,
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PeproTech Germany) in das BM ausgesit und flir 24 Stunden in den Brutschrank verbracht.
Am néchsten Tag wurde das Medium mit den darin enthaltenden, nicht-adhirenten Zellen
gesammelt und zentrifugiert (151 xg fir 5 Minuten). Das Zellpellet wurde in BM
resuspendiert, die Zellen wurden gezdhlt und die entsprechend bendtigte Zellzahl (Kapitel 3.3)
in Kokultur verbracht.

Im 3. Vorversuch sowie im Hauptversuch wurden die hdmatopoetischen Zellen, die im
Folgenden als OCVs bezeichnet werden, wiahrend der Kokultivierung mittels Zugabe der
rekombinanten Faktoren RANKL und/oder M-CSF zur osteoklastiren Differenzierung
stimuliert. Die Zugabe von RANKL erfolgte in der Konzentration von 50 ng/ml und von

M-CSF in der Konzentration von 25 ng/ml.

Fixierung der Zellen

Die SCs und OCVs wurden nach dem Waschen (2 x fiir je 2-3 Minuten) in DPBS fiir die
weiterflihrenden Untersuchungen mit 4 % Paraformaldehyd (Carl Roth GmbH + Co. KG) fiir
je 30 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Dazu wurden je 300 pl Fixans in ein 24-Well und je
I ml in ein 6-Well gegeben. Nach der Fixation wurden die Zellen erneut zwei- bis dreimal mit
DPBS gewaschen. Um eine Austrocknung zu vermeiden, verblieb 1 ml DPBS auf den Zellen.
Die Zellkulturplatten wurden mit Parafilm (BEMIS Packaging Deutschland GmbH) luftdicht

verschlossen und im Kiihlschrank aufbewahrt.

TRAP-Enzymbhistochemie

Fixierte OCVs wurden zunéchst fiir 5 Minuten in destilliertem Wasser inkubiert, danach fiir
10 Minuten in Acetatpuffer. Im Anschluss wurde die TRAP-Firbelosung mittels Spritze
(Braun) und Spritzenfilter (GE Healthcare GmbH) auf die Zellen gegeben, die dann fiir 25—
60 Minuten in den Brutschrank (37 °C und 5 % CO2) verbracht wurden. Nach optischer
Kontrolle (deutliche Rotfirbung der Zellen) wurden die Zellen ein- bis zweimal mit
destilliertem Wasser gewaschen.

Acetatpuffer und TRAP-Férbelosung wurden selbst hergestellt. Zur Herstellung des
Acetatpuffers wurden 4,1 g Natriumacetat p.a. (Merck KGaA, Darmstadt) mit 450 ml
destilliertem Wasser aufgefiillt und mittels Riihrer und Riihrplatte gelost. Dabei wurde der pH-
Wert auf 5,2 mit 25%iger HCI eingestellt. Es erfolgte eine Auffiillung mit destilliertem Wasser
auf ein Volumen von 500 ml.

Die TRAP-Firbelosung setzte sich, wie in Tabelle 5 dargelegt, zusammen.
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Tabelle 5: Zusammensetzung der TRAP-Farbelosung

Substrat Menge/25 ml Ansatz | Hersteller

Naphthol-AS-TR-Phosphat 35mg Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

N-N-Dimethylfomamid 125 pl Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland

Na-Acetatpuffer (0,1 M, 25ml Eigene Ansetzung

pH 5,2)

Natrium-Tartrat 57,5 mg Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Echtrotsalz 35 mg Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Taufkirchen, Deutschland

Phalloidinfirbung

Um das Aktinzytoskelett der OCVs darzustellen, wurden diese mit dem Farbstoff Phalloidin
gefarbt. Phalloidin ist ein Toxin aus dem griinen Knollenblétterpilz (Amanita phalloides). Es
bindet an polymere Aktinfilamente der Zellen. Um dieses mittels Fluoreszenzmikroskopie
sichtbar zu machen, wird Fluoreszenz-markiertes Phalloidin verwendet (Sigma-Aldrich
Produktinformation).

Die Phalloidinfirbung erfolgte bei Raumtemperatur. Nach Fixation der Zellkulturen wurden
diese fiir 10 Minuten mit 1 % Triton X in 1 x Tris-gepufferter Salzlosung (TBS) inkubiert.
Danach erfolgten je 3 Waschungen fiir jeweils 3 Minuten mit DPBS. AnschlieBend wurde fiir
30 Minuten 1 % FBS in DPBS hinzugegeben. Nach dessen Entfernung wurde das Phalloidin-
Fluorescence-Isothiocyanat  (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur in Dunkelheit auf die Zellkulturen gegeben. Danach erfolgten erneut
Waschungen mit DPBS (3 x fiir je 3 Minuten). Um die Zellkerne darzustellen, wurden die
Zellen anschlieBend mit einem Hoechstfarbstoff (bisBenzimide H33258, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH) gefirbt. Dieser wurde fiir 5 Minuten bei Dunkelheit inkubiert. Nach erneuter
Waschung (2 x fiir je 3 Minuten, DPBS) wurden die Zellen, die sich auf Glasplittchen
befanden, auf einen Objekttrager verbracht und dort mittels einem Tropfen ProLong™ Gold
Antifade Mountant (Invitrogen) eingedeckt. Die Objekttriger wurden bis zur weiteren

Untersuchung in Objekttragermappen vor Licht geschiitzt im Kiihlschrank gelagert.
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3.2 Knochenersatzmaterialien

Die im Kokultursystem eingesetzten Strontium- und Magnesium-basierten KEMs (Tabelle 6)
wurden von biotrics bioimplants AG (Deutschland) zur Verfiigung gestellt. Aus den
Komponenten = Magnesiumchloridhexahydrat (MgCl, x 6 HxO, Alfa Aesar),
Magnesiumhydrogenphosphat (MgHPOs,, Sigma-Aldrich Chemie GmbH),
Strontiumchloridhexahydrat (SrCl, x 6 H20, Alfa Aesar) und Strontiumhydrogenphosphat
(StHPO4, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) wurden Salzlésungen unterschiedlicher
Konzentrationen hergestellt. Die KEM-Basiskomponente (Basis-KEM, Maxresorb® (botiss
biomaterials GmbH), bestehend aus 60 % HA und 40 % B-TCP) wurde jeweils mit diesen
Salzlosungen in unterschiedlicher Konzentration (Tabelle 6) kombiniert. Fiir die Herstellung
des KEMs mit der Bezeichnung PLGA-MgSrCl-0,05 wurden die entsprechenden Salze
zundchst in einer PLGA-Losung gelost. In Tabelle 6 sind die verwendeten
Knochenersatzmaterialien zusammengefasst. Im Folgenden werden die Materialien im Sinne
einer Kurzbezeichnung entsprechend des zugesetzten Salzes und dessen Konzentration

(Angabe in mol/L) benannt.

Tabelle 6: Ubersicht der verwendeten Knochenersatzmaterialien

Knochenersatzmaterial Konzentration der Kurzbezeichnung
Salzkomponente [mol/L]

Basis-KEM - w/0o

Basis-KEM + MgCl, 0,1 MgCl-0,1

Basis-KEM + SrCl, 0,1/0,01 SrCl-0,1 / SrCl1-0,01

Basis-KEM + MgHPO4 0,01 MgHP-0,01

Basis-KEM + StHPO4 0,01 SrHP-0,01

Basis-KEM + MgCl, + SrClh 0,05 MgSrCl-0,05

Basis-KEM + MgHPO4 + StHPO4 0,005 MgSrHP-0,005

Basis-KEM + PLGA + MgCl + SrCl | 0,05 PLGA-MgSrCl-0,05

Basis-KEM = Maxresorb® (botiss biomaterials GmbH) bestehend aus 60 % HA und 40 % B-TCP (B-TCP =
B-Tricalciumphosphat, HA = Hydroxyalapatit, KEM = Knochenersatzmaterial, PLGA = Polylactid-co-glycolid)
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3.3 Allgemeines Prinzip des indirekten Kokultursystems

Das hier konzipierte Kokultursystem sollte aus drei
Kompartimenten bestehen (Abbildung 3). In das
untere Kompartiment, welches dem Boden der
6-Well-Zellkulturplatte (Fisher Scientific GmbH)
entsprach, in dem die Inserts geliefert wurden, wurden
die SCs ausgesit. Die Fliche eines dieser Wells betrug
9,6 cm?. Darin befanden sich zwei Inserts (Fisher
Scientific GmbH) unterschiedlicher GroBe, die
ineinander gestellt waren und deren Bdden aus einer

Membran mit Poren der GroB3e 0,4 um bestanden. Die

Membran ermdglichte somit einen Austausch 16slicher Abbildung 3: Einzelkomponenten ' des
Faktoren ~ bzw.  Substanzen  zwischen  den j,girekten Kokultursystems. (A) 6-Well-
verschiedenen ~ Kompartimenten.  Das  mittlere Zellkulturplatte als Bodenkompartiment,
Kompartiment mit einer Fliche von 4,1 cm?, folgend (B) Insert 1, (C) Insert 2.

als Insert 1 bezeichnet, bot Raum fiir die Testung verschiedener KEMs. Im oberen
Kompartiment, folgend bezeichnet als Insert 2 (Flidche: 3,14 cm?), wurden die OCV's ausgesit.
Um spéter die Morphologie beurteilen zu kdnnen, erfolgte das Hereinlegen eines Glaspléttchens
mit einem Durchmesser von 13 mm in das Insert 2. Uber das Medium standen die
verschiedenen Kompartimente zwar in Verbindung, ein direkter Kontakt zwischen den SCs und

den OCVs sowie zu den zu testenden KEMs bestand jedoch nicht. Nach Versuchsabschluss

konnte jede Zellpopulation fiir sich filir weiterfithrende Untersuchungen geerntet werden.

Indirekte Kokultur der mesenchymalen Stromazellen mit osteoklastiren Vorliuferzellen
Nach Ablosung der SCs wurden diese in das untere Kompartiment der Kokultur mit einer
Zellzahl von 100 000 Zellen pro Bodenkompartiment ausgesit. Nach 24 Stunden waren die
Zellen adhirent und die Population der OCVs wurde dem Kokultursystem hinzugefiigt. Dazu
wurde Insert 1, je nach Versuchsaufbau unterschiedlich bestiickt, mithilfe einer Pinzette auf den
adhérenten Zellrasen der SCs platziert. In dieses hinein wurde Insert 2, ebenfalls mithilfe einer
Pinzette, gesetzt. Auf den Boden des Insert 2 wurde ein rundes Glasplittchen (Durchmesser:
13 mm) gelegt, um die dort befindlichen Zellen spiter zur weiteren Untersuchung zu
entnehmen. In Insert 2 wurden 250 000 Zellen der OCVs ausgesidt. Das Well der Kokultur
wurde mit 5 ml Medium befiillt, sodass alle Kompartimente {iber das Medium in Verbindung

standen. Ein Schema des indirekten Kokultursystems ist in Abbildung 4 dargestellt.
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////—N Abbildung 4: Schematische Darstellung des
das

indirekten =~ Kokultursystems.  In
"'/ Bodenkompartiment (A), in welchem SCs
kultiviert wurden, wurde Insert 1 (B),
entweder leer oder mit KEMs befiillt,

/ﬂ'\b\§—s”‘ﬁ/ platziert. In Insert 1 wurde Insert2 (C)
platziert, in dem sich die OCVs befanden.
A

Die Kokultur wurde anschlieBend in den Brutschrank (37 °C und 5 % CO,) verbracht. Die
jeweilige Inkubationsdauer ist den einzelnen Versuchen zu entnehmen (Kapitel 3.5, 3.6).
Zusitzlich wurden fiir jeden Versuch (Kapitel 3.5, 3.6) Monokulturen der SCs und OCVs zur
Kontrolle angelegt. Dazu wurden die SCs und die OCVs je nach Versuch in BM, BM unter der
Zugabe von RANKL oder BM unter der Zugabe von RANKL und M-CSF kultiviert. Die SCs

wurden zudem in Monokultur osteogen differenziert.

3.4 Molekularbiologische Untersuchungen

Herstellung von Zelllysaten fiir die spiatere RNA-Extraktion
Die SCs und OCVs wurden mittels innuPREP RNA Mini Kit (Analytik Jena GmbH) lysiert.
Zur Lyse der OCVs wurden die entsprechenden Glasplittchen aus Insert 2 entnommen und in

Wells einer 24-Well-Zellkulturplatte gelegt. Die SCs wurden in ihrem Kompartiment lysiert.

Extraktion der total RNA

Die Extraktion der total RNA erfolgte nach Herstellerangaben mithilfe des innuPREP RNA
Mini Kit (Analytik Jena GmbH). Die RNA-Gehalte wurden nach Ende der Behandlung
photometrisch tiberpriift. Neben der Konzentration der RNA wurde auch die Reinheit jeder
Probe mittels BioPhotometer bestimmt, welche zwischen 1,5 und 2,0 liegen sollte. Bis zur

weiteren Untersuchung wurde die RNA im Gefrierschrank bei —20 °C aufbewabhrt.

Verdiinnung der RNA-Konzentration
Damit moglichst gleiche RNA-Konzentrationen vorlagen, wurden die zu untersuchenden
Proben auf 100 pg/ml mit RNase-freiem Wasser verdiinnt. Falls die Konzentration der

vorliegenden Probe geringer war, wurde diese unverdiinnt verwendet.

41



Material und Methoden

DNase-Behandlung
Um eventuell vorhandene  Verunreinigungen der Proben mit  genomischer
Desoxyribonukleinsdure (DNA) auszuschlieen, wurde eine DNase-Behandlung durchgefiihrt.

Der dazu verwendete Mastermix setzte sich wie folgt zusammen:

Tabelle 7: Zusammensetzung des DNase-Mastermix

Substrat Menge/ Hersteller
Probe [pl]
MgCl 1,2 Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland
DNase I recombinant Incubation Buffer | 1,2 Roche Deutschland Holding GmbH,
Grenzach-Wyhlen, Deutschland
DNase I recombinant (10 U/ul) 1,2 Roche Deutschland Holding GmbH,
Grenzach-Wyhlen, Deutschland
Ambion™ RNase Inhibitor (40 U/pl) 0,3 Invitrogen, Eugene, Oregon, USA

Zu 3,9 pl des DNase-Mastermix wurden 8,1 pl, gegebenenfalls verdiinnte, RNA der zu
untersuchenden Probe pipettiert. Die Proben kamen daraufhin in den Thermocycler und
wurden gemdl folgendem Programm inkubiert:

1. 35 Minuten bei 37 °C

2. 10 Minuten bei 75 °C

3. Abkiihlen auf4 °C
Um die Stabilitit der RNA zu gewibhrleisten, wurde diese innerhalb von 30 Minuten

weiterverarbeitet.

Synthetisierung der complementary DNA
Mithilfe des Enzyms Reverse Transkriptase (RT) wurde die zuvor gewonnene RNA in

komplementidre DNS (complementary DNA (cDNA)) umgeschrieben (Tabelle 8).

Tabelle 8: Zusammensetzung des Mastermix zur cDNA-Synthese (+RT-Mix)

Substrat Menge/ Hersteller

Probe [nl]
MgCl 12 Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland
Gene Amp10X PCR 6 Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland
Gold Puffer
Applied Biosystems™ 24 Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland
GeneAmp™ dNTP
Random Hexamers 3 Invitrogen, Eugene, Oregon, USA
RNase Inhibitor (20 U/ul) 3 Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland
MultiScribe™ 3 Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland

Reverse Transkriptase
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Von den umzuschreibenden Proben wurden je 60 pl Gesamtvolumen angesetzt, bestehend aus
51 ul des Mastermix zur cDNA-Synthese sowie 9 ul RNA. Um das Ergebnis der
vorangegangenen DNase-Behandlung zu tiberpriifen, wurde parallel ein Mastermix angesetzt,
der RNase-freies Wasser (QIAGEN GmbH) anstatt der RT enthielt (—RT-Mix). Je Probe
wurden 1,5 pl RNA zu 8,5 pl des —RT-Mix gegeben. Die Gesamtheit der Proben wurde in den
Thermocycler verbracht und folgendes Programm gestartet:

1. 8 Minuten bei 21 °C

2. 15 Minuten bei 42 °C

3. 5 Minuten bei 99 °C

4. 5 Minuten bei 5 °C

5. Abkiihlen auf'4 °C

Qualitative Polymerase-Kettenreaktion

Um die erfolgreiche Synthetisierung der cDNA zu bewerten, wurde anschlieBend eine
qualitative Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) mit dem Zielgen
Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase (GAPDH) durchgefiihrt, die anschlieBend per
Gelelektrophorese ausgewertet wurde. Tabelle 9 zeigt die Zusammensetzung des dazu

verwendeten Mastermix.

Tabelle 9: Zusammensetzung des PCR-Mastermix

Substrat Menge/ Hersteller

Probe [pl]
MgCl 0,5 Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland
Gene Amp10X PCR 1 Fisher Scientific GmbH, Schwerte, Deutschland
Gold Puffer
Primer GAPDH forward | 0,25 Microsynth AG, Balgach, Schweiz
Primer GAPDH reverse | 0,25 Microsynth AG, Balgach, Schweiz
RNase freies H,O 7,93 QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
AmpliTaqg GOLD 0,0625 Roche Deutschland Holding GmbH, Grenzach-

Wyhlen, Deutschland

Der Ansatz wurde aus 10 pl PCR-Mix und 2,5 pl ¢cDNA hergestellt, so dass sich ein
Probenvolumen von 12,5 pul je Probe ergab. Zusétzlich wurden Negativkontrollen erstellt, die
statt cDNA RNase-freies Wasser enthielten (NTC, no template control). Im Thermocycler lief
anschlieend folgendes Protokoll:
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5 Minuten bei 95 °C

30 Sekunden bei 94 °C

30 Sekunden bei 60 °C Wiederholung fiir 35 Zyklen
30 Sekunden bei 72 °C

1 Minute bei 72 °C

Abkiihlen auf 4 °C

A e

Gelelektrophorese

Die erfolgreiche Amplifizierung der Genprodukte der qualitativen GAPDH-PCR wurde mittels
Gelelektrophorese tliberpriift. Fiir die Herstellung des Gels wurde 1 g Agarosepulver (Bioline
GmbH) in 50 ml des 1 x TRIS-Acetat-EDTA (TAE)-Puffers gelost und in der Mikrowelle
aufgekocht bis eine klare, homogene Losung entstand. Nach kurzer Zeit zur Abkiihlung wurden
4 ul Gel Green™ nucleic acid stain (Biotium) hinzugegeben und das Gefidl bis zur
vollstandigen Homogenisierung geschwenkt. Das noch warme, fliissige Gel wurde dann in den
vorbereiteten Schlitten samt Kimmen gegossen. Es wurde darauf geachtet, dass im Gel keine
Luftblasen vorhanden und alle Kémme gleichméBig von Gel umgeben waren. Nach Aushértung
des Gels wurde dieses in die Gelelektrophoreselaufkammer verbracht. Zu jeder der zu
untersuchenden Proben wurden 2 pl TAE-Puffer zugefiigt. Zusétzlich zu den Proben wurde ein
50-Basenpaar (bp) Marker aufgetragen (2,5 ul/Geltasche). Von der jeweiligen Probe wurden
7 ul pro Tasche pipettiert. In der Kammer, die mit TAE-Puffer gefiillt war, wurde eine
elektrische Spannung von 180 V bei einem elektrischen Strom von 400 mA fiir 20 Minuten
angelegt. Der TAE-Puffer setzte sich aus 145,2 g Tris (Carl Roth), 11,1 g EDTA (Carl Roth)
und 3 1 zweifach destilliertem Wasser zusammen. Der pH von 8 wurde mit Essigsidure (Merck)
eingestellt. Nach Ablauf der Zeit wurde das Gel entnommen und im Transilluminator UVsolo

(Biometra GmbH) fotografiert. Danach wurden die Banden (Abbildung 5) beurteilt.

Abbildung  5: Darstellung eines
Ergebnisses der Gelelektrophorese. 1—, 2—,
3—="Proben des —RT-Ansatzes, 1+, 2+, 3+
= Proben des +RT-Ansatzes, M = 50 bp-
Marker, NTC = Negativkontrolle
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Sowohl in den —RT-Proben wie auch in der NTC durften keine Signale zu detektieren sein, da
dies bedeutete, dass eine Verunreinigung mit genomischer DNA vorlag oder die DNase-
Behandlung ineffizient war. In diesem Fall muss die DNase-Behandlung erneut durchgefiihrt
werden. Wurde nur in den +RT-Proben ein Signal gemessen, wurde die iiberpriifte cDNA

verwendet.

Quantitative real-time polymerase chain reaction

Um Aufschliisse dariiber zu erhalten, welche Gene in welcher relativen Menge vorliegen, wurde
eine qPCR durchgefiihrt. Dieses System basiert auf der Detektion von Fluoreszenzsignalen. Der
Farbstoff SYBR Green I, der dem Mastermix (Tabelle 10) hinzugefiigt war, lagert sich in den
entstehenden DNA-Doppelstrang ein und wird durch Licht angeregt. Die Messung des so
entstehenden Fluoreszenzsignals erfolgt nach jedem abgeschlossenen Zyklus. Von besonderem
Interesse waren dabei auf Seite der SCs folgende Gene: Runx2, Cx43, Panx1, Panx2 und Panx3.
Bei den OCVs waren folgende Differenzierungsmarker von Interesse: TRAP und CTSK.

Zusétzlich wurde die Expression von GAPDH als Referenzgen untersucht.

Tabelle 10: Zusammensetzung des qPCR-Mastermix

Substrat Menge/Probe [ul] = Hersteller

QuantiFast SYBR Green 10 QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
PCR Master Mix

Quanti Tect Primer Assay | 2 QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland
RNAse freies H>O 6 QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Die verwendeten Primer (Quanti Tect Primer Assay, Tabelle 11) sind kommerziell erhéltlich,

vom Hersteller (QIAGEN GmbH) designt und getestet.

Tabelle 11: Ubersicht der verwendeten Primer (Quanti Tect Primer Assay, QITAGEN GmbH)

Primer Gensymbol | Referenz- Katalognummer | Linge des
sequenz Amplikon [bp]

Cathepsin K (CTSK) CTSK NM 031560 | QT00375599 80

Connexin43 (Cx43) Gjal NM 012567 | QT00177737 141

Glycerinaldehyd-3- GAPDH NM 017008 = QT00199633 149

phosphat-

Dehydrogenase

(GAPDH)
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Tabelle 11 (Fortsetzung): Ubersicht der verwendeten Primer (Quanti Tect Primer Assay, QIAGEN
GmbH)

Primer Gensymbol | Referenz- Katalognummer | Linge des
sequenz Amplikon [bp]

Pannexin 1 (Panx1) Panx1 NM 199397 | QT01595454 105

Pannexin 2 (Panx2) Panx2 NM 199409 ' QT02333443 133

Pannexin 3 (Panx3) Panx3 NM 199398 | QT01620906 105

Runt-related Runx2 NM_ 053470 | QT01620647 84

transcription factor 2

(Runx2)

Tartrat-resistente saure = Acp5 NM 019144 | QT00374346 89

Phosphatase (TRAP)

In ein Well wurden 18 pl des Mastermix und 2 pl cDNA der zu untersuchenden Probe pipettiert.
Je Probe wurde ein Triplett pipettiert (entspricht 3 Wells) und je Ansatz erfolgte eine NTC, die
statt cDNA RNase-freies Wasser enthielt, um die Reinheit des angesetzten Mix zu iiberpriifen.
Die fertige Platte wurde mit Folie abgedeckt und in den Thermocycler verbracht. Dort lief
folgendes Programm:

1. 5 Minuten bei 95 °C

2. 10 Sekunden bei 95 °C

Wiederholung fiir 39 Zyklen

(98]

. 30 Sekunden bei 60 °C
Schmelzkurve: 60 °C bis 95 °C, schrittweise Erhohung der Temperatur um 0,5 °C fiir

b

jeweils 5 Sekunden

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad. Fiir die Analyse der Genexpressionen
wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) durchgefiihrt, ein Tukey-Test wurde als
post-hoc-Test angeschlossen. Um die relative Quantifizierung bestimmen zu kdnnen, wurde in
jeder Probe die Expression des Gens GAPDH als Referenzgen analysiert und der ACq
bestimmt. Dieser wurde fiir jede Probe gegen die Kontrollprobe entsprechend des
Versuchsaufbaus normiert (AACq). Die Ergebnisse der qPCR sind als Mittelwerte der
errechneten 27224 mit Standardabweichung der jeweiligen Probe dargestellt und der
aufgetragene Graph entspricht damit der x-fachen Expression des Gens im Vergleich zu der

jeweiligen Kontrollprobe.
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3.5 Uberpriifung der Kultivierungsbedingungen im Kokultursystem:

Vorversuche

Das folgende Kapitel erldutert drei Vorversuche. Die Vorversuche wurden durchgefiihrt, um
optimale Kokulturbedingungen fiir die SCs und die OCVs zu etablieren, wéihrend im
Hauptversuch (Kapitel 3.6) die beiden Zellpopulationen in Kombination mit verschiedenen
KEMs kokultiviert wurden, um die anforderungsgerechte Konzeption des Kokulturystems und

die Biokompatibilitdt der KEMs zu iiberpriifen.

3.5.1 Kokultivierung der Zellpopulationen ohne den Einsatz von

Differenzierungsfaktoren: Vorversuch 1

Im Rahmen von Vorversuch 1 wurde das indirekte Kokultursystem mit drei Kompartimenten
aufgebaut. Es erfolgte keine Zugabe von KEMs. Vielmehr wurde die optimale Inkubationszeit
fiir beide Zellpopulationen iiberpriift. Gewéhlt wurden Zeiten von 5, 9, 14 und 19 Tagen. Das
BM wurde ohne die Zugabe von Supplementen verwendet. Eine Ubersicht des Versuchsaufbaus
ist in Tabelle 12 zu sehen. Im Bodenkompartiment wurden SCs ausgesit (100 000
Zellen/Bodenkompartiment). Insert 1 wurde ohne Bestiickung mit einem KEM in das
Bodenkompartiment platziert. Nach 24 Stunden wurden in Insert 2 OCVs gesit (250 000
Zellen/Insert 2).

Um die Kennzeichnung der Proben im Rahmen der Versuche zu gewihrleisten, wurden sie
hinsichtlich des (Vor-) Versuchs, der verwendeten Zellart, der Kultivierungsart (Kokultur oder
Monokultur), der Art des verwendeten Mediums und der Versuchsdauer benannt. Dafiir wurden
Abkiirzungen verwendet: so werden z. B. im Rahmen des Vorversuchs 1 (V1) eingesetzte SCs,
die in der Kokultur (KK) in BM iiber 5 Tage (5d) kultiviert wurden, als V1-SCs-KK-BM-5d
bezeichnet. Entsprechend wird die Population der OCVs dieser Kokultur als
V1-OCVs-KK-BM-5d bezeichnet. Tabelle 12 gibt einen Uberblick iiber den Versuchsaufbau
des Vorversuchs 1.

Als Kontrollen wurden in 24-Well-Zellkulturplatten ausgesite SCs und OCVs in Monokultur
mit einer Inkubationsdauer von 5, 9, 14 und 19 Tagen verwendet. Zwei verschiedene Medien
wurden fiir die Kultivierung der SCs verwendet: BM sowie OM. Das BM der OCVs wurde mit
den Faktoren RANKL (50 ng/ml) und M-CSF (25 ng/ml) supplementiert. Eine Ubersicht iiber
die verwendeten Kontrollproben gibt Tabelle 13.
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Tabelle 12: Ubersicht des Versuchsaufbaus von Vorversuch 1

Kulturform | Bodenkompartiment  Insert 1 Insert 2 mit OCVs - Proben = Kultur-

mit SCs - Proben dauer [d]
Kokultur V1-SCs-KK-BM-5d leer V1-OCVs-KK-BM-5d 5
Kokultur V1-SCs-KK-BM-9d leer V1-OCVs-KK-BM-9d 9
Kokultur V1-SCs-KK-BM-14d | leer V1-OCVs-KK-BM-14d 14
Kokultur V1-SCs-KK-BM-19d | leer V1-OCVs-KK-BM-19d 19

BM = Basalmedium, d = Tage, KK = Kokultur, OCVs = osteoklastire Vorlduferzellen, SCs = mesenchymale

Stromazellen, V1 = Vorversuch 1

Tabelle 13: Ubersicht der Kontrollkulturen von Vorversuch 1

Kulturform Proben Medium Kultur-
dauer [d]
Monokultur V1-SCs-MK-BM-5d BM 5
Monokultur V1-SCs-MK-BM-9d BM 9
Monokultur V1-SCs-MK-BM-14d BM 14
Monokultur V1-SCs-MK-BM-19 BM 19
Monokultur V1-SCs-MK-OM-5d OM 5
Monokultur V1-SCs-MK-OM-9d OM
Monokultur V1-SCs-MK-OM-14d OM 14
Monokultur V1-SCs-MK-OM-19d OM 19
Monokultur V1-OCVs-MK-BM-9d BM 9
Monokultur V1-OCVs-MK-BM-14d BM 14
Monokultur V1-OCVs-MK-BM-19d BM 19
Monokultur V1-OCVs-MK-BM-R-M-5 BM+R+M 5
Monokultur V1-OCVs-MK-BM-R-M-9d BM+R+M
Monokultur V1-OCVs-MK-BM-R-M-14d BM+R+M 14
Monokultur V1-OCVs-MK-BM-R-M-19d BM+R+M 19

BM = Basalmedium, d = Tage, M = M-CSF, MK = Monokultur, OCVs = osteoklastire Vorlduferzellen, OM =

osteogenes Differenzierungsmedium, R =RANKL, SCs = mesenchymale Stromazellen, V1 = Vorversuch 1

Die SCs des Vorversuchs 1 wurden zunichst morphologisch bewertet. Dabei wurde vor allem
auf die Form der Zellen, deren Anordnung und Adhérenz geachtet. Um Aufschliisse iiber die
osteogene Differenzierungskapazitit der SCs zu erhalten, wurden die Kulturen mit Alizarin
angefdarbt und ein Teil der Proben mittels qPCR analysiert, wobei der quantitative Nachweis
von Runx2 und Cx43 erfolgte. Mittels qPCR wurden die Proben der SCs, die 19 Tage lang in
Monokultur (V1-SCs-MK-BM-19d) oder Kokultur (V1-SCs-KK-BM-19d) kultiviert wurden,

untersucht.
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Die OCVs des Vorversuchs 1 wurden hinsichtlich ihrer Adhéirenz, Form und Gréf3e sowie dem
Vorhandensein mehrerer Zellkerne bewertet. Die weitere Auswertung umfasste den
enzymhistochemischen Nachweis der TRAP und die Phalloidinfirbung. Um Informationen
iiber die relativen TRAP- und CTSK-Expressionen der OCVs zu erhalten, wurden die OCVs,
die 19 Tage in Kokultur (V1-OCVs-KK-BM-19d) kultiviert wurden, mittels qPCR untersucht.

3.5.2 Osteogene Vordifferenzierung der mesenchymalen Stromazellen vor der

Kokultivierung: Vorversuch 2

Bei diesem Versuchsaufbau wurden die SCs im Bodenkompartiment (100 000 Zellen
/Bodenkompartiment) der Kokultur mittels OM iiber Zeitrdume von 14 und 21 Tagen
vordifferenziert, um einerseits die osteogene Differenzierung der Zellen zu beschleunigen und
andererseits im Rahmen der Differenzierung der SCs zu Osteoblasten die Osteoklastengenese
der kokultivierten OCVs anzuregen. Insert 1 blieb leer. Da erst im Anschluss an die Phasen der
Vordifferenzierung die OCVs in Insert 2 ausgesit wurden (250 000 Zellen/Insert 2), startete die
eigentliche Versuchsdauer erst im Anschluss an die Vordifferenzierung mit Beginn der
Kokultivierung beider Zellpopulationen und betrug 5 und 9 Tage (Tabelle 14). Monokulturen
der SCs kultiviert in BM und OM sowie OCVs unter der Zugabe von RANKL (50 ng/ml) und
M-CSF (25 ng/ml) in das BM dienten als Kontrollen. Die Ubersicht des Versuchsaufbaus ist

Tabelle 15 zu entnehmen.

Tabelle 14: Ubersicht des Versuchsaufbaus von Vorversuch 2

Kultur- | Bodenkompartiment vd [d] | Insert 1  Insert 2 mit Kultur-

form mit SCs - Proben OCYVs - Proben dauer [d]

Kokultur | V2-SCs-14d-vd- 14 leer V2-OCVs[SCs- 5
KK-BM-5d 14d-vd]-KK-BM-5d

Kokultur | V2-SCs-21d-vd- 21 leer V2-OCVs[SCs- 5
KK-BM-5d 21d-vd]-KK-BM-5d

Kokultur | V2-SCs-14d-vd- 14 leer V2-OCVs[SCs- 9
KK-BM-9d 14d-vd]-KK-BM-9d

Kokultur | V2-SCs-21d-vd- 21 leer V2-OCVs[SCs- 9
KK-BM-9d 21d-vd]-KK-BM-9d

BM = Basalmedium, d = Tage, KK = Kokultur, OCVs = osteoklastire Vorlduferzellen, SCs = mesenchymale

Stromazellen, vd = osteogen vordifferenziert, V2 = Vorversuch 2
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Tabelle 15: Ubersicht der Kontrollkulturen von Vorversuch 2

Kulturform | Proben Medium Kultur-
dauer [d]

Monokultur | SCs' BM 14
Monokultur | SCs! BM 21
Monokultur | SCs! OM 14
Monokultur | SCs! OM 21
Monokultur | V2-OCVs-MK-BM-R-M-5d BM+R+M 5
Monokultur | V2-OCVs-MK-BM-R-M-9d BM+R+M 9

BM = Basalmedium, d = Tage, M = M-CSF, MK = Monokultur, OCVs = osteoklastire Vorlduferzellen, OM =

osteogenes Differenzierungsmedium, R = RANKL, SCs = mesenchymale Stromazellen, V2 = Vorversuch 2

Die SCs dieses Vorversuchs wurden wie bei Vorversuch 1 morphologisch bewertet. Eine
Alizarinfarbung zum Nachweis mineralisierter Matrix wurde ebenso durchgefiihrt. Zur
Bestimmung der relativen Genexpressionen von Runx2 und Cx43 wurden die SCs, die
entweder 14 Tage (V2-SCs-14d-vd-KK-BM-9d) oder 21 Tage (V2-SCs-21d-vd-KK-BM-9d)
osteogen vordifferenziert wurden, mittels qPCR untersucht. Der Normierung dienten die SCs,
die 19 Tage in Monokultur mit BM kultiviert wurden (V1-SCs-MK-BM-19d). Diese
Expression entsprach somit der einfachen Expression des jeweiligen Gens.

Die OCVs dieses 2. Vorversuchs wurden ebenfalls morphologisch ausgewertet sowie einem
enzymhistochemischen Nachweis der TRAP und der Phalloidinfirbung unterzogen. Geachtet
wurde dabei vor allem auf die Form, Grée, Anordnung und Adhérenz der Zellen sowie das
Vorhandensein von multinukledren Zellen. Um Informationen iiber die relativen TRAP- und
CTSK-Expressionen der OCVs zu erhalten, wurden die Zellen nach 9 Tagen in Kokultur mit
14 oder 21 Tagen osteogen vordifferenzierten SCs in BM (V2-OCVs[SCs-14d-vd]-KK-BM-9d,
V2-OCVs[SCs-21d-vd]-KK-BM-9d) mittels gPCR untersucht.

Zur Normierung wurden OCVs, die 9 Tage lang in Monokultur in BM (V2-OCVs-MK-BM-9d)
kultiviert wurden, verwendet. Die Genexpression dieser OCVs (V2-OCVs-MK-BM-9d)

entsprach somit der einfachen Expression des jeweiligen Gens.

! Proben aufgrund von Kontamination nicht auswertbar.

50



Material und Methoden

3.5.3 Einsatz der Differenzierungsfaktoren receptor activator of nuclear factor-xB ligand

und macrophage colony-stimulating factor-1 im Kokultursystem: Vorversuch 3

Bei diesem Vorversuch wurden RANKL und M-CSF dem BM der Kokulturen zugesetzt, um
die Differenzierung der OCVs zu stimulieren. Dabei wurden drei verschiedene Varianten des
Mediums verwendet, um die beste Zusammensetzung des Mediums zu iiberpriifen: BM, BM
unter der Zugabe von RANKL (50 ng/ml) und BM unter der Zugabe von RANKL (50 ng/ml)
und M-CSF (25 ng/ml). In das Bodenkompartiment der Kokulturen wurden SCs ausgesit
(100 000 Zellen/Bodenkompartiment). Nach 24 Stunden wurde das leere Insert 1 hinzugefiigt,
in Insert 2 wurden die OCVs gesét (250 000 Zellen/Insert 2). Die Versuchsdauer erstreckte sich
iiber 9 Tage. Der Versuchsautbau ist Tabelle 16 zu entnehmen. Als Kontrollen dienten SCs und
OCVs in Monokultur. Beide Zellpopulationen wurden ebenfalls 9 Tage in BM, in BM unter der
Zugabe von RANKL (50 ng/ml) und in BM unter der Zugabe von RANKL (50 ng/ml) und
M-CSF (25 ng/ml) kultiviert (Tabelle 17).

Tabelle 16: Ubersicht des Versuchsaufbaus von Vorversuch 3

Kultur- Bodenkompartiment mit Insert1 | Insert2 mit Medium

form SCs - Proben OCYVs - Proben

Kokultur | V3-SCs-KK-BM-9d leer V3-OCVs-KK- BM
BM-9d

Kokultur | V3-SCs-KK-BM-R-9d leer V3-OCVs-KK- BM + R
BM-R-9d

Kokultur | V3-SCs-KK-BM-R-M-9d leer V3-OCVs-KK- BM+R+M
BM-R-M-9d

BM = Basalmedium, d = Tage, KK = Kokultur, M = M-CSF, OCVs = osteoklastire Vorlduferzellen, R = RANKL,

SCs = mesenchymale Stromazellen, V3 = Vorversuch 3

Tabelle 17: Ubersicht der Kontrollkulturen von Vorversuch 3

Kulturform @ Proben Medium
Monokultur | V3-SCs-MK-BM-9d BM
Monokultur | V3-SCs-MK-BM-R-9d BM +R
Monokultur | V3-SCs-MK-BM-R-M-9d BM+R+M
Monokultur | V3-OCVs-MK-BM-9d BM
Monokultur | V3-OCVs-MK-BM-R-9d BM +R
Monokultur | V3-OCVs-MK-BM-R-M-9d BM+R+M

BM = Basalmedium, d = Tage, M = M-CSF, MK = Monokultur, OCVs = osteoklastdre Vorlduferzellen, R =
RANKL, SCs = mesenchymale Stromazellen, V3 = Vorversuch 3
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Die SCs wurden hinsichtlich Form, Anordnung und Adhérenz beurteilt sowie die relativen
Genexpressionen von Runx2, Cx43, Panxl, Panx2 und Panx3 mittels qPCR ermittelt.
Verwendet wurden hierzu die Kulturen der SCs, die in Kokultur mit BM (V3-SCs-KK-BM-9d),
BM mit RANKL (V3-SCs-KK-BM-R-9d) und BM mit RANKL und M-CSF
(V3-SCs-KK-BM-R-M-9d) kultiviert wurden. Zur Kontrolle wurden SCs in diesen Medien
monokultiviert (V3-SCs-MK-BM-9d, V3-SCs-MK-BM-R-9d, V3-SCs-MK-BM-R-M-9d). Als
Referenz, gegen die normiert wurde, dienten SCs, die in Monokultur mit BM
(V3-SCs-MK-BM-9d) inkubiert wurden. Die OCVs dieses Vorversuchs wurden
morphologisch unter Beriicksichtigung von Form, Gréfle, Anordnung, Adhédrenz und dem
Vorhandensein von multinukledren Zellen charakterisiert. Um Informationen iiber die relativen
TRAP- und CTSK-Expressionen zu erhalten, wurden die OCVs der Ko- und Monokulturen
mittels qPCR untersucht (V3-OCVs-KK-BM-9d, V3-OCVs-KK-BM-R-9d, V3-OCVs-KK-
BM-R-M-9d, V3-OCVs-MK-BM-9d, V3-OCVs-MK-BM-R-9d, V3-OCVs-MK-BM-R-M-
9d). Als Referenz, gegen die normiert wurde, dienten die OCVs, die fiir 9 Tage in Monokultur
in BM (V3-OCVs-MK-BM-9d) kultiviert wurden. Die Genexpression dieser OCVs
(V3-OCVs-MK-BM-9d) entsprach somit der einfachen Expression des jeweiligen Gens.

3.6 Uberpriifung der Biokompatibilitit von Knochenersatzmaterialien im

indirekten Kokultursystem: Hauptversuch

Zur Untersuchung der Effekte von KEMs auf SCsund & :
OCVs diente das auf Basis der Vorversuche .
konzipierte indirekte Kokultursystem. Verwendet
wurde BM unter der Zugabe von RANKL (50 ng/ml).
Die Versuchsdauer betrug 9 Tage.

In das Bodenkompartiment wurden SCs ausgesét
(100 000 Zellen/Bodenkompartiment). Nach einer
Dauer von 24 Stunden wurde Insert 1, welches mit

30mg des jeweiligen KEMSs befiillt wurde,

hinzugefiigt. In  Insert2  wurden @ OCVs
(250 000 Zellen/Insert 2) gesét. Abbildung 6 zeigt ein
Insert 1 mit 30mg des Basis-KEMs. Der

Abbildung 6: Insert 1 mit 30 mg des Basis-
KEMs.

Versuchsaufbau ist in Tabelle 18 dargestellt.
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Tabelle 18: Ubersicht des Versuchsaufbaus des Hauptversuchs. Die KEMs sind in Tabelle 6, Kapitel

3.2 zusammengefasst

Kultur Bodenkompartiment mit Insert 1 mit KEMs Insert 2 mit OCVs -

-form SCs - Proben Proben
Kokultur = SCs-KK-leer leeres Insert 1 OCVs-KK-leer
Kokultur = SCs-KK-w/o w/0 OCVs-KK-w/o
Kokultur ~ SCs-KK-MgCl-0,1 MgCl-0,1 OCVs-KK-MgCl1-0,1
Kokultur = SCs-KK-SrCl-0,1 SrCI-0,1 OCVs-KK-SrCl-0,1
Kokultur = SCs-KK-SrClI-0,01 SrCI-0,01 OCVs-KK-SrC1-0,01
Kokultur = SCs-KK-MgHP-0,01 MgHP-0,01 OCVs-KK-MgHP-0,01
Kokultur =~ SCs-KK-SrHP-0,01 SrHP-0,01 OCVs-KK-SrHP-0,01
Kokultur = SCs-KK-MgSrCl-0,05 MgSrCl-0,05 OCVs-KK-MgSrCl-0,05
Kokultur =~ SCs-KK-MgSrHP-0,005 MgSrHP-0,005 OCVs-KK-MgSrHP-0,005
Kokultur = SCs-KK-PLGA- PLGA-MgSrCl- OCVs-KK-PLGA-
MgSrCl-0,05 0,05 MgSrCl-0,05

d = Tage, KEMs = Knochenersatzmaterialien, KK = Kokultur, SCs = mesenchymale Stromazellen, OCVs =
osteoklastire Vorlauferzellen, PLGA = Polylactid-co-glycolid

Zellen, die mit leerem Insert 1 kultiviert wurden, stellten die Negativkontrolle dar, wiahrend
Zellen, die gemeinsam mit dem Basis-KEM (w/o0) kultiviert wurden, als Positivkontrolle
dienten.

Die SCs wurden hinsichtlich Form, Anordnung und Adhérenz beurteilt. Zur Ermittlung der
relativen Genexpressionen von Runx2, Cx43, Panx1, Panx2 und Panx3 der SCs in Gegenwart
der KEMs wurden die SCs der Kokulturen mittels qPCR untersucht. Als Referenz, gegen die
normiert wurde, dienten SCs, die 9 Tage in Kokultur unter der Zugabe von RANKL mit leerem
Insert 1 (SCs-KK-leer) kultiviert wurden. Die Genexpression dieser SCs (SCs-KK-leer)
entsprach somit der einfachen Expression des jeweilig untersuchten Gens. Die OCVs des
Hauptversuchs wurden hinsichtlich ihrer Morphologie beurteilt. Folgende Kriterien wurden
herangezogen: Form, GroBe, Anordnung, Adhirenz sowie das Auftreten von multinukledren
Zellen. Der quantitative Nachweis der relativen Genexpressionen von TRAP und CTSK der in
Gegenwart der KEMs inkubierten OCVs erfolgte mittels gPCR. OCVs, die mit leerem Insert 1

(OCVs-KK-leer) kultiviert wurden, dienten als Referenz zur Normierung.
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3.7 Medien und Reagenzien fiir die Zellkultur

Ascorbinsidure

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

3-Glycerolphosphat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Dexamethason

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
low glucose (DMEM lg)

Gibco® life
Deutschland

technologies, Darmstadt,

Fetales bovines Serum (FBS)

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Dulbecco’s Phosphate Buffered Gibco® life  technologies, Darmstadt,

Saline (DPBS) Deutschland

Penicillin/Streptomycin (P/S) Gibco® life  technologies, Darmstadt,
Deutschland

Recombinant Rat M-CSF (M-CSF)

PeproTech Germany, Hamburg, Deutschland

Recombinant Rat sSRANK Ligand (RANKL)

PeproTech Germany, Hamburg, Deutschland

Red Blood Cell Lysis Buffer

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

TrypLE™ Express Enzyme

Gibco® life
Deutschland

technologies, Darmstadt,

3.8 Reagenzien fiir zytologische Firbungen

Alizarin

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Echtrotsalz (Fast Red TR Salt)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Hoechstfarbstoff (bisBenzimide H33258)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Naphthol-AS-TR-Phosphat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland
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N-N-Dimethylformamid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Na-Tartrat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumacetat p.a.

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Paraformaldehyd

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Phalloidin-Fluorescence-Isothiocyanat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

ProLong™ Gold Antifade Mountant

Invitrogen, Eugene, Oregon, USA

Triton X

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

3.9 Reagenzien fiir molekularbiologische Untersuchungen

5 x DNA Loading Buffer

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Agarose

Bioline GmbH, Luckenwald, Deutschland

Ambion™ RNase Inhibitor (40 U/pl)

Invitrogen, Eugene, Oregon, USA

AmpliTaqg GOLD Roche Deutschland Holding GmbH,
Grenzach-Wyhlen, Deutschland

Applied Biosystems™ GeneAmp™ dNTP Fisher = Scientific  GmbH,  Schwerte,
Deutschland

DNase I recombinant (10 U/ul) Roche Deutschland Holding GmbH,
Grenzach-Wyhlen, Deutschland

DNase I recombinant Incubation Buffer Roche Deutschland Holding GmbH,

Grenzach-Wyhlen, Deutschland

EDTA Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Ethanol Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Essigséure Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Gel Green™ nucleic acid stain

Biotium, Darmstadt, Deutschland

55



Material und Methoden

Gene Amp10X PCR Gold Puffer Fisher  Scientific = GmbH, Schwerte,
Deutschland

mnuPREP RNA Mini Kit Analytik Jena GmbH, Jena, Deutschland

MgCl Fisher  Scientific  GmbH,  Schwerte,
Deutschland

MultiScribe™ Reverse Transkriptase Fisher  Scientific  GmbH,  Schwerte,
Deutschland

Primer GAPDH forward

Microsynth AG, Balgach, Schweiz

Primer GAPDH reverse

Microsynth AG, Balgach, Schweiz

Random Hexamers

Invitrogen, Eugene, Oregon, USA

RN Ase-freies Wasser

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

RNase Inhibitor (20 U/pl)

Fisher Scientific
Deutschland

GmbH,  Schwerte,

Tris

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

QuantiFast SYBR Green PCR Master Mix

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Quantitas DNA Marker (50bp)

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland

Quanti Tect Primer Assay

3.10 Verbrauchsmaterialien

C-Chip Neubauer Improved

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

NanoEnTek Inc., Seoul, Korea

Deckglédser (13 mm)

VWR International GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Falconrohrchen (15 ml, 50 ml) Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland

Filter EasyStrainer™ (70 um) Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland

Hard-Shell® PCR Plates (96-Well)

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Kaniile (21G)

Braun, Melsungen, Deutschland

56



Material und Methoden

Kryordhrchen (1,5 ml)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Minisart® plus Spritzenvorsatzfilter

Satorius, Gottingen, Deutschland

Microseal® B Film PCR Sealer

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Multiwell-Zellkulturplatten
(6-Well, 24-Well)

VWR International GmbH, Darmstadt,
Deutschland

Objekttriger R. Langenbrick, Emmendingen, Deutschland

Parafilm® M Film BEMIS Packaging Deutschland GmbH,
Rheinbach, Deutschland

Pipetten Cellstar Greiner bio-one, Frickenhausen,

(5 ml, 10 ml, 20 ml, 50 ml) Deutschland

Pipettenspitzen
(10 pl, 20 pl, 100 pl, 200 pl,
1000 pl, 1250 pl)

nerbe Plus GmbH, Winsen/Luhe,
Deutschland

Rohrchen (1,5 ml, 2 ml)

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, Deutschland

Skalpellklingen carbon steal

Swann-Morton Limited, Sheffield, England

Spritzen (1 ml, 5 ml)

Braun, Melsungen, Deutschland

Spritzenfilter (Whatman®)

GE Healthcare GmbH, Solingen,
Deutschland

Thermo Scientific™ Nunc™ EasY Flask™

Zellkulturflaschen (75 cm?)

Fisher  Scientific  GmbH,  Schwerte,
Deutschland

Thermo Scientific™ Nunc™

Polycarbonat-Membraneinsétze in

Multischalen

(Porengrofe: 0,4 um, Fliche: 3,14 cm?)

Fisher  Scientific = GmbH,  Schwerte,
Deutschland

Thermo Scientific™ Nunc™

Polycarbonat-Membraneinsétze in

Multischalen

(PorengroBe: 0,4 um, Flache: 4,1 cm?)

Fisher  Scientific  GmbH,  Schwerte,
Deutschland
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3.11 Gerite

BioPhotometer

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

CFX96™ Real-Time System C1000Touch™
Thermal Cycler

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Cryo-Einfriergerdt Mr. Frosty

Nalgene® iiber Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland

DNA Engine Peltier Thermal Cycler

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Eismaschine SPR 80 L

NordCap GmbH & Co. KG, Bremen,

Deutschland

Eppendorf® Zentrifuge 5702

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Eppendorf™ Research™ Fisher = Scientific  GmbH,  Schwerte,
Pipetten (0,1-2,5 pl, 0,5-10 pl, Deutschland

1-20 pl, 10-100 pl, 10-200 pl,

100-1000 pl)

Feinwaage Discovery Ohaus, Nanikon, Schweiz

Finnpipetten F2 Fisher = Scientific = GmbH,  Schwerte,
(0,1-2,5 pul, 0,5-10 pl, 2-20 pl, Deutschland

10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl)

Gefrierschrank (—20 °C)

Miele & Cie. KG, Giitersloh, Deutschland

Gefrierschrank HERA freeze™ (—86 °C)

Fisher  Scientific  GmbH,  Schwerte,

Deutschland

Gelelektrophoresekammer

Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland

HERACcell1501 COz Incubator Fisher  Scientific  GmbH,  Schwerte,
Deutschland

Kiihlschrank Liebherr-International Deutschland GmbH,
Biberach an der Rif3, Deutschland

Mikroskop Primovert Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Mikroskop Immunfluoreszenz Observer Z1

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Mikrowelle Privileg 8520

Bauknecht Hausgerite GmbH, Stuttgart,
Deutschland

PIPETGIRL Pipettierhilfe

INTEGRA Biosciences GmbH, Biebertal,
Deutschland
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PowerPac™ Basic Power Supply

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Sterilwerkbank Clean Air NSF 49

Clean Air, Deutschland

Stickstofftank LOCATOR JR PLUS

Fisher  Scientific  GmbH,  Schwerte,
Deutschland

Thermocycler ,,DNA-Engine*

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland

Transilluminator UVsolo

Biometra GmbH, Goéttingen, Deutschland

Waage PB3002-S Delta Range®

Mettler-Toledo, Gieflen, Deutschland

Wasserbad memmert

Gesellschaft fiir Laborgerite, Burgwedel,
Deutschland

Zentrifuge Mikro 20

3.12 Software

Axiovision image analysis

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland

Citavi 6

Swiss Academic Software GmbH, Schweiz

GraphPad Prism 5, 9

Graphpad Software, Inc., USA

Microsoft Office Excel 2016

Microsoft Corporation, USA

Microsoft Office Word 2016

Microsoft Corporation, USA

Paint Microsoft Corporation, USA
Photoshop Adobe Inc., USA

Picasa 3 Google Inc., USA

Zeiss-ZEN Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland
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4 Ergebnisse

4.1 Uberpriifung der Kultivierungsbedingungen im Kokultursystem:

Vorversuche

4.1.1 Kokultivierung der Zellpopulationen ohne den Einsatz von

Differenzierungsfaktoren: Vorversuch 1

Morphologie der mesenchymalen Stromazellen

SCs der Kokulturen in BM bildeten zu keinem der untersuchten Zeitpunkte (5, 9, 14 und
19 Tage) Aggregate im Sinne von sogenannten bone nodules. Nach 5 (V1-SCs-KK-BM-5d)
sowie 9 Tagen (V1-SCs-KK-BM-9d, Abbildung 7 A) waren mehrheitlich adhirente,

spindelformig bis polygonale, vitale Zellen zu erkennen.

I'.n =y Izm ny

Abbildung 7: Native Bildaufnahmen der SCs, die (A), (C) in Kokultur mit OCVs in BM {iiber (A) 9 und
(C) 19 Tage bzw. (B), (D) in Monokultur in OM fiir (B) 9 und (D) 19 Tage kultiviert wurden. In allen
Versuchsaufbauten zeigten sich vitale, adhérente Zellen mit spindelférmiger Morphologie. Nach

19 Tagen in Monokultur fielen vereinzelt Zellanhdufungen auf (D).

Nur vereinzelt kamen abgerundete Zellen vor. Bis zum 19. Tag énderte sich dieses Zellbild nur

unwesentlich. Lediglich die Zelldichte nahm zu und am 19. Tag (V1-SCs-KK-BM-19d,
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Abbildung 7 C) waren Bereiche abgrenzbar, in denen sich die Zellen vom Boden gelost hatten
und dementsprechend eine abgerundete Morphologie aufwiesen.

Die als Kontrolle dienenden Monokulturen der SCs kultiviert in BM bestanden nach
5 (V1-SCs-MK-BM-5d), 9 (V1-SCs-MK-BM-9d) und 14 Tagen (V1-SCs-MK-BM-14d) aus
vitalen, adhédrenten, spindelférmigen bis polygonalen Zellen. Nach 19 Tagen
(V1-SCs-MK-BM-19d) fielen ebenfalls vereinzelt abgerundete Zellen auf. Die in OM
kultivierten Zellen (V1-SCs-MK-OM-5d, V1-SCs-MK-OM-9d (Abbildung 7 B), V1-SCs-MK-
OM-14d) zeigten im Laufe der Kultivierungszeit bis zum 14. Tag und auch im Vergleich zu
den Zellen in BM keine morphologischen Unterschiede. Lediglich nach 19 Tagen
(V1-SCs-MK-OM-19d, Abbildung 7 D) waren einzelne Zellanhdufungen der Zellen im OM zu
identifizieren. Prinzipiell waren zu allen Zeitpunkten vitale, adhdrente, spindelformige bis

polygonale Zellen vorhanden.

Alizarinfirbung der mesenchymalen Stromazellen

In keiner der mittels Alizarin gefarbten Kokulturen (V1-SCs-KK-BM-5d, V1-SCs-KK-BM-9d,
V1-SCs-KK-BM-14d, V1-SCs-KK-BM-19d (Abbildung 8 A)) waren Calciumnachweise
sichtbar. Die in BM inkubierten Monokulturen (V1-SCs-MK-BM-5d, V1-SCs-MK-BM-9d,
VI1-SCs-MK-BM-14d, V1-SCs-MK-BM-19d) zeigten ebenfalls keine typischen Alizarin-
Rotfarbungen.
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Abbildung 8: Alizarinfarbung der SCs nach (A) 19 Tagen in Kokultur mit OCVs in BM sowie (B) nach
14 Tagen in Monokultur in BM. Weder in der Kokultur noch in der Monokultur waren bone nodules

oder Calciumablagerungen nachzuweisen.

Abbildung 8 A zeigt das negative Ergebnis der Alizarinfirbung der SCs-Kokultur nach
19 Tagen in BM. SCs der Monokulturen, die in OM kultiviert wurden, zeigten weder nach
5 (VI-SCs-MK-OM-5d), 9 (VI-SCs-MK-OM-9d) noch nach 14 Tagen (V1-SCs-MK-
OM-14d) Calciumablagerungen mittels Alizarinfirbung (Abbildung 8 B). Erst nach 19 Tagen
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(V1-SCs-MK-OM-19d) der osteogenen Differenzierung wiesen diese Monokulturen

vereinzelte rot angefarbte Bereiche auf.

Morphologie der osteoklastiren Vorliuferzellen

Bei der Beurteilung der OCVs, die 5 (V1-OCVs-KK-BM-5d) und 9 Tage
(V1-OCVs-KK-BM-9d, Abbildung 9 A) in der Kokultur in BM kultiviert wurden, ergaben sich
hinsichtlich der Morphologie kaum Unterschiede. Insgesamt zeigte sich ein Bild aus

adhérenten, runden Zellen, zwischen denen vereinzelt spindelformige Zellen zu finden waren.

S -‘{\“ N f ¥ YR vy . o ‘*(

(C) tiber 19 Tage bzw. (B), (D) in Monokultur in BM unter dem Zusatz der Faktoren RANKL und M-
CSF fiir (B) 9 und (D) 19 Tage kultiviert wurden. Nach 9 Tagen in Kokultur zeigten sich keine Zellen

mit typischer Osteoklasten-dhnlicher Morphologie (A), wohingegen in Monokultur unter dem Zusatz
der Faktoren RANKL und M-CSF zahlreiche Osteoklasten-dhnliche Zellen zu erkennen waren (B). In
Kokultur zeigten sich erstmals nach 19 Tagen vereinzelte Zellen mit Osteoklasten-typischer
Morphologie (C), unter dem Zusatz von RANKL und M-CSF zeigten sich zu diesem Zeitpunkt in
Monokultur bereits zahlreiche Osteoklasten-dhnliche Zellen (D).
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Lediglich nach 9 Tagen in Kokultur in BM (V1-OCVs-KK-BM-9d, Abbildung 9 A) waren
vereinzelt polygonale Zellen zu erkennen. Nach 14 Tagen in Kokultur
(V1-OCVs-KK-BM-14d) waren spindelformige, adhdrente Zellen zu identifizieren. Runde,
vitale Zellen ordneten sich stellenweise kreisformig an. Zellen mit typischer Osteoklasten-
dhnlicher Morphologie im Sinne groBler, rundlich-ovaler Zellen unterschiedlichen
Durchmessers waren erstmals nach 19-tidgiger Kultivierungsdauer (V1-OCVs-KK-BM-19d,
Abbildung 9 C) erkennbar.

In den OCVs der Monokulturen, die unter der Zugabe von RANKL und M-CSF kultiviert
wurden, zeigten sich nach 5 Tagen (V1-OCVs-MK-BM-R-M-5d) noch keine Osteoklasten-
dhnlichen Zellen. Nach 9, 14 und 19 Tagen (V1-OCVs-MK-BM-R-M-9d (Abbildung 9 B),
V1-OCVs-MK-BM-R-M-14d, V1-OCVs-MK-BM-R-M-19d (Abbildung 9 D)) dominierten
zwar immer noch adhérente, runde bis spindelformige Zellen, aber es waren auch vereinzelt
Zellen mit Osteoklasten-dhnlicher Morphologie zu sehen. Stellenweise lagen die Zellen in
dichter, kreisformiger Anordnung vor. Monokulturen in BM ohne Zusatz der Faktoren RANKL
und M-CSF (V1-OCVs-MK-BM-9d, V1-OCVs-MK-BM-14d, V1-OCVs-MK-BM-19d)
setzten sich unabhingig von der Kultivierungsdauer jeweils aus adhédrenten, einkernigen runden

bis spindelformig-polygonalen Zellen zusammen.

TRAP-Firbung der osteoklastiren Vorliuferzellen

OCVs der Kokulturen, inkubiert in BM, wiesen nach 5 (VI-OCVs-KK-BM-5d) und 9 Tagen
(V1-OCVs-KK-BM-9d)  keine  TRAP-Aktivitdit auf. Erstmals nach 14 Tagen
(V1-OCVs-KK-BM-14d) und in der Folge nach 19 Tagen (VI1-OCVs-KK-BM-19d) wiesen
vereinzelte Zellen mit Osteoklasten-dhnlicher Morphologie eine Farbung auf.

57 Abbildung 10: TRAP-Férbung
der OCVs, die in Monokultur
unter Zugabe von RANKL und
M-CSF 9 Tage kultiviert
wurden. Neben zahlreichen
einkernigen Zellen sind
mehrkernige Zellen mit
Osteoklasten-ghnlicher
Morphologie, die eine TRAP-
Aktivitdit  aufweisen  (weille

Pfeile) zu erkennen.
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Dagegen zeigten OCVs der Monokultur inkubiert in BM unter Zugabe von RANKL und
M-CSF bereits nach 9 Tagen (V1-OCVs-MK-BM-R-M-9d) zahlreiche TRAP-positive Zellen
(Abbildung 10). Auch nach 14 (V1-OCVs-MK-BM-R-M-14d) und 19 Tagen (V1-OCVs-MK-
BM-R-M-19d) waren zahlreiche TRAP-positive Zellen mit Osteoklasten-dhnlicher
Morphologie nachweisbar.

Kontrollkulturen der OCVs, die in Monokultur in BM kultiviert wurden
(V1-OCVs-MK-BM-9d, VI-OCVs-MK-BM-14d, V1-OCVs-MK-BM-19d), zeigten zu keinem
Zeitpunkt TRAP-positive Osteoklasten-dhnliche Zellen. Lediglich einkernige, runde und
spindelformige TRAP-positive OCVs waren vorhanden.

Phalloidinfirbung der osteoklastiren Vorliuferzellen

Mehrkernige Zellen der Kokulturen wiesen erstmals nach 19 Tagen (V1-OCVs-KK-BM-19d)
einen in der Zellperipherie lokalisierten Aktinring auf. Diese Zellen enthielten 3 oder mehr,
durch DAPI blau angefarbte, zentral lokalisierte runde Zellkerne. Die Mehrzahl der Zellen war
jedoch einkernig, mit gleichméBig verteiltem Zytoskelett. In den OCVs der Monokulturen
inkubiert in BM unter Zugabe von RANKL und M-CSF (V1-OCVs-MK-BM-R-M-9d,
V1-OCVs-MK-BM-R-M-14d, V1-OCVs-MK-BM-R-M-19d) waren dagegen ab dem 9. Tag
zahlreiche Zellen mit typischer Osteoklasten-dhnlicher Morphologie und Verteilung des
Zytoskeletts zu sehen (Abbildung 11). In den Monokulturen der OCVs, inkubiert in BM ohne
Zugabe der Faktoren RANKL und M-CSF (V1-OCVs-MK-BM-9d, V1-OCVs-MK-BM-14d,
V1-OCVs-MK-BM-19d), waren zu keinem der Untersuchungszeitpunkte (9, 14 und 19 Tage)

multinukledre Zellen mit Osteoklasten-typischer Anfirbung des Zytoskeletts zu identifizieren.

Abbildung 11: Phalloidin-
gefirbte multinukledre
Osteoklasten-dhnliche Zellen. Der
Aktinring ~ (Phalloidin,  griin)
befindet sich bei der zentral im
Bildausschnitt lokalisierten Zelle
in der Zellperipherie. Zentral sind
mehrere runde Zellkerne (DAPI,
blau) zu erkennen. Zahlreiche
einkernige OCVs mit gleichmaBig
angefarbten Zytoskelett umgeben
die multinukleidren Osteoklasten-
dhnlichen Zellen (weile Pfeile).
Griin: Phalloidin (Zytoskelett),
Blau: DAPI (Zellkern).
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4.1.2 Osteogene Vordifferenzierung der mesenchymalen Stromazellen vor der

Kokultivierung: Vorversuch 2

Morphologie der mesenchymalen Stromazellen
Nach 5 Tagen waren in den Kokulturen der SCs, inkubiert in BM (V2-SCs-14d-vd-KK-BM-5d
(Abbildung 12 A), V2-SCs-21d-vd-KK-BM-5d (Abbildung 12 B)), nach 14- und 21-tigiger
Vordifferenzierung adhirente, spindelformige Zellen zu beobachten. Hinsichtlich der Bildung
von Aggregaten liberwog die Haufigkeit jedoch in jenen Kulturen, die 21 Tage vordifferenziert
wurden (V2-SCs-21d-vd-KK-BM-5d, Abbildung 12 B). Auch nach 9 Tagen in der Kokultur
(Abbildung 12 C-D) dominierten die Aggregate in den {iiber 21 Tage osteogen
vordifferenzierten Kulturen (V2-SCs-21d-vd-KK-BM-9d, Abbildung 12 D).

Abbildung 12: tive Bilufnahmen der SCs der (A), (B) téigigen KOltIl;‘ in M nac() 14 Tage
und (B) 21 Tagen Vordifferenzierung sowie (C), (D) der 9-tidgigen Kokultur in BM nach (C) 14 Tagen
und (D) 21 Tagen Vordifferenzierung. Mit steigender Dauer der Vordifferenzierung formten sich
vermehrt Zellanhdufungen. Prinzipiell fiihrte die lingere Kultivierungsdauer von 9 Tagen jedoch zu
einer Abnahme der Zellaggregate.
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Mit steigender Kultivierungsdauer ~waren sowohl nach 14- wund 2I1-tdgigen
Vordifferenzierungsphasen weniger Zellaggregate zu beobachten (V2-SCs-14d-vd-KK-BM-5d
vs. V2-SCs-14d-vd-KK-BM-9d (Abbildung 12 A vs. C); V2-SCs-21d-vd-KK-BM-5d vs.
V2-SCs-21d-vd-KK-BM-9d (Abbildung 12 B vs. D)).

Alizarinfirbung der SCs

Entsprechend der unterschiedlichen Vordifferenzierungsphasen (14 und 21 Tage) und
Kultivierungsphasen (5 und 9 Tage) wiesen die Kulturen (V2-SCs-14d-vd-KK-BM-5d,
V2-SCs-21d-vd-KK-BM-5d,  V2-SCs-14d-vd-KK-BM-9d, = V2-SCs-21d-vd-KK-BM-9d)
unterschiedliche Farbintensititen im Rahmen der Alizarinfarbung auf (Abbildung 13 A-D).

ch (A) 14 Tagen und (B) 21 Tan der Vordiffenzierung
und einer Kultivierungsdauer von 5 Tagen in der Kokultur sowie nach (C) 14 Tagen und (D) 21 Tagen
der Vordifferenzierung und einer Kultivierungsdauer von 9 Tagen in der Kokultur. Mit zunehmender
Dauer der Vordifferenzierung und Kokultivierung nahmen Intensitidt und Umfang der durch Alizarin

angefirbten Areale zu.
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Kulturen, die 14 Tage vordifferenziert und 5 Tage in der Kokultur in BM
(V2-SCs-14d-vd-KK-BM-5d) kultiviert wurden, wiesen nur sehr wenige angefarbte Bereiche
auf (Abbildung 13 A), wihrend sich die entsprechende 21-tdgige Vordifferenzierung
(V2-SCs-21d-vd-KK-BM-5d) in umfangreicheren Anfirbungen widerspiegelte (Abbildung
13 B). Dies war ebenfalls bei den SCs, die 9 Tage in der Kokultur kultiviert wurden, zu sehen
(V2-SCs-14d-vd-KK-BM-9d vs. V2-SCs-21d-vd-KK-BM-9d, Abbildung 13 C-D). Prinzipiell
nahmen die Calciumablagerungen und damit die Intensitdt der Alizarinfirbung vom 5. bis

9. Tag der Kultivierung deutlich zu.

Morphologie der osteoklastiren Vorliuferzellen

Hinsichtlich der Zellmorphologie zeigten die OCVs, die mit den osteogen vordifferenzierten
SCs kokultiviert wurden, keine Unterschiede. In allen Kulturen
(V2-OCVs[SCs-14d-vd]-KK-BM-5d, V2-OCVs[SCs-21d-vd]-KK-BM-5d, V2-OCVs[SCs-
14d-vd]-KK-BM-9d (Abbildung 14 A), V2-OCVs[SCs-21d-vd]-KK-BM-9d) waren nur
wenige adhdrente Zellen vorhanden. Osteoklasten-dhnliche Zellen waren nicht zu erkennen.
Dagegen befanden sich in den entsprechenden Monokulturen, die mit RANKL und M-CSF
(V2-OCVs-MK-BM-R-M-5d, V2-OCVs-MK-BM-R-M-9d (Abbildung 14 B)) behandelt
wurden, zahlreiche adhédrente Zellen. Einige davon zeigten Osteoklasten-dhnliche

Morphologien.
A
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Abbildung 14: Native Bildaufnahmen der OCVs nacfl (Aj 9 Tageh in der Kokultur mit SCs, die 14 Tage
osteogen vordifferenziert wurden und nach (B) 9 Tagen in Monokultur unter Zugabe von RANKL und
M-CSF in das Medium. In der Kokultur waren nach 9 Tagen nur wenige adhirente Zellen zu sehen (A).
In der zur Kontrolle angelegten Monokultur waren dagegen adhérente Zellen mit Osteoklasten-dhnlicher

Morphologie zu finden (B).
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TRAP-Firbung der osteoklastiren Vorliuferzellen

Die OCVs der Kokulturen (V2-OCVs[SCs-14d-vd]-KK-BM-5d, V2-OCVs[SCs-21d-vd]-KK-
BM-5d, V2-OCVs[SCs-14d-vd]-KK-BM-9d, V2-OCVs[SCs-21d-vd]-KK-BM-9d) wiesen
unabhédngig von der Dauer der Vordifferenzierung der SCs keine TRAP-Aktivitit auf
(Abbildung 15 A).

In den OCVs der Monokulturen, die mit RANKL und M-CSF (V2-OCVs-MK-BM-R-M-5d,
V2-OCVs-MK-BM-R-M-9d) kultiviert wurden, waren dagegen TRAP-positive, Osteoklasten-
dhnliche Zellen erkennbar (Abbildung 15 B).
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Abbil(iung' 15 ;fRAi’—Féfbung der OCVs nach (A) 5Ta en ih ér.-Koku turbul'njt SCs, dle:: l.éleré;ge
osteogen vordifferenziert wurden und nach (B) 5 Tagen in Monokultur unter Zugabe von RANKL und
M-CSF in das Medium. In der Kokultur sind nach 5 Tagen nur wenige adhirente Zellen zu sehen (A).
In der angelegten Monokultur sind dagegen zahlreiche adhirente TRAP-positive Zellen vorhanden.

Einige dieser Zellen weisen eine Osteoklasten-dhnliche Morphologie auf (B, weile Pfeile).

Phalloidinfirbung der osteoklastiren Vorliuferzellen

In den Monokulturen der OCVs, die unter der Zugabe von RANKL und M-CSF kultiviert
wurden (V2-OCVs-MK-BM-R-M-5d (Abbildung 16 A), V2-OCVs-MK-BM-R-M-9d
(Abbildung 16 B)), waren multinukledre Zellen mit Osteoklasten-dhnlicher Morphologie

vorhanden, die einen Aktinring in der Zellperipherie aufwiesen.
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oF 100 pm

Abbildung 16: Phalloidinfarbung der OCVs, die (A) 5 und (B) 9 Tage in onokultur unteer Zugabe

von RANKL und M-CSF in das Medium kultiviert wurden. Es waren multinukledre Zellen mit der

Osteokasten-typischen Anfarbung des Zytoskeletts zu sehen (weilie Pfeile).

Vergleichende Auswertung der Runx2- und Cx43-Expressionsmuster der SCs

Die relative Expression von Runx2 (Abbildung 17 A) war bei den SCs der Monokultur, die im
Rahmen von Vorversuch 1 19 Tage in BM kultiviert wurden (V1-SCs-MK-BM-19d), hochst
signifikant héher (p <0,001) gegeniiber den relativen Runx2-Expressionen der SCs der
Kokultur aus Vorversuch 1 (V1-SCs-KK-BM-19d) und Vorversuch 2, unabhéngig von der
Kultur- und Vordifferenzierungsdauer (V2-SCs-14d-vd-KK-BM-9d, V2-SCs-21d-vd-KK-
BM-9d). Die Runx2-Expressionsprofile der Kokulturen unterschieden sich kaum
(V1-SCs-KK-BM-19d  vs. V2-SCs-14d-vd-KK-BM-9d vs. V2-SCs-21d-vd-KK-BM-9d).
Abbildung 17 zeigt die Ergebnisse der gPCR. Diese sind als Mittelwerte der 2 22“4-Werte mit
Standardabweichung dargestellt. Ein entsprechendes Ergebnis betraf auch die relativen Cx43-
Expressionen (Abbildung 17 B). SCs, die 19 Tage in Monokultur in BM (V1-SCs-MK-
BM-19d) kultiviert wurden, wiesen eine hochst signifikant hohere Expression (p < 0,001) auf
als SCs der Kokulturen (V1-SCs-KK-BM-19d, V2-SCs-14d-vd-KK-BM-9d, V2-SCs-21d-vd-
KK-BM-9d), wihrend sich Expressionsprofile der Kokulturen kaum unterschieden
(V1-SCs-KK-BM-19d vs. V2-SCs-14d-vd-KK-BM-9d vs. V2-SCs-21d-vd-KK-BM-9d).
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Abbildung 17: Vorversuch 1 und 2: vergleichende Darstellung der relativen Genexpressionen der SCs:
(A) Runx2-Expressionen, (B) Cx43-Expressionen. Dargestellt als Mittelwerte der 2 *“-Werte mit
Standardabweichung. Die relative Expression von Runx2 (A) und Cx43 (B) war bei den SCs der
Monokultur (V1-SCs-MK-BM-19d) hochst signifikant héher (p <0,001) im Vergleich zu den
Kokulturen (V1-SCs-KK-BM-19d,  V2-SCs-14d-vd-KK-BM-9d, = V2-SCs-21d-vd-KK-BM-9d;
*¥** =p <0,001, BM = Basalmedium, Cx43 = Connexin 43, d = Tage, KK = Kokultur, MK =
Monokultur, OCVs = osteoklastire Vorlauferzellen, Runx2 = Runt-related transcription factor 2, SCs

= mesenchymale Stromazellen, vd = osteogen vordifferenziert, V1 = Vorversuch 1, V2 = Vorversuch 2).

TRAP- und CTSK-Expressionsmuster der osteoklastiren Vorliuferzellen

OCVs, die 9 Tage in Monokultur in BM (VI-OCVs-MK-BM-9d) kultiviert wurden, zeigten
eine signifikant niedrigere (p <0,05) TRAP-Expression als OCVs, die liber den gleichen
Zeitraum mit SCs kokultiviert wurden, die zuvor 21 Tage osteogen vordifferenziert wurden
(V2-OCVs[SCs-21d-vd]-KK-BM-9d, Abbildung 18 A). OCVs, die 19 Tage in Kokultur mit
BM kultiviert wurden (V1-OCVs-KK-BM-19d), wiesen signifikant bis hoch signifikant
niedrigere TRAP-Expressionen auf als die OCVs, die mit vordifferenzierten SCs kokultiviert
wurden, unabhingig davon, wie lange diese Vordifferenzierungsphasen andauerten.
Abbildung 18 A zeigt die relativen TRAP-Expressionen der Kulturen aus Vorversuch 1
(VI-OCVs-MK-BM-9d, V1-OCVs-KK-BM-19d) und Vorversuch 2 (V2-OCVs[SCs-14d-vd]-
KK-BM-9d, V2-OCVs[SCs-21d-vd]-KK-BM-9d), die als Mittelwerte der 2 22“4-Werte mit
Standardabweichung dargestellt sind.
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Abbildung 18: Vorversuch 1 und 2: vergleichende Darstellung der relativen Genexpressionen der
OCVs: (A) TRAP-Expressionen, (B) CTSK-Expressionen. Dargestellt als Mittelwerte der 2 “%-Werte
mit Standardabweichung. (A) OCVs, die mit vordifferenzierten SCs kokultiviert wurden
(V2-OCVs[SCs-14d-vd]-KK-BM-9d, V2-OCVs[SCs-21d-vd]-KK-BM-9d), wiesen signifikant bis
hoch signifikant hohere TRAP-Expressionen auf als OCVs der Kokultur, bei der keine
Vordifferenzierung der SCs erfolgte (V1-OCVs-KK-BM-19d). (B) Die relative CTSK-Expression der
OCVs der Monokultur (V1-OCVs-MK-BM-9d) war hochst signfikant hoher als bei den Kokulturen
(V1-OCVs-KK-BM-19d, V2-OCVs[SCs-14d-vd]-KK-BM-9d, V2-OCVs[SCs-21d-vd]-KK-BM-9d;
*¥E* = p <0,001, ¥*=p<0,01, *=p <0,05, /= oder, BM = Basalmedium, CTSK = Cathepsin K, d =
Tage, KK = Kokultur, MK = Monokultur, OCVs = osteoklastdre Vorlduferzellen, SCs = mesenchymale
Stromazellen, TRAP = Tartrat-resistente saure Phosphatase, vd = osteogen vordifferenziert, V1 =

Vorversuch 1, V2 = Vorversuch 2).

Die relative CTSK-Expression der OCVs-Monokultur, die 9 Tage mit BM kultiviert wurde
(V1-OCVs-MK-BM-9d), war gegeniiber den OCVs der Kokulturen (V1-OCVs-KK-BM-19d,
V2-OCVs[SCs-14d-vd]-KK-BM-9d, V2-OCVs[SCs-21d-vd]-KK-BM-9d) hochst signifikant
hoher (p < 0,001), unabhingig von der Dauer der Vordifferenzierungsphasen von 14 und
21 Tagen (Vorversuch 2) sowie der Kultivierungszeit (Abbildung 18 B).

Die vergleichende Untersuchung der Kokulturen verdeutlichte bei den OCVs, die 19 Tage mit
BM (V1-OCVs-KK-BM-19d) kultiviert wurden, eine hoch signifikant héhere (p <0,01)
Expression gegeniiber den OCVs, die mit osteogen vordifferenzierten SCs
(V2-OCVs[SCs-14d-vd]-KK-BM-9d,  V2-OCVs[SCs-21d-vd]-KK-BM-9d)  kokultiviert
wurden. Die unterschiedlich lange andauernde osteogene Vordifferenzierung hatte keinen

Einfluss auf dieses Ergebnis.

71



Ergebnisse

Wichtigste Ergebnisse der Vorversuche 1 und 2

Im Rahmen von Vorversuch 1 bildeten die SCs der Kokultur nach Kultivierungsphasen von 5,
9, 14 und 19 Tagen keine mineralisierte Matrix. Die Runx2-Expressionen der SCs der
Kokulturen waren niedriger als die in der Monokultur festgestellten Expressionsmuster. Die
OCVs der Kokulturen zeigten jedoch keine ausreichenden Anzeichen einer stattfindenden
Osteoklastengenese — weder auf morphologischer noch auf molekularbiologischer Ebene. Mit
dem Ziel, sowohl die Osteogenese als auch die Osteoklastengenese zu stimulieren, wurden die
SCs daher im Verlauf von Vorversuch 2 iiber 14 und 21 Tage osteogen vordifferenziert. Die
SCs bildeten darauthin nach einer Kultivierungszeit von 5 und 9 Tagen mineralisierte Matrix.
Die Runx2- und Cx43-Expressionen der vordifferenzierten SCs der Kokulturen waren niedriger
als die festgestellten Level der SCs der Monokulturen. Die OCVs zeigten jedoch auch durch
die Vordifferenzierung der kokultivierten SCs keine zufriedenstellende Osteoklastengenese.
Daher wurde fiir die Etablierung der Kultivierungsbedingungen auf eine Vordifferenzierung

der SCs in der Folge verzichtet.
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4.1.3 Einsatz der Differenzierungsfaktoren receptor activator of nuclear factor-xB ligand

und macrophage colony-stimulating factor-1 im Kokultursystem: Vorversuch 3

Im 3. Vorversuch wurde durch die Zugabe der Faktoren RANKL und M-CSF angestrebt, die
Osteoklastengenese zu stimulieren. Die Versuchslaufzeit wurde entsprechend der Ergebnisse

aus den Vorversuchen 1 und 2 auf 9 Tage festgesetzt.

Morphologie der mesenchymalen Stromazellen

SCs, die 9 Tage in Kokultur in BM (V3-SCs-KK-BM-9d (Abbildung 19 A)), in BM unter der Zugabe
von RANKL (V3-SCs-KK-BM-R-9d (Abbildung 19 B)) sowie in BM unter der Zugabe von RANKL
und M-CSF (V3-SCs-KK-BM-R-M-9d) kultiviert wurden, wiesen keine morphologischen Unterschiede

auf.

Abbildung 19: Native Bildaufnahmen der SCs, die 9 Tage lang (A), (B) in Kokultur mit OCVs unter
(A) BM, (B) BM unter dem Zusatz von RANKL bzw. (C), (D) in Monokultur unter (C) BM, (D) BM
unter dem Zusatz von RANKL kultiviert wurden. In allen Versuchsaufbauten zeigte sich ein dichter

Rasen adhirenter Zellen mit spindelférmiger Morphologie.
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Prinzipiell waren in allen Kulturen (V3-SCs-KK-BM-9d (Abbildung 19 A), V3-SCs-KK-BM-R-9d
(Abbildung 19 B), V3-SCs-KK-BM-R-M-9d) dichte Zellrasen von adhérenten, spindelférmigen bis
polygonalen Zellen zu beobachten. In den entsprechenden Monokulturen der SCs (V3-SCs-MK-BM-9d
(Abbildung 19 C), V3-SCs-MK-BM-R-9d (Abbildung 19 D), V3-SCs-MK-BM-R-M-9d) dominierten
ebenfalls adhérente, spindelférmige bis polygonale Zellen — unabhéngig von der unterschiedlichen

Zusammensetzung der Medien.

Runx2-, Cx43- und Panx1-3-Expressionsmuster der mesenchymalen Stromazellen

Die Ergebnisse der qPCR der SCs sind in den Abbildungen 21-25 zusammengefasst. Sie sind
dargestellt als Mittelwerte der 2 22-Werte mit Standardabweichung. Die p-Werte sind dem
Anhang (siehe 9.1.1-9.1.5) zu entnehmen. Normiert wurde gegen SCs der Monokultur nach

9 Tagen in BM (V3-SCs-MK-BM-9d) im Sinne der einfachen Genexpression.
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Abbildung 20: Vorversuch 3: relative Runx2-Genexpressionen der SCs. Dargestellt als Mittelwerte der
2749 Werte mit Standardabweichung. Die relative Runx2-Expression der SCs, die in Kokultur unter
der Zugabe von RANKL und M-CSF kultiviert wurden, war gegeniiber den anderen Kulturen
(V3-SCs-MK-BM-9d, V3-SCs-MK-BM-R-9d, V3-SCs-MK-BM-R-M-9d, V3-SCs-KK-BM-9d,
V3-SCs-KK-BM-R-9d) hoch bis hichst singifikant vermindert (*** =p <0,001, ** =p <0,01, /= oder,
BM = Basalmedium, d = Tage, KK = Kokultur, M = M-CSF = macrophage colony-stimulating factor-
1, MK = Monokultur, R = RANKL = receptor activator of nuclear factor-xB ligand, Runx2 = Runt-

related transcription factor 2, SCs = mesenchymale Stromazellen, V3 = Vorversuch 3).
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Die relative Expression von Runx2 (Abbildung 20) war in den SCs der Kokultur, die in BM
unter Zugabe von RANKL und M-CSF (V3-SCs-KK-BM-R-M-9d) kultiviert wurden, hoch bis
hochst signifikant niedriger gegeniiber den SCs, die in BM (V3-SCs-KK-BM-9d), in BM mit
RANKL (V3-SCs-KK-BM-R-9d) und fiir 9 Tage in der Monokultur in BM
(V3-SCs-MK-BM-9d), in BM mit RANKL (V3-SCs-MK-BM-R-9d) sowie mit RANKL und
M-CSF (V3-SCs-MK-BM-R-M-9d) kultiviert wurden. Keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich der relativen Runx2-Expressionen ergaben sich zwischen den SCs der Mono- oder
Kokulturen, die jeweils 9 Tage unter dem Einfluss von RANKL kultiviert wurden

(V3-SCs-MK-BM-R-9d vs. V3-SCs-KK-BM-R-9d).

Auch die relative Cx43-Expression (Abbildung 21) der SCs, die 9 Tage in Kokultur in BM
unter der Zugabe von RANKL und M-CSF (V3-SCs-KK-BM-R-M-9d) kultiviert wurden, war
signifikant niedriger als bei SCs, die fiir den gleichen Zeitraum in BM (V3-SCs-KK-BM-9d)
sowie in BM unter der Zugabe von RANKL (V3-SCs-KK-BM-R-9d) kultiviert wurden. Im
Vergleich zu den SCs der Monokulturen in BM (V3-SCs-MK-BM-9d), BM unter der Zugabe
von RANKL (V3-SCs-MK-BM-R-9d) und BM unter der Zugabe von RANKL und M-CSF
(V3-SCs-MK-BM-R-M-9d) war die Expression der Zellen in Kokultur unter der Zugabe von
RANKL und M-CSF (V3-SCs-KK-BM-R-M-9d) hochst signifikant vermindert.

Signifikant bis hochst signifikant hohere relative Cx43-Expressionen waren nach Kultivierung
der SCs in den Monokulturen (V3-SCs-MK-BM-9d, V3-SCs-MK-BM-R-9d, V3-SCs-MK-
BM-R-M-9d) gegeniiber den in den Kokulturen inkubierten Zellen (V3-SCs-KK-BM-9d,
V3-SCs-KK-BM-R-9d, V3-SCs-KK-BM-R-M-9d) zu verzeichnen (Abbildung 21). Die
jeweiligen p-Werte sind im Anhang (siehe 9.1.2) zu finden.
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Abbildung 21: Vorversuch 3: relative Cx43-Genexpressionen der SCs. Dargestellt als Mittelwerte der
24 Werte mit  Standardabweichung. SCs  der  Kokulturen  (V3-SCs-KK-BM-9d,
V3-SCs-KK-BM-R-9d, V3-SCs-KK-BM-R-M-9d) wiesen hochst signifikant niedrigere relative Cx43-
Expressionen als SCs der Monokulturen (V3-SCs-MK-BM-9d, V3-SCs-MK-BM-R-9d,
V3-SCs-MK-BM-R-M-9d) auf und zeigten nach Kultivierung in BM unter der Zugabe von RANKL
und M-CSF (V3-SCs-KK-BM-R-M-9d) eine signifikant niedrigere relative Cx43-Expression gegeniiber
den anderen Kokulturen (V3-SCs-KK-BM-9d, V3-SCs-KK-BM-R-9d; *** = p < 0,001, * = p < 0,05,
/ = oder, - = bis, BM = Basalmedium, Cx43 = Connexin 43, d = Tage, KK = Kokultur, M = M-CSF =
macrophage colony-stimulating factor-1, MK = Monokultur, R = RANKL = receptor activator of

nuclear factor-kB ligand, SCs = mesenchymale Stromazellen, V3 = Vorversuch 3).

In Anlehnung an die festgestellten Runx2- und Cx43-Expressionsmuster waren ebenfalls hoch
bis hochst signifikant niedrigere relative Expressionsmuster von Panx1l (Abbildung 22,
p-Werte: Anhang 9.1.3) bei den SCs der Kokultur zu beobachten, die 9 Tage in BM unter
Zugabe von RANKL und M-CSF (V3-SCs-KK-BM-R-M-9d) kultiviert wurden — im
Unterschied zu SCs der Kokulturen, entsprechend in BM (V3-SCs-KK-BM-9d) und in BM
unter Zusatz von RANKL (V3-SCs-KK-BM-R-9d) kultiviert. Signifikant bis hdchst signifikant
hohere Genexpressionen von Panx1 zeigten die SCs der Monokulturen (V3-SCs-MK-BM-9d,
V3-SCs-MK-BM-R-9d, V3-SCs-MK-BM-R-M-9d) im Unterschied zu den SCs der Kokulturen
(V3-SCs-KK-BM-9d, V3-SCs-KK-BM-R-9d, V3-SCs-KK-BM-R-M-9d).
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Abbildung 22: Vorversuch 3: relative Panx1-Genexpressionen der SCs. Dargestellt als Mittelwerte der
24 Werte mit  Standardabweichung. SCs  der  Kokulturen  (V3-SCs-KK-BM-9d,
V3-SCs-KK-BM-R-9d, V3-SCs-KK-BM-R-M-9d) zeigten hoch bis hochst signifikant niedrigere
Panx1-Expressionen als die SCs der Monokulturen (V3-SCs-MK-BM-9d, V3-SCs-MK-BM-R-9d,
V3-SCs-MK-BM-R-M-9d). Beim Vergleich der Kokulturen untereinander wiesen die SCs unter der
Zugabe von RANKL und M-CSF (V3-SCs-KK-BM-R-M) hoch bis hochst signifikant niedrigere
relative Panx1-Expressionen auf (*** = p < 0,001, ** = p<0,01, / = oder, BM = Basalmedium, d =
Tage, KK = Kokultur, M = M-CSF = macrophage colony-stimulating factor-1, MK = Monokultur,
Panxl = Pannexin 1, R = RANKL = receptor activator of nuclear factor-xB ligand, SCs =

mesenchymale Stromazellen, V3 = Vorversuch 3).

Dagegen war die relative Panx2-Expression (Abbildung 23) der SCs der Kokultur, die fiir
9 Tage in BM unter der Zugabe der Faktoren RANKL und M-CSF (V3-SCs-KK-BM-R-M-9d)
kultiviert wurden, signifikant niedriger als bei den SCs der entsprechenden Monokultur

(V3-SCs-MK-BM-R-M-9d). Im Anhang 9.1.4 ist eine Ubersicht iiber die p-Werte dargestellt.
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Abbildung 23: Vorversuch 3: relative Panx2-Genexpressionen der SCs. Dargestellt als Mittelwerte der
274 Werte mit Standardabweichung. Die Panx2-Expression von SCs der Kokultur
(V3-SCs-KK-BM-R-M-9d) war nach Kultivierung in BM unter der Zugabe von RANKL und M-CSF
signifikant hoher als bei der entsprechenden Monokultur (V3-SCs-MK-BM-R-M-9d; * = p < 0,05,
BM = Basalmedium, d = Tage, KK = Kokultur, M = M-CSF = macrophage colony-stimulating factor-
1, MK = Monokultur, Panx2 = Pannexin 2, R = RANKL = receptor activator of nuclear factor-xB

ligand, SCs = mesenchymale Stromazellen, V3 = Vorversuch 3).

Die relativen Panx3-Expressionen (Abbildung 24, p-Werte: Anhang 9.1.5) waren hingegen bei
den SCs der Kokulturen (V3-SCs-KK-BM-9d, V3-SCs-KK-BM-R-9d,
V3-SCs-KK-BM-R-M-9d) hoch bis hochst signifikant vermindert im Vergleich zu den Mustern
der Monokulturen (V3-SCs-MK-BM-9d, V3-SCs-MK-BM-R-9d, V3-SCs-MK-BM-R-M-9d.
Keine signifikanten Unterschiede ergaben sich trotz unterschiedlicher
Medienzusammensetzung — weder beim Vergleich der Expressionsmuster der Kokulturen
(V3-SCs-KK-BM-9d, V3-SCs-KK-BM-R-9d, V3-SCs-KK-BM-R-M-9d) noch bei dem der
Monokulturen (V3-SCs-MK-BM-9d, V3-SCs-MK-BM-R-9d, V3-SCs-MK-BM-R-M-9d).

78



Ergebnisse

Panx3

2.5+
= **/***
S 2.0 [ !
(2}
w
£ 154 __ -|-
5 —
(11}
o 1.0 .
= . "
o
Y 0.5+
» -1

o
N
NN
%,
i

& W R
& & @3‘@ & N &
N ¥ & & ¥ &
& & & & 5§
KCIRY P 9
X Xt

Abbildung 24: Vorversuch 3: relative Panx3-Genexpressionen der SCs. Dargestellt als Mittelwerte der
2 A€ Werte mit Standardabweichung. Unabhéingig von der Zusammensetzung der Medien zeigten die
SCs der Kokultur (V3-SCs-KK-BM-9d, V3-SCs-KK-BM-R-9d, V3-SCs-KK-BM-R-M-9d) hochst
signifikant niedrigere relative Panx3-Expressionen als die Monokulturen (V3-SCs-MK-BM-9d,
V3-SCs-MK-BM-R-9d, V3-SCs-MK-BM-R-M-9d; *** = p < 0,001, BM = Basalmedium, d = Tage,
KK = Kokultur, M = M-CSF = macrophage colony-stimulating factor-1, MK = Monokultur, Panx3 =
Pannexin 3, R = RANKL = receptor activator of nuclear factor-xB ligand, SCs = mesenchymale

Stromazellen, V3 = Vorversuch 3).

Morphologie der osteoklastiren Vorliuferzellen

OCVs der Kokultur, die 9 Tage in BM (V3-OCVs-KK-BM-9d, Abbildung 25 A) kultiviert
wurden, waren von runder bis spindelformiger Gestalt. Vereinzelt formten diese Zellen dichte
Zellansammlungen. Osteoklasten-dhnliche Zellen waren nur vereinzelt zu erkennen. Zellen, die
unter der Zugabe von RANKL iiber den gleichen Zeitraum kultiviert wurden
(V3-OCVs-KK-BM-R-9d, Abbildung 25 C), waren prinzipiell von gleicher Gestalt, lagerten
sich jedoch vermehrt in Zellclustern zusammen. Auch Zellen mit Osteoklasten-dhnlicher
Morphologie waren hdufiger zu beobachten. Eine Vielzahl von Zellclustern und Zellen grof3en
Durchmessers waren jedoch in den Kulturen sichtbar, die 9 Tage unter der Zugabe von RANKL

und M-CSF kultiviert wurden (V3-OCVs-KK-BM-R-M-9d, Abbildung 25 E).
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Abbildung 25: Native Bilufnahme der CVs nach 9 Tagen in (A), (C), (E) Kokultur mit SCs unter
(A) BM, (C) BM unter dem Zusatz von RANKL, (E) BM unter dem Zusatz von RANKL und M-CSF
sowie (B), (D), (F) Monokultur unter (B) BM, (D) BM unter dem Zusatz von RANKL und (F) BM unter
dem Zusatz von RANKL und M-CSF. Es zeigten sich Unterschiede in Bezug auf das verwendete
Kultursystem sowie das verwendete Medium. Im Kokultursystem war die hochste Anzahl Osteoklasten-
ghnlicher Zellen unter Verwendung des BM unter dem Zusatz von RANKL und M-CSF nachzuweisen
(E). In Monokultur zeigten sich im BM keine Osteoklasten-dhnlichen Zellen (B), wéihrend unter dem
Zusatz von RANKL und M-CSF die hochste Anzahl zu finden war (F).
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Bei den entsprechenden Monokulturen waren ebenfalls in Abhidngigkeit der
Medienzusammensetzung Unterschiede hinsichtlich der Morphologie feststellbar. So
dominierten in reinem BM (V3-OCVs-MK-BM-9d, Abbildung 25 B) spindelformige bis
polygonale Zellen, wihrend unter dem Einfluss von RANKL (V3-OCVs-MK-BM-R-9d,
Abbildung 25 D) bereits vereinzelte Zellen mit Osteoklasten-dhnlicher Morphologie auftraten.
Augenfillig war ihr hdufiges Auftreten nach Zugabe von RANKL und M-CSF
(V3-OCVs-MK-BM-R-M-9d, Abbildung 25 E). Des Weiteren waren runde bis spindelformige

Zellen zu sehen, die teils in Zellaggregaten organisiert waren.

TRAP- und CTSK-Expressionsmuster der osteoklastiren Vorliuferzellen

Die Ergebnisse der gPCR der OCVs sind in den Abbildungen 27-28 zusammengefasst. Sie sind
dargestellt als Mittelwerte der 2722“4-Werte mit Standardabweichung. Normiert wurde gegen
OCVs der Monokultur nach 9 Tagen in BM (V3-OCVs-MK-BM-9d) im Sinne der einfachen
Genexpression. Die p-Werte sind dem Anhang (siehe 9.1.6-9.1.7) zu entnehmen.

Hinsichtlich der relativen TRAP-Expressionen (Abbildung 26) ergaben sich signifikante
Unterschiede mit Blick auf die Kultivierungsbedingungen. OCVs der Kokultur, die in BM
(V3-OCVs-KK-BM-9d) kultiviert wurden, zeigten gegeniiber der Kokultur, der zusitzlich
RANKL und M-CSF {iber das Medium zugefiihrt wurde (V3-OCVs-KK-BM-R-M-9d), hoch
signifikant niedrigere Expressionslevel.

Diese in der Kokultur (V3-OCVs-KK-BM-9d) festgestellten Level waren ebenfalls hoch bis
hochst signifikant erniedrigt im Vergleich zu den in den Monokulturen festgestellten
Expressionsprofilen der OCVs, die mit RANKL (V3-OCVs-MK-BM-R-9d) sowie mit RANKL
und M-CSF (V3-OCVs-MK-BM-R-M-9d) kultiviert wurden. Die jeweiligen p-Werte sind im
Anhang 9.1.6 dargestellt.
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Abbildung 26: Vorversuch 3: relative TRAP-Genexpressionen der OCVs. Dargestellt als Mittelwerte
der 2722 Werte mit Standardabweichung. OCVs der Kokultur, die in BM kultiviert wurden, wiesen
eine hoch bis hochst signifikant niedrigere relative TRAP-Expression auf als die entsprechend in BM
unter der Zugabe von RANKL und M-CSF kultivierten OCVs (V3-OCVs-KK-BM-R-M-9d) sowie den
im Rahmen von Monokulturen kultivierten OCVs unter der Zugabe von RANKL
(V3-OCVs-MK-BM-R-9d) oder RANKL und M-CSF (V3-OCVs-MK-BM-R-M-9d; *** = p < 0,001,
** =p <0,01, *=p <0,05, /= oder, BM = Basalmedium, d = Tage, KK = Kokultur, M = M CSF =
macrophage colony-stimulating factor-1, MK = Monokultur, OCVs = osteoklastire Vorlauferzellen,
R =RANKL = receptor activator of nuclear factor-xkB ligand, TRAP = Tartrat-resistente saure
Phosphatase, V3 = Vorversuch 3).

OCVs der Kokultur, die RANKL und M-CSF (V3-OCVs-KK-BM-R-M-9d) erhielten, wiesen
hochst signifikant hohere relative CTSK-Expressionslevel auf (Abbildung 27, Ubersicht
p-Werte: Anhang 9.1.7) als Kokulturen, die nur in BM (V3-OCVs-KK-BM-9d) sowie in
RANKL-enthaltendem BM (V3-OCVs-KK-BM-R-9d) kultiviert wurden. Sie zeigten ebenfalls
zu den OCVs der Monokultur, die in BM mit RANKL (V3-OCVs-MK-BM-R-9d) kultiviert
wurden, eine hdchst signifikant hohere relative CTSK-Expression.

Im Gegensatz dazu wiesen sie (V3-OCVs-KK-BM-R-M-9d) jedoch hochst signifikant
niedrigere Expressionslevel auf als die Zellen, die in Monokultur mit dem entsprechendem

Medium (V3-OCVs-MK-BM-R-M-9d) kultiviert wurden.
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Prinzipiell besalen OCVs der Monokultur, die unter Zugabe von RANKL und M-CSF
(V3-OCVs-MK-BM-R-M-9d) inkubiert wurden, hochst signifikant hohere relative CTSK-
Expressionen gegeniiber allen anderen im Rahmen von Vorversuch 3 verwendeten Kultur- und
Medienansitzen (V3-OCVs-KK-BM-9d, V3-0OCVs-KK-BM-R-9d, V3-OCVs-KK-
BM-R-M-9d, V3-OCVs-MK-BM-R-9d). Die niedrigste TRAP-Expression zeigten die OCVs,
die in Monokultur unter BM kultiviert wurden (V3-OCVs-MK-BM-9d).

CTSK

154 X

| Kk 1

=

104

%k %k

x-fache Expression

Abbildung 27: Vorversuch 3: relative CTSK-Genexpressionen der OCVs. Dargestellt als Mittelwerte
der 2724 Werte mit Standardabweichung. OCVs der Monokultur, die unter Zugabe von RANKL und
M-CSF kultiviert wurden, besaen hochst signfikant hohere relative CTSK-Expressionen als alle
anderen untersuchten Kulturen (V3-OCVs-KK-BM-9d, V3-OCVs-KK-BM-R-9d,
V3-KK-BM-R-M-9d, V3-OCVs-MK-BM-R-9d). Zudem war die Expression der OCVs der Kokultur
nach Zugabe von RANKL und M-CSF (V3-OCVs-KK-BM-R-M-9d) hochst signifikant hoher als bei
den in BM kokultivierten OVCs (V3-OCVs-KK-BM-9d) sowie bei den unter Zugabe von RANKL
inkubierten Ko- und Monokulturen (V3-OCVs-KK-BM-R-9d, V3-OCVs-MK-BM-R-9d; BM =
Basalmedium, CTSK = Cathepsin K, d = Tage, KK = Kokultur, M = M CSF = macrophage colony-
stimulating factor-1, MK = Monokultur, OCVs = osteoklastire Vorldauferzellen, R = RANKL = receptor

activator of nuclear factor-xB ligand, V3 = Vorversuch 3).
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Wichtigste Ergebnisse des 3. Vorversuchs und Fazit

In den OCVs der Kokulturen konnte durch die Verwendung von RANKL die
Osteoklastengenese zufriedenstellend stimuliert werden. Keines der verwendeten Medien
filhrte zu Verdnderungen der SCs-Morphologie. Um die Supplementierung des Mediums fiir
die zu etablierende Kokultur auf ein Mindestmal} zu reduzieren, wurde als Standardmedium
BM unter Zugabe von RANKL fiir die folgenden Untersuchungen ausgewédhlt. Die

Kultivierungsdauer fiir den Hauptversuch wurde auf 9 Tage festgelegt.
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4.2 Uberpriifung der Biokompatibilitit von Knochenersatzmaterialien im

indirekten Kokultursystem: Hauptversuch

Morphologie der mesenchymalen Stromazellen

SCs der Kokulturen, die in Kombination mit den KEMs kultiviert wurden, zeigten in ihrer
Morphologie keine Unterschiede. In allen Kulturen (SCs-KK-leer (Abbildung 28 A),
SCs-KK-w/o (Abbildung 28 B), SCs-KK-MgCl-0,1, SCs-KK-SrCl-0,1, SCs-KK-SrCI-0,01
(Abbildung 28 C), SCs-KK-MgHP-0,01 (Abbildung 28 D), SCs-KK-SrHP-0,01,
SCs-KK-MgSrCl-0,05, SCs-KK-MgSrHP-0,005, SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05) waren dichte

Rasen adhédrenter, spindelformiger bis polygonaler Zellen und einzelne abgerundete Zellen zu

erkennen.

Abbildung 28: Native Bildaufnahmen der SCs, die 9 Tage im Kokultursystem unter dem Zusatz von
RANKL mit OCVs und (A) leerem Insert 1, (B) dem Basis-KEM, (C) SrCl-0,01 und (D) MgHP-0,01
kultiviert wurden. In allen Versuchsaufbauten waren morphologisch keine Unterschiede wahrnehmbar.

Es zeigte sich ein dichter Zellrasen adhérenter Zellen mit spindelféormiger Morphologie.




Ergebnisse

Ergebnisse der quantitativen real-time polymerase chain reaction der mesenchymalen
Stromazellen

Die Zellantworten der SCs hinsichtlich ihrer relativen Runx2-, Cx43- und Panx1-Expressionen
(Abbildung 29-32) waren nach Inkubation mit den KEMs nahezu deckungsgleich. So waren
die Expressionsmuster dieser Gene in Gegenwart von MgHP-0,01 (SCs-KK-MgHP-0,01),
SrHP-0,01 (SCs-KK-SrHP-0,01) und MgSrHP-0,005 (SCs-KK-MgSrHP-0,005) anndhernd
auf dem Niveau der Negativ- (SCs-KK-leer) und Positivkontrolle (SCs-KK-w/0).
Dementgegen waren die Expressionslevel bei SCs, die mit SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1),
SrCl-0,01 (SCs-KK-SrCl-0,01) und PLGA-MgSrCl-0,05 (SCs-KK-PLGA-MgSrCI-0,05)
kultiviert wurden, stets am niedrigsten. Die Panx2-Expressionen (Abbildung 32) folgten, bis
auf Ausnahme der SCs, die mit dem KEM MgCl-0,1 (SCs-KK-MgCl-0,1) kokultiviert wurden,
ebenfalls diesem Muster. Eine Ausnahme stellte das Expressionsprofil von Panx3 (Abbildung
33) dar, das sich in Gegenwart aller KEMs hoch bis hochst signifikant unterhalb der einfachen
Expression der SCs befand, die im Sinne der Negativkontrolle mit leerem Insert 1
(SCs-KK-leer) kokultiviert wurden.

Die Abbildungen 30-34 zeigen die Ergebnisse der qPCR nach Kokultivierung der SCs in
Gegenwart der KEMs. Sie sind als Mittelwerte der 2 24“d-Werte mit Standardabweichung
dargestellt. Die jeweiligen p-Werte sind dem Anhang (siehe 9.2.1-9.2.5) zu entnehmen.

Nachfolgend werden die Genexpressionen und errechnete p-Werte im Detail erldutert.

Relative Runx2-Expressionen der mesenchymalen Stromazellen

Abbildung 29 fasst die relativen Runx2-Expressionen mit p-Werten der SCs zusammen. Die
jeweiligen p-Werte sind im Anhang (siehe 9.1.1) zu finden.

SCs, die mit leerem Insert 1 im Sinne der Negativkontrolle in indirekter Kokultur mit OCVs
kultiviert wurden (SCs-KK-leer), zeigten hoch bis hochst signifikant hohere relative Runx2-
Expressionen im Vergleich zu den SCs, die mit MgCl-0,1 (SCs-KK-MgCl-0,1), SrCl-0,1
(SCs-KK-SrCl-0,1), SrCl-0,01 (SCs-KK-SrCl-0,01), MgSrCl1-0,05 (SCs-KK-MgSrCl-0,05)
und PLGA-MgSrCl-0,05 (SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05) kultiviert wurden. Im Vergleich zu
den als Positivkontrolle dienenden SCs, die mit dem Basis-KEM (SCs-KK-w/0) kultiviert

wurden, zeigte sich kein signifikanter Unterschied.
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Abbildung 29: Hauptversuch: relative Runx2-Genexpressionen der SCs. Dargestellt als Mittelwerte der
2749 Werte mit Standardabweichung. Die Kultivierung der SCs erfolgte in indirekter Kokultur mit
OCVs und leerem Insert 1 oder KEMs iiber 9 Tage. Auffillig waren vor allem die niedrigen relativen
Runx2-Expressionen der SCs, die in Gegenwart von SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1), SrCl-0,01
(SCs-KK-SrCl1-0,01) und PLGA-MgSrCI-0,05 (SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05) kultiviert wurden. SCs,
die in Gegenwart des Basis-KEMs (SCs-KK-w/o, Positivkontrolle), von MgHP-0,01
(SCs-KK-MgHP-0,01), SrHP-0,01 (SCs-KK-SrHP-0,01) und MgSrHP-0,005
(SCs-KK-MgSrHP-0,005) kultiviert wurden, zeigten im Vergleich zur Negativkontrolle (SCs-KK-leer)
keine signifikant unterschiedlichen relativen Runx2-Expressionen (*** = p < 0,001, ** =p <0,01, * =
p< 0,01, / = oder, KEMs =-Knochenersatzmaterialien, KK = Kokultur, OCVs = osteoklastire
Vorlduferzellen, PLGA = Polylactid-co-glycolid, Runx2 = Runt-related transcription factor 2, SCs =

mesenchymale Stromazellen).

Das Expressionsprofil der SCs in Gegenwart des Basis-KEMs (SCs-KK-w/o) als
Positivkontrolle war hochst signifikant hoher gegeniiber den Profilen, die nach Inkubation der
SCs mit den KEMs MgCl-0,1 (SCs-KK-MgCl-0,1), SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1), SrCI-0,01
(SCs-KK-SrCl-0,01), MgSrCl-0,05 (SCs-KK-MgSrCl1-0,05) und PLGA-MgSrCl-0,05
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(SCs-KK-PLGA-MgSrClI-0,05) festgestellt wurden. PLGA-MgSrCl-0,05
(SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05), SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1) und SrCl1-0,01
(SCs-KK-SrCl-0,01) induzierten hoch bis hochst signifikante Verminderungen der relativen
Runx2-Expressionen gegentiiber der Negativ- (SCs-KK-leer) und Positivkontrolle (SCs-KK-
w/0) sowie den KEMs MgCl-0,1 (SCs-KK-MgCl-0,1), MgHP-0,01 (SCs-KK-MgHP-0,01),
SrHP-0,01 (SCs-KK-SrHP-0,01) und MgSrHP-0,005 (SCs-KK-MgSrHP-0,005).

Die Kultivierung mit MgCl-0,1 (SCs-KK-MgCl-0,1) resultierte in einer hochst signifikant
hoheren Expression im Unterschied zu einer Kokultivierung der SCs in Gegenwart von
SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1), SrCl-0,01 (SCs-KK-SrCI-0,01) und PLGA-MgSrCI-0,05
(SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05). Eine signifikant bis hochst signifikant niedrigere Expression
zeigte sich jedoch im Unterschied zu den SCs, die mit leerem Insert 1 (SCs-KK-leer,
Negativkontrolle), dem Basis-KEM  (SCs-KK-w/o, Positivkontrolle), MgHP-0,01
(SCs-KK-MgHP-0,01) und SrHP-0,01 (SCs-KK-SrHP-0,01) kokultiviert wurden. MgHP-0,01
(SCs-KK-MgHP-0,01) und SrHP-0,01 (SCs-KK-SrHP-0,01) vermittelten im Unterschied zu
MgCl-0,1 (SCs-KK-MgCl-0,1), SrCI-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1), SrCI-0,01 (SCs-KK-SrCl-0,01),
MgSrCIl-0,05  (SCs-KK-MgSrCl-0,05) und PLGA-MgSrCl-0,05  (SCs-KK-PLGA-
MgSrClI-0,05) hochst signifikante Erhohungen der Expressionen. Eine hdchst signifikant
niedrigere Expression war dagegen nach Kultivierung mit MgSrCIl-0,05 (SCs-KK-
MgSrCl-0,05) zu beobachten — im Unterschied zu den Expressionsleveln, die in Gegenwart des
leeren Insert 1 (SCs-KK-leer, Negativkontrolle), dem Basis-KEM (SCs-KK-w/o,
Positivkontrolle), MgHP-0,01 (SCs-KK-MgHP-0,01), SrHP-0,01 (SCs-KK-SrHP-0,01) und
MgSrHP-0,005 (SCs-KK-MgSrHP-0,005) ermittelt wurden. Im Gegensatz dazu war die
Expression hochst signifikant erhoht gegeniiber SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1) und PLGA-
MgSrCl-0,05 (SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05). Eine ebenfalls hochst signifikant hohere
Expression erzeugte die Kultivierung mit MgSrHP-0,005 (SCs-KK-MgSrHP-0,005) im
Vergleich zu SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1), SrCl-0,01 (SCs-KK-SrCl-0,01), MgSrCl-0,05
(SCs-KK-MgSrCl-0,05) und PLGA-MgSrCl-0,05 (SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05).

Relative Cx43-Expressionen der mesenchymalen Stromazellen

Abbildung 30 fasst die relativen Cx43-Expressionen mit p-Werten der SCs zusammen. Die
einzelnen p-Werte sind dem Anhang (siehe 9.2.2) zu entnehmen. Das Cx43-Expressionsprofil
der SCs der Negativkontrolle (SCs-KK-leer) war hoch bis hochst signifikant hoher im
Vergleich zu den Expressionsprofilen der SCs, die mit MgCl-0,1 (SCs-KK-MgCl-0,1), SrCl-0,1
(SCs-KK-SrCl-0,1), SrCl-0,01 (SCs-KK-SrCl-0,01) und PLGA-MgSrCl-0,05 (SCs-KK-
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PLGA-MgSrCl-0,05) kultiviert wurden. Kein signifikanter Unterschied zeigte sich im
Vergleich zu den SCs, die mit dem Basis-KEM (SCs-KK-w/o, Positivkontrolle) kultiviert

wurden.

Cx43

x-fache Expression

Abbildung 30: Hauptversuch: relative Cx43-Genexpressionen der SCs. Dargestellt als Mittelwerte der
2749 Werte mit Standardabweichung. Die Kultivierung der SCs erfolgte in indirekter Kokultur mit
OCVs und leerem Insert 1 oder KEMs iiber 9 Tage. Zwischen Negativkontrolle (SCs-KK-leer) und
Positivkontrolle (SCs-KK-w/0) bestand kein signifikanter Unterschied. SCs, die mit MgHP-0,01
(SCs-KK-MgHP-0,01), SrHP-0,01 (SCs-KK-SrHP-0,01) und MgSrHP-0,005
(SCs-KK-MgSrHP-0,005) kultiviert wurden, zeigten keine signifikanten Unterschiede zu diesen
Kontrollkulturen. Dagegen besaBBen SCs, die in Gegenwart von SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCI-0,1), SrC1-0,01
(SCs-KK-SrCl1-0,01) und PLGA-MgSrCl-0,005 (SCs-KK-PLGA-MgSrCI-0,005) kultiviert wurden, die
vergleichsweise niedrigsten Expressionen mit hochst signifikanten Verminderungen (*** = p < 0,001,
** =p <0,01, / = oder, Cx43 = Connexin 43, KEMs = Knochenersatzmaterialien, KK = Kokultur,
OCVs = osteoklastéire Vorlduferzellen, PLGA = Polylactid-co-glycolid, SCs = mesenchymale

Stromazellen).

Die Kultivierung mit dem Basis-KEM (SCs-KK-w/o, Positivkontrolle) resultierte in einer

hochst  signifikant hoheren Expression als nach Kultivierung mit MgCI-0,1
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(SCs-KK-Mg(Cl-0,1),  SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1), SrCl-0,01  (SCs-KK-SrCl-0,01),
MgSrClI-0,05 (SCs-KK-MgSrCl-0,05) und PLGA-MgSrClI-0,05
(SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05).

Das Cx43-Expressionsprofil der SCs der Negativkontrolle (SCs-KK-leer) war hoch bis hochst
signifikant hoéher im Vergleich zu den Expressionsprofilen der SCs, die mit MgCl-0,1
(SCs-KK-MgCl-0,1), SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1), SrCl-0,01 (SCs-KK-SrCl-0,01) und
PLGA-MgSrCl1-0,05 (SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05) kultiviert wurden. Kein signifikanter
Unterschied zeigte sich im Vergleich zu den SCs, die mit dem Basis-KEM (SCs-KK-w/o,
Positivkontrolle) kultiviert wurden. Die Kultivierung mit dem Basis-KEM (SCs-KK-w/o,
Positivkontrolle) resultierte in einer hochst signifikant hoheren Expression als nach
Kultivierung mit MgCl-0,1 (SCs-KK-MgCl-0,1), SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1), SrCl-0,01
(SCs-KK-SrCl-0,01), MgSrCl-0,05 (SCs-KK-MgSrCl-0,05) und PLGA-MgSrCI-0,05
(SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05).

Die Genexpressionen der SCs, die mit SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1), SrCl-0,01
(SCs-KK-SrCl-0,01) und PLGA-MgSrCl-0,05 (SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05) kultiviert
wurden, waren hochst signifikant vermindert im Vergleich zu den Werten aller anderen
Kulturen  (SCs-KK-leer,  SCs-KK-w/o,  SCs-KK-MgCl-0,1,  SCs-KK-MgHP-0,01,
SCs-KK-SrHP-0,01, SCs-KK-MgSrCl-0,05, SCs-KK-MgSrHP-0,005). MgCl-0,1
(SCs-KK-MgCl-0,1) induzierte eine hochst signifikant hohere Expression im Gegensatz zu
SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1), SrCl-0,01 (SCs-KK-SrCI-0,01) und PLGA-MgSrCI-0,05
(SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05) sowie eine hoch bis hochst signifikante Verminderung im
Unterschied zu den SCs kultiviert mit leerem Insert 1 (SCs-KK-leer, Negativkontrolle), dem
Basis-KEM (SCs-KK-w/o, Positivkontrolle), MgHP-0,01 (SCs-KK-MgHP-0,01), StHP-0,01
(SCs-KK-SrHP-0,01) und MgSrHP-0,005 (SCs-KK-MgSrHP-0,005).

Die  Kultivierung mit MgHP-0,01 (SCs-KK-MgHP-0,01) und  SrHP-0,01
(SCs-KK-SrHP-0,01) resultierte im Vergleich zu MgCl-0,1 (SCs-KK-MgCl-0,1), SrCI-0,1
(SCs-KK-SrCl-0,1), SrCl-0,01 (SCs-KK-SrCl-0,01), MgSrCl1-0,05 (SCs-KK-MgSrCl-0,05)
und PLGA-MgSrCl-0,05 (SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05) in hoch bis hdchst signifikanten
Erhohungen der Genexpressionen. MgSrCl-0,05 (SCs-KK-MgSrCl-0,05) vermittelte eine
hochst signifikante Erhohung der Cx43-Genexpression im Vergleich zu den KEMs SrCl-0,1
(SCs-KK-SrCl-0,1), SrCl1-0,01 (SCs-KK-SrCl-0,01) und PLGA-MgSrCl-0,05
(SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05), wihrend eine hoch bis hochst signifikante Verminderung im
Vergleich zu dem Basis-KEM (SCs-KK-w/o, Positivkontrolle), MgHP-0,01 (SCs-KK-MgHP-
0,01), SrHP-0,01 (SCs-KK-SrHP-0,01) und MgSrHP-0,005 (SCs-KK-MgSrHP-0,005)
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festzustellen war. Auch MgSrHP-0,005 (SCs-KK-MgSrHP-0,005) erhohte die Cx43-
Expression hochst signifikant im Unterschied zu MgCl-0,1 (SCs-KK-MgCl-0,1), SrCI-0,1
(SCs-KK-SrCl-0,1), SrCl-0,01 (SCs-KK-SrCl-0,01), MgSrCl1-0,05 (SCs-KK-MgSrCl-0,05)
und PLGA-MgSrCl-0,05 (SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05).

Relative Panx1-Expressionen der mesenchymalen Stromazellen
Abbildung 31 fasst die relativen Panx1-Expressionen mit p-Werten der SCs zusammen. Die

einzelnen p-Werte sind dem Anhang (siehe 9.2.3) zu entnehmen.
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Abbildung 31: Hauptversuch: relative Panx1-Genexpressionen der SCs. Dargestellt als Mittelwerte der
2749 Werte mit Standardabweichung. Die Kultivierung der SCs erfolgte in indirekter Kokultur mit
OCVs und leerem Insert 1 oder KEMs iiber 9 Tage. Die relative Panx1-Expression der SCs, die ohne
Zugabe eines KEMs (SCs-KK-leer, Negativkontrolle) kultiviert wurden, war gegeniiber allen anderen
Kulturen signifikant bis hochst signifikant hoher. Die niedrigsten Expressionen zeigten SCs, die in
Gegenwart von SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1), SrCI1-0,01 (SCs-KK-SrCl1-0,01) oder PLGA-MgSrCl-0,05
(SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05) kultiviert wurden (*** =p < 0,001, **=p < 0,01, * =p < 0,05, — = bis,
/ = oder, KEMs = Knochenersatzmaterialien, KK = Kokultur, OCVs = osteoklastidre Vorldauferzellen,

Panx1 = Pannexin 1, PLGA = Polylactid-co-glycolid, SCs = mesenchymale Stromazellen).
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Die relative Panx1-Expression der Negativkontrolle (SCs-KK-leer) war im Vergleich zu allen
anderen Kulturen (SCs-KK-w/o, SCs-KK-MgCl-0,1, SCs-KK-SrCI-0,1, SCs-KK-SrCl1-0,01,
SCs-KK-MgHP-0,01, SCs-KK-SrHP-0,01, SCs-KK-MgSrCl-0,05, SCs-KK-MgSrHP-0,005,
SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05) signifikant bis hochst signifikant hoher. Die Kultivierung mit
dem Basis-KEM (SCs-KK-w/o, Positivkontrolle) resultierte in einer hdchst signifikant hdheren
Panx1-Expression im Vergleich zu einer Kultivierung mit MgCl-0,1 (SCs-KK-MgCl-0,1),
SrCl1-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1), SrCl1-0,01 (SCs-KK-SrCl-0,01), MgSrCI-0,05
(SCs-KK-MgSrCl-0,05) und PLGA-MgSrCI-0,05 (SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05). Durch den
Einfluss von SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1), SrCl-0,01 (SCs-KK-SrCl-0,01) und
PLGA-MgSrCl-0,05 (SCs-KK-PLGA-MgSrClI-0,05) waren im Unterschied zu allen anderen
Kulturen  (SCs-KK-leer,  SCs-KK-w/o,  SCs-KK-MgCl-0,1,  SCs-KK-MgHP-0,01,
SCs-KK-SrHP-0,01, SCs-KK-MgSrCl1-0,05, SCs-KK-MgSrHP-0,005) hoch bis hochst
signifikante Verminderungen der relativen Panx1-Expressionen zu verzeichnen. In dhnlicher
Weise war nach Inkubation mit MgCl-0,1 (SCs-KK-MgCl-0,1) eine hochst signifikante
Verminderung der Expression im Unterschied zu den Kulturen der Negativ- (SCs-KK-leer) und
Positivkontrolle (SCs-KK-w/0) sowie den KEMs MgHP-0,01 (SCs-KK-MgHP-0,01),
SrHP-0,01 (SCs-KK-SrHP-0,01) und MgSrHP-0,005 (SCs-KK-MgSrHP-0,005) festzustellen.
Ebenso fiihrte die Kultivierung mit diesem KEM (SCs-KK-MgCl-0,1) zu einer hoch bis hochst
signifikanten =~ Erhdhung  gegeniiber  SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1), SrCl1-0,01
(SCs-KK-SrCl-0,01) und PLGA-MgSrCl-0,05 (SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05).

Die  Kokultivierung mit MgHP-0,01 (SCs-KK-MgHP-0,01) und  SrHP-0,01
(SCs-KK-SrHP-0,01) resultierte dagegen in hochst signifikanten Erhohungen der Expression
gegeniiber MgCl-0,1 (SCs-KK-MgCl-0,1), SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1), SrCI-0,01
(SCs-KK-SrCl-0,01), MgSrCI-0,05 (SCs-KKMgSrCI-0,05) und PLGA-MgSrCI-0,05
(SCs-KK-PLGA-MgSrCI-0,05) sowie der Negativkontrolle (SCs-KK-leer). Eine hoch bis
hochst signifikant verminderte Expression war in Gegenwart von MgSrCl-0,05
(SCs-KK-MgSrCl-0,05) festzustellen im Unterschied zu den Genexpressionsleveln von SCs,
die mit leerem Insert 1 (SCs-KK-leer, Negativkontrolle), dem Basis-KEM (SCs-KK-w/o,
Positivkontrolle), MgHP-0,01 (SCs-KK-MgHP-0,01), SrHP-0,01 (SCs-KK-SrHP-0,01) und
MgSrHP-0,005 (SCs-KK-MgSrHP-0,005) inkubiert wurden, wéhrend sich im Vergleich mit
SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1), SrCl-0,01 (SCs-KK-SrCI-0,01) und PLGA-MgSrCI-0,05
(SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05) hoch bis hochst signifikant hohere Expressionen von Panx1
manifestierten. Erfolgte die Inkubation der SCs mit MgSrHP-0,005 (SCs-KK-MgSrHP-0,005),
war die Genexpression hoch bis hochst signifikant erhoht im Vergleich zu MgCl-0,1
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(SCs-KK-Mg(Cl-0,1), SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1), SrCl-0,01  (SCs-KK-SrCl1-0,01),
MgSrCl-0,05 (SCs-KK-MgSrCl-0,05) und PLGA-MgSrCl-0,05
(SCs-KK-PLGA-MgSrCI-0,05), wéhrend sie im Unterscheid zur Negativkontrolle
(SCs-KK-leer) hochst signifikant vermindert war. Eine Ubersicht iiber die beschriebenen p-

Werte ist dem Anhang (siehe 9.2.3) zu entnehmen.

Relative Panx2-Expressionen der mesenchymalen Stromazellen

Die relativen Panx2-Expressionen der SCs sind in Abbildung 32 zusammengefasst. Die
jeweiligen p-Werte sind dem Anhang (siehe 9.2.4) zu entnehmen.

Die Panx2-Expression der Negativkontrolle (SCs-KK-leer) befand sich ungefihr auf dem
Niveau der SCs, dic mit dem Basis-KEM (SCs-KK-w/o, Positivkontrolle) kultiviert wurden,
zwischen beiden Expressionen war kein signifikanter Unterschied festzustellen. SCs, die mit
dem Basis-KEM (SCs-KK-w/o, Positivkontrolle), in Gegenwart der Negativkontrolle
(SCs-KK-leer) und mit MgCl-0,1 (SCs-KK-MgCl-0,1) kultiviert wurden, zeigten im Vergleich
zu den Kulturen in Verbindung mit den KEMs SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1), SrCI-0,01
(SCs-KK-SrClI-0,01) und PLGA-MgSrClI-0,05 (SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05) hoch bis hochst
signifikante Erhohungen der Expressionen. Die Inkubation mit SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1),
SrCl-0,01 (SCs-KK-SrCl-0,01) und PLGA-MgSrCl-0,05 (SCs-KK-PLGA-MgSrCI-0,05)
induzierte gegeniiber fast allen anderen Kulturen (SCs-KK-leer, SCs-KK-w/o,
SCs-KK-MgCl-0,1, SCs-KK-MgHP-0,01, SCs-KK-SrHP-0,01, SCs-KK-MgSrHP-0,005),
hoch bis hochst signifikante Verminderungen der Panx2-Expressionen.

MgHP-0,01 (SCs-KK-MgHP-0,01) und SrHP-0,01 (SCs-KK-SrHP-0,01) vermittelten hochst
signifikante Erhohungen im Vergleich zu der Kultivierung mit SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1),
SrCl1-0,01 (SCs-KK-SrCl-0,01) und PLGA-MgSrCl-0,05 (SCs-KK-PLGA-MgSrClI-0,05). Eine
hoch signifikante Erh6hung war ebenfalls bei SrHP-0,01 (SCs-KK-SrHP-0,01) im Vergleich
zu MgSrCl-0,05 (SCs-KK-MgSrCl-0,05) zu erkennen. MgSrCl-0,05 (SCs-KK-MgSrClI-0,05)
filhrte im Unterschied zu SrCl1-0,01 (SCs-KK-SrCI-0,01) zur hoch signifikanten Erh6hung der
Expression bzw. zur signifikant bis hoch signifikanten Verminderung mit Blick auf MgHP-0,01
(SCs-KK-MgHP-0,01) und SrHP-0,01 (SCs-KK-SrHP-0,01). In Gegenwart von MgSrHP-
0,005 (SCs-KK-MgSrHP-0,005) war die Panx2-Expression hoch bis hochst signifikant erhoht
im Vergleich zu SrCl-0,1 (SCs-KK-SrCl-0,1), SrCl-0,01 (SCs-KK-SrCI-0,01) und PLGA-
MgSrCl-0,05 (SCs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05). Dagegen war die Kultivierung mit PLGA-
MgSrCl-0,05 (SCs-KK-PLGA-MgSrCl1-0,05) im Vergleich zu einer Kultivierung der SCs mit
leerem Insert 1 (SCs-KK-leer, Negativkontrolle), dem Basis-KEM (SCs-KK-w/o,

93



Ergebnisse

Positivkontrolle), MgCl-0,1 (SCs-KK-MgCl-0,1), MgHP-0,01 (SCs-KK-MgHP-0,01),
SrHP-0,01 (SCs-KK-SrHP-0,01) und MgSrHP-0,005 (SCs-KK-MgSrHP-0,005) mit einer hoch

bis hochst signifikanten Verminderung der Panx2-Expression verkniipft.
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Abbildung 32: Hauptversuch: relative Panx2-Genexpressionen der SCs. Dargestellt als Mittelwerte der
274 Werte mit Standardabweichung. Die Kultivierung der SCs erfolgte in indirekter Kokultur mit
OCVs und leerem Insert 1 oder KEMs iiber 9 Tage. SCs, die mit leerem Insert 1 (SCs-KK-leer,
Negativkontrolle) kultiviert wurden, zeigten keine signifikanten Unterschiede gegeniiber Zellen, die mit

dem Basis-KEM (SCs-KK-w/o, Positivkontrolle), MgCIl-0,1 (SCs-KK-MgCl-0,1), MgHP-0,01

(SCs-KK-MgHP-0,01), SrHP-0,01 (SCs-KK-SrHP-0,01) oder MgSrHP-0,005
(SCs-KK-MgSrHP-0,005) kultiviert wurden. Dagegen resultieret die Kultivierung mit SrCl-0,1
(SCs-KK-SrCl-0,1), SrCl1-0,01 (SCs-KK-SrClI-0,01) und PLGA-MgSrCl1-0,05

(SCs-KK-PLGA-MgSrCI-0,05) im Vergleich zu der Negativkontrolle (SCs-KK-leer) sowie
Positivkontrolle (SCs-KK-w/0) in hoch bis hochst signfikanten Reduzierungen der relativen
Panx2-Expressionen (*** = p < 0,001, ** = p < 0,01, * = p <0,05, /= oder, KEMs =
Knochenersatzmaterialien, KK = Kokultur, OCVs = osteoklastire Vorlduferzellen, Panx2 = Pannexin 2,

PLGA = Polylactid-co-glycolid, SCs = mesenchymale Stromazellen).
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Relative Panx3-Expressionen der mesenchymalen Stromazellen

Abbildung 33 fasst die relativen Panx3-Expressionen mit p-Werten der SCs zusammen. Die
jeweiligen p-Werte sind dem Anhang (siehe 9.2.5) zu entnehmen. Die Panx3-Expression der
SCs, die mit leerem Insert 1 (SCs-KK-leer, Negativkontrolle) kultiviert wurden, war
gegeniiber allen anderen Kulturen (SCs-KK-w/o, SCs-KK-MgCl-0,1, SCs-KK-SrClI-0,1,
SCs-KK-SrCI-0,01, SCs-KK-MgHP-0,01, SCs-KK-SrHP-0,01, SCs-KK-MgSrClI-0,05,
SCs-KK-MgSrHP-0,005, SCs-KK-PLGA-MgSrCI-0,05), die sich kaum in ihren

Expressionsmustern unterschieden, hoch bis hochst signifikant erhdht.

Panx3

x-fache Expression

Abbildung 33: Hauptversuch: relative Panx3-Genexpressionen der SCs. Dargestellt als Mittelwerte der
274 Werte mit Standardabweichung. Die Kultivierung der SCs erfolgte in indirekter Kokultur mit
OCVs und leerem Insert 1 oder KEMs {iiber 9 Tage. Die relative Panx3-Expression der SCs der
Negativkontrolle (SCs-KK-leer, Negativkontrolle) kultiviert wurden, war gegeniiber allen anderen
untersuchten Kulturen hoch bis hdchst signifikant erhoht (*** = p < 0,001, ** = p < 0,01, / = oder,
KEMs = Knochenersatzmaterialien, KK = Kokultur, OCVs = osteoklastidre Vorlduferzellen, Panx3 =

Pannexin 3, PLGA = Polylactid-co-glycolid, SCs = mesenchymale Stromazellen).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass SrCl-0,1, SrCl1-0,01 und PLGA-MgSrCl-0,05 die

Aktivitdt der untersuchten Gene durchweg reduzierten. Demgegeniiber entsprachen die

Genexpressionen der SCs bei MgHP-0,01, SrHP-0,01 und MgSrHP-0,005 anndhernd dem
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Niveau der Kontrollen. Eine Ausnahme stellten die Panx3-Expressionen dar, die in Gegenwart
aller KEMs im Vergleich zur Negativkontrolle signifikant reduziert waren. Die Expressionen
von Runx2, Cx43, Panx1 und Panx2 unterschieden sich in Abhéngigkeit der verwendeten Salze:
so waren die Expressionen der SCs, die mit SrCl1-0,01 kultiviert wurden, stets hochst signifikant
vermindert im Vergleich zu SrHP-0,01. In abgeschwichter Form war diese Tendenz auch beim

Vergleich von MgCl-0,1 mit MgHP-0,01 zu beobachten.

Vergleichende Morphologie der osteoklastiren Vorliauferzellen
OCVs, die in indirekter Kokultur mit SCs und unterschiedlichen KEMs kultiviert wurden,

wiesen nach Versuchsende keine nennenswerten morphologischen Unterschiede auf.

Abbildung 34: Native B
RANKL mit SCs und (A) leerem Insert 1, (B) dem Basis-KEM, (C) SrCl1-0,01 und (D) MgHP-0,01

kultiviert wurden. In allen Versuchsaufbauten zeigten sich morphologisch keine Unterschiede. Neben
mononukledren Zellen waren auch Zellen groBeren Zelldurchmessers mit Osteoklasten-dhnlicher

Morphologie zu sehen.

In allen Kulturen (OCVs-KK-w/o  (Abbildung 34 B), OCVs-KK-MgCl-0,1,
OCVs-KK-SrCl-0,1, OCVs-KK-SrCl-0,01  (Abbildung 34 C), OCVs-KK-MgHP-0,01
(Abbildung 34 D), OCVs-KK-SrHP-0,01, OCVs-KK-MgSrCl-0,05,
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OCVs-KK-MgSrHP-0,005, OCVs-KK-PLGA-MgSrClI-0,05), einschlieBlich der
Negativkontrolle (OCVs-KK-leer, Abbildung 34 A), waren mehrkernige Zellen mit

Osteoklasten-dhnlicher Morphologie zu identifizieren.

Ergebnisse der quantitativen real-time polymerase chain reaction der osteoklastiren
Vorliuferzellen

Die Ergebnisse der gPCR sind als Mittelwerte der 2 2A“9-Werte mit Standardabweichung und
p-Werten den Abbildungen 36-37 und dem Anhang (siche 9.2.6-9.2.7) zu entnehmen. Die
festgestellten TRAP- und CTSK-Expressionsprofile (Abbildung 35—Abbildung 36) der OCVs
waren nach Kokultivierung mit den KEMs nahezu iibereinstimmend. OCVs, die mit SrHP-0,01
(OCVs-KK-SrHP-0,01) und MgSrHP-0,005 (OCVs-KK-MgSrHP-0,005) kultiviert wurden,
wiesen anndhernd die gleichen Expressionslevel der TRAP und von CTSK auf wie die
Kontrollen (OCVs-KK-leer, OCVs-KK-w/0). Die niedrigsten Expressionen zeigten OCVs, die
mit MgCl-0,1 (OCVs-KK-MgCl-0,1), SrCl-0,1 (OCVs-KK-SrCl-0,1), SrCI1-0,01
(OCVs-KK-SrCl-0,01) und PLGA-MgSrCl-0,05 (OCVs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05) kultiviert
wurden. Die ndchsten Abschnitte erldutern die relativen Genexpressionen mit Blick auf die p-

Werte.

Relative TRAP-Expressionen der osteoklastiren Vorliuferzellen

Abbildung 35 fasst die relativen TRAP-Expressionen der OCVs zusammen. Die jeweiligen p-
Werte sind dem Anhang (siche 9.2.6) zu entnehmen. Die Negativkontrolle (OCVs-KK-leer)
zeigte eine signifikante bist hochst signifikante Erhohung der relativen TRAP-Expression
gegeniiber den KEMs MgCl-0,1 (OCVs-KK-MgCl-0,1), SrCl1-0,1 (OCVs-KK-SrCl-0,1), SrCl-
0,01 (OCVs-KK-SrCl-0,01), MgHP-0,01 (OCVs-KK-MgHP-0,01),  MgSrCI-0,05
(OCVs-KK-MgSrCl-0,05), MgSrHP-0,005 (OCVs-MgSrHP-0,005) und PLGA-MgSrCI-0,05
(OCVs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05). Zwischen der Expression der Negativkontrolle
(OCVs-KK-leer) und der Positivkontrolle (OCVs-KK-w/0) ergaben sich keine signifikanten

Unterschiede.
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Abbildung 35: Hauptversuch: relative TRAP-Genexpressionen der OCVs. Dargestellt als Mittelwerte
der 274 Werte mit Standardabweichung. Die Kultivierung der OCVs erfolgte in indirekter Kokultur
mit SCs und leerem Insert 1 oder KEMs iiber 9 Tage. Zwischen Negativkontrolle (OCVs-KK-leer) und
Positivkontrolle (OCVs-KK-w/0) bestand kein signifikanter Unterschied. Beide Kulturen zeigten wie
OCVs in Gegenwart von STHP-0,01 (OCVs-KK-SrHP-0,01) annéhernd gleich hohe Expressionslevel.
Die niedrigsten relativen TRAP-Expressionen der OCVs ergaben sich nach Kultivierung mit MgCl-0, 1
(OCVs-KK-MgCl-0,1), SrCl-0,1 (OCVs-KK-SrCl-0,1), SrCl-0,01 (OCVs-KK-SrCI-0,01) und
PLGA-MgSrCI-0,05 (OCVs-PLGA-MgSrCl-0,05; *** =p <0,001, **=p < 0,01, *=p < 0,05, /= oder,
KEMs = Knochenersatzmaterialien, KK = Kokultur, OCVs = osteoklastire Vorlauferzellen, PLGA =
Polylactid-co-glycolid, SCs = mesenchymale Stromazellen, TRAP = Tartrat-resistente saure

Phosphatase).
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Das Basis-KEM (OCVs-KK-w/o, Positivkontrolle) fiihrte zur hoch bis hochst signifikanten
Erhohung der Expression gegeniiber den KEMs MgCl-0,1 (OCVs-KK-MgCl-0,1), SrCl-0,1
(OCVs-KK-SrCl-0,1), SrCl1-0,01 (OCVs-KK-SrCl1-0,01), MgHP-0,01
(OCVs-KK-MgHP-0,01), MgSrCl-0,05 (OCVs-KK-MgSrCl-0,05) und PLGA-MgSrCI-0,05
(OCVs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05). Die Kultivierung mit MgCl-0,1 (OCVs-KK-MgCl-0,1)
resultierte im Unterschied zur Negativ- (OCVs-KK-leer) und Positivkontrolle (OCVs-KK-w/0)
sowie MgHP-0,01 (OCVs-KK-MgHP-0,01), SrHP-0,01 (OCVs-KK-SrHP-0,01) und
MgSrHP-0,005 (OCVs-KK-MgSrHP-0,005) in einer hoch bis hochst signifikanten
Verminderung der TRAP-Expression.

Hingegen war die TRAP-Expression der OCVs, die mit SrCl-0,1 (OCVs-KK-SrCl-0,1)
inkubiert wurden, hoch bis hochst signifikant erniedrigt im Vergleich zu den OCVs der
Negativ- (OCVs-KK-leer) und Positivkontrolle (OCVs-KK-w/0) sowie den Kulturen angelegt
in Gegenwart von MgHP-0,01 (OCVs-KK-MgHP-0,01), StHP-0,01 (OCVs-KK-SrHP-0,01),
MgSrCl-0,05 (OCVs-KK-MgSrCI-0,05) und MgSrHP-0,005 (OCVs-KK-MgSrHP-0,005).
SrCl-0,01 (OCVs-KK-SrCl-0,01) fiihrte zur hochst signifikanten Verminderung der TRAP-
Expression im Unterschied zur Negativ- (OCVs-KK-leer) und Positivkontrolle
(OCVs-KK-w/0), SrHP-0,01 (OCVs-KK-SrHP-0,01) sowie MgSrHP-0,005
(OCVs-KK-MgSrHP-0,005).

Ebenfalls hoch bis hdchst signifikant vermindert war die Expression der OCVs, die mit
MgHP-0,01 (OCVs-KK-MgHP-0,01) kultiviert wurden, im Vergleich zu Kulturen in
Kombination mit leerem Insert 1 (OCVs-KK-leer, Negativkontrolle), dem Basis-KEM
(OCVs-KK-w/o, Positivkontrolle) und SrHP-0,01 (OCVs-KK-SrHP-0,01). Dagegen zeigte
diese Kultur (OCVs-KK-MgHP-0,01) im Vergleich zu den Zellen, die mit MgCl-0,1
(OCVs-KK-Mg(Cl-0,1),  SrCl-0,1  (OCVs-KK-SrCl-0,1) und  PLGA-MgSrCI-0,05
(OCVs-KK-PLGA-MgSrClI-0,05) kokultiviert wurden, eine hoch bis hochst signifikant hohere
TRAP-Expression. Die Inkubation der OCVs mit SrHP-0,01 (OCVs-KK-SrHP-0,01) hatte im
Vergleich zu einer Inkubation mit MgCl-0,1 (OCVs-KK-MgCl-0,1), SrCI-0,1
(OCVs-KK-SrCl-0,1), SrCl1-0,01 (OCVs-KK-SrCl1-0,01), MgHP-0,01
(OCVs-KK-MgHP-0,01), MgSrCl-0,05 (OCVs-KK-MgSrCl-0,05) und PLGA-MgSrCI-0,05
(OCVs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05) eine hochst signifikant hhere TRAP-Expression zur Folge.
Die Expressionen der OCVs, die mit MgSrCl-0,05 (OCVs-KK-MgSrCl-0,05) kultiviert
wurden, waren im Vergleich zu einem Teil der Proben (OCVs-KK-SrCl-0,1 und
OCVs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05) signifikant bis hoch signifikant erhoht, gegeniiber anderen
(OCVs-KK-SrHP-0,01 und OCVs-KK-MgSrHP-0,005) einschlieflich der Negativ-
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(OCVs-KK-leer) und Positivkontrolle (OCVs-KK-w/0), hochst signifikant vermindert.
Signifikant vermindert war die Expression der OCVs in Gegenwart von MgSrHP-0,005
(OCVs-KK-MgSrHP-0,005) im Unterschied zu Kulturen, die mit leerem Insert 1
(OCVs-KK-leer, Negativkontrolle) kultiviert wurden, wéhrend die Expression gegeniiber
MgCl-0,1 (OCVs-KK-MgCl-0,1), SrCl1-0,1 (OCVs-KK-SrCl-0,1), SrCl1-0,01
(OCVs-KK-SrCl1-0,01), MgSrCI-0,05 (OCVs-KK-MgSrCl1-0,05) und PLGA-MgSrClI-0,05
(OCVs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05) hochst signifikant hoher war.

Relative CTSK-Expressionen der osteoklastiren Vorliuferzellen

Abbildung 36 fasst die relativen CTSK-Expressionen der OCVs zusammen. Die jeweiligen p-
Werte sind dem Anhang (siehe 9.2.7) zu entnehmen.

Die relative CTSK-Expression der Negativkontrolle (OCVs-KK-leer) zeigte sich gegeniiber
den Expressionen der OCVs, die mit MgCl-0,1 (OCVs-KK-MgCl-0,1), SrCl-0,1
(OCVs-KK-SrCl-0,1), SrCl-0,01 (OCVs-KK-SrClI-0,01), MgHP-0,01
(OCVs-KK-MgHP-0,01), MgSrCl-0,05 (OCVs-KK-MgSrCl-0,05) und PLGA-MgSrCI-0,05
(OCVs-KK-PLGA-MgSrCI-0,05) kultiviert wurden, hochst signifikant hoher. Nur die
Expression der OCVs, die mit MgSrHP-0,005 (OCVs-KK-MgSrHP-0,005) kultiviert wurden,
zeigte sich auf dem gleichen Niveau wie die Negativkontrolle (OCVs-KK-leer). Der Vergleich
zur Kultivierung mit dem Basis-KEM (OCVs-KK-w/o, Positivkontrolle) und SrHP-0,01
(OCVs-KK-SrHP-0,01) zeigte keinen signifikanten Unterschied.

OCVs, die mit dem Basis-KEM (OCVs-KK-w/o, Positivkontrolle) kultiviert wurden, zeigten
im Vergleich zu den OCVs, die mit MgCl-0,1 (OCVs-KK-MgCl-0,1), SrCI-0,1
(OCVs-KK-SrCl-0,1), SrCl-0,01 (OCVs-KK-SrClI-0,01), MgSrCl-0,05
(OCVs-KK-MgSrCl1-0,05) und PLGA-MgSrCIl-0,05 (OCVs-KK-PLGA-MgSrCl1-0,05)
kultiviert wurden, eine signifikant bis hochst signifikant hohere Expression.

Bei MgCl-0,1 (OCVs-KK-MgCl-0,1) war eine signifikante bis hochst signifikante
Verminderung, bei SrCI-0,1 (OCVs-KK-SrCl-0,1) und SrC1-0,01 (OCVs-KK-SrCI-0,01) hoch
bis hochst signifikant verminderte Expressionen gegeniiber den OCVs, die mit leerem Insert 1
(OCVs-KK-leer, Negativkontrolle), dem Basis-KEM (OCVs-KK-w/o, Positivkontrolle),
SrHP-0,01 (OCVs-KK-SrHP-0,01) und MgSrHP-0,005 (OCVs-KK-MgSrHP-0,005) inkubiert
wurden, zu verzeichnen. MgHP-0,01 (OCVs-KK-MgHP-0,01) fiihrte im Vergleich zu OCVs,
die mit leerem Insert 1 (OCVs-KK-leer, Negativkontrolle) sowie MgSrHP-0,005
(OCVs-KK-MgSrHP-0,005) kultiviert wurden, zu einer hoch bis hochst signifikanten

Verminderung der CTSK-Expression. Im Gegensatz dazu war eine signifikante bis hdchst
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signifikante Erhohung der Expression bei SrHP-0,01 (OCVs-KK-SrHP-0,01) im Vergleich zu
MgCl-0,1 (OCVs-KK-MgC(Cl-0,1), SrCl-0,1 (OCVs-KK-SrCl-0,1), SrCl-0,01
(OCVs-KK-SrCl-0,01)  und  PLGA-MgSrCl-0,05  (OCVs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05)

festzustellen.
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Abbildung 36: Hauptversuch: relative CTSK-Genexpressionen der OCVs. Dargestellt als Mittelwerte
der 274“-Werte mit Standardabweichung. Die Kultivierung der OCVs erfolgte in indirekter Kokultur
mit leerem Insert 1 oder KEMs iiber 9 Tage. Die Kultivierung mit leerem Insert 1 (OCVs-KK-leer,
Negativkontrolle) und dem Basis-KEM (OCVs-KK-w/o, Positivkontrolle) fiihrte zu relativ hohen, nicht
signifikant unterschiedlichen Expressionen, die hinsichtlich der Expressionshéhe noch bei der Kultur in
Gegenwart von MgSrHP-0,005 (OCVs-KK-MgSrHP-0,005) zu beobachten waren. Die niedrigsten
relativen TRAP-Expressionen ergaben sich nach Kultivierung mit SrCI-0,1 (OCVs-KK-SrCl-0,1),
SrCl1-0,01 (OCVs-KK-SrCI-0,01) und PLGA-MgSrCl-0,05 (OCVs-KK-PLGA-MgSrCI-0,05; *** =
p<0,001, ** = p< 0,01, * = p < 0,05, — = bis, / = oder, CTSK = Cathepsin K, KEMs =
Knochenersatzmaterialien, KK = Kokultur, OCVs = osteoklastdre Vorldauferzellen, PLGA = Polylactid-

co-glycolid, SCs = mesenchymale Stromazellen).
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Die Kultivierung mit MgSrCl-0,05 (OCVs-KK-MgSrCl1-0,05) resultierte im Unterschied zu
OCVs der Negativ- (OCVs-KK-leer) und Positivkontrolle (OCVs-KK-w/0) sowie bei Kulturen
inkubiert mit MgSrHP-0,005 (OCVs-KK-MgSrHP-0,005) in einer signifikant bis hochst
signifikant verminderten bzw. einer signifikant erhohten Expression im Falle von
PLGA-MgSrClI-0,05 (OCVs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05).

MgSrHP-0,005 (OCVs-KK-MgSrHP-0,005) wies in anndhernder Ubereinstimmung mit den
Kulturen der Positivkontrolle (OCVs-KK-w/o) das hochste Expressionsprofil auf und
induzierte eine hoch bis hochst signifikant hohere CTSK-Expression im Vergleich zu MgCl-0,1
(OCVs-KK-MgCl-0,1), SrCI-0,1 (OCVs-KK-SrCl-0,1), SrCIl-0,01 (OCVs-KK-SrCl-0,01),
MgHP-0,01 (OCVs-KK-MgHP-0,01), MgSrCl-0,05 (OCVs-KK-MgSrCl1-0,05) und
PLGA-MgSrCl1-0,05 (OCVs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05).  Wurden die OCVs  mit
PLGA-MgSrCl1-0,05 (OCVs-KK-PLGA-MgSrCl-0,05) kultiviert, war die Expression im
Vergleich zu den Kulturen, die mit leerem Insert 1 (OCVs-KK-leer, Negativkontrolle), dem
Basis-KEM  (OCVs-KK-w/o, Positivkontrolle), MgHP-0,01 (OCVs-KK-MgHP-0,01),
SrHP-0,01  (OCVs-KK-SrHP-0,01), MgSrCl-0,05  (OCVs-KK-MgSrCl-0,05)  und
MgSrHP-0,005 (OCVs-KK-MgSrHP-0,005) inkubiert wurden, signifikant bis hochst

signifikant vermindert.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass in Gegenwart aller untersuchten KEMs die
Expressionsprofile von TRAP und CTSK prinzipiell sehr dhnlich waren: MgCl-0,1, SrCl-0,1,
SrC1-0,01, MgHP-0,01, MgSrCl-0,05 sowie PLGA-MgSrCl-0,05 reduzierten signifikant bis
hochst signifikant die TRAP- und CTSK-Expressionen gegeniiber den Kontrollen. Lediglich
SrHP-0,01 und MgSrHP-0,005 beeinflussten die Expressionen beider Gene kaum und blieben
annidhernd auf dem Niveau der Kontrollen.

Auch bei den OCVs zeigten sich Unterschiede in Abhdngigkeit der Salzkomponente: SrCl-0,1
filhrte im Gegensatz zu MgCl-0,1 zu einer stirkeren Reduktion der relativen TR AP-und CTSK-
Expressionen. Im Unterschied dazu zeigte sich bei der Verwendung der Phosphatsalze eine

starkere Reduktion im Falle von MgHP-0,01 im Unterschied zu SrHP-0,01.
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5 Diskussion

Die in vitro-Testung von KEMs gewinnt zusehends an Bedeutung und bislang existiert eine
Reihe von heterogenen Zellkultursystemen, um die Effekte der Materialien auf die Zellen zu
iiberpriifen. Neben Monokulturen (Glenske et al. 2014; Schumacher et al. 2016) werden direkte
und indirekte Kokultursysteme (Bernhardt et al. 2010; Heinemann et al. 2013; Schulze et al.
2017; Heinemann et al. 2019) verwendet.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde in mehreren methodischen Ansitzen ein indirekter
Versuchsaufbau etabliert, in dem Vorlduferzellen der Osteoblasten und Zellen der Monozyten-
Makrophagen-Linie — die Vorlduferzellen der Osteoklasten — addquat unter
Zellkulturbedingungen in verschiedenen Kompartimenten unter dem Einfluss eines KEMs

differenzieren.

Im Rahmen des 1. Vorversuchs gab es keine morphologischen Hinweise auf die Entstehung
von reifen Osteoblasten in den Mono- und Kokulturen. Dennoch spiegelte die Untersuchung
der relativen Genexpressionen der SCs im Hinblick auf die untersuchten osteoblastiren Marker
Runx2 und Cx43 signifikante Unterschiede zwischen den SCs der Mono- und Kokulturen
wider. So wiesen die monokultivierten SCs hochst signifikant hohere relative Runx2- und
Cx43-Expressionen auf als die entsprechend in den Kokulturen gewachsenen SCs (Abbildung
17). Xu und Kollegen verweisen bei Zellen der C2C12-Linie auf eine hohe Runx2-Expression
wihrend der friihen osteogenen Differenzierung, die im weiteren Verlauf zu reifen Osteoblasten
jedoch signifikant abnimmt (Xu et al. 2015). Lee und Kollegen, die ebenfalls C2C12-Zellen in
ihrer Studie verwendeten, fanden heraus, dass diese Herabregulierung an Tag 7 stattfindet (Lee
et al. 1999). Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse ist anzunehmen, dass die SCs der Kokultur
am 19. Tag die Phase der frilhen osteogenen Differenzierung bereits liberschritten haben
konnten. Dafiir spricht das ebenfalls sehr niedrige Expressionsprofil von Cx43 am 19. Tag der
Kokultivierung. Runx2 und Cx43 sind auf funktioneller Ebene eng miteinander verkniipft,
indem Cx43 die Aktivitdit von Runx2 iiber Regulation der ERK- und PKCd-Signalwege
beeinflusst. Runx2 wird als Resultat dieser Signalwege phosphoryliert, wodurch seine
transkriptionelle Aktivitdt ansteigt (Buo und Stains 2014). Cx43 gilt somit als Marker der
osteogenen Differenzierung (Buo et al. 2017) und wird zur Beurteilung der osteogenen
Differenzierungsfihigkeit von SCs in vitro in Gegenwart von KEMs herangezogen (Wagner et
al. 2017a; Wagner et al. 2017b).

In vivo sind vor allem die Faktoren RANKL und M-CSF an der Differenzierung von OCVs

beteiligt (Boyle et al. 2003). Prinzipiell werden zur in vitro-Generierung von Osteoklasten zwei
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Verfahren unterschieden: zum einen iiber die Zugabe der rekombinanten Faktoren RANKL und
M-CSF in das Medium, wie von Wagner und Kollegen bei der Untersuchung von KEMs in der
Monokultur genutzt (Wagner et al. 2019). Zum anderen durch Kokultivierung der OCVs mit
einer zweiten Zellpopulation wie Osteoblasten, MSCs oder aktivierten T-Zellen (Suda et al.

1999; Quinn und Gillespie 2005; Young et al. 2015).

Dass MSCs in vitro prinzipiell zur Induktion der Osteoklastengenese in der Lage sind, zeigt die
Studie von Young und Kollegen (Young et al. 2015), die ein direktes Kokultursystem
entwickelten, in dem sich nach 21 Tagen Kultivierungszeit ohne die Zugabe von Supplementen
die Differenzierung von Osteoblasten und Osteoklasten aus den jeweiligen Vorlduferzellen
vollzog (Young et al. 2015). Im Rahmen des 1. Vorversuchs dieser Arbeit wurde ebenfalls eine
Kokultivierung ohne den Zusatz von Supplementen angestrebt, um die Differenzierung von
OCVs zu stimulieren — jedoch im Unterschied zu Young und Kollegen (Young et al. 2015) auf
Basis der indirekten Kokultur. Es zeigte sich jedoch, dass nach 19 Tagen der Kokultivierung
keine ausreichende Differenzierung der OCVs stattgefunden hatte (Kapitel 4.1.1). Dagegen
waren in den entsprechenden Monokulturen, die unter dem Zusatz der Faktoren RANKL und
M-CSF kultiviert wurden, eine groe Anzahl von TRAP-positiven Osteoklasten-dhnlichen
Zellen zu identifizieren (Abbildung 10). Dieses Ergebnis stimmt mit den Befunden einer Studie
von Schulze und Kollegen iiberein (Schulze et al. 2017). Sie verglichen die direkte und indirekte
Kokultivierung humaner MSCs und OCVs. Die OCVs der indirekten Kokultur waren innerhalb
von 14 Tagen nicht in der Lage zu Osteoklasten zu differenzieren, wihrend sich die
Osteoklastengenese in der direkten Kokultur ohne die Zugabe von stimulierenden
Supplementen vollzog (Schulze et al. 2017). Einen dhnlichen Ansatz nutzten auch Heinemann
und Kollegen unter Verwendung humaner MSCs und OCVs in einem direkten Kokultursystem
zur Biokompatibilitdtsiiberpriifung von KEMs. Vor der Kokultivierung wurde die osteogene
Differenzierung der MSCs 13 Tage durch die Zugabe von Dexamethason, 3-Glycerolphosphat,
Vitamin D3 und Ascorbinsdure stimuliert. Nach Aussaat der OCVs in die Kokultur wurde

Ascorbinsdure flir 4 Wochen dem Medium hinzugefiigt (Heinemann et al. 2019).

Da es im Rahmen des 1. Vorversuchs nicht gelungen war, eine ausreichende Zahl von OCVs
zur Differenzierung durch die kokultivierten SCs anzuregen, wurde im néchsten
Methodenschritt, dem 2. Vorversuch, angestrebt, durch Stimulation der osteogenen
Differenzierung die SC-abhéngige RANKL- und M-CSF-Produktion zu verstérken, um so die

Osteoklastengenese anzuregen. In vorliegender Arbeit lagerten sich die SCs nach 21 Tagen

104



Diskussion

osteogener Vordifferenzierung und anschlieBender Kokultivierung fiir 5 (Abbildung 12 B) und
9 (Abbildung 12 D) Tage zu Zellaggregaten zusammen. Wie sich mittels der Alizarinfarbung
nachweisen lie3, produzierten die Zellen eine mineralisierte Matrix (Abbildung 13 C und D).
Die relativen Expressionslevel von Runx2 und Cx43 dieser Zellen waren hdchst signifikant
niedriger als die entsprechenden Zellen der Monokultur. In Anbetracht der mit fortschreitender
Differenzierung der Zellen assoziierten Herabregulation der Runx2-Expression (Lee et al.
1999; Xu et al. 2015) und der engen Verkniipfung von Runx2 und Cx43 (Buo und Stains 2014)
auf funktioneller Ebene, konnten diese Ergebnisse fiir eine fortgeschrittene Osteogenese der
SCs in der indirekten Kokultur sprechen. Die osteoklastéren Vorlduferzellen zeigten im Verlauf
der Kokultivierung jedoch keine Differenzierungsanzeichen, unabhingig davon tliber welchen
Zeitraum die SCs vordifferenziert wurden. Somit waren die osteogen differenzierten SCs
offensichtlich nicht dazu in der Lage, die Osteoklastengenese zu stimulieren. Im Unterschied
zu der Arbeit von Heinemann und Kollegen (Heinemann et al. 2019), die die Zellen iiber 4
Wochen kokultivierten, war die Dauer der Kokultivierung in vorliegender Arbeit auf maximal
19 Tage im 1. Vorversuch und 9 Tage im 2. Vorversuch beschriankt und damit deutlich kiirzer.
Zudem wurde in vorliegender Arbeit auf den Zusatz von Ascorbinsdure im Kokultursystem
verzichtet. Der Versuchsansatz der Vordifferenzierung wurde in der vorliegenden Arbeit
aufgrund der ausbleibenden osteoklastiren Differenzierung nicht weiter verfolgt — auch
aufgrund der Tatsache, dass Supplemente des osteogenen Differenzierungsmedium, wie
Dexamethason, einen inhibierenden Einfluss auf die Differenzierung von OCVs haben kénnen

(Zhu et al. 2018).

Schulze und Kollegen (Schulze et al. 2017) verglichen die osteoklastire Differenzierung von
humanen mononukledren Zellen des peripheren Bluts in der direkten und indirekten Kokultur
mit humanen SCs, ohne Zugabe von Supplementen zur Stimulation der osteogenen oder
osteoklastdren Differenzierung. Sie zeigten, dass nur im direkten Kokultursystem die
Differenzierung der OCVs erfolgreich war — vergleichbar mit der Differenzierung von OCVs
der RANKL-stimulierten Kontrollen (Schulze et al. 2017). Die sowohl im Rahmen des 1. als
auch 2. Vorversuchs ausbleibende Osteoklastendifferenzierung konnte daher auf die mangelnde
Verfligbarkeit von RANKL zuriickzufiihren sein. Es existieren 2 Isoformen von RANKL:
membrangebundenes (MRANKL) und gelostes RANKL (sRANKL). Nakashima und Kollegen
zeigten, dass mMRANKL im Hinblick auf die Osteoklastengenese die grofere Effektivitét besitzt
(Nakashima et al. 2000). Es ist daher anzunehmen, dass mRANKL zwar in ausreichender

Menge durch die osteogen vordifferenzierten MSCs produziert wurde, dieses aber aufgrund der
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indirekten Kultivierung nicht an den Rezeptor RANK binden konnte. Das gebildete sSRANKL
konnte in zu geringer Konzentration vorgelegen haben, um eine erfolgreiche
Osteoklastengenese zu stimulieren. Dafiir sprechen die Ergebnisse von Abe und Kollegen, die
murine Balb/c MSCs aus dem Knochenmark mit OCVs der RAW264-Zelllinie in einem
indirekten Kokultursystem unter der Zugabe von sRANKL kultivierten (Abe et al. 2019).
Dariiber hinaus stellten Gori und Kollegen fest, dass humane SCs zur Induktion der
Osteoklastengenese in der Lage sind, diese Fahigkeit aber wéhrend der Differenzierung zu
Osteoblasten einbiiBen (Gori et al. 2000). Auch hohe OPG-Level konnten die
Osteoklastengenese unterdriickt haben. Als decoy receptor bindet OPG an RANKL und hebt
damit dessen Wirkung auf (Gori et al. 2000; Walsh und Choi 2014).

Daher hatte der 3. Vorversuch zum Ziel, durch Zugabe von rekombinanten RANKL und/oder
M-CSF die Osteoklastengenese zu stimulieren. Die Ergebnisse der vergleichenden
Morphologie der osteoklastiren Vorlduferzellen spiegelten im Kokultursystem sowohl nach
Zugabe von RANKL als auch nach Zugabe von RANKL und M-CSF eine ausreichende Zahl
von Osteoklasten-dhnlichen Zellen wider. Die Zellen waren mehrkernig und wiesen TRAP-
Aktivitdt auf (Kapitel 4.1.3). Zudem zeigten sie nach Phalloidinfirbung einen peripheren
Aktinring, der typisch flir Osteoklasten ist (Burgess et al. 1999). Er entspricht dem filamentdsen
Aktin der sealing zone und ermoglicht dem Osteoklast das Anheften an die Knochenoberfldache
und die Migration (Soysa und Alles 2016).

OCVs, die unter der Zugabe von RANKL und M-CSF in Gegenwart der SCs kokultiviert
wurden, besallen teils hochst signifikant niedrigere relative TRAP- und CTSK-Expressionen
gegeniiber den OCVs, die in Monokultur mit RANKL und M-CSF kultiviert wurden
(Abbildung 26-27). In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen dokumentierten Oshita und
Kollegen in einer Studie, in der sie humane MSCs und periphere Monozyten aus dem Blut
verwendeten, dass die Osteoklastengenese unter dem Einfluss von sSRANKL und M-CSF im
Beisein von MSCs weniger stark stimuliert wurde als in OCVs-Monokulturen. Sie fithrten diese
Ergebnisse hauptsichlich auf die Produktion von OPG durch die MSCs zuriick (Oshita et al.
2011). Die mit RANKL und M-CSF kokultivierten SCs wiesen in Bezug auf Runx2 hochst
signifikant niedrigere Expressionslevel auf als die entsprechenden Monokulturen dieses 3.
Vorversuchs (Abbildung 20). Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass beide Faktoren die

osteogene Differenzierung von SCs nur unter Kokulturbedingungen stimulierten.
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Nach Etablierung der optimalen Kulturbedingungen der Zellen fiir die Kokultur wurde die
Tauglichkeit und Sensitivitdt des Systems liberpriift, indem die Zellen mit verschiedenen KEMs
kokultiviert und anschlieBend die jeweiligen Zellantworten untersucht wurden.

Die Basiskomponente des in dieser Arbeit verwendeten KEMs ist biphasisches
Calciumphosphat. Es wird synthetisch hergestellt und besteht zu 60 % aus HA, welcher
langsam abgebaut wird und zu 40 % aus B-TCP, welches eine hohe Loslichkeit besitzt,
vergleichsweise einem schnellen Abbau unterliegt und damit Raum flir einwachsende
BlutgefiBe schafft (Kolk et al. 2012). Eine Studie von Rothamel und Kollegen weist diesem
Basis-KEM eine gute Biokompatibilitit zu (Rothamel et al. 2008). Um Einfluss auf die
remodellierenden Eigenschaften des KEMs zu nehmen, wurde dieses Basis-KEM mit
Strontium und/oder Magnesium in verschiedenen Konzentrationen und chemischen

Modifikationen versetzt.

Mit Blick auf die Ergebnisse der qPCR fiel auf, dass Zellen, die mit den KEMs SrCI-0,1,
SrCl-0,01 und PLGA-MgSrCl-0,05 kultiviert wurden, anndhernd iibereinstimmende Muster der
untersuchten Gene aufwiesen. Um die osteogene Differenzierung der SCs zu beurteilen, wurden
die relativen Expressionen von Runx2, Cx43 und Panx3 bewertet, deren Expressionen bei SCs,
die mit den KEMs SrCIl-0,1, SrCl-0,01 und PLGA-MgSrCl-0,05 kokultiviert wurden,
signifikant, in der Mehrzahl sogar hochst signifikant, niedriger waren als die relativen
Expressionen der SCs, die mit allen anderen KEMs kokultiviert wurden (Abbildung 29—
Abbildung 30, Abbildung 33, Anhang 9.2.1-9.2.2, Anhang 9.2.5). In Ubereinstimmung mit den
bislang bekannten osteogenen Effekten von Strontium auf knochenbildende Zellen (Zhang et
al. 2011; Glenske et al. 2018; Kruppke et al. 2019a), verweisen die vorliegenden Ergebnisse
auf einen durch Strontium stimulierten, fortgeschrittenen Prozess der osteogenen
Differenzierung, der im Rahmen des etablierten Kokultursystems deutlich erfasst werden
konnte. Dass dabei die RNA-Level von Runx2 niedriger waren als die der SCs der Negativ-
und Positivkontrolle, also Zellen, die mit leerem Insert 1 bzw. mit dem Basis-KEM kultiviert
wurden, kann dem dynamischen Verlauf der Expression dieses Markers geschuldet sein. So
sind hohe Runx2-Expressionslevel nur wihrend der frithen Differenzierung von C2C12-Zellen
der Maus nachweisbar, die mit Fortschreiten der Osteogenese signifikant abnehmen (Xu et al.
2015), wobei der maB3gebliche Abfall der Runx2-Expression bei C2C12-Zellen an Tag 7 der
Kultivierung stattfindet (Lee et al. 1999). Auch andere Autoren berichten iiber diese Runx2-
Absenkung im Laufe der fortschreitenden Osteogenese sowohl bei Zelllinien (C2C12,
C3H10T1/2) und Kalvarien-abgeleiteten Primérzellen der Maus (Maruyama et al. 2007).
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Die in vorliegender Arbeit festgestellten relativen Cx43-Expressionen sind mit der
differenzierungsabhidngigen Abnahme der Runx2-Expression in Einklang zu bringen, denn
Cx43 beeinflusst iiber Aktivierung der ERK und PKCS die Runx2-Aktivitdt (Buo und Stains
2014). Runx2 ist dariiber hinaus zur Regulation von Panx3 durch Bindung an den Panx3-
Promoter befihigt (Bond et al. 2011). Im Knochen bildet Panx3 drei Arten von Kanélen:
hemichannels, gap junctions und ER Ca’" channels (Ishikawa und Yamada 2016). Der Panx3-
hemichannel setzt intrazellulires ATP in den Extrazellularraum frei, dieses bindet an P2-
Rezeptoren. Uber PI3K wird Akt aktiviert, der wiederum den ER Ca’" channel zur Freisetzung
von Ca’?" aus dem ER stimuliert (Ishikawa et al. 2019). Der Panx3-hemichannel ist zudem am
cell cycle exit iiber die Regulierung von Wnt/B-Catenin und p21-Signalen beteiligt und
moduliert somit den Ubergang von Proliferation zur Differenzierung (Ishikawa et al. 2014).

Ishikawa und Kollegen stellten in ihrer Studie an C2C12-Zellen und primdren Kalvarien-
abgeleiteten Zellen der Maus annéhernd iibereinstimmende Expressionsmuster von Runx2 und
Panx3 fest (Ishikawa et al. 2011). In der vorliegenden Arbeit wiesen SCs, die mit SrCI-0,1,
SrCl-0,01 und PLGA-MgSrCl-0,05 kultiviert wurden, jeweils die niedrigsten Runx2- und
Panx3-Expressionen auf. Diese Ergebnisse konnten daher in Ubereinstimmung mit den
Befunden von Ishikawa und Kollegen (Ishikawa et al. 2011) sowie von Liu und Lee (Liu und
Lee 2013) fiir eine funktionelle Rolle von Panx3 im Rahmen der frithen Differenzierung der

primiren Kalvarien-abgeleiteten Zellen der Ratte sprechen.

Ishikawa und Kollegen untersuchten in einer weiteren Studie aus dem Jahr 2016 den
funktionellen Zusammenhang zwischen Panx3 und Cx43 wihrend der skelettalen Entwicklung.
Sie verglichen Wildtyp-Miuse (WT) mit Miusen, die kein Panx3 (Panx3”") oder kein Cx43
(Cx437) bzw. keines der beiden Gene (Panx3”";Cx437") exprimierten. Phiinotypisch zeigten die
neugeborenen Panx3”-Tiere eine verminderte Knochendichte und einen ausgeprigten
Kleinwuchs. Die Erscheinung der Panx3”";Cx43”-Miuse dhnelte diesem Bild. Cx437"-Tiere
hingegen zeigten phinotypisch keine Unterschiede zum WT, wiesen aber eine verminderte
Mineralisierung des Schédels auf (Ishikawa et al. 2016). Ishikawa und Kollegen stellten
ebenfalls die Zeitverldufe der Panx3- und Cx43-Expressionen im WT und den Cx43”-Miusen
dar. Dazu nutzten sie primire Kalvarienzellen, die nach Isolation aus den jeweiligen
Schiadelknochen flir 24 Tage in osteoinduktivem Medium kultiviert wurden. Panx3 lieB sich
bereits wahrend der frithen Differenzierung in den aus dem WT isolierten Zellen nachweisen,
und zeigte die hdchste Expression an Tag 15. Danach sank die Expression signifikant ab. Die

Cx43-Expression stieg erst gegen Ende der Kultivierungsdauer, zeitgleich mit der Absenkung
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der Panx3-Expression, signifikant an. Die hochste Expression trat an Tag 24, dem letzten Tag
der Untersuchung, auf. Der Verlauf der Panx3-Expressionen in Cx437-Miusen war jenen des
WTs dhnlich. Die Autoren nehmen an, dass Panx3 sowohl die friihe wie auch die spite
osteogene Differenzierung stimuliert, wihrend Cx43 hauptsdchlich fiir die spéte osteogene
Differenzierung von Bedeutung sei. Sie schlussfolgern, dass Panx3 wupstream von Cx43
lokalisiert ist, dessen Expression teilweise iiber Osx reguliert wird (Ishikawa et al. 2016).
Ishikawa und Kollegen nutzten im Unterschied zur vorliegenden Arbeit zum einen jedoch
Zellen aus der Maus, zum anderen ein osteoinduktives Medium zur Kultivierung der Kalvarien-
Zellen. Dennoch stimmen die in der vorliegenden Arbeit festgestellten Expressionsprofile von
Panx3 und Cx43 tendenziell mit denen von Ishikawa und Kollegen (Ishikawa et al. 2016)
beschriebenen, zeitlich gegenldufigen Expressionsmustern beider Gene iiberein: die in
Gegenwart aller untersuchter KEMs extrem niedrigen Panx3-Level standen jeweils deutlich
hoheren Leveln von Cx43 gegeniiber. Dies konnte in Anlehnung an die Vermutung von
Ishikawa und Kollegen (Ishikawa et al. 2016) bedeuten, dass mit Absenkung der Panx3-
Expression die Erhohung der Cx43-Expression einhergegangen war. Um die Bedeutung von
Panx3 in humanen SCs aus dem Knochenmark noch detaillierter zu untersuchen, verwendeten
Guerrero und Kollegen siRNA zur Unterdriickung der Panx3-Expression. Es zeigte sich, dass
dies in einer verminderten Expression von Ocn resultierte. Auf Grundlage dieses Ergebnisses
schlussfolgerten die Autoren, dass die Bedeutung von Panx3 mit der spiten osteogenen

Differenzierung verkniipft ist (Guerrero et al. 2018).

Betrachtet man die in der vorliegenden Untersuchung festgestellten Panx2-Expressionsmuster
der SCs, die im Rahmen des Hauptversuchs mit den verschiedenen KEMs kokultiviert wurden,
so ist ein anndhernd {ibereinstimmendes Muster mit den Genexpressionsleveln von Runx2,
Cx43 und Panxl festzustellen. Dies legt die Vermutung nahe, dass auch Panx2 an der
osteogenen Differenzierung der SCs beteiligt ist. Die Funktion von Panx2 ist bislang noch nicht
geklirt (Lohman et al. 2019) — betrifft aber vermutlich die intrazellulire Kommunikation (Le
Vasseur et al. 2014). Dariiber hinaus wurde die Beteiligung von Panx2 an der neuronalen

Differenzierung nachgewiesen (Swayne et al. 2010).

Panx1 spielt dagegen bei vielen zelluldren Prozessen wie der Freisetzung von ATP, der
Calciumwellenausbreitung und der Apoptose eine Rolle (Chekeni et al. 2010; Penuela et al.
2013). Guerrero und Kollegen (Guerrero et al. 2018) untersuchten die osteogene

Differenzierung humaner SCs aus dem Knochenmark im 2D-Kultursystem im Vergleich zum
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3D-System auf Grundlage eines makropordsen Polysaccharid-Geriists. Dazu kultivierten sie die
Zellen iiber einen Zeitraum von 4 Tagen. Die Probenentnahme erfolgte am 1. und 4. Tag. Sie
beurteilten die Expressionen von Runx2, Cx43, Panx1, Panx3, ALP und Ocn. Dabei stellten sie
fest, dass die unterschiedliche Kultivierungsart (2D vs. 3D) Einfluss auf die Expression der
Marker hat. Nach 4 Tagen der Kultivierung waren die Expressionen von Panx1, Panx3 und
Cx43 der Zellen, die mittels des 3D-Gertists kultiviert wurden, signifikant hoher als diejenigen
der 2D-Kultur (Guerrero et al. 2018). In vorliegender Arbeit wurde die Kultivierung der Zellen
in 2D durchgefiihrt, womit die Genexpressionen moglicherweise grundsitzlich geringer sind
als in 3D-Kulturen.

Guerrero und Kollegen nutzten weiterhin zwei spezifische Panx1-Inhibitoren, Probenecid, ein
pharmakologischer Inhibitor und das mimetische Peptid 10panxl, um die funktionelle
Bedeutung von Panx1 in den humanen SCs zu untersuchen. Dabei zeigten sich nach Zugabe
beider Inhibitoren interessante Effekte an Tag 4 der 2D-Kultivierung: die Expression von ALP
sank signifikant, wihrend die anderen Gene (CaSR, Runx2, Ocn) keine Beeinflussung zeigten.
Dies verweist auf einen funktionellen Zusammenhang zwischen ALP und Panxl als
Markergene der frithen osteogenen Differenzierung (Guerrero et al. 2018). Das im Rahmen des
vorliegenden Hauptversuchs festgestellte Expressionsprofil von Panxl entsprach dem der
beiden friihen osteogenen Marker, Runx2 und Cx43 (Abbildung 29-31) was in
Ubereinstimmung mit Guerrero und Kollegen, die mittels Immunolabeling Panx1 vor allem in
Bereichen von Zellaggregaten nachweisen konnten (Guerrero et al. 2018), fiir eine funktionelle
Rolle von Panx1 im Rahmen der frithen osteogenen Differenzierung spricht.

Ein wichtiger funktioneller Aspekt von Panxl betrifft auch das Inflammationsgeschehen
(Makarenkova et al. 2018). Im Zusammenhang mit P2X-Rezeptoren wurde Panx1 als upstream
Regulator von Inflammasomen sowie von Caspl und Caspl1 identifiziert (Makarenkova et al.
2018). Inflammasome sind Multiproteinkomplexe, die die proteolytische Reifung von Caspl,
Caspl1, IL-1p und IL18 vermitteln (Makarenkova et al. 2018). Pro-inflammatorische Zytokine
wie II-18 beeinflussen wiederum die Aktivitdt, die Resorptionsaktivitdt und auch die Anzahl
von Osteoklasten (Mundy 2007). Im Hinblick auf die funktionelle Rolle von Panx1 im Rahmen
einer Entziindung kdnnten die vergleichsweise hoch bis hochst signifikant niedrigeren Panx1-
Expressionen der SCs, die mit den KEMs SrCl-0,1, SrCl-0,01 und PLGA-MgSrCl-0,05
kokultiviert wurden (Abbildung 31), auf ein geringes Entziindungs-vermittelndes Potenzial
dieser Zellen bzw. auf ein geringes Potenzial der entsprechenden KEMs zur Induktion einer
Inflammation hindeuten. Die hochst signifikant reduzierte Expression von Panxl der SCs

konnte auf funktioneller Ebene mit einer Suppression der osteoklastdren Aktivitdt verkniipft
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sein, denn die osteoklastiren Zellen des Kokultursystems besaflen entsprechend hochst
signifikant bzw. hoch signifikant verminderte RNA-Level von TRAP und CTSK (Abbildung
35-36, Anhang 9.2.6-9.2.7). Vor diesem Hintergrund konnten, vermittelt durch einen
zelluldren crosstalk, niedrige Panxl-Level der SCs niedrige Degradationskapazitdten der
kokultivierten osteoklastdren Zellen zur Folge gehabt haben. In diesem Falle wiirde Panx1 nicht
autokrin wirken, sondern wie flir die Aktivierung von T-Zellen und die Rekrutierung
neutrophiler Granulozyten und Makrophagen (Adamson und Leitinger 2014) beschrieben, das

Verhalten einer anderen Zellpopulation parakrin beeinflussen.

Mit Hilfe des etablierten Kokultursystems konnte weiterhin der dual effect (Bonnelye et al.
2008) von Strontium nachvollzogen werden. Dieser Effekt beschreibt die Stimulation der
osteogenen Differenzierung bei gleichzeitiger Hemmung der osteoklastéren Differenzierung
(Bonnelye et al. 2008), und offenbarte sich in den relativen Expressionen beider
Zellpopulationen, die mit den KEMs SrCl-0,1, SrCIl-0,01 und PLGA-MgSrCI-0,05 kultiviert
wurden. In Gegenwart dieser Materialien waren die relativen TRAP- und CTSK-Expressionen
der OCVs als Zeichen der Suppression der Osteoklastengenese am niedrigsten (Abbildung 35—
36), wihrend sich die fortgeschrittene osteogene Differenzierung der SCs in den niedrigen

Runx2- und Cx43-Expressionen (Abbildung 29-30) widerspiegelte.

Das etablierte Kultursystem offenbarte jedoch auch weitere differenzielle Zellantworten mit
Blick auf die unterschiedliche Zusammensetzung der KEMs: In Gegenwart von SrCI-0,01 und
SrHP-0,01 zeigten sich hochst signifikante Unterschiede beziiglich der relativen Runx2-,
Cx43-, Panx1- und Panx2-Genexpressionen der SCs (Abbildung 29-32) sowie der relativen
TRAP- und CTSK-Genexpressionen der OCVs (Abbildung 35-67). Aus diesen Ergebnissen ist
die Schlussfolgerung abzuleiten, dass Chlorid und Hydrogenphosphat die Wirkung von
Strontium auf die Zellen des Knochens unterschiedlich modulieren. Eine mogliche Ursache
konnte die unterschiedliche Loslichkeit sein. Laut der GESTIS-Stoffdatenbank liegt die
Wasserloslichkeit von Strontiumchlorid bei 1062 g/1 (0 °C) bzw. 2058 g/l (40 °C) (GESTIS-
Stoffdatenbank), die Wasserloslichkeit von Strontiumhydrogenphosphat bei 62,1 mg/1 (20 °C)
(GESTIS-Stoffdatenbank). Die Genexpressionen der Zellen nach Kultivierung in Gegenwart
der KEMs SrCl-0,1 und SrCI-0,01 zeigten dagegen keine signifikant unterschiedlichen Effekte.
Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass der zehnfache Konzentrationsunterschied dieser beiden

Formulierungen keinen Einfluss auf die Strontium-vermittelten Effekte hatte.
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Magnesium stimuliert die Differenzierung von SCs sowie die Knochenformation in vivo und in
vitro (Yoshizawa et al. 2014; Galli et al. 2015). Yoshizawa und Kollegen untersuchten in einer
Studie humane SCs in Monokultur hinsichtlich der Expressionen verschiedener Gene (hypoxia-
inducible factor (HIF)-1a, HIF2a, Coll0Al, [8s ribosomal RNA) in Zusammenhang mit
Magnesium. Dabei stellten sie eine durch Magnesium vermittelte Stimulation der osteogenen
Differenzierung fest (Yoshizawa et al. 2014). Diese Wirkung konnte in der hier vorliegenden
Arbeit teilweise nachvollzogen werden. Hinsichtlich der relativen Expressionen von Runx2 und
Cx43 der SCs (Abbildung 29-30), die mit dem Knochenersatzmaterial MgCl-0,1 und jenen, die
in Gegenwart des Basis-KEMs als Positivkontrolle kultiviert wurden, zeigten sich hochst
signifikant niedrigere Expressionen der Zellen in Gegenwart von MgCl-0,1. Somit kann von
einer fortgeschrittenen osteogenen Differenzierung ausgegangen werden. Dagegen war kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der relativen Runx2- und Cx43-Expressionen zwischen
den mit dem KEM MgHP-0,01 kultivierten SCs und den in Kombination mit dem Basis-KEM
kultivierten Zellen feststellbar. Hierbei ist zu beachten, dass sich sowohl die chemische
Zusammensetzung von MgHP-0,01 und MgCl-0,1 als auch die Konzentration des Magnesiums
beider KEMs unterschieden. So liegt die Wasserldslichkeit von Magnesiumchlorid bei 542 g/1
(20 °C) (GESTIS-Stoffdatenbank), die von Magnesiumhydrogenphosphat bei 0,578 g/1 (20 °C)
(GESTIS-Stoffdatenbank). Auch konnte die Konzentration von MgHP-0,01 mit 0,01 mol/L zu
gering sein, um die Zellen zu beeinflussen.

Zhai und Kollegen versetzten Kulturmedium mit Magnesium, um den Effekt auf Osteoklasten
zu untersuchen. Dabei stellten sie eine Hemmung der Osteoklastenformation, -polarisation und
-resorption fest. Ursdchlich daflr mag eine Inhibierung der Aktivierung des NF-xB-
Signalweges sein (Zhai et al. 2014). Dieser inhibierende Effekt auf die Osteoklastenformation
konnte in vorliegender Arbeit insofern nachvollzogen werden, als dass OCVs, die mit MgCl-0,1
und MgHP-0,01 kultiviert wurden, hinsichtlich der relativen TRAP-Expressionen hoch bis
hochst signifikant niedrigere Expressionen aufwiesen im Unterschied zu den OCVs, die mit
dem Basis-KEM kultiviert wurden (Abbildung 35, Anhang 9.2.6).

OCVs, die mit den KEMs MgSrClI-0,05 und PLGA-MgSrCl-0,05 kokultiviert wurden, zeigten
hinsichtlich der Expressionsmuster der TRAP und CTSK ebenfalls signifikante Unterschiede.
So waren die TRAP- und CTSK-Expressionen der Zellen, die mit PLGA-MgSrCI-0,05
kokultiviert wurden, stets niedriger als bei den Zellen, die in Gegenwart von MgSrCl-0,05
kokultiviert wurden (Abbildung 35-36). Verantwortlich hierfiir mag der Zusatz von PLGA
sein, da die Konzentration der zugefiigten Salze gleich war (¢ = 0,05 mol/L). PLGA ist ein
Copolymer aus den Monomeren Lactid und Glycolid (D’Avila Carvalho Erbetta 2012), und
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wird im Rahmen des Bone Tissue Engineering eingesetzt (Gentile et al. 2014). Lai und Kollegen
untersuchten die Eigenschaften eines scaffold, welcher sich aus PLGA, B-TCP und Magnesium
zusammensetzte, und wiesen in einem in vivo-Modell des Kaninchens eine die

Knochenformation stimulierende Wirkung des Materials nach (Lai et al. 2019).

Die Diskussion mit Blick auf die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen hat gezeigt, dass
das konzipierte indirekte Kokultursystem auf Kompartimentbasis differentielle Zellantworten
in Gegenwart unterschiedlicher KEMs auf molekularbiologischer Ebene deutlich abbildet. Der
Versuchsaufbau hat den Vorteil, dass die erfassten Zellantworten nicht auf ausschlieBlich
KEM-vermittelten Effekten beruhen, sondern den interzelluliren crosstalk auf Grundlage

humoraler Faktoren miteinbezieht.
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6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Etablierung eines indirekten Kokultursystems zur
Uberpriifung der Biokompatibilitit und Materialeigenschaften von Knochenersatzmaterialien
(KEMs). Dazu wurden im Rahmen von drei Vorversuchen zunichst optimale
Kultivierungsbedingungen fiir die aus Kalvarien von Wistarratten abgeleiteten mesenchymalen
Stromazellen (SCs) und fiir osteoklastidre Vorlduferzellen (OCVs) — isoliert aus Femora und
Tibiae von Wistarratten — etabliert. Im Anschluss wurde das indirekte Kokultursystem im
Rahmen des Hauptversuchs hinsichtlich seiner Tauglichkeit tiberpriift, indem die Zellantworten
nach Kokultivierung der Zellen mit KEMs unterschiedlicher chemischer Zusammensetzungen
auf morphologischer und molekularbiologischer Ebene iiberpriift wurden. Auf Grundlage der
in den Vorversuchen ermittelten Kultivierungsbedingungen wurden die Zellen wihrend des
Hauptversuchs iiber 9 Tage gemeinsam mit den KEMs in Basalmedium (BM, Dulbecco’s
Modified Eagle Medium low glucose (DMEM lg), 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S), 10 %
fetales bovines Serum (FBS)) unter dem Zusatz von recombinant rat receptor activator of
nuclear factor-xB ligand (RANKL, 50 ng/ml) kultiviert.

Das konzipierte indirekte Kokultursystem auf Kompartimentbasis bestand aus drei rdumlich
getrennten Kompartimenten, die {iber das Medium in Verbindung standen, um den Austausch
l6slicher Faktoren zu ermdglichen. Das Bodenkompartiment der Kokultur entsprach dem
Boden eines Wells einer 6-Well-Zellkulturplatte (9,6 cm?), in welches 2 Inserts (Insertl:
4,1 cm?, Insert 2: 3,14 cm?), deren Boden aus einer Porenmembran (PorengroBe 0,4 pm)
bestanden, platziert wurden. Im Bodenkompartiment wurden die SCs in einer Dichte von
100 000 Zellen pro Bodenkompartiment, in Insert2 die OCVs in einer Dichte von
250 000 Zellen pro Insert 2 ausgesit. Insert 1 diente der Platzierung eines KEMs.

Hinsichtlich der osteogenen Differenzierungskapazitdt der SCs wurden im Anschluss an die
Kokultivierung mittels quantitativer real-time polymerase chain reaction (qQPCR) die
Genexpressionen von Runt-related transcription factor 2 (Runx2) und Connexin 43 (Cx43)
ermittelt. Dariiber hinaus wurden die Expressionen der Pannexine 1-3 (Panx1-3) untersucht.
Bei den OCVs dienten die Expressionen der Tartrat-resistenten sauren Phosphatase (TRAP)
und von Cathepsin K (CTSK) als Indikatoren der osteoklastdren Aktivitdt. Die Berechnung der
statistischen Signifikanz erfolgte mittels einfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) mit
anschlieBendem Tukey-Test als post-hoc-Test.

Morphologisch zeigten sich in Gegenwart aller KEMs vitale Zellen in den Kulturen. Die
relativen Genexpressionen von Runx2, Cx43 sowie von Panx1-3 der SCs sowie der TRAP und

von CTSK der OCVs unterschieden sich signifikant im Hinblick auf die chemisch
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unterschiedlich zusammengesetzten KEMs. So wiesen insbesondere Zellen, die in Gegenwart
von Strontium-basierten KEMs kultiviert wurden, vergleichsweise hoch bis hdchst signifikant
niedrigere Expressionen aller untersuchten Gene auf. Mit Blick auf die Expression von Runx2
und Cx43 war dies vermutlich der fortgeschrittenen osteogenen Differenzierung der SCs
geschuldet, wihrend die TRAP- und CTSK-Expressionsmuster mit der supprimierten
osteoklastiren Aktivitdt einhergingen. Die festgestellten Profile von Panx1-3 der SCs legen

eine funktionelle Bedeutung dieser Gene im Rahmen der osteogenen Differenzierung nahe.
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7 Summary

The aim of the present study was to establish an indirect co-culture system to investigate
biocompatibility and material characteristics of bone substitutes.

Three different preliminary experiments were undertaken to evaluate optimal culture conditions
for simultaneous cultivation of mesenchymal stromal cells (SCs) — isolated from rat-calvaria —
and osteoclast-progenitor-cells (OCVs) — isolated from rat-femora and -tibiae. Subsequently,
the applicability of the established indirect co-culture system was investigated by using
different chemically-modified bone substitutes. Due to the conditions established in the course
of the pre-experiments, cells were co-cultured for 9 days in combination with the bone
substitutes by using the following medium: Dulbecco’s Modified Eagle Medium low glucose
(DMEM lg), 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S), 10 % fetal bovine serum (FBS) and 50 ng/ml
recombinant rat receptor activator of nuclear factor-xB ligand (RANKL). Relevant cell
responses to the materials were evaluated morphologically and by means of molecular-
biological methods.

The indirect co-culture system consisted of three different, spatially separated compartments,
whereby the medium allowed the exchange of soluble factors, and the change between the
compartments. A single well of a 6-well-cell culture plate was used in terms of the ground
compartment (9.6 cm?) in which two inserts of different size were placed in (Insert 1: 4.1 cm?,
Insert 2: 3.14 cm?). The bottom of the inserts consisted of a porous membrane (0.4 um) which
allowed the exchange of soluble factors. SCs were seeded in the bottom compartment
(100 000 cells per ground compartment), whereas OCVs were seeded into Insert?2
(250 000 cells per Insert 2). Insert 1 offered the ability to store bone substitutes.

Osteogenic differentiation capacity of SCs in response to different bone substitutes was
determined by quantitative real-time polymerase chain reaction (qQPCR) with special regard to
the gene expression of Runt-related transcription factor 2 (Runx2) and Connexin 43 (Cx43). In
addition, gene expression of Pannexin 1-3 (Panx 1-3) was investigated. For assessment of
osteoclastic activity, gene expression of Tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) and
Cathepsin K (CTSK) was analysed. Significances were calculated by one-way variance analysis
(ANOVA) and Tukey-test as post-hoc test.

Morphologically vital cells could be observed in presence of all bone substitutes used presently.
Gene expression of Runx2, Cx43, Panx 1-3, TRAP and CTSK differed significantly due to the
chemically different composition of the materials. Especially, cells cultured in combination
with strontium-containing bone substitutes showed highly reduced gene expressions of all the

investigated genes. The decrease of Runx2- and Cx43-expressions indicated an advanced
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osteogenic differentiation state of the SCs, whereas reduced expression patterns of TRAP and
CTSK referred to suppressed osteoclast activity. Gene expression patterns of Panx1-3 suggest

a functional role of these genes in the course of osteogenic differentiation of SCs.
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9 Anhang

9.1 Einsatz der Differenzierungsfaktoren receptor activator of nuclear

factor-kB ligand und macrophage colony-stimulating factor-1 im

Kokultursystem: Vorversuch 3

9.1.1 Ubersicht der p-Werte der relativen Runx2-Genexpressionen der SCs des

Vorversuches 3

Runx2

V3-SCs-MK-BM-9d

V3-SCs-MK-BM-R-9d

V3-SCs-MK-BM-R-M-9d

V3-SCs-MK-BM-9d vs.

V3-SCs-MK-BM-R-9d vs.

V3-SCs-MK-
BM-R-M-9d vs.
V3-SCs-KK-BM-9d vs.
V3-SCs-KK-BM-R-9d vs.
V3-SCs-KK-
BM-R-M-9d vs.

Runx2
V3-SCs-MK-BM-9d vs.

V3-SCs-MK-BM-R-9d vs.

V3-SCs-MK-
BM-R-M-9d vs.
V3-SCs-KK-BM-9d vs.
V3-SCs-KK-BM-R-9d vs.

V3-SCs-KK-
BM-R-M-9d vs.

ns

ns

ns

ns
ksk l

V3-SCs-KK-BM-9d
ns
ns

ns

ns

sksksk l

ns

ns

ns

ns

skeksk l

V3-SCs-KK-BM-R-9d
ns
ns

ns

ns

sksksk l

ns

ns

ns

ns

skeksk l

V3-SCs-KK-BM-R-M-9d
o

sksksk T

sksksk T

sksksk T

sksksk T

*** = p <0,001, **=p <0,01, | =niedriger, 1 = héher, BM = Basalmedium, d = Tage, KK = Kokultur, M =

M-CSF = macrophage colony-stimulating factor-1, MK = Monokultur, R = RANKL = receptor activator of

nuclear factor-xB ligand, Runx2 = Runt-related transcription factor 2, SCs = mesenchymale Stromazellen, V3 =

Vorversuch, vs. = versus
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9.1.2 Ubersicht der p-Werte der relativen Cx43-Genexpressionen der SCs des

Vorversuches 3

Cx43

V3-SCs-MK-BM-9d

V3-SCs-MK-BM-R-9d

V3-SCs-MK-BM-R-M-9d

V3-SCs-MK-BM-9d vs.

V3-SCs-MK-BM-R-9d vs.

V3-SCs-MK-
BM-R-M-9d vs.
V3-SCs-KK-BM-9d vs.
V3-SCs-KK-BM-R-9d vs.
V3-SCs-KK-
BM-R-M-9d vs.

Cx43
V3-SCs-MK-BM-9d vs.

V3-SCs-MK-BM-R-9d vs.

V3-SCs-MK-
BM-R-M-9d vs.
V3-SCs-KK-BM-9d vs.
V3-SCs-KK-BM-R-9d vs.

V3-SCs-KK-
BM-R-M-9d vs.

*1

)

o |

*

x|
V3-SCs-KK-BM-9d
)

sksksk T

sksksk T

ns

*l

*l

ns

skeksk l
sksksk l

sksksk l

V3-SCs-KK-BM-R-9d
*1
dokok T

sksksk T

ns

*l

**l

ns

sksksk l
sksksk l

sksksk l

V3-SCs-KK-BM-R-M-9d
ok
ok

sksksk T

*1
*1

*H%k =p <0,001, ** =p <0,01, *=p <0,05, | =niedriger, 1 = héher, BM = Basalmedium, Cx43 = Connexin 43,
d = Tage, KK = Kokultur, M = M-CSF = macrophage colony-stimulating factor-1, MK = Monokultur, R =

RANKL = receptor activator of nuclear factor-xB ligand, SCs = mesenchymale Stromazellen, V3 = Vorversuch,

VS. = VErsus
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9.1.3 Ubersicht der p-Werte der relativen Panxl-Genexpressionen der SCs des

Vorversuches 3

Panx1

V3-SCs-MK-BM-9d

V3-SCs-MK-BM-R-9d

V3-SCs-MK-BM-R-M-9d

V3-SCs-MK-BM-9d vs.

V3-SCs-MK-BM-R-9d vs.

V3-SCs-MK-
BM-R-M-9d vs.
V3-SCs-KK-BM-9d vs.
V3-SCs-KK-BM-R-9d vs.
V3-SCs-KK-
BM-R-M-9d vs.

Panx1
V3-SCs-MK-BM-9d vs.

V3-SCs-MK-BM-R-9d vs.

V3-SCs-MK-
BM-R-M-9d vs.
V3-SCs-KK-BM-9d vs.
V3-SCs-KK-BM-R-9d vs.

V3-SCs-KK-
BM-R-M-9d vs.

**T

***T

**l

***l

***l

V3-SCs-KK-BM-9d
ok 4
ok

***T

ns

***l

**l

ns

***l
***l

***l

V3-SCs-KK-BM-R-9d
ok
ok

***T

ns

**l

***l

ns

***l
***l

***l

V3-SCs-KK-BM-R-M-9d
ok
ok

***T

***T

**T

**%k = p <0,001, **=p < 0,01, | =niedriger, T = héher, BM = Basalmedium, d = Tage, KK = Kokultur, M =
M-CSF = macrophage colony-stimulating factor-1, MK = Monokultur, Panx1 = Pannexin 1, R = RANKL =

receptor activator of nuclear factor-xB ligand, SCs = mesenchymale Stromazellen, V3 = Vorversuch, vs. = versus
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9.1.4 Ubersicht der p-Werte der relativen Panx2-Genexpressionen der SCs des

Vorversuches 3

Panx2

V3-SCs-MK-BM-9d

V3-SCs-MK-BM-R-9d

V3-SCs-MK-BM-R-M-9d

V3-SCs-MK-BM-9d vs.

V3-SCs-MK-BM-R-9d vs.

V3-SCs-MK-
BM-R-M-9d vs.
V3-SCs-KK-BM-9d vs.
V3-SCs-KK-BM-R-9d vs.
V3-SCs-KK-
BM-R-M-9d vs.

Panx2
V3-SCs-MK-BM-9d vs.

V3-SCs-MK-BM-R-9d vs.

V3-SCs-MK-
BM-R-M-9d vs.
V3-SCs-KK-BM-9d vs.
V3-SCs-KK-BM-R-9d vs.

V3-SCs-KK-
BM-R-M-9d vs.

ns

ns

ns
ns

ns

V3-SCs-KK-BM-9d
ns
ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns
ns

ns

V3-SCs-KK-BM-R-9d
ns
ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

*l
V3-SCs-KK-BM-R-M-9d
ns

ns

*1

ns

ns

*=p<0,05, | =niedriger, T = hoher, BM = Basalmedium, d = Tage, KK = Kokultur, M = M-CSF = macrophage

colony-stimulating factor-1, MK = Monokultur, Panx2 = Pannexin 2, R = RANKL = receptor activator of nuclear

factor-kB ligand, SCs = mesenchymale Stromazellen, V3 = Vorversuch, vs. = versus
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9.1.5 Ubersicht der p-Werte der relativen Panx3-Genexpressionen der SCs des

Vorversuches 3

Panx3

V3-SCs-MK-BM-9d

V3-SCs-MK-BM-R-9d

V3-SCs-MK-BM-R-M-9d

V3-SCs-MK-BM-9d vs.

V3-SCs-MK-BM-R-9d vs.

V3-SCs-MK-
BM-R-M-9d vs.
V3-SCs-KK-BM-9d vs.
V3-SCs-KK-BM-R-9d vs.
V3-SCs-KK-
BM-R-M-9d vs.

Panx3
V3-SCs-MK-BM-9d vs.

V3-SCs-MK-BM-R-9d vs.

V3-SCs-MK-
BM-R-M-9d vs.
V3-SCs-KK-BM-9d vs.
V3-SCs-KK-BM-R-9d vs.

V3-SCs-KK-
BM-R-M-9d vs.

ns

ns

**l

sksksk l

sksksk l

V3-SCs-KK-BM-9d
ok 4
k4

sksksk T

ns

ns

ns

ns

**l

sksksk l

sksksk l

V3-SCs-KK-BM-R-9d
ok
ok

sksksk T

ns

ns

ns

ns

sksksk l
sksksk l

sksksk l

V3-SCs-KK-BM-R-M-9d
ok
ok

sksksk T

ns

ns

**%k = p <0,001, **=p < 0,01, | =niedriger, T = héher, BM = Basalmedium, d = Tage, KK = Kokultur, M =
M-CSF = macrophage colony-stimulating factor-1, MK = Monokultur, Panx3 = Pannexin 3, R = RANKL =

receptor activator of nuclear factor-xB ligand, SCs = mesenchymale Stromazellen, V3 = Vorversuch, vs. = versus
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9.1.6 Ubersicht der p-Werte der relativen TRAP-Genexpressionen der OCVs des

Vorversuches 3

TRAP V3-OCVs-MK- V3-OCVs-MK- V3-OCVs-MK-
BM-9d BM-R-9d BM-R-M-9d

V3-OCVs-MK-BM-9d vs. ool ool

V3-OCVs-MK-BM-R-9d vs. Rl ns

V3-0CVs-MK- ool ns

BM-R-M-9d vs.

V3-OCVs-KK-BM-9d vs. ns k| k]

V3-OCVs-KK-BM-R-9d vs. 1 ns **

V3-OCVs-KK- kool ns ns

BM-R-M-9d vs.

TRAP V3-OCVs-KK- V3-OCVs-KK- V3-OCVs-KK-
BM-9d BM-R-9d BM-R-M-9d

V3-SCs-MK-BM-9d vs. ns ** k]

V3-SCs-MK-BM-R-9d vs. o) ns ns

V3-SCs-MK- ool ** 1 ns

BM-R-M-9d vs.

V3-SCs-KK-BM-9d vs. ns **

V3-SCs-KK-BM-R-9d vs. ns ns

V3-SCs-KK- *E ns

BM-R-M-9d vs.

*H%k =p <0,001, **=p<0,01, *=p<0,05, /= oder, BM = Basalmedium, d = Tage, KK = Kokultur, M =M CSF

= macrophage colony-stimulating factor-1, MK = Monokultur, OCVs =

osteoklastidre Vorlauferzellen,

R =RANKL = receptor activator of nuclear factor-kB ligand, TRAP = Tartrat-resistente saure Phosphatase, V3

= Vorversuch 3
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9.1.7 Ubersicht der p-Werte der relativen CTSK-Genexpressionen der OCVs des

Vorversuches 3

CTSK V3-OCVs-MK- V3-OCVs-MK- V3-OCVs-MK-
BM-9d BM-R-9d BM-R-M-9d

V3-OCVs-MK-BM-9d vs. ns kx|

V3-0CVs-MK-BM-R-9d vs. ns k]

V3-OCVs-MK- *Ex 4 ok

BM-R-M-9d vs.

V3-OCVs-KK-BM-9d vs. ns ns k]

V3-OCVs-KK-BM-R-9d vs. *1 ns x|

V3-0OCVs-KK- *Ex 4 ok 4 k|

BM-R-M-9d vs.

CTSK V3-OCVs-KK- V3-OCVs-KK- V3-OCVs-KK-
BM-9d BM-R-9d BM-R-M-9d

V3-SCs-MK-BM-9d vs. ns *| k]

V3-SCs-MK-BM-R-9d vs. ns ns k]

V3-SCs-MK- *Ex 4 ok 4 kY

BM-R-M-9d vs.

V3-SCs-KK-BM-9d vs. ns R

V3-SCs-KK-BM-R-9d vs. ns k]

V3-SCs-KK- *Ex 4 ok

BM-R-M-9d vs.

**%k =1 <0,001, *=p <0,05, /= oder, BM = Basalmedium, CTSK = Cathepsin K, d = Tage, KK = Kokultur, M
= M CSF = macrophage colony-stimulating factor-1, MK = Monokultur, OCVs = osteoklastdre Vorlduferzellen,

R =RANKL = receptor activator of nuclear factor-xB ligand, V3 = Vorversuch 3
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9.2 Uberpriifung der Biokompatibilitit von Knochenersatzmaterialien im
indirekten Kokultursystem: indirekte Kokultivierung iiber 9 Tage in

Gegenwart der verschiedenen KEMs und leerem Insert 1

9.2.1 Ubersicht der p-Werte der relativen Runx2-Genexpressionen der SCs des

Hauptversuches
Runx? SCs-KK- SCs-KK- | SCs-KK- SCs-KK- SCs-KK-
leer w/0 MgCl-0,1 SrCI-0,1 SrCI1-0,01
SCs-KK-leer vs. ns *1 w1 w1
SCs-KK-w/o vs. ns *EE 4 *xE 4 *EE 4
SCs-KK-MgCl-0,1 vs. *1 k] wHE waE
SCs-KK-SrClI-0,1 vs. k] k] k] ns
SCs-KK-SrCl-0,01 vs. k] k] k| ns
SCs-KK-MgHP-0,01 vs. ns ns *EE 4 *EE 4 *EE 4
SCs-KK-SrHP-0,01 vs. ns ns *EE 4 *EE 4 *EE 4
SCs-KK-MgSrCl-0,05 vs. x| x| ns *1 ns
SCs-KK-MgSrHP-0,005 vs. ns ns ns w1 kool
SCs-KK-PLGA- k| k| k| ns ns
MgSrCl-0,05 vs.
Runx? SCs-KK- SCs-KK- | SCs-KK- SCs-KK- SCs-KK-
MgHP-0,01 | StHP-0,01 | MgSrCl-0,05 | MgSrHP-0,005 | PLGA-
MgSrCI-0,05
SCs-KK-leer vs. ns ns w1 ns kool
SCs-KK-w/o vs. ns ns w1 ns Ak
SCs-KK-MgCl-0,1 vs. k] k| ns ns *EE 4
SCs-KK-SrCl-0,1 vs. k] k] *1 *EE | ns
SCs-KK-SrCl-0,01 vs. k] k| ns k| ns
SCs-KK-MgHP-0,01 vs. ns *EE 4 ns *EE 4
SCs-KK-SrHP-0,01 vs. ns *EE 4 ns *EE 4
SCs-KK-MgSrCl-0,05 vs. k] k] k] R
SCs-KK-MgSrHP-0,005 vs. ns ns *EE 4 *EE 4
SCs-KK-PLGA- Rk | Rk | k| Rk |

MgSrCl-0,05 vs.
**%k =p <0,001, ** =p<0,01, *=p<0,05, | =niedriger, 1 =hoher, KEMs = Knochenersatzmaterialien, KK =

Kokultur, ns = nicht signifikant, OCVs = osteoklastire Vorlduferzellen, PLGA = Polylactid-co-glycolid, SCs =

mesenchymale Stromazellen, vs. = versus
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9.2.2 Ubersicht der p-Werte der relativen Cx43-Genexpressionen der SCs des

Hauptversuches
Cx43 SCs-KK- SCs-KK- | SCs-KK- SCs-KK- SCs-KK-
leer w/0 MgCl-0,1 SrCI-0,1 SrCI1-0,01
SCs-KK-leer vs. ns *E A kool
SCs-KK-w/o vs. ns *EE 4 *EE 4 *EE 4
SCs-KK-MgCl-0,1 vs. ** k] wHE wHE
SCs-KK-SrCl-0,1 vs. k] k] k] ns
SCs-KK-SrCl-0,01 vs. k] k] k| ns
SCs-KK-MgHP-0,01 vs. ns ns *EE *EE 4 *xE 4
SCs-KK-SrHP-0,01 vs. ns ns *EE 4 *EE 4 *EE 4
SCs-KK-MgSrCl-0,05 vs. ns *EE | ns *EE 4 *EE 4
SCs-KK-MgSrHP-0,005 vs. ns ns *EE 4 *EE 4 *EE 4
SCs-KK-PLGA- k| k| k| ns ns
MgSrCl-0,05 vs.
Cx43 SCs-KK- SCs-KK- | SCs-KK- SCs-KK- SCs-KK-
MgHP-0,01 | StHP-0,01 | MgSrCl-0,05 | MgSrHP-0,005 | PLGA-
MgSrCI-0,05
SCs-KK-leer vs. ns ns ns ns Ak
SCs-KK-w/o vs. ns ns w1 ns kool
SCs-KK-MgCl-0,1 vs. k] k| ns *EE | *EE 4
SCs-KK-SrCl-0,1 vs. k] k] k] *EE | ns
SCs-KK-SrCl-0,01 vs. k] k] k] *EE | ns
SCs-KK-MgHP-0,01 vs. ns ** 1 ns *EE 4
SCs-KK-SrHP-0,01 vs. ns ** 1 ns *EE 4
SCs-KK-MgSrCl-0,05 vs. ] ] kx| kool
SCs-KK-MgSrHP-0,005 vs. ns ns *xE 4 *EE 4
SCs-KK-PLGA- kEx | Rhx | khx | kEx |

MgSrCl-0,05 vs.

*H%k =1 <0,001, ** =p <0,01, | =niedriger, T = héher, Cx43 = Connexin 43, KEMs = Knochenersatzmaterialien,
KK = Kokultur, ns = nicht signifikant, OCVs = osteoklastire Vorldauferzellen, PLGA = Polylactid-co-glycolid,

SCs = mesenchymale Stromazellen, vs. = versus
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9.2.3 Ubersicht der p-Werte der relativen Panxl-Genexpressionen der SCs des

Hauptversuches
Panx1 SCs-KK- SCs-KK- | SCs-KK- SCs-KK- SCs-KK-
leer w/0 MgCl-0,1 SrCI-0,1 SrCI1-0,01
SCs-KK-leer vs. *E A w1 w1
SCs-KK-w/o vs. k| k4 k4 k4
SCs-KK-MgCl-0,1 vs. k] k] 1 1
SCs-KK-SrCl-0,1 vs. k] k] ** 1 ns
SCs-KK-SrCl-0,01 vs. k] k) ** | ns
SCs-KK-MgHP-0,01 vs. ** 1 ns *rE kA ok
SCs-KK-SrHP-0,01 vs. *1 ns kA ok ok
SCs-KK-MgSrCl-0,05 vs. k] Rk ns ** **
SCs-KK-MgSrHP-0,005 vs. ] ns ** ok ok
SCs-KK-PLGA- k| k| k| ns ns
MgSrCl-0,05 vs.
Panx1 SCs-KK- SCs-KK- | SCs-KK- SCs-KK- SCs-KK-
MgHP-0,01 | SrHP-0,01 | MgSrC1-0,05 | MgSrHP-0,005 | PLGA-
MgSrCI-0,05
SCs-KK-leer vs. k% 4 * 4 k4 k4 k4
SCs-KK-w/o vs. ns ns w1 ns kool
SCs-KK-MgCl-0,1 vs. k] k| ns ** ok
SCs-KK-SrCl-0,1 vs. k] k] ** 1 k| ns
SCs-KK-SrCl-0,01 vs. k] k] ** 1 *EE | ns
SCs-KK-MgHP-0,01 vs. ns *xE 4 ns ok
SCs-KK-SrHP-0,01 vs. ns *EE 4 ns ok
SCs-KK-MgSrCl-0,05 vs. x| kx| ] *E
SCs-KK-MgSrHP-0,005 vs. ns ns ** ok
SCs-KK-PLGA- Rk | Rk | k| Rk |

MgSrCl-0,05 vs.
**k =p < 0,001, **=p <0,01, *=<0,05, | =niedriger, 1 = hoher, KEMs = Knochenersatzmaterialien, KK =

Kokultur, ns = nicht signifikant, OCVs = osteoklastire Vorlauferzellen, Panx1 = Pannexin 1, PLGA = Polylactid-

co-glycolid, SCs = mesenchymale Stromazellen, vs. = versus

155



9.2.4 Ubersicht der p-Werte der relativen Panx2-Genexpressionen der SCs des

Hauptversuches
Panx2 SCs-KK- SCs-KK- | SCs-KK- SCs-KK- SCs-KK-
leer w/0 MgCl-0,1 SrCl-0,1 SrC1-0,01
SCs-KK-leer vs. ns ns w1 Ak
SCs-KK-w/o vs. ns ns *E w1
SCs-KK-MgCl-0,1 vs. ns ns *EE 4 *EE 4
SCs-KK-SrCl-0,1 vs. k] ** k] ns
SCs-KK-SrCl-0,01 vs. k] k] k| ns
SCs-KK-MgHP-0,01 vs. ns ns ns Ak Ak
SCs-KK-SrHP-0,01 vs. ns ns ns w1 wAkE
SCs-KK-MgSrCl-0,05 vs. ns ns ns ns 1
SCs-KK-MgSrHP-0,005 vs. ns ns ns kD A
SCs-KK-PLGA- k| ** | k| ns ns
MgSrCl-0,05 vs.
Panx2 SCs-KK- SCs-KK- | SCs-KK- SCs-KK- SCs-KK-
MgHP-0,01 | StHP-0,01 | MgSrCl-0,05 | MgSrHP-0,005 | PLGA-
MgSrCI-0,05
SCs-KK-leer vs. ns ns ns ns Ak
SCs-KK-w/o vs. ns ns ns ns *E
SCs-KK-MgCl-0,1 vs. ns ns ns ns o)
SCs-KK-SrCl-0,1 vs. k] ool ns ** | ns
SCs-KK-SrCl-0,01 vs. k] k] 0 *EE | ns
SCs-KK-MgHP-0,01 vs. ns *1 ns *EE 4
SCs-KK-SrHP-0,01 vs. ns ** 1 ns *EE 4
SCs-KK-MgSrCl-0,05 vs. *1 ] ns ns
SCs-KK-MgSrHP-0,005 vs. ns ns ns o)
SCs-KK-PLGA- k| k| ns k|

MgSrCl-0,05 vs.

*HEk =1 <0,001, **=p<0,01, *=p<0,05, | =niedriger, T = héher, KEMs = Knochenersatzmaterialien, KK =
Kokultur, ns = nicht signifikant, OCVs = osteoklastire Vorlauferzellen, Panx2 = Pannexin 2, PLGA = Polylactid-

co-glycolid, SCs = mesenchymale Stromazellen, vs. = versus
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9.2.5 Ubersicht der p-Werte der relativen Panx3-Genexpressionen der SCs des

Hauptversuches
Panx3 SCs-KK- SCs-KK- | SCs-KK- SCs-KK- SCs-KK-
leer w/0 MgCl-0,1 SrCl1-0,1 SrCl1-0,01
SCs-KK-leer vs. ok 4 ok 4 k4 k4
SCs-KK-w/o vs. x| ns ns ns
SCs-KK-MgCl-0,1 vs. ool ns ns ns
SCs-KK-SrClI-0,1 vs. kx| ns ns ns
SCs-KK-SrClI-0,01 vs. kx| ns ns ns
SCs-KK-MgHP-0,01 vs. ool ns ns ns ns
SCs-KK-SrHP-0,01 vs. ool ns ns ns ns
SCs-KK-MgSrCl-0,05 vs. ** ns ns ns ns
SCs-KK-MgSrHP-0,005 vs. ool ns ns ns ns
SCs-KK-PLGA- x| ns ns ns ns
MgSrCl-0,05 vs.
Panx3 SCs-KK- SCs-KK- | SCs-KK- SCs-KK- SCs-KK-
MgHP-0,01 | StHP-0,01 | MgSrCI-0,05 | MgSrHP-0,005 | PLGA-
MgSrCI-0,05
SCs-KK-leer vs. k4 k4 k% 4 k4 k4
SCs-KK-w/o vs. ns ns ns ns ns
SCs-KK-MgCl-0,1 vs. ns ns ns ns ns
SCs-KK-SrCl-0,1 vs. ns ns ns ns ns
SCs-KK-SrClI-0,01 vs. ns ns ns ns ns
SCs-KK-MgHP-0,01 vs. ns ns ns ns
SCs-KK-SrHP-0,01 vs. ns ns ns ns
SCs-KK-MgSrCl-0,05 vs. ns ns ns ns
SCs-KK-MgSrHP-0,005 vs. ns ns ns ns
SCs-KK-PLGA- ns ns ns ns

MgSrCl-0,05 vs.
**%k =p<0,001, ** =p<0,01, | =niedriger, 1 =hoher, KEMs = Knochenersatzmaterialien, KK = Kokultur, ns =

nicht signifikant, OCVs = osteoklastire Vorlduferzellen, Panx3 = Pannexin 3, PLGA = Polylactid-co-glycolid,

SCs = mesenchymale Stromazellen, vs. = versus
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9.2.6 Ubersicht der p-Werte der relativen TRAP-Genexpressionen der OCVs des

Hauptversuches
TRAP OCVs-KK- | OCVs-KK- | OCVs-KK- | OCVs-KK- OCVs-KK-
leer w/0 MgCl-0,1 SrCl1-0,1 SrCl1-0,01
OCVs-KK-leer vs. ns ool *HE 4 *AE 4
OCVs-KK-w/o vs. ns *Ak 4 oAk 4 *okk 4
OCVs-KK-MgCl-0,1 vs. ool ool ns ns
OCVs-KK-SrCI-0,1 vs. k] *EE | ns ns
OCVs-KK-SrCl-0,01 vs. k] *EE | ns ns
OCVs-KK-MgHP-0,01 vs. k] ** *x 1 *EE 4 ns
OCVs-KK-SrHP-0,01 vs. ns ns *Ak 4 *AE 4 *AE 4
OCVs-KK-MgSrCl-0,05 vs. ool ool ns ** 1 ns
OCVs-KK-MgSrHP-0,005 vs. | * | ns ool *AE 4 *HE 4
OCVs-KK-PLGA- x| x| ns ns ns
MgSrCl-0,05 vs.
TRAP OCVs-KK- | OCVs-KK- | OCVs-KK- | OCVs-KK- OCVs-KK-
MgHP-0,01 | StHP-0,01 | MgSrCl-0,05 | MgSrHP-0,005 | PLGA-
MgSrCI-0,05
OCVs-KK-leer vs. o) ns w1 *1 ool
OCVs-KK-w/o vs. 1 ns w1 ns ool
OCVs-KK-MgCl-0,1 vs. 0 *EE | ns k| ns
OCVs-KK-SrCI-0,1 vs. k] k] ** k| ns
OCVs-KK-SrClI-0,01 vs. ns R ns x| ns
OCVs-KK-MgHP-0,01 vs. k| ns ns *Ak 4
OCVs-KK-SrHP-0,01 vs. wHE *EE 4 ns *oAk 4
OCVs-KK-MgSrClI-0,05 vs. ns k] wHE | *1
OCVs-KK-MgSrHP-0,005 vs.  ns ns ool ool
0OCVs-KK-PLGA- Rk | Rk | * Rk |

MgSrCl-0,05 vs.

*HEk =1 <0,001, **=p<0,01, *=p<0,05, | =niedriger, T = héher, KEMs = Knochenersatzmaterialien, KK =
Kokultur, ns = nicht signifikant, OCVs = osteoklastire Vorlduferzellen, PLGA = Polylactid-co-glycolid, SCs =

mesenchymale Stromazellen, TRAP = Tartrat-resistente saure Phosphatase, vs. = versus
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9.2.7 Ubersicht der p-Werte der relativen CTSK-Genexpressionen der OCVs des

Hauptversuches
CTSK OCVs-KK- | OCVs-KK- | OCVs-KK- | OCVs-KK- OCVs-KK-
leer w/0 MgCl-0,1 SrCl1-0,1 SrCl1-0,01
OCVs-KK-leer vs. ns ool *HE 4 *AE 4
OCVs-KK-w/o vs. ns *1 ool ** 1
OCVs-KK-MgCl-0,1 vs. ool *1 ns ns
OCVs-KK-SrCI-0,1 vs. k] ool ns ns
OCVs-KK-SrCl-0,01 vs. k] ] ns ns
OCVs-KK-MgHP-0,01 vs. ool ns ns ns ns
OCVs-KK-SrHP-0,01 vs. ns ns *1 *AE 4 ** A
OCVs-KK-MgSrCl-0,05 vs. ool *1 ns ns ns
OCVs-KK-MgSrHP-0,005 vs. | ns ns *Ak 4 *AE 4 *Ak 4
OCVs-KK-PLGA- x| x| ns ns ns
MgSrCl-0,05 vs.
CTSK OCVs-KK- | OCVs-KK- | OCVs-KK- | OCVs-KK- OCVs-KK-
MgHP-0,01 | StHP-0,01 | MgSrCl-0,05 | MgSrHP-0,005 | PLGA-
MgSrCI-0,05
OCVs-KK-leer vs. o) ns kool ns ool
OCVs-KK-w/o vs. ns ns *1 ns o)
OCVs-KK-MgCl-0,1 vs. ns *| ns x| ns
OCVs-KK-SrCl-0,1 vs. ns x| ns x| ns
OCVs-KK-SrClI-0,01 vs. ns ] ns x| ns
OCVs-KK-MgHP-0,01 vs. ns ns ** | *Ak 4
OCVs-KK-SrHP-0,01 vs. ns ns ns Rl
OCVs-KK-MgSrCl-0,05 vs. ns ns k| *1
OCVs-KK-MgSrHP-0,005 vs.  ** 1 ns ool *Ak 4
0OCVs-KK-PLGA- ok | Rk | * Rk |

MgSrCl-0,05 vs.

**%k=p<0,001, ** =p<0,01, * =p<0,05, | =niedriger, T = hoher, KEMs = Knochenersatzmaterialien, CTSK =
Cathepsin K, KK = Kokultur, ns = nicht signifikant, OCVs = osteoklastidre Vorlauferzellen, PLGA = Polylactid-

co-glycolid, SCs = mesenchymale Stromazellen, vs. = versus
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