Universitat
Rostock

Optimierungvonin vitro Kultursystemen
fur Knochenzellen

Einfluss von pH und mechanischer
Stimulation

Dissertation
zur
Erlangung des akademisch@nades
doctor rerum naturaliun@r. rer. nat)
der MathematiscfNaturwissenschaftlichen Fakult&t

der Unversitat Rostock

vorgelegt von

Anne-Marie Galow, geb. am 21.07.1988 in Greifswald

aus Rostock

Rostock, 23.03.2017




Gutachter:

1. Gutachter:
Prof. Dr. rer. at. habil.Jan Gimsa
Universitat Rostock

Lehrstuhl fur Biophysik

2. Gutachter:

Prof. Dr. rer. at. habil. Barbara Nebe
Universitatsmedizin Rostock
Zentrum fur Medizinische Forschung

AB Zellbiologie

Datum der Einreichung4.03.2017
Datum der Verteidigundgt3.10.2017



Abstract |

Abstract

In their microenvironments, cells are exposed to various stimuli sublomgical celcell
interactions, soluble chemical factors or physical forces. The stimuli may trigger specific
cell responses, such as cell proliferation and differentiation as well as the alteration of
biosynthesis. This thesis aims at the considematif the effects of selected stimuli on the
behavior of bone cells. A major goal of this work was the optimization ohthigro culture
conditions for osteoblasts.

Detailed investigations of the proliferation and differentiation phases of MC3T3 attsobl
revealed the pH dependence of several cellular parametersn Mteo findings on the
optimal pH conditions were not only beneficial in cell culture, but also hinted at new
approaches for the treatment of bone defects. A first step into this aliregds the
establishment of a model system for implants, designed to modify the pH in their
microenvironments. The influence of this system on the cell properties was assessed using
the MC3T3 cell line and primary human osteoblasts.

In order to investigathe underlying mechanisms of bone regeneration, a modifrabigo

model system is desirable. The system should resemble the physiological conditions as close
as possible but also allow for the adjustment of individual factors. The pursuit of initial
approaches towards such a model was another aim of this thesis. For this purpose, a special
co-culture system was established, which allowed for the mechanical stimulation of one cell
population during cell culture. With the system, the interactions betwsteocytes and
osteoblasts were studied. By stimulating particularly the osteocytes, the approach took the
often postulated importance of osteocytes as mechanosensors and the effector function of
the osteoblasts into account.
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Einleitung 1

1. Einleitung

GesundeKnochen spielen als Bindeind Stitzgewebe eine bedeutende Rolle fur die
Lebensqualitat jedes Menschen. Dabei beschreibt die Einteilung in diese Gewebegruppe
nur eine der vielfaltigen Funktionen unserer Knochen. Von den nur wenige Millimeter
gro3en Gehorknochelchen, die der Schallibertragung dienen, bis hin zu den langen
Rohrenknochen, welche Ansatzpunkte fur die Muskeln und Sehnen des
Bewegungsapparates bieten, erfullen Knochen verschiedenste Auf@abestruktur

des Knochens hangtarkvon sinerjeweiligenFunktion ab.Grundsatzlich bestehtad
Knochengewebe aus verschiedenen Zelltypen und der von ihnen produzierten
mineralisiertenextrazellulaen Matrix (ECM). Zu den Zelltypen des Knochengewebes
gehdren hauptsachlich Osteoblast®steozyte und Osteoklasten.

Osteoblasten bilden die Knochenmatrix und differenziestech letztendlich zu
Osteozyten, welche die zahlreichste und langlebigste Population der Knochenzellen
darstellen Osteoblasten durchlaufen wahrend ihrer Entwicklamge Sequenzon drei
aufeinander folgenderPhasen Zellproliferation, extrazellulare Matrixreifung und
Mineralisation[1]. Nur vollstandig differenzierte Osteoblasten sind in der Lage die
extrazellulare Knochenmatrix zu bilde®ie Hauptkomponenten der extrazellularen
Knochenmatrix sind zu 45% anorganische Mineralien wie die zahlreichen
HydroxylapatitKristalle und zu 30%organische Materialien wie die hauptsachlich
vorliegenden KollagenfibrillenDen Osteoblasteim ihrer Funktiongegenubegestellt

sind die Matrix abbauenden OsteoklasteDer Osteoklastenhaushalt wird Uber
verschiedene Wirkstoffe mal3geblich durch die Oiskesten beeinflusst[2,3].
Ausschlaggebende Faktoren sind vor allem der Osteoklasten aktivieRauadgptor
ActivatorofNFe B Li gand ( RANK leperirs weleheg alsGangrezepfor o
fur RANKL fungiert und sodessenWirkung hemmt.Beide Molekilewerden von
Osteoblasten sezernierDas Verhdlinis dieser Molekile undiedresultierenden
WechselwirkungeawischendenbeidenKnochenellpopulationersindentscheidend fur

die Bilanz des Knochenumsatzpy. Insbesonderalen Osteozyten wird als einzige
permanent residente Zellpopulation die Rolle Rlsgulator des Knochenumsatzes
zugesprochenEingelagert in die Knochenmatrix und tUber multizellulare Netzwerke
miteinander verbunden, sind sie in der €agiechanische und chemische Signale aus
ihrer Umgebung zu integrieren und sowohl die Knochenbildung als auch die Resorption
zu regulieren. Die Kommunikation innerhalb dieser Netze erfolgt zum einen direkt Uber
Zell-Zell-Kontakte und zum anderen indireligi sezernierte Signhalmolek(6].

Die Zusammensetzung und Struktur des Knochens ist nicht homcgewdern
unterscheidet sich in den inneren als Spongiosa bezeichneten und den &uf3eren als
Kompakta bezeichneten Bereichen. Die Spongiosa bildeemjmaschig vernetztes
Systemdas aus feinen Knochenbélkchen, den sogenaiimgdekeln bestehtund tber

das Knochenmark versorgt wird. Sie wird von der Kompakta umgeteiohe durch
homogene Strukturen, den Osteonen, charakterisiert ist. Osteestehen aus
Knochenlamellen, die konzentrisch dengenannterHaversKanal umschliel3en in
welchem die BlutgefdlRe und Nervenstrange verlaulién interstitieller Flissigkeit
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gefulite Canaliculi durchlaufedas Osteon radial und stehen mit dem Hatensal in
Kontakt Uber diese Kandaleerfolgt die Versorgung der Knochenzellgd]. Die
Belastbarkeit der Knochen ist vor allem abhéngig von jderiligen Gestalt des
Knochens und den mechanischen Eigenschaften des Knochenmaterials. Diese Faktoren
konnen durch Umbauprozesse in gewissen Grenzen angepasst werden. Jahrlich werden
circa 10% desSkelettes umgebau8]. Dieser Prozess dient neben dempassung an
veranderte mechanische Anspriche auch der Vorbeugung von Materialermidung und der
Reparatur von Mikroschadeie Stabilitat der Knochen verandert sich mit dem Alter.

Die Knochenmassaimmt zunachst etwa bis zum 30. Lebensjahrvarringert sich
danach jedockkontinuierlich[9]. Da die heutige Gesellschaft stark den Auswirkungen
des demografischen Wandels unterliegt, nimmt die Inzideme Alterserkrankungen
allgemein stetig zu [10]. Durch verschiedene Faktoren beeinflusst, konmke
Abbauprozesse im Knochen stark beschleunigt ablaDierpathologische Abnahme der
Knochendichte wird als Osteoporose bezeichnet und gehdrt zu den am weiteste
verbreiteten Alterserkrankungemlit zunehmendem Altekommt eshaufiger zu einer
metabolischen Azidosd 1]. Da der pHWert eine zentrale Rolle bei der Steuerung der
Knochenremodellierung spiglt2], erscheint es plausihadlass Osteoporose haufig mit
einersolchenAzidose assoziiert i$.3]. Diese Umsténde gebé&mlass die Rolle des pH
Wertessowohlbei derPathogenese von degenerativen ErkrankumngerOsteoporose

als auch vor dem Hintergrund potentieller therapeutischer Mal3nalysrauer zu
untersuchen.

Neben demEinfluss des extrazellularepH-Wertes, ist die Rolle der mechanischen
Belastung auf den Knbenumbau von gréfl3erer Bekanntheit. Seit langemdast
sogenannte Wolffsche Geséschrieben, nach dem Knochen unter Belastung aufgebaut
und bei fehlender Belastung abgebaut wijidl]. Diese These konnte auf der
makroskopischen Ebene mehrfach bewieg&B], der ihr zu Grunde liegende
Mechanismus jedoch bisher nicht vollstandig aufgeklart werdeahlreiche Techniken
zur Applikation von mechaschen Druck oder Zugkréaften auf Knochenzellen wurden
etablierf um den Mechanismus auf zellularer Ebene zu untersy@léénNeben diesen
direktenStimuli zeigten auch Flissigkeitsstromunger dieaus ihnerresultierenden
Scherkrafteeinen grofRen Einfluss auf das Verhalten der Knochenzélendie Druck

und Zugkréaftebeeinflusstder Flissigkeitsstronsowohl die Expression spezifischer
Proteine als auch dimmorphologischen Eigenschaftder Zellen[17i 19]. Eine &hnliche
Stromungder Flissigkeitin den Canaliculider Knochenbei Belastungkdnnte somit
ebenfalls eien Einflussfaktorauf die KnochenumbauprozesiseFolge mechanischer
Beanspruchungdarstellen.Eine Abgrenzung der verschiedenen Einflussfaktoren ist
selbstin den bestehenden vitro Systemen nicht immer moglich

Um die Mechanismen der Regenerationsprozesse vollstandig zu ergriinden und aus den
Ergebnissen Therapieansatze fiir unsere alternde Gesellschaft ableiten zu kénnen, sind
weitere Untersuchungen und verbessertatro Systeme notig.



Stand der Wissenschaft und Zielstellung 3

2. Standder Wissenschaft und Ziéstellung

2.1 Extrazellularer pH-Wert

In vivo wird der systemische pM/ert stark reguliert und in engen Grenzen von
pH 7,351 7,45stabilisiert[20]. Diese SaurdaseHomoostase wird doh verschiedene
Puffersysteme aufreadthalten.Den grofdten Einfluss auf den S&aseHaushalt im
Blut und in de Geweben hatlas CarbonatPuffersystem Dem Puffersystem liegen
folgende Reaktionen zu Grunde.

CO2+2H0z HCQ+ Hof  230%(+ HCOs

Protonen und Bicarbonddnen kdnnen Uber die Nieren ausgeschieden oder
zuruckgehalten werden. Das giingegen kann Uber die Lungen abgeatmet weidien
schndle Regulation des pHWVertes durch Steigerung oder Abseuokg des CQ
Partialdruckediber die Atmung wird alsespiratorische RegulatidmezeichnetDurch
Fehlatmung kann sowohl eine respiratorische Azidose alsAli4aelose hervorgerufen
werden. Dem gegenbier stehen die metabolische Azidose und Alkalose, denen
Stoffwechselstorungen zu Grunde liegen. Da diesen héaufig weniger schnell
entgegenzuwirken ist, sind sieftmals von groRRerer klinischer Relevaats die
respiratorisch bedingten StérungdesSaureBase Haushalts

Azidoseist in der Pathogenese verschiedener Stoffwechselerkrankimgswiert und
stimuliert unter anderenbei Menschendie Freisetzung von Knochenmineri@l].
Weiterhin wirk sich eineAzidose negatiaufdie Knochenmineralisierungus[12]. Ein
gegenlaufiger Hékt wurde bei einer metabolischen Alkalogeobachtetbei derdie
Knochenresorption inhibierund die Kollagensynthese durch Osteoblasten stimuliert
wurde [22]. Der pHWert spielt damit aucteine zentrale Rolle bei der Steuerung der
Knochenremodellierung [23]. In situ férdert ein niedriger pHNVert die
Osteoklastenaktivitat. Die Osteoklastegrmittelte Knochenresorptiorverlauft bei

pH 7,0maximal und wird oberhalb von pH4 eingestellf24]. Obwohl bekannt ist, dass
der pHWert des intrazellularen und extrazellularen Milieus eine grofRe Rolle bei vielen
biochemischen Reaktionen spielt, sind Studien, die die Auswirkungen dieses Parameters
und den zu Grunde liegenden Mechanisnmusitro unte'suchen relativ selten.Eine
moglicheUrsache kénnte die weite Verbreitungd der gewohnheitsmafige Gebrauch
des Natrium/HydrogencarborBuffersystems in der Kultur fast aller Zelltypen sein.
Dieses Puffersystem stabilisiert einen-@kert von 7,4 um dan systemischen BleypH

zu entsprechelks ist jedoch wahrscheinlicdass die unterschiedlichen Bedingungen in
den verschiedenen Geweben, wie Muskel, Gehirn oder Knochen zu starken lokalen
Anderungen desystemischerpH-Wertes filhrenEinen Hinweis daraufiefern zum
Beispiel Untersuchungen zum pidert im Muskel nach korperlicher Belastuig]. Die

lokal unterschiedlichepH Bedingungen implizierepH-Optima fur die verschiedenen
Zelltypen Diese Optima kénntearheblich vom Bit-pH und voneinander abweichen,
sodass & kritischer Blick auf die spezifischen pH Bedirfnisse der verschiedenen
Zelltypen empfehlenswert zu sescheint In den wenigen Arbeiten, die sich mit dem
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Einfluss unterschiedlicher pM/erte auf Knochenzellen kedsten, wurden die
Zellreaktionen nur uber relativ kurze VersuchsZzeime von 0,818h beobachtet.
Nichtsdestotrotz konnten in diesen Arbeiten deutliche Effekte des extrazellularen pH
Wertes auf den Zellmetabolismus gezeigt werd&ysinger und Ramp behten tber

eine Steigerung der Aktivit@dulter menschlicher Osteoblasten mit steigenderi\at

im Bereich von pH 7.0pH 7,6[26,27]. Weiterhin belegten Studien tiber den Einfluss des
Medium-pH auf die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in eine osteogene
Zelllinie die erhebliche Bedeutung des extrazellularen -Vigéttes n der
Knochenphysiologi¢28,29]. Uber den Einflusginesdeutlich alkalischenMediumpH

auf das Proliferationsverhalten von Osteoblasten gibt es bisher keine ausreichenden
Studien. Um auch diesen Aspekt zu beleuchtenaben im Rahmen dieses
Dissertationsvorhabens  tGber einen langeren  Kulturzeitraum  ausfihrliche
Untersuchugen der Proliferation und der Aktivitat von Osteoblasten bei
unterschiedlichen pAlVerten statiefunden.Untersuchungen zur plbhéngigkeit der
Entwicklungsphasen Matrixreifung und Mineralisierdeamplementierenlas Bild.

Nebeneinempotentiellen therapeisthen Wert, kdnnte die Einstellung des-pHrtes
auch in der 3EZellkultur von grof3em Nutzen sein. Momentan sind die Versorgung mit
Medium und Sauerstoff in deBD-Scaffolds Forschungsschwerpunk89]. Aktuelle
Untersuchungen zielemauptsachlich auf die Etablierung einer dynamischen Kalbur
um die Sauerstoffversorgung zu erhohgsil]. Die Problematik der ausreichenden
Sauerstoffversorgung konnte jedocbnvgeringerer Bedeutung sein als vielmehr die
Entfernung des COaus dem System, um die Anséweg durch gelostes Carbonat zu
vermeidenEine Anpassung des pWertes kdnnte eine einfache Moéglichkedrstellen

um nachteilige Auswkungen auf die Zellproferation und den Zellstatus durch
Ubersauerung des Milieus zu vermeiden sadie Vitalitat der Zellen auch wahrend der
statischen Zellkultur in 3E5caffolds zu verbessern.

2.2 Modifizierte Implantate

Der orthopadische Implant&ektor bildet einen immer gréR werdenden Teil der
biomedizinischen Industrie. Dabei kénnen vier Hauptanwendungen der Implantat
Technologie unterschieden werden, der rekonstruktive Gelenkersatz, Wirbelsaulen
Implantate, orthobiologische Implantate und Tradmalantatg32]. Um ihrer Funktion
gerecht zu werden, misserhmpadische Implantateeben degenerellerStabilitat und
Biokompatibilitat  Eigenschaften  aufweisen, welche an die jeweiligen
Anwenduwngsgebiete angepasst sind Zu diesem Zweck wurden verschiedenste
Biomaterialien mit unterschiedlichen mechanischen und chemischen Eigenschaften
entwickelt und charakterisiefB2]. Implantate kdnnen aus einem einzigen Typ von
Biomaterial bestehen, wie in chirurgischen rostfreien Stahlplattmher aus
verschiedenen modularen Komponenten aufgebaut sein, wie in vielen Huftgelenks
Ersatzsystemen, die  Titan, Kob&lhromLegierury, Polyethylen  und
Polymethylmethacrylat (PMMA) enthalten kdnndittan und seine Legierungen werden
haufig als Implantatmaterialien verwendet, da die sich natirlich bildende Oxidschicht
sowohl biokompatibel als auch bioaktiv [88]. Dennoch gibt es zwei Hauptprobleme,
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denen sich die Implantdtechnologie nach wie vor stellen muss. Die Anfalligkeit des
inerten Implantatmaterials fudie Ansiedlung eingebrachte oder zirkulierende
Bakteren und die sogenannte aseptische Lockerung durch suboptimale Osseointegration.
Als Osseointegration bezeichnet man den direkten strukturellen und funktionellen
Verbund von Implantat und umliegendem Knochengevj@$e Sowohldas Design des
Implantatesals auchdie Materialeigenschaftemissen an digeweilige biologische
Funktion und Umgebungptimal angepasst seirum erfolgreich integriert zu werden.

Um die Osseointegration zu optimieren gibt es diverse StratdgieiModifikation von
Implartatmaterialien kannauf physikalische oder chemische Ansatzen basieren.
Physikalische  Ansétze  beinhaltenhauptsachlich die  Modifikation  der
Oberflachentopographie oderenergie [32]. Durch Verfahren wie Saureatzen,
Sandstrahlen oder Eloxieren kann die Oberflachenrauhigkeit der Materialien erhéht und
so die Adsorption von MatriProteinen und das Anwachsen von Knochenzellen
verbessert werde[85]. Chemische Ansatze umfassen Methoden zur Schaffung einer
bioaktiven Oberflache zum Beispiel durch das Auftragen von Beschicht{8#jeDabei
werden vor allem organische Molektile wie Wachstumsfaktoren, Peptide oder Enzyme in
die Beschichtung eingetragemm spezifische Zellantworten auszulosetéufig wird
Kalziumphosphat als Beschichtungsmaterial verwendet, da es dem Knochensetteria
ahnlich ist und es fur seine bioaktiven Eigenschaften bekar{B86istUm dem Problem

der Implantatassoziierten Infektionen zu begegnewrden ebenfalls Antibiotikain
Beschichtungsmaterialien verwendg7]. lhre routinemafllige Anwendung in der
ImplantatTechnologie ist auf Grund des Risikier Vermehrund\ntibiotika-resstenter
Pathogene jedoch bisher nicht vorgeseh&m.alternativen Modifikationen, die eine
antibakterielle Wirkung versprechen, wird derzeit intensiv geforscht.

2.3 Mechanische Stimulation

Bereits im 19. Jahrhundert erkannte man, dass Knochen unter Belastyelgaait und

bei fehlender Belastung abgebaut wird. Diese Beobachtung wurde in dem sogenannten
Wolffschen Gesetz formuliefiL4], welches bis heute Giltigkeit hat. In drrsdiesem
Gesetzabgeleiteta AMechanostathypbte s e i gi bt Fr o smtdemeeinn | nt er
Knochenaufau und -umbau stattfindenkann, wahrend eine mechanische Ubmder
Unterbelastunglestuktive Reaktionen des Knochens auslfg8,39] So kdnnen lange
Ruhezustande des Skelettsystensn Beispiel durctBettlagerigkeitoder funktionelle
Immobilisierung eine massive Abnahme der Knochersgtahzzur Folge habef0,41],
wahrend eine erhdhte mechanische Belastung nachweislich zu einer Zunahme der
Knochenmasse fiihfd2]. Der zu Grunde liegende Mechanismkennteauf zellularer
Ebenebis heutenicht vollstandig aufgeklart werden, de&dnochenregeneration esghr
komplexer Prozessst, der vielfaltigen Regulationmnechanismenunterliegt Neben
hormonellen und nervalen Regulationsmechanismendeininechanischen Reizerine
zentraleBedeutung zugeschrieben.

Bei mechanischer Belastungirken Dehnungs und Kompressnsprozesseauf die
Zellen ein Das Ausmald der Dehnung wird itr&@n angegeben und berechnet sich aus
dem Quotienten der Langenoder Flachenanderung zu der Ursprungslange
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beziehungsweiseflache. Physiologische Werte cewanken zwischen nur wenigen
pStrain bei geringer Beanspruchung bis Uber 3Q8@ain bei starker Belastupgie zum
Beispiel beim bergab Laufe43]. Zahlreiche Techniken zur Applikation von
mechanischen Druekoder Zugkraften auf Knochenzellemurden etabliert, um den
Mechanismus auf zellularer Ebene =argrinden[16]. Da es be Belastungen
wahrscheinlich auch ZBewegungeer Flissigkeitsséule in den Canaliculi der Knochen
kommt, wurden aben @n Druck- oder Zugkrafterauch Scherkraftauf ihren Einfluss

auf Knochenzellen untersuchlWie die Druck und Zugkrafte beeinflusst de
Flissigkeitsstrom sowohl die Expression spezifischer Proteine als auch die
morphologischen Eigenschaften der Zell&vi 19,44] In den bisherigen Arbeiten zum
Thema der mechanischen Stimulation wurde haufig nur der direkte Einfluss eines
einzelnen Faktors auf eine bestimmte Zellart untersusbbei es sicloftmals um
Osteobhsten handele [45,46] Da Osteozyten die bei Weitem grofRere
Knochenzellpopulation ausmachen und in den Knochenstrukturen selber verankert sind,
ist es jedoch wahrscheinlicher, dass Osteozyten als Mechanosensoren dienen.
Mittlerweile ist diese These allgemeineskannt und der Fokus der Forschung verschiebt
sich auf die Mechanismen, die den Osteozyten erméglidleemechanische Belastung
wahrzunehmen undeiterhin auf dieZellantworten die daraufhin dieRegulation des
Knochenumbaus bewirkda7,48] Es gibt viele Signalmolekile, die von Osteozyten als
Reaktion auf eine mechanische Stimulation sezerniert werden und mit dem
Knochenanabolismus verbunden sind. Zu ihnen gehéren zum Beispiel NO, ATP, PGE2,
SOST, DKK1, IGF1l, SDF1 und FGF23[6]. Obwohl bekannt ist, dass alle
Knochenzelltypen einander tb8mgnalmolekile wie die hier aufgefiihrtbaeinflussen

[49], sind Studienin denen das Zusammenspiel verschiedener Zellarten in Spst@m
betrachtet wirdimmernoch selten.

2.4 Co-Kultur

Um zellulare Mechanismen unter mdglichst konstanten Rahmenbedingungen
untersuchen zu kénnen, wurden verschiedenéro Systeme entwickelt. Diese erlauben

es Zellantworten auf einen definierten Stimulus hin zu analysier@hne dass
Umwelteinflisseund systemische Gegenregulationdi® Ergebnisse Uberlagern oder
verfalschenUm den Versuchsaufbau moglichst simpel und eindeutig zu gestaltda w

in den meisten Fallen nur ein einzelner Zelltyp beziehungsweise nur eine bestimmte
Zelllinie betrachtet.Nachdem mittlerweile jedoch viele grundlegende Mechanismen
bekannt und verstaen sind, rickt das Zusammenspiel verschiedener Zelltypen immer
mehr in den FokudDie in fast allen Geweben vorkommenden Fibroblasimenzum
Beispielin vitro einenerheblichenEinfluss aufzahlreiche andere Zelltypgb0]. Sie
kénnen sowohl das Wachstum als auch die Expressionsmuster von Zellen beeinflussen
und sind daher mitunter in der Tumorforschung von grof3em Intdtfs&berfalls mit
Hinblick auf pathologische Zustdnde werdeo-Kulturen aus Lungenepithelzellen und
Immunzellen genutztum die Auswirkungen von Feinstaub und Nanopartikeln auf die
Lunge zu studieref5l]. Ein weiteres Forschungsgebiet, in dem-Kidturen haufig
Anwendung finden, ist die Stammzellforschung. Sowohl inNiewrologie als auch in
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der Orthopadie konnten intensive Wechselwirkungen zwischen Stammzellen und
ausdifferenzierten Zellen gezeigt werd88,53] In der orthopadischen Forschusajlen
sich diese Wechsel wir kumigsaenth gviormr e earl il regi
gemacht werden, um mit GefalRen durchzogenes Knochengewebe zu erfeljgen
Zuvor trugen CeKulturen aus den verschiedenen Knochenzelltypen bereits zu der
Erkenntnis bei wie Osteoblasten den Osteoklastenhaushalt beeinflussen und so den
Knochenumbau steuerf2,3]. Heute befassen sich Studi@ermehrtauch mit den
Ostezyten, welcheauf Grund ihrer Lage innerhalb der Knochenmatnm den
damaligen Methoden fuUntersuchungen nur schwer zugénglich warStudien, in

denen @r Einfluss der Signallibertragung zwischen Osteozyten und Osteoblastgasund
Zusammenspiel zwisen diesen beiden Zellpopulationen betrachtet werden soll, finden
bishertrotzdemzu meist nur mit Hilfe konditionierter Meeh statt[55,56] Bei diesem
Vorgehen kann jedoch nicht abgeschatzt werden ob die Konzentratiatetkger
Signalmolekile oder &ond mesanger, wie zum Beispiel NOnd PGE2wéahrend der
Medienubertragung in unphysiologische Bereiche verschoben wird. Aus diesem Grund
soll der im Rahmen dieser Doktorarbeit geplante Versuchsaufbau angepasst werden, um
besser den physiologisen Bedingungen zwnesprechen.

i zZmu

2.5 Zielstellung

Zellen sind in ihrer Mikroumgebung zahlreichen Stimuli ausgesetzt. Zu ihnen gehdren
beispielsweise Zellell-Interaktionen, losliche Faktoren sowie das Einwirken
physikalischer Krafte. Diese Stimuli l16sen spezifische Zellantwoaes, zu denen
Proliferation, Differenzierung und eine verédnderte Biosynthese gehéren kddieen.
untenstehende Abbildung gibt eine allgemeine Ubersicht diverser Stimuli und
Zellreaktionen wiederDie vorliegendeArbeit befasstsich mit den Auswirkungen
augiewahlter Stimuli auf das Verhalten von Knochenzellen

Mikromilieu | Zellreaktionen |

Stimuli

Proliferation

/ —— ——
/ -5 Apoptose
)

/

- P
- P

Losliche Faktoren

.0 9\ .
Zell-Zell- L T 2
Interaktionen
. Differenzierung
. /-—v
Zell-ECM- ——e
Interaktionen

Physikalische Krafte

‘\J_L/' e, / \ i Migration
. o P
o DAY

Metabolismus und Biosynthese

Abbildung 1 Ubersicht Stimuli und Zellreaktionen nachOu und Hosseinkhani[30]

Eines der Hauptanliegen

Kultivierungsbedingungen flr

dieser Arbeit war die Optimierung der
Osteoblasten vitro. Dazu sollen ausfihrliche

BN
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Untersuchungen der Proliferatgphase sowie der Differenzierungphasen
Matrixreifung und Mineralisierung bei unterschieten pHWerten stattfindenDie
Optimierung der Parameter vitro kannnicht nur eine Verbesserusigdglichkeit fur die
Zellkultur darstellen, sondern auch neue Moglichkeiten zur Behandlung von
Knochendefekten aufzeige8o sollhier weiterhinein Modellystem furein Implantat
vorgestellt werdenwelches in der Lage isten pHWert in der Mikroumgebungu
modifizieren Beurteilt wirddessen Einfluss adfelleigenschaften von Osteoblasten wie
zum Beispiel Wachstumsverhalten, Metabolismus und Biosynthese

Um die der Knochenregeneratian Grunde liegenden Prozedsesser zu versteheist

die Etablierung eines modifizierbarém vitro Modells, in dem verschiedene Faktoren
einzeln variierbar sind und welches gleichzeitig mdglichst den physiologischen
Bedingumen entspricht, erstrebenswefin weiteres Anliegen dieser Arbaitar daher
erste Anséatze zu einem solchen Modell verfolgen Zu diesem Zweckvurdeein Co
Kultur-System etabliert, in demé&hrend der Kultivierung eine mechanische Stimulation
erfolgen lonnte. Hierbei wurde sich vor allem mit den Wechselwirkungen zwischen
Osteozyten und Osteoblasten befasstobei vorrangig die Osteozyten einer
mechanische Stimulation ausgesetzt werdenDadurch tragt dieses System
gleichermal3en der vielfach postulierteed®@utung der Osteozyten als Mechanosensoren
sowie der Effektorfunktion der Osteoblasten Rechnung.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate

Geréat

Hersteller

COz Inkubator

Mikroskop CK 40

Konfokales laserRasterMikroskop
Zentrifuge Rotofix 32 A
Zentrifuge himac CT15RE
LumiStar

PolarStar

Automated celtounter TC20
pH-Meter Five Easy

InLab Mikro-pH-Elektrode
Microplate reademfinite 200 PRO
7900HT Fast Realime PCR System

Nanodrop 1000

Agilent Bioanalyzer 2100
GeneChip® Hybridisierungsofen 645
GenechipScanner 3000

Ibidi Heating System (universal fit)
USB-Kamera

Ultraschallsensoinkl. Software

SANYO (Panasonic), Hamburg, DE
Olympus GmbH, Hamburg, B

Carl Zeiss, Jena, DE

Hettich Lab Technology, Tuttlingen,E®
Hitachi, DisseldorfPE

BMG Labtech GmbH, Ortenberg, D
BMG Labtech GmbH, Ortenberg, D
BioRad Laboratories GmbH, Miinchen, D
Mettler Toledo, Giel3en, DE

Mettler Toledo, Giel3en, DE

Tecan Group Ltd, Mannedorf, CH
Applied Biosystems, Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientifi@®raunschweig
DE

Agilent Technologies, Waldbronn, DE
Affymetrix, Santa Clara, CA, USA
Affymetrix, Santa Clara, CA, USA

ibidi GmbH, Planegg / Martinsried, DE
OCS.tec GmbH & Co. KGNeuching, DE

Fraunhofefinstitut fur Zerstérungsfreie
Prufverfahren IZFP
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3.1.2 Verbrauckmaterialien

Material

Hersteller

Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten
(6-,12 und 24Wellformat)

Testplatten 98Nell transparent

Nunc™ Testplatten 96/Nell weild

BioFLEX® Culture Plates
Zellkultureinsatze ThinCelY, 6-Well
transparent
DunnwandigePUR-Schlauch
Falkons (15ml + 50ml)
Reaktionsgefale

Kultur-Insert 2 Well

p-Slide 2 Well Glass Bottom

3.1.3 Zellen und Medien

Greiner bieone,FrickenhauserDE
SarstediAG & Co, Numbrecht, DE

SarstediAG & Co, Numbrecht, DE

Thermo Fisher Scientifi@raunschweig
DE

Flexcell International Corporation,
Burlington, NC, USA

Greiner bieone,FrickenhauserDE

Raumedi¢c Helmbrechts, DE

TPP, Trasadingen, CH

Carl Roth, KarlsruheDE

ibidi GmbH, Planegg / Martinsried, DE
ibidi GmbH, Planegg / Martinsried, DE

Material Hersteller
MC3T3-E1 Leibnitz-Institut DSMZ, Braunschweig, DE
MC3T3 scl4 LGC Standards, Wesel, DE
bereit gestellt vom Institut fur
MLO-Y4 unfallchirurgscheForschung und

Primare humane Osteoblasten

Kollagen A
U Minimum Essent. i
U Minimum Essent.i

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

2-(4-(2-Hydroxyethyl}1-piperazinyl}
ethansulfonsaur¢HEPES

Fetal Bovine Serum (FBS)

Bovine Calf Serum, Iron Fortified

Biomechanik, Ulm, DE

bereit gestelltvon der Orthogdischen
Klinik und Poliklinik, Rostock DE

Biochrom, Berlin, DE
Biochrom, Berlin, O
PanBiotech, Eidenbach, DE
PanBiotech, Eidenbach, DE

Carl Roth, KarlsruheDE

Gibco, Eggenstein, DE
SAFC, Buchs, CH
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PerStrep-L6sung

Amphotericin B
L-GlutaminL6sung

Ascorbinsaure

Dexamethason
betaGlycerinphosphat Dinatriumsalz
Calcitriol (U1,25(OH)2Vitamin D3)

TrypsinEDTA
(0,5 g/l Trypsin; 0,2 g/l EDTA)

Kollagenase A

Dispase I

3.1.4 Chemikalien und L6sungen

Biochrom, Berlin, DE
Biochrom, Berlin DE

Whittaker BioproductsBaltimore MD,
USA

SigmaAldrich, Steinheim, DE
SigmaAldrich, Steinheim, DE
SigmaAldrich, Steinheim, DE
Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA

Gibco, Eggenstein, DE

SigmaAldrich, Steinheim, DE
SigmaAldrich, Steinheim, DE

Reagenz Hersteller

Phosphate buffered saline (PBS) Biochrom, Berlin, Deutschland
Paraformaldehyd Fluka, Buchs, CH

Alizarin Red S SigmaAldrich, Steinheim, DE

Bovines Serum Albumin (BSA)
4 Npidnidin-2-phenylindol (DAPI)
Phalloidin Konjugat

Trizol

Chloroform
Polyvinylalkohol (PVA)

Titanoxid (TiQy)

3.1.5 Assays Kits und Antikdrper

SigmaAldrich, Steinheim, DE
SigmaAldrich, Stenheim, DE
SigmaAldrich, Steinheim, DE

Thermo Fisher Scientifi@raunschweig
DE

Carl Roth, KarlsruheDE
SERVA ElectrophoresjHeidelberg, DE
Fluka, Buchs, CH

Assay Hersteller
ATPlite-Assay PerkinElmer, Rodgau, DE
WST-Assay Roche Diagnostics, Mannheim, DE

High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit

Applied Biosystems, Waltham, MA, USA
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Anti-Collagen Typ 1 Primaraikorper
(rabbit)

Anti-Rabbit 1IgG Sekundarantikorper
Alexa Fluor 488 Konjugat

(goat)
RNeasy Plusit

RNA-Pico-Chip-Kit

GeneChip® Mose Gene 1.0 ST Arra
GeneChip® Mouse Gerz0 ST Array
TagManE Universal
Primer DMP1 Mm01208363_mjL

Primer FABP4 im00445878 _mjL
Primer SFRP2NIm01213947_mjL
Primer TNFRSF19
(MmO00443506_m}

Primer ATF4 Mm00515324m1)

Collagen alphél(l) chainELISA Kit

SDF1 alpha Mouse ELISA Kit

IGF-1 MouseELISA Kit

Prostaglandin E2 High Sensitivity
ELISA Kit

Rocklandimmunochemicals Inc.
Limerick, PA, USA

Thermo Fisher Scientifi@raunschweig
DE

Qiagen, Hilden, DE

Agilent Technologies, Waldbronn, DE
Affymetrix, Santa Clara, CA, USA
Affymetrix, Santa Clara, CA, USA
Applied Biosystems, Waltham, MA, USA

Thermo Fisher Scientifi@raunschveig,
DE

Thermo Fisher Scientifi@raunschweig
DE

Thermo Fisher Scientifi@raunschweig
DE

Thermo Fisher Scientifi@raunschweig
DE

Thermo Fisher Scientifi@raunschweig
DE

WuhanElAab Science,GuangguguojiCHN

Thermo Fisher Scientifi@raunschweig
DE

Thermo Fisher Scientifi@raunschweig
DE

Abcam,Cambridge, UK
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur und Medien

Im Laufe der Doktorarbeit wurde hauptsachlich mit zwei verschiedenen
Knochenzelltypergearbeitet. Dabehandeltees sichzum einen um die Osteoblasten
Zelllinie MC3T3, sowie deen Subklon MC3T3c14 und zum anderen ueine der
aul3erst wenigen aus Osteozyten entwickelten Zellili©-Y4. Neben Versuchen an
OsteoblatenMonokulturen wurdedie Etablierung einer GBultur angestrebt. bh
mogliche Problemeauf Grundeiner InterspeziesHeterogenitat zu vermeidemvurde
darauf geachtet, dass beidelllinien murinen Ursprungsind Wé&hrend die MC3T3
Zellenursprunglichaus der Calvaria einer neugeborenen Maus extralieden[57],
stammen die MLOY4 aus Rohrenknochen transgener Jeng{b8]. Die Kultivierung
im begasten Brutschran{gesattigte Wasserdampfatmosphare,G75% CO,) und
Passagierung der Zellen vor Versuchsbeginn erfolgten nach Staratakwbllen in T25
KulturflaschenIm Falle der Ostegzen mussten diese zuvor mibkagen A beschichtet
werden. Dazu wurdder Boden der Kulturflasche vorrisaat der Zellen mit 0jbhg/ml
Kollagen A Uberschichtet und fur 3@n bei 37°C inkubiert.Als Kulturmediun wurde
das carbonatpuffenaltige Grundmediura-Minimum Essential MediungUi MEM) mit
2,09/l NaHCQ verwendet unausatzlichmit 10% FBS, 1 % L-GlutaminLdsungund

1 % PentamycirStreptomycinStocklosung versetztDie Kultivierung der MLQOY4
erfolgte im gleichen Grundmedium, jedoch wurde stattsschlieRlichFBS eine
Mischungaus 3% FBS und 3% eisenversetzteiretal Calf SerunfFCS)verwendet

Im Rahmen der Arbeit sollten die Auswirkungen erhdhter extrazellularéNpke auf
das Verhalten von Osteoblasten untersucht werdéfs soll zwischen
Proliferationsverhalten und Diffengierungsverhalten unterschieden werden. Die
Experimente dazu werden im Folgenden getrennt betrachtet.

Proliferationsversuche

Fir die Experimente zur pHibhéngigen Proliferatiowurde pulverformiges Ui MEM
genutzt welches keinen Carbonatpuffer enthdEs wurde entsprechend den
Herstellerangabem Analysenwassegeltst und mit 20nM HEPESals alternativem
Puffersystenversetzt HEPES wurdels Puffereingesetztda es zu den zwitterionischen
Good’s Puffern gehofit9], die anders als die flichtigen Carbonatpuffersysteore
geringfugigvom umgebenden C&Partialdruck abhangen. Damit gie Stabilitdt des
pH-Wertes auch wahrend der Arbeit unter d8terilwerkbank gewahrleistet Nach
Zugabe vori0% FBS,1 % L-GlutaminLésungund 1% der Pentamyck$treptomycin
Losungwurde der jewiig erwiinschte pHWert mit 0,1M HCI- beziehungsweisdaOH-
LésungeingestelltDer optimaleArbeitskereich des HEPEBuffer lieg zwischen pHs,8
und pH8,2 [60]. Um im Zentrum dieses optimal stabilisierten Bereiches zu arbeiten,
wurdenMedien pHWerte zwischen pH,2 undpH 7,8 zur ausfiihrlichen Untersuchung
der pHAbhangigkeiten gewahliNeben den Versuchen bei pk2, pH7,4, pH7,6 und
pH 7,8 wurden fir einzelne Teilversuche auckMedien aufRerhalb des optimalen
PufferbereicheangesetztSowurden zum Beispiel firr eindbbersichtsversuch in 0,2er



Material und Methoden 14

Schritten alle pHwWerte zwischen pH,2 und pHO,0 eingestelltund weitergehende
Versuche bei pH8,4 durchgefihrtZuletzt wurde das Mediurstetssterilfiltriert. Die
Kultivierung fand in einem Inkubator unter atmospharisd®€,-Konzentration statt.

Um alle Wachgsimsphasen abzubildewurden zu Beginnedes Versucslurchlaufes
geringe Zellzahlen ausgesét utidse Kultureris Uber die Konfluenz hinaus untersucht.
Dazuwurden20.000 Zellene Well einer 24Well-Platte in 50Qul Mediumausgesatind

Uber sechs Tage analysiddim die Stabilitader anfanglich eingestellten pWerte Uber

den gesamten Versuchszeitraum zu gewahrleisten, wurde der pH téglich kontrolliert und
anschlieBend die Halfte des Mediums ausgetausuétVitalitat der Zellen und ihre
Proliferation wurda unter Verwendung von Standardverfahrgemessen, welche
gesondert erlautert werdefu ihnen gehdren die Zellzahlbestimmung, die Bestimmung
des WST1l Umsatzes, sowie die Messung der ARéhzentration.Die statisische
Auswertung der Versuchsdaten erfolgte mit Hilfe des Programmes SigmaPlot. Die
einzlnen Versuchsgruppen umfassserfern nicht anders angegeliénalle Messungen
einen Stichprobenumfang von jeweils n=10.

Differenzierungsversuche

Fir Langzeitversuche bei denendie Eigenschaften differenzierter Osteoblasten
untersucht werden sollhewurde auf den Subklon MC3T& 14 zurlickgegriffen. Im
Gegensatz zu debrundzelllinie welche nach mehrfachem Passagieren eine gewisse
Heterogenitat im Ausmal3 der Diffexaerung aufweisen soll, wird dem Subklsnl4
generell ein sehr hohes Differenzierungspotentmalgesprocheri61]. Wie fiur die
Proliferationsversche wurden zu Versuchsbeginn 20.000 Zellen je Well einelvel

Platte ausgesdbie Medien entsprachen in ihrer Zusammensetzung ebenfalls den zuvor
beschriebenen Versuchsmedié&wf Grund des erhdhtezeitlichen Aufwandeswurden

nur wenige pkHWerte zur Uhtersuchungder pHWert abhangigen Differenzierung
ausgewahltAnalysiert wurden Langzeitkulturen bei Medium{Mertenvon pH7,4,7,8

und 8,4. Diese Werte entsprechen dem Standard\Weéit, dem Hochstvert der
urspringlicherProliferationsversuche, sowanem pHWert aul3erhalb des optimalen
Pufferbereiches, der jedoch im Ubersichtsversuch die groRten Veranderungen ausloste.
Nachdem die Zellen Konfluenz erreicht hattemirden Zusatzstoffe eingesetam das
Gleichgewicht weg voriibermafigeProliferation hin zu Differenzierungprozesseau
verschiebenzu diesem Zweckvurdeden MedierlO mg/mlbetaGlycerinphosphatnd
10ng/ml Calcitriol zugesetzt. Fir beide Substanzen sind differenzierungsférdernde
Eigenschaftebeschriebef62,63] Auf Grund der héheren Zellzahlen wurden die Zellen
wahrend der Langzeitkultivierung mitrll Medium (statt 50Qul) tberschichtet, welches

alle zwei Tage zu 7% ausgetauscht wurde. Ein vollstandiger Medienwechsel wurde
vermieden um eine Modifikation des Mediumslurch die Osteoblasten nicht zu
unterdriickenDie Genexpressigrsowie das klzifikationsvermogen der Zellen wunde
nach 14 beziehungsweise 21 und 28 Tagen in Kultur untersa#u wurde
GeneChip®Arrays ausgewertdieziehungsweise ein Alizarin Red Agsdurchgefihrt,

wie nachfolgencerortert.
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Humane Osteoblasten

Neben den murinen Zelllinien wurde im spateren Verlauf auch mit primaren humanen
Osteoblasten gearibet. Diese wurden freundlicheeise van Forschungslabor fir
Biomechanik und Implantattechiogie der Universitatsmedizin Rostock zur Verfugung
gestellt.Die Zellen stammen aus bei chirurgischen Eingriffen entfernten Huftk&pien.
nachfolgend beschriebene  Zellisolationwurde von der  Arbeitsgruppe
Geweberegeneration um Prof. Badearchgefuihrt.

Zunachswurdedie Spongiosa mittels Meif3el aus dem Huftkopf geldst und in eine sterile
mit 20 ml PBS gefiilite Petrischale tbergefuhrt. Nach mehreren Waschschrittga wu
die Spongiosa mit einer Sete zerkleinert, in 5l Falkonsubertragerund mit 3ml
Kollagenase A, 3ml DMEM und @l Dispase Il GberschichteNach 3h auf einem
Schiittler bei 37°C und 120m, wurde die verdaute Spongiosa filtriert und anschlieRend
8 min bei 900rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, das Pellet riml 2
Zellkulturmedium resuspendiert und in eine 25 &sllkulturflasche gegeben. Zuletzt
wurden 7ml DMEM mit 10% FCS, 1% PentamycirStreptomycin 1 % Amphotericin

B und 1 % Hepespufferin die Zellkulturflaschen hinzugegeben. AnschlieRend wurden
vorverdinnte Losungevon As c o r b i r@yeetophesphat fundexamethason
hinzupipettiert sodass Endkonzentrationen von pgdml Ascorbinsaure, 1M -Db
Glycerophosphat und 160M Dexamethason vorlageNach ein bis zwei Tagen bei 37°C
und 5% CQ erfolgte ein Med@nwvechsel bei dem die zahlreichen Erydzyten im
Uberstand entfernt wden. Die Zellen wurdetei ungefahr80 %-iger Konfluenz in
75cn? Zellkulturflaschenim Verhaltnis 1:6 passagiertAnschlieRend wurden die
Osteoblastendd ausreichender Dichte fiir caen Lehstuhl flr Biophysik durchgefiihrten
Zellkulturversuche verwendet.

3.2.2 Zellzahlbestimmung

Fur die Bestimmung der Zellzahl wurdenachstdasjeweilige Medium entfernundder
Zellrasenmit temperiertenPBS gewascherAnschliel3end wurde ausreichend Trypsin
EDTA auf die Zellen gegeben um sie vollstandig zu bedeckiath einer circa 5
minutigen Inkubationszeibei 37C wurde die Trypsinierungdurch Zugabeeiner
entsprechenden Menge FB&ltigem Medium abgestopptund de Zellen in einer
NeubauetZdhlkammer augezahl. Im spateren Verlauf der Arbeit wurde die
Zellzahlbestimmung Uberwiegend mit Hilfe deSutomated cell counter TC20
durchgefuhrtDie Probenaufbereitung erfolgte dazu wie bei der manuellen Auszéhlung.
Bei voraussichtlich sehr geringen Zellzahlen beziebwegse einer geringen
Zellkonzentration in der Probe wurden diese vor der Auszahlung mitp®®ir 5min
bei Raumtemperatur zentrifugiert und in einem geringedefinierten Volumen
aufgenommen.



Material und Methoden 16

3.2.3 WST-Assay

Die metabolische Aktivitatder Zellen sowie die Zellproliferation wurde mit dem
kommerzielle Zellproliferatiors Reagenz WSAL bestinmt. Bei WST-1 handelt es sich
um einwasserldsliche¥etrazoliumsalzEs wird wie in der untenstehenden Abbildung
illustriert, durchdasSuccinatTetrazoliumReduktas&ystem welcheszur Atmungskette
der Mitochondrien gehdrku FormazamgespaltenDie Mengedesgebildeter-ormazan
Farbstoffskorreliert nach Herstellerangabediirekt mit der Zahl metabolisch aktiver
Zellen in der Kultur Ein allgemeines Protokoll befindsich im Anhang.
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Abbildung 2 Spaltung von WST1 in Formazan
EC=electron coupling reagent RS= mitochondrial sucdiegeoliunreductase system

Zur Durchfuhrung des Assaysvurde zundchst dem jeweiligen Kulturmedium
entsprechndes frisches Medium nfit% WST-1-Reagens versetzinschlie3end wurde
dasKulturmediumausden jeweiligen ProbeiWells vollstandigabpipettiert und midlem
gleichen Volumenfrischen WST- Mediunms ersetztEs folgte eine einstindigekubation
bei 37°Cim zur vorherigen Kultivierung verwendeten Inkubatduletzt wurden die
Kulturiberstéde mit je vier Replikatena 100l in eine transparente 98Vell-Platte
Ubetragen Als NegativKontrolle diente ohne Zellkontakhitgefuhrtes WSIMedium.
Die optische Absmption konnte in einem Plattenreadetbei 450nm mit einer
Referenzwellenlange von 620n gemessewerden(Software Fluostar Galaxy)

Da keine Informationen zu einer eventuellen-pbhéangigkeit des Assays vorlagen,
wurden rben den die ProliferationsversechegleitendeWST-Assays,weitere Tests
durchgefuhrt um die Eigenschaften dieses Assays eingehender zu untersufinen.
diesem Zweckvurden zweiTess bei gleiche ZellzahldurchgefuhrtDazu wurden &
MC3T3-Zellen jeweils in hohe Dichte (etwa 250.000Zellen pro Well einer 12Well-
Platte) ausgesatnd unter StandarebH-Bedingungenkultiviert bis sie adhéent und
konfluent waren

In einem ersten Ansatz wurden auch wahrend der Inkubationsziit alle Proben
StandarebH-Bedingungenbeibehalten Erst nachdendie Uberstande in die 9%/ell-
Testplatten Ubertragen wurden, erfolgte eine Anderung deg/e@ttes. Dazu wurden
jeweils 10ul einer NaOHLG6sung in verschiedenen Konzentrationerm{d, 10mM,
100mM und 1M) in die Testwells hinzugegebetwus einem Probenvilevurden jeweils
zwolf Replikate in die Testplatte Ubertragen, sodasztlich jede der vier NaOH
Konzentrationin je drei Replikatengetestet werden konnténsgesamt wurden sieben
Probenwells untersucHba das Probenvolumen zu gering war um derVpétt direktin
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denTestwells zu messen, wurdeed entsprechendeH-Wert in einem groéf3eren Volumen
mit demgleichenKonzentrationsverhaltnisrmittelt

In einem zweiten Ansatewurde derAssay dann bererschiedenen phVerten(pH 7,4

7,8 und 8,4 wahrend der iastiindigeninkubation durchgefihrt Die Zellzahlen aller
Probenwells wurden wie unter dem Abschnitt
Die Ergebnisse der photometrischen Messung konnten so auf die jeweilige Zellzahl
bezogen und als Absorption praviio. Zellen ausgedrickt werden.

3.2.4 ATPIite-Assay

Adenosintriphosphat (ATP) ist ein Nukleotid, welchasbiologischen Systemeals
universeller Energietrager dient. Es wiiot alle grundlegenden energieverbrauchenden
Prozesséendtigt beispielsweisdiir die Syrthese organischer Molekllden aktiven
Stofftransport, sowidélir mechanische ArbeiDie ATP-Konzentration stellt somit einen
Indikator fur die zellulare Leistungsfahigkeit und Vitalitat ddm auf den zellularen
Status sowie indirekaufdie Proliferaton der Kulturerschlie3en zu kénnemvurde de
zellulare ATP-Konzentration mit  dem handelstblichen ATP-Lumineszenz
DetektionstestsSystem ATPIite® analysiert.In Vorbereitung auf das Assay musste
zunéchst eine ATHRonzentrationsreihe pipettiert werden. Dazurde der mitgelieferte
ATP-Standard(10 mM) in einem ersten Schrittnit FBS-freiem Medium1:100 auf
100pg/ml verdunnt Im zweiten Schritterfolgte das Asetzen der Verdinnungsreihe
durch serielles Verdiinnen im Verhaltnis 1:2. Insgesamt wurden so aofinhungen
von 100-0,78ug/ml in FBS-freiem Medium hergestelit.

50 ui 50 uf 50 ul 30 uf 50 u,f 50 ul 30 ul
1 u:fATP
Smndard
99 ul
Medium
100 2 P 6,25 Fd3 1,56 0,78
ug/ml Ltg/mi ug/mi ug/ml ug/ml ugiml ugiml ug/ml

Abbildung 3 Pipettierschema der ATRKonzentrationsreihe
Dargestellt ist dagpischePipettierschema zur Herstellugiger ATRKonzentrationsreihe ausreichend Yorlage von zwei
Standardreihen in einer-9ell Testplatte.

Zur Durchfuhrung des Assaywurde das Kulturmedium vollstdndig aus den zu
untersuchenden Wells entferAmnschlieRendvurden die Zellen mit dem mitgelieferten
Zelllysispuffer Gberschichteind kurz bei 37°C inkubiert. In dieser Zeit wurden in einer
weillen 96Well Testplatte die ATHRStandardreihe und die Blanks pipettiert. Dazu
wurden sowohl fur die Standardreihe als auch fir die Blanks zunachbt g€ispuffer

je Well vorgelegt. AnschlieBenagurden entweder 100 Medium fir die Blanksoder

90 pl Medium undje 10pul ausder Konzentrationsreihe fiir die Standardrelitiezu
pipettiert Flr die Proben wurde die zweifache Menge an Medium zum Lysispuffer in den
Wells hinzugegeben. Das homogenisidrysat wurde nachfolgend in vier Replikaten
a’150ul je Probe mit in die Testplatte Ubertragen. Zuletzt wutigeReaktiondurch
Zugabevon je 100ul SubstratpuffegestartetNachdem dieTestgatte fur 210 min im
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Dunkeln inkubiert wrde konnte die Luminezenzmessungn einem Platten-Reader
erfolgen Ein entsprechendes Protokoll befindet sich im Anhang.

3.2.5 Alizarin Red Assay

Die Fahigkeit der MC3T3-Zellen zur Matrixmineralisierung wurde mit einem
kommerziellenAlizarin Red S Farbeassayuntersucht Alizarin ist ein Anthrachinon

Derivat und bildet mit Kalzium einen rot gefarbten Chelatkomp[€4]. Durch diese
Eigenschaft ist der Farbstoff geeigneim Kalzium in Geweba und Zellkulturen

nachzuweisenVor Beginn der Farbungmusste eine 4M Stocklosung aus dem
Alizarinpulver hergestellt werden. Dazu wurdeg 8es Pulvers in 10@ destilliertem

Wasser gelost. ® die Farbereaktion vom pWert abhangigist, musste dieser
kontrolliert und gegebenenfalls mit Ammoniumhydroxid auf 44,3 Korrigiert

werden. Vor Gebrauch wurde die Stockldsungid destilliertem Wassererdinnt.

Fir diesen Versuch wurdeniedZellen zum einenunter StandargpH-Bedingungen
(pH 7,4 und zum anderemei pH 7,8 beziehungsweise p8}4 kultiviert. Sobalddie
ZellenKonfluenz erreicht hattemvurde das Medium mitO mM betaGlycernn-phosphat
und10 nM Calcitriol erganzt Der Kalzium-Nachweis erfolgte jeweils nadld Tagen und
21 Tagen in Kultur Fur die Farbungvurdeder Zellrasenzunachsimit PBSgespultund
durch die Zugabe voa % Paraformaldehydbei 37C fur 15min fixiert. Nach einem
weiteren Waschschritinit destilliertem Wasser wurderdie Zellen mit de 10 mM
Alizarin-Farbddsunguberschichtet undir 5 mininkubiert Die tberschiissige Losung
wurde anschlieRend abgenommen ded Zellrasen mehrfacimit destilliertem Wasser
gesplilt Die Farkeagebniss&onntenmit einem Lichtmikroskopuntersuchiverden Ein
Protokoll in Kurzbrm befindet sich im Anhang.

3.2.6 GeneChip®Arrays und PathwayAnalyse

Die zu untersuchendegrellen wurden zunachst mit Hilfe des imNeasy PlusKit
enthaltenden RT{PlusPuffer lysiert AnschlieRend wurddie RNA nach dem Protokoll
des Herstellers extrahiemhd die Gesan#RNA der Proben photometrisam Nanodrop
1000 System quantifizierDie Integritatder RNAProbenwurde mit Hilfe eines RNA
Pico-Chip-Kits in einemAgilent Bioanalyzer 210@iberprift Die ausgegebene RNA
Integrity Number (RIN) gibt auf eine®kala von 1 (vollkommen zersetzt) bis 10 (vollig
intakt) die Qualitat der RNA wider. Es wurdirallen AnsatzeiVerte zwischen 9,3 und
9,8 erreichtFir die Expressionsanalyse wurden 200RNA eingesetzt.

Die Analyse erfolgte gemald den Anweisungen destdkers in Affymetrix Genechip
Mouse 2.0 ST ArrayDassogenanntéWhole TranskriptonProtokolfiwurde durch die
EinfUhrung von T7 PromoteFagsin alle RNA Molekilegestartet unddRNA durch die

in vitro Transkription nach Eberwing5] hergestellt Um einen sogenannten 3"Bias zu
vermeiden wurden alle RNA Molekile linear amplifiziert und anschliel3end aufgereinigt.
Die Hybridisierung wurde ireinemGeneChip® Hybridisierungsofen 64gi 45°Cuber
Nachtdurchgefuhrt. Diehergesteliten Mikroarrays wurdemletztmit einemGenechip
Scannebbei 0,7um Aufldsungeingelesen
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Die primare Datenanalyserfolgte mit der Affymetrix Expresion Console 1.4.1.46
Software einschlieBlich de Robust Multiarray Average(RMA) Modul zur
Normalisierungler einzelnen Chip®ie Auswertung der erhaltenen Transkript®aten
erfolgte mit Hilfe der Software Transcriptome Analysis Console v3.0, welchdadlse
von der Herstellerfirma Affymetrix online bereitgestellt wurdeie vollstandigen
MicroarrayDaten stehen in der Gene Expression Omnbatenbank (GEO Beitritt:
GSEB84907) zur Verfugundnterschiede zwischen den Ansatrairden als signifikant
angesehen, \@nn der korrigierte FDR-jVert bei<0,01lag und ein Fold Change ven2|
erreicht wurdeDer Fold Change berechnet s@htsprechend den Herstellerangaben von
Affymetrix [66] nach folgendem Prinzip:
C h  YQQd & dDh o Ok

P C h  "YDE HE&E DO o O
Die Listen aller differentiell exprimierten Gene wurden in das Progrdnganuity
Pathway Analysegon Ingenuity Systems/Qiagemportiert umauf der Grundlage von
bestehenden Datenbankars den experimentell erhaltenent®aregulierte Signalwege
und globale Netzwerke zdentifizieren Die so extrahierten Signalwege und Netzwerke
wurden auf ihre jeweilige Relevanz fir den untersuchten Zelltyp Uberprift und
offensichtlich irrelevante Signalwege wie zum Beispiel jene betifend die
Spermienmotilitat oder die Ausbildung neuronaler SynapmesgeschlosseStandare
z-Scores wurden vwvendet, um die Aktivierung (z%) oder Repression 1)
bestimmter Wege zu beurteildfiir zScores nahe Nudirlauberkeine Prognosen

O¢ @ E QQ

Zur Vdidierung dererhaltenerDaten wurdedie Expressiorausgewahlter Gene erneut
mittels quantitativerreattime PCR analysiert unohit den GerChip-Daten verglichen.
Untersucht wurderfunf Gene, die in den Ge@Ghip-Experimentenbesondersstark
reguliertwurden oderfur die terminale Funktion von Osteoblastds besonders relevant
angesehen wurdeP1, FABP4, SFRPZITNFRSF19und ATF4).Die zuvor fur die
GenChips verwendeten RNRrobenwurden dazauf 800ng pro 20ul Probe eingestellt
und zunachst mit Hilfeines High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit nach den
Herstellerangaben in cDNA umgeschrieb&ie anschlieBende retime PCR wurde
unter Verwendung des TagMan Universal PCR Master Mix und vorgefertigter Primer
und Sonden in einem 7900 Hochdurchsaéquenzdetektionssystemrdhgefihrt.Der
Mastermix wurde mit folgenden Volumina je Probe angesetzt:

DPEGH20 8,0l
2x innuMIX gPCR MasterMix 10l
Primermix 1,0ul
cDNA-Probe 1,0ul

Die Proben wurden in Triplets mitinem Gesamtvolumen voje 20 ul gemessenAls
ReferenzgedienteGlyceraldehye3-phosphatdehydrogenase (GAPDRB)e Ergebnisse
wurden mit Hilfe des relativen Expressie@isftwareTools REST384 (http://rest.gene
guantification.info/) analysiert.
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3.2.7 Anfertiqgung eines Mod#&lystems flrein alkalisierendes
Implantat

Im Rahmen der Doktorarbeit wurde em vitro Modelsystem entwickeltum die
Moglichkeiten einer alkalisierenden Modifikation von Implantaten zu untersuchieh.
des Modellsystems war es den Medien\Mdrt im System Uber eém moglichst langen
Kultivierungszeitraum in einenvergleichsweisealkalischem Bereichvon pH7,6 i
pH 8,4 zu stabilisierenDas Modell wurde soweit wie mdglich vereinfaaintn moglichst
viele StorgréRen und Fehlerquellen awsshlielRen und sorobuste Ergenisse
produzieren zu kdnnen. Bairde reduziert audine alkalisierenden Matrix, eine Modell
Implantatoberflache undiel darauf anwachsenden Knochenzell&ts Matrix wurde
nach diversen Vorversuchezin biokompatibles ElektrolytGel augewahlt. Auf diese
Tragermatrix wurde Scheiben aus enem typischen Implantatmateriakls
Kulturoberflachegesetzt. Um den Stoffdurchtritt aus der Matrix zu gewébhrlejsten
wurden dies&cheiberdurch das Einbringen vielzahliger Locher durchlassigkturiert
Sie werden daer im Folgenden als Lochplatten bezeichAds. Knochenzellen dienten
die im Laufe der Arbeit bereitsausfuhrlich untersuchten MC3TZellen Als
OsteoblasteiZelllinie stellen diese Zellen ein geeignet@snn auch stark vereinfachtes
Modell fir die Regenetionsprozesse an Implantaten dar. \Wachstumkann als ein
Indikator fur die Osseointegrationbetrachtet werden Untersucht wurde das
Wachstumsverhaltesowie die Genexpressiater MC3T3Zellen nach Aussaat in die
Systemelm Anschluss an die Versuchat der Zelllinie wurde im Weiteren mit primaren
humanen Osteoblasten gearbeitet, um einschéatzen zu kénnen ob die erhaltenen
Ergebnisse auf den Menschen Ubertragbar sbi Herstellung der einzelnen
ModellsysteraKomponentersowie der entsprechende Ansdéer Kontrollenwerdenim
Folgenden naher erlautert.

Herstellung delLochplatten

Im Modellsystem dienen die Lochplatten der Imitation einer modifizierten
Implantatoberflache. Als ein Material, welches typischer Weise flr Implantate verwendet
wird und aul3etem leicht zu bearbeiten ist, wurde Titan zur Herstellung der Lochplatten
ausgewahlt.Zur Anfertigung der zu besiedelnden Platten wurden Kreise mit einem
Durchmesser von 2hm aus 15Qum dicken Titanblechen heraus geschnitten. Mit diesen
Abmessungen passeaie leicht in die Wells einer handelsiiblichen\/2ll-Platte. Die
Bearbeitung der Titanbleche erfolgte an d&chweitechniscime Lehr- und
VersuchsanstalRostock.Zum Heraustrennen der Kreiseurde ein hfrarotLaser mit
1030nm und einer Brennweite vdi)0 mm bei einer Leistung von & verwendetMit

einer Schneidgeschwindigkeit von 580n/s und einer Pulsfrequenz von 66kb€z
wurden die Kreise in 60 Wiederholungen aus den Titanblechen gelést. Um die Platten
durchlassig zgestaltenwurden im Abstangon 500um Locher mit einem Durchmesser
voncirca50 um gelasert. Zu diesem Zweck wurden die Parameter des Lasers angepasst.
Bei einer Leistung von 5%, einer Schneidgeschwindigkeit von 10@é/s und einer
Pulsfrequenz von 20KkHz wurden die Locher mit ®0Wiederholungen schrittweise in

die Platten eingebracht Die Ergebnise wurden mit einem Konfokalmikroskop
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kontrolliert. Entsprechende Aufnahmen sind in den unten stehenden Abbildungen
gezeigt. Vor Verwendung in der Zellkultur wurden die Titanplatten steim
Ultrasdhallbad gereinigt und fiir 300bei 75% Leistungmit Luftplasma behandelt.

50.0000pum - %
t G

1000.0

0.0pm 0.0pm

Abbildung 4 Ausschnitt einer Lochplatte zur Abbildung 5 Ausschnitt einer Lochplatte zur
Darstellung der Lochgrdf3en und abstande Darstellung der Ausmal3e eines Loches
Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen wurde Die konfokalmikroskopischen Aufnahmen wurde
derSchweildtechnische.ehr- und Versuchsanste derSchweil3technische.ehr- und Versuchsanste

Rostock angefagt. Rostock angefertigt.

Herstellung PVA

Wahrend die Titaplattenals Wachstumsflache dienen, besteht die Aufgabe der darunter
liegenden Matrix darin depH-Wert des Kulturmediums tber einemiglichst langen
Versuchszeitraum auf Werte zwischen pj8 1 pH 8,4 anzuhebenZur nachhaltigen
Modifikation des Medim-pH-Wertes ist e Tragermatrix mit Reservekigenschaft
notwendig. Diese muts den Anspriche der Biokompatibilitat genlgen und
idealerweise leicht zu verarbeiten sein. Auf der Suche nach einer solchen Waitix
zufallig ein neuer PolymerElektrolyt, welcher in ZinkNickel-Batterien Verwendung
fand, als vielversprechender Kandidat entdedkfZ/]. Da das Polymer mit
Polyvinylalkohol(PVA), Titanoxid(TiO2), Wasser und Kaliumhydroxid als Elektrolyten
ausnur wenigen Komponenten bestght esrelativ einfachin der Herstellung. Um eine
potentiell zytotoxische Wirkung zu hoher Konzentrationen Kalium zu vermeiden, wurde
Natriumhydroxid als Elektrolyt eingesetZiur Herstellung eines Gelsit 1 M NaOH
auseichend zur Befiillung einer Petrischale mit d®¥ wurden folgende Mengen
bendtigt

PVA 6,04
TiO2 30g
NaOH 2,39

A. dest 60 ml
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ZunachstwurdedasNaOH eingewogen und nach Zugabe des Wasseeghem 100ml
Becherglageltst. AnschlieRend wurden dagA und das Titagioxid in die Natronlauge
Ubegefuihrt und die Losunginter standigem Rihrdangsamauf 8°C erwarnm. Nach

zwei Minuten bei 89°C war die Losung noch pipettierfahig und musste zigig in die
Petrischale Gbertragen werden. Das Gel wurde fisma.48 h bei Raumtemperataum
Sedimentierenstehen glassen, bevor der Uberstand abgenommen werden konnte.
Anschliel3end wurde das Gel ohne Abdeckung bei 40°C im Trockenschrank ier 24
getrocknet Wahrend des Trocknungsprozessagssste das Gel regeéi3ig beobachtet
werden um eine zu weit gehende Austrocknung und dadurch bediNgisproderzu
vermeiden.Vor Versuchsbeginn wurden die Gele stets zum Quellen entwedeMin 1
NaOHLosung fur die Anséatze oder im Falle der Kontrollen in destilliertem #ass
eingelegt. Fur die Kontrollen wurde das NaOH soweit wie mdglich aus den Gelen
ausgewaschen. Dazu wurden die Gele mit je destilliertem Wasser pro Gel
Uberschichtet. Das Wasser wurde Uuber mindestens funf Tage zweimal téglich
ausgewechselbevor am Veotag des Versuchsbeginnes Gelscheiben in der passenden
Grol3e ausgestanzt und in PBS ijeirhrt wurden. Die NaOkbeladenen Gele wurden
ebenfalls ausgestanzt uiader Nacht in PBS eingeleg§im osmotischen Stress auf Grund
eines Konzentrationsgefalles zwhen Medium und PVAGel zu vermeiden wurden die
Gele in 12Well-Platten tbertragen urindchstnit 2 ml Carbonat gepufferteedium
UberschichtetNach einerl2-stiindigen Inkubation bei 37° im G@egasten Inkubator
wurde abr pHWert der entsprechenden Wbstinde uberprifum einzuschatzen ob die
gewlnschte alkalisierende Wirkung beziehungsweise die vollstandige Auswaschung
erreicht wurde AnschlieRend wurde das Medium ausgetauscht bevor itheplatten
eingebracht und die Osteoblasten ausgesat wurden

Kultivierung der Osteoblasten

Die Kultivierung der Zellen vor Versuchsbeg
Medi enfi b &lsdeersuehb ien Modeslystem wurden 50.00dC3T3-Zellen
beziehungsweise 100.000 humane Osteoblgsténtanplatteausgesét und in je ral

carborm t g e p u f-¥EW bezéehungsweise DMEM kultivierEir Untersuchungen

des Anwachs und Proliferationsverhaltens wurden die Zellen bis zu sieben Tage

kultiviert. Nachvier Tagen in Kultur wurde 50 % des Mediums gewechsefin Tag 1,

3, 5 und 7erfolgten jeweils ein WSTAssay sowie die Bestimmung der Zellzahl mittels
Neubauerkammeum die Proliferation zu beurteilem dabei storende Einfliisse der
alkalisierenden Matrix auf die verwendeten Reagenzien zu vermeiden, wurdeallste

Titanplatten zunachst in eine neue Zellkulturplatte Ubertragen.

Um das Anwachsverhalten der MC3Z8llen und die Sekretion von Kollag&nim
alkalisierenden System (nachfolgend auch als Ansatz bezeichnet) und der Kontrolle
miteinander zu vergleicime wurde n weiteren Versuchen an Tag 7 eine
Immunfluoreszenzfarbunglurchgefihrt. Die Durchfiihrung ist im Folgenden unter

AFl uoreszenzf 2r bu n\Ydierhindandemieder Zéllkne \tersuctiee b e n .
zur Biosynthese statt, fur die dMC3T3-Zellen nach 14 Tagen lysiert und fir ein
GeneChip®Array aufbereitet wurdenwi e  u@ehe€hip@Mrays und Pathway

Anal yseid bAnalog zu dere Zuveombeschriebenen Differenzierungsversuchen
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wurde denZellkulturmedien nach 7 Tagen If6g/ml betaGlycerinphosphatund
10ng/ml Calcitriol zugesetzt. Die Weiterverarbeitung der lysierten Zellen fur die
Genanalyse wurde extern im Institut fir Immunologie der Arbeitsgrupp®olekulare
Immunologie durchgefiihrt und ist daher an dieser Stelle nicht weiter hebelm:
Insgesamt wurden 12GeneChip®Arrays verwendet auf denen circa 30.000
Gentranskripte nachgewiesen werden koni&mwohl in der Kontrollgruppe als auch in

der Ansatzgruppe befand sich jeweils ein Ausreil3er, sodass nur jeweils 5 Chips fiur die
weitereAnalyse genutzt wurde@ i e Auswer t ung GemeChoppRArays wi e un
und PathwayAnalyséi b e s ¢ Die SoéwareTnanscriptome Analysis Console v3.0
verwendet eine Or&/ay ANOVA als Analysetool und verfugt neben der einfachen
statistischen Anabe ebenfalls Uber die Méglichkeit betroffene Signaltransduktiams
Stoffwechselwege abzubilden.

3.2.8 Fluoreszemfarbung

Um dasWachstumsverhalten d@steoblasteauf denLochplattenzu beurteilerund die
Sekretion von Kollagef im alkalisierenden Systennd der Kontrolle miteinander zu
vergleichen, wurde eine Fluoreszenzfarbung durchgefuhrt. Dabei wuiel&eltkerne

und das Zytoskeletnit Hilfe von spezifischen Farbstoffen beziehungsweise Farbstoff
konjugierten Molekilen angefarbDer Nachweis des Koligens erfolgte tber einen
spezifischen Primarantikdrper und eaineentsprechenden Fluoreszemarkierten
SekundarantikérperiZunachst wurde die bewachsenen Titanplatten in eine neue 12
Well-Platte Ubergefiihrt under Zellrasen mit PBS gewaschémschliel3ed wurdendie
Zellen durch Uberschichten mit% Paraformaldehydiber 10 min fixiert. Nach zwei
weiteren Waschschritten imPBS wurden die Zellen fur 1@in mit 0,1% TritonX
behandeltum sie zu permeabilisiereMNachdem die Zellen erneut zwal mit PBS
gewaschen wurden, folgte die Blockierung mi#2Bovinem Serumalbumin (BSAfjir

30 min bei Raumtemperatur. Um Uberschissiges BSA vollstandig zu entfernete

vor den Farbereaktionedreimal mit PBS gewaschen. Zuerst wurde ausreichend
Volumen einer Jug/ml DAPI-L6sung hinzugegebenm die Zellen zu bedeckeNach

einer D-mindtigen Inkubation und dneialigem Waschen mit PBS wurden die Zellen
dann sowohl mit 5ug/ml PhalloidinKonjugat als auchmit 10ug/ml des
Primarantikbrpesgegen Kollaged tberschichdt. Es folgte eine einstiindige Inkubation
bei Raumtemperatur im Dunkeln. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen
erneut dreimal mit PBS gewaschéevor der Sekundarantikbrper mit 1§/ml auf die
Zellen gegeben und fur 36in bei Raumtemperatum Dunkeln inkubiert wurde.
Abschlieend wurden dieLochplatten nach drei weiteren Waschschritten auf
Objekttragern fixiert und mit Deckglaschen und Eindeckmedium eingebettet. Da das
Eindeckmedium vor der mikroskopischen Betrachtung ausgehartet sein famittedie
Auswertung der Farbeergebnisse erst am Folgetag Biatkonfokales LaseRaster
Mikroskop erlaubte die Abbildung der fluoreszenzgefarbten Strukturen in mehreren
Ebenen.
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3.2.9 Wound healineAssay

Die Migrations und Proliferationsfahigkeit der MC372ellen in Abhangigkeit vom pH
Wert wurde mit Hilfeeines sogenannten Wound healfsgsays bewerteHierbei wird
ein definierter Defekt in den Zellrasen eingebracht und anschliefendeit bis zum
Wiedererreichen der Konfluedmeurteilt Der Defektwurde Gber den gesamten Zeitraum
mikroskopisch beobachtdEinzelbilder, diemit Hilfe einer am Mikroskop angebrachten
USB-Kamera aufgenommen wurdekonntenanschlieRend zu einem Zeitraffervideo
weiterbearbeitet erden.

Fir die einzelnen Versucheurde zunaclst eine Zellsuspesion mit 250.00@ellen/ml

in StandardJi MEM hergestellt. Von dieser Suspension wurden jefdl@@o Well in ein
2er Kulturinsert von ibidi Ubgefihrt, welches zuvor in ein ibigiSlideeingelegtvurde.
Nach Erreichen der Konfluenz racirca 24h im Inkubator wurde das Insert mit einer
sterilen Pinzette entfernt, sodass eine circajgfi(breite Furche im Zellrasen entstand.
Der Zellrasen wurde dann mit dem zu verwendenden Testmedium vorsichtig gespult, um
das vorherige Kulturmedium saesvZelltrimmer vollstdndig zu entferneDie Zellen
wurden fiir diesen Versucmit 2 ml HEPESgepuffertemUi MEM (iberschichtet,
welches auf einenHbWert von entwedepH 7,4 oderpH 8,0 eingestellt warDer pH
Wert pH8,0 wurde gewéhlt, da er den{B¢dingungen im fir diese Arbeit angefertigten
Modellsystem eines alkalisierenden Implantates entspricht. Dewei pH7,4 als
Kontrolle wurde gewahlt, da dieser Wert dem systemischen@BiugntsprichtDer bis
hierhin erlauterte Versuchsablauf istAtbildung 6 schematisch dargestelit.

) (@) (@) (@)

Abbildung 6 Vorbereitung des wound healing assd§8]

Der so vorbereitete Versuchsans&omnte in einem portablen Inkubatdoei 37°C
mikroskopisch beobachteterden. Der ibidi pSlide wurde dazu so eingelegt, dass die
eingebrachte Furehgerade und mittig im Bildausschnitt zu sehen war. Mit Hilfe der
Software Scope Photo konnte alle X&@ eine Aufhahme des Defektes angefertigt
werden.Dabei wurde die Temperatur tUber den gesamten ¥sgeitraum tberwacht.

3.2.1CEtablierung der C&ultur und nechanische Stimulation

Zur Untersuchung des Einflusses mechanis@tenulation auf Knochenzellen wurde
eine @-Kultur der beideri m Abschnitt AZ e beleitsheschrisbeneru n d
Zelllinien MC3T3 und MLOY4 etabliert.Dazu wurde ein System entwickelt, welches
sowohl dieCo-Kultur beider Zelltypen als auckine mechanische Stimulatiodurch
Zugspannungprlaubt. Im Gegensatz zur Mischkultur erfolgte eine rdumliche Trennung
beider Zelltypen mit Hie eines Inserts. Dies ermdglicht zum einen auf die Anspriiche

Me d
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der unterschiedlichen Zelltypen Rucksicht zu nehmen und zum anderen die Begrenzung
der medanischen Stimulation auf ausschlief3lich einen Zelltyptersucht wurde der
Einfluss der mechanische@timulation auf die Proliferation und Kollagensekretion
unstimulierter Osteoblasten im System sowie die Freisetzung von Signalmolekilen.

DasCo-Kultur-System besteht aus einei\&ell-Platte, Insertssowiespeziellgefertigen
Zwischenstuickn undDeckelstukturenausbiokompatiblem Polycarbondn Abbildung

7 ist der Aufbau der genannten Bestandteile gezBigtZwischenstiick gewahrleistien
zu jedem Zeitpunkt einen ausreichenden Abstand zwischen dem Boden d&lattell
und dem Boden der Insert8ei der 6Well-Platte handedtes sich um eine sogenannte
Bio Flex®-Platte der Firma Flexcell International Corporation. Diesdiigt Ubereinen
verformbaren Bodenwelcher mit Kollagen beschichtet ist und sich s@ir die
Kultivierung der Osteozyten eignetml Laufe der Versucherfuhren die unteren
Zellpopulationendurch Auslenkung der flexiblen Membramne ZugspannungNach
Uberpriifung der aktuellen Literatur wurde eine Dehnung von WSd@in als
physiologischer Wert fir die Versbe festgelegtDie Stimulation erfolgte bei einer
Frequenz von Hz. Die Osteoblasten benétigen keinelldgenbeschichtung ursbliten
keiner Zugspannung ausgesetzt werdenw8relendaherin deninsertskultiviert. Diese
besitzen einen transparentesamipermeablerBoden mit einer Porengrol3e vorud,
sodass ein Stoffaustausch zwischen den bdfagechenzellpopulationegewahrlestet
ist.

Abbildung 7 Co-Kultur -System mit PeekTeilen
Da die flexible Membran keinen Anschnitaebt, wurde zur Darstellung eine standard PiZstikultur-Platte verwendet.

Wahrend der Proliferationsphase unterscheiden sich die Anspriiche der beiden Zelllinien
an das Medium nur geringfiigig. Die ME®4 bendtigen im Gegensatz zu den MC3T3
statt 10% FBS eine Mischung aus% FBS und 3 FCS. Wahrend des Anwachsens der
Zellen kann auf Grund der Porender Insertmembranicht garantiert werderdass es

nicht zu einem Konzentrationsausgleich zwischen den Flussigkeitsreservoirs kommt.
Nach Erreichen de Konfluenz sollte jedoch eine vollstandige Abtrennung der
Flissigkeitsreservoirs durch den Zellragenwahrleistet sein, sodass ein Stoffaustausch
nur noch aktiv durch die Osteoblasten erfolgen kimdernachfolgendei\bbildung ist

der Aufbau des G&ultur-Systemsvereinfachtdargestellt.
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Insert mit perforierter Membran

Osteozyten

Well mit Kollagen-heschichteter Membran

Abbildung 8 Schema:Co-Kultur mit Osteozyten und Osteoblasten
Die Kollagenbeschichtete Membran ist flexibel und wird wéhrend der Versuche gedehnt.

Die mechanische Stimulation der Oste@yterfolge durch die Einwirkung ener
periodische Zugspannung.Die Zugspannung wde durch Dehnung deflexiblen
Membranerreicht. Dazu wrde die Membran durch Anlegen eines Druckes nach oben
ausgelenkt. Der Druck engstd in einem Wassertank, welchertan der Kulturplatte
angebracht wurde Die Befillung mit Wasser erfolgte Uber eingebrachte
Schlauchanschlissi der nachfolgenden Abbildung ist der Aufbau aus Zellkulturplatte
und Wassertank dargestellt. Im Anschnitt ist das Wasserreservoir unterhaitzdéren
Membranb&den abgebildet.

Abbildung 9Wassertank zur Applikation der mechanischen Stimulatiordurch periodische Zugspannung
Dargestellt sind schematische Zeichnungen des Wassertanks inklusive eingespanntétdtex@lbllansicht (A) sowie im
Anschnitt (B)

In dem Wassertank bafd sich ein Ballonkatheteédchlauch, aus demurch Anlegen
eines Unterdruckes noch vor Befilludgs Tanks die Luft vollstandig entzogen wurde.
Sobald der Unterdruck abgelassen wurdd)ntke sich der Schlauch wieder auf die
UrsprungsgréfRe aus und verdrangd ein definiertes Volumean Wasser. Durch das
wiederholte Anlegen und Ablassen des Unterdruckes entsteht ein periodischer Druck im
System, der zur Dehnung der Membran fliBie Drudkénderungen wurden mit einer
wahrend des PoreGenrrojektes am Lehrstuhdngefertigten Pumpe realisiert. Die
mitentwickelte Software erlaubt eine prézise Steuerung und die Einstellung von
Pumpintervallen, sodass eine Applikation des periodischen Drudbes definierte
Zeitrdume moglich waDie Stimulation wurdéiber drei Tageweimal taglich fur jeweils

2 hvorgenommenZwischen den Stimulationsperioden lag eine zweistiindige PRigse.
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bendtigteAuslenkung der Membranm 1000uStrain zu erreicherwurdezuvor unter
der Modellannahme, dass dmach oberausgelenkte Membran einem Kreissegment
entspricht, berechnet.

Um das $mulationsystem zu validieren, wurde die tatsachliche Auslenkung der
Membran mit Hilfe eines Ultraschallsensors ermittelt. Dazu wurdeachst ein
Referenzsignalaufgenommenwelchesdie Ausgangspsition der Membrardefiniert
Anschlieend wurde die Pumpe eingeschalten und das Messsignal detektiert. Die
Differenz zwischen Messaind Referenzsignal kann dargestellt und zur Bestimmung der
Membranauslenkung verwendet werden. Dalheier bis zum Wiedereintreffen des von

der Membran reflektierten Schalls am Detektor nur von der Distanz zwiSidteltor

und Membranabhangt, lasst sichdb bekannter Schallgeschwindigkeit in wassriger
Losungdirekt auf die Membranauslenkung zurtickrechrigie errechnete Auslenkung
konnte Uber die Zeit aufgetragen werden, sodass eine Kontrolle der gewinschten
Frequenz maoglich war. AuRerdem konnte die maximale Auslenkung Uber die Zeit
verfolgt und so die Gleichférmgkeit der Stimulation kontrolliert werden. In der
untenstehenden Abbildung ist der Messaufbau aus Stimulationssystem und
Ultraschalsensorgezeigt sowie die Benutzeroberflache der verwendeten Software
welche wie der Sensor vom Fraunhelfiestitut fir zestdrungsfreie Prifverfahren zur
Verfugung gestellt wurdeDie Messung der Membranauslenkung wurde in grof3eren
zeitlichen Abstanden wiederhplim die Langzeitstabilitéat des Systemskantrollieren

und zum Beispiel eine signifikante Ermidung des Balloréta#Schlauchs Uber die Zeit
auszuschlieBermMach mehreren hunderttausend Pumpzyklen lie3 sich eine verstarkte
Auslenkung der Membran messen, die auf eine Zunahme der Schlauchelastizitat
zuruckschlie3en liel3, sodass der Schlauch ausgetauscht werden musste.
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Abbildung 10Messu zur Validierung der Membranauslenkung
Ultraschallsensor zur Messung der Relativbewegung der Membran (links) und Software zur UbeBtatufitéitvgn Frequenz und
Amplitude im System (rechts)
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3.2.11ELISA der Kulturtiberstande

Umden Einfluss der Stimulation nicht nur auf &liferation der Osteblasten sondern
auch auf eine ihrer Funktionen zu untersuchende/dlie KollagerSekretion mit Hilfe
einesfenzyme | inked i mgELBSA) smalysker Nach der zevary fi
beschriebenen Stimulatiatter Zellen in derFlex®-Plattg wurden die Uberstande der
zeitgleich in den Inserts kultivierten Osteoblasten abgenommen und berpif00
zentrifugiert, um noch darin befindliche Zellen und Zellreste zu entfeBierzellfreien
Uberstandewurden bis zur Weiterverwendung beB0°C eingefroren. th in das
Medium sezerniertes ddlagen zu detektiererwurde einCollagen alphel(l) chain
ELISA Kit verwendet Die gesammeltetJberstande mussten dazu zunachsgetaut
undim Verhéaltnis 1:4n PBSverdinnt werden. Der ELISA wur@aschlieRendach den
Angaben des  Herstellerprotokolls  fir  folgende  Proben  durchgefihrt:
Osteoblastentberstande Uber stimulierten Osteozyten, Osteoblastentberstande utber
stimulierten Osteoblastemd Osteoblastentberstande Uber unstimulierten Osteozyten als
Kontrolle. Je Kondition wurden acht Proben in Triplikaten untersucht. Als Blank diente
unkonditioniertes MediumDer mitgelieferte Kollagenstandard erlaubte eine direkte
Quantifizierung des sernierten Kollagens in den Probasm die erhaltenen Daten zu
normalisierenwurde aul3erdem der Proteingehalt in den jeweiligen Insertdilfe eines
Bradfordassays nach den Herstellerangabbastimmt und die kalkulierte
Gesamtkollagenmenge auf die smittelte Proteinmenge bezogen.

Neben der Evaluierung der Osteoblasi@ktion wurden weitere ELISKits verwendet,

um die Sekretion von Molekllen zu analysieren, die potentiell fir eine veranderte
Proliferation und Funktion der Osteoblasten verantwortieim konnten. Dazu wurden
nach Ende der Versuchszeit die Uberstainde Uber den stimulierten
Osteozytenppulationen beziehungsweise den unstimulierten Kontrollen abgenommen
und zunéchst bis zur Weiterverwendung b8D°C eingefroren Als potentielle
Kandidate wurdenstromal cellderived factor 1 (SDR), Insulin-like growth factor 1
(IGF-1) und ProstaglandiB2 (PGE2)nachgewiesen. Die Durchfihrung der ELISAs
erfolgte nach den jeweiligen Herstellerprotokollen in jeweils aehrerdiinnterdProben

pro Kondition.Alle Proben wurden in Triplikaten gemessen. Als Blank diente wie zuvor
unkonditioniertes MediumAlle ELISA-Kits enthielten definierte Standards, welche die
Quantifizierung der jeweiligen Molekile ermdéglichteie detaillierten Protokolle
befinden sichm Anhang.
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4. Ergebnisse

4.1 Einfluss des pHWertes auf Osteoblasten

Betrachtet wurde der Einfluss des pt¥ertes auf Osteoblastewahrend derdrei
EntwicklungsphasenProliferation, Matrixreifung, und Mineralisierunfpazu wurden
verschiedene Indikatoren dies8@nasen nachgewiesen. Die Ergebnisse werden nach einer
vorangehenden Betrachtung des Einflusses der Kultivierung auf den Medien pH im
folgenden Abschnitt vorgestellit.

4.1.1 pH-Wert-Anderungen in Kultur

Vor dem taglichenMedienwechsel wurdestets der pHWert in den jeweiligen
Kulturmedien bestimmtDie Messungerzeigten, dassich der initial eingestelltepH-
Wert wahrend der Kultivierung verdnde¥or allem nach langerer Kultur und mit
Annédherung adie Konfluenzder Zellen wurden dg=Veranderungemnerhalb deR4 h
MessintervallegroRer. Die mittlere Abweichung der pHWerte Gber den gesamten
Versuchszeitraunvariierte bei den verschiedenen filtuppen sowohl inBetrag als
auch in der RichtungWahrend der mittlere phlVert der pH 7,4 Gruppe Uber den
gesamtenVerauchszeitraumnahezu konstanblieb, wurdensowohl fir die pH 7,2
Gruppeals auch fur digpH 7,6-Gruppe gerinfiigige Abweichungen des phiVertes
detektiert. Innerhalb von 24 erhéhtesich der pHWert in der pH 7,2-Gruppe im
Durchschnitt um 0,07iIm Gegensat dazu verringerter sichin der pH7,6-Gruppeum
durchschnittlich 0,06. Innerhalb der ptB-Gruppe war die mittlere phVert
Abweichung mit 0,15 etwas starker ausgepragt.d@sonders starke\nderung des pH
Wertes in der pHB,4-Gruppe liegt wahrscheirnith die groReAbweichung des initial
eingestellten Wertes vopKs-Wert des verwendetddEPESPuffers (7,39bei 37C) zu
Grunde. Die Ergebnissker pHWert-Bestimmungen sind imabellel zusammengefasst
(n=30).

Tabelle1 pH-Wert-Anderungen in Kultur

Medium pH
Anfangswert pH 7,2 pH 7.4 pH 7,6 pH 7.8 pH 8.4
Medium pH | 57, 503/ 741+0.@ | 7.54+0.04 | 765+ 0.0 | 803 + 0.1
Wert in Kultur
pH-Wert +007 +001 - 0,06 - 0415 - 033
Anderung

Um eine Altenative zu carbonatfreia HEPESgepufferte Medien zu finden wurde
untersucht wie sich dgrH-Wert eines carbonagepufferten Mediums béinderung der
CO»-Konzentrationim Inkubator verhaltDazu wurdez e | | f-MEM idber 240 in

eineminkubatormit derjeweiligen CO-Konzentrationinkubiert, bevor dr Medum-pH

bestimmt wurde.
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Es konnte gezeigt werden, dass der in dieser Arbeit untersuchBengithzu grol3en
Teilen auch mit carbonagepuffertem Medim abgebildet werdenoknte In der
nachfolgenden Tabelle sind die Ergebnisse aufgefuhrt

Tabelle2 pH-Werte nach 24h Inkubation bei verschiedenen C@Konzentration

0
CO2-Konzentration | 5% 4% 3% 2% ‘ 1% ‘ (I(_)uft))
MediumpH | 743 | 755 | 766 | 7,84 | 813 | 817

4.1.2 pH-Wert-abhdngige Proliferation

Zur Einschatzung der pKbhanggkeit der Proliferation wurden dreindikatoren
analysiert, welche unterschiedliche Aspekte der Zellvitalitdt unddes
ProliferatiorsprozessewiderspiegelnUntersutit wurden der WS-Metabolismus, die
Zellzahl und der ATFGehalt Die taglichen Messungen ermdglichteausatzlich
Aussagen uber den zeitlichen Verlauf des Ansprechens der einzelnen Indikatoren auf die
veranderten KonditionemVenn nicht anders angegeberoégfe die statistische Analyse

auf Signifikanzmit Hilfe einer ZweiWege ANOVA (p = 0,05) unter Verwendung der
StudentNewmanKeuls Methode fiur die Gruppenvergleich®iese statistischen
Betrachtungen wurden ausschlie3lich bei Stichprobenumfangen vonsteinslen=10
durchgefuhrt.

WS FMetabolismus

Die Menge des in der Inkubationszeit FormazawerstoffwechseltelVST-1 nahm im
Laufe des Versuchszeitraumes in allen@Hippen zuwas darauhindeutet dass die
Zellen untemllengetesteten pHBedingungeriahig waren zu proliferiererZwischen den
pH-Gruppen zeigten sich jedoch bereits nach zwei Tagen in Kultur deutliche
Unterschiede.Mit steigendem pHWVert konnten verstarkte Absormnen gemessen
werden Die Signifikanz der Unterschiedsvischen den Werten dpH 7,4- undpH 7,8
Gruppe konnte bereits zu diesem Zeitpunkt belegt wenddrblieb Uber den gesamten
Versuchszeitraum nachweisbaim Gegensatz dazu wurde das Signifikanzniveau
(p=0,05)in der pH7,6- und pH7,2-Gruppe areinigenTagen erreicht undnaanderen
knapp verfehlt.So wurde beispielsweisgie im Vergleich zum Standard von pH4
erhdhte Absorption in der pA6-Gruppean den Tagen 3 und 5 als signifikant getestet
wahrend an den Tagen 4 und 6 keine Signifikanz erreicht wiidser Umstad lasst
sich wahrscheinlich auf die relativ hohen Standardabweichungen zuriickfhrdiche
Ergebnisse wurden fiir die pH2-Gruppe erhalten, wobei die Absorption in diesen Fallen
stets niedriger als unter Standardbedingungen ausfiel. In der nachfolgérafé sind

die Ergebnisse des WS&Assays fir die Tage 2, 4 und 6 dargestellt.
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Abbildung 11 pH-abhéngigerWST-Metabolismus
Gemessen wurde didsorption des Stoffwechselproduktes FormaeaA50nmgegen eine Referenzwellémge von 620m
Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung (n=10), wobei sich die markierten Signifikanzen stétteeafdipH 7,4
Gruppeam jeweiligen Versuchstats Referenz beziehen.

Zellzahl

Die Ergebnisse der Zellzahlbestimmung kberéen weitgehend mit denen des WST
Assays. Die Tendenz zunehmender Werte bei steigendem pH war auch bei der
Zellzahlbestimmung deutlicku erkennenim Gegensatz zum WSAssay zeigten sich
Signifikanzen jedoch erst mit Beginn der logarithmischen Waclsgibase ab Tag Bie
Wachstumskurven der einzelnen Gruppen sind irudeen stehende@rafik abgebildet
und signifikante Unterschiede mit Sternchen markietdm die Ubersichtlichkeit zu
gewahrleisten sind ausschlie3lich die signifikanten UnterschiedeBezug auf den
Standard von pH,4 eingezeichnet und nicht giaeigen zwischen allen mdglichen
PaarvergleicherObwohlanzunehmen wayelasssichdie Zelzahlen mit Erreichen der
Plateauphase am Ende des Versuchszeitraumes unabhdngig v@Verpldnnahern
wuirden, blieben die Unterschiede betrachtlish.Tag 6 wardie mittlere Zellzahin der
pH 7,8-Gruppeim Vergleich zu den Standardiwrbedingungen bei pH,4 ummehr als
40%erhoht.Die pH 7,6- Gruppe zeigt@ocheine Erh6hungim circa 18%In derpH 7,2
Gruppelagenuber den gesamten Versuchszeitradien niedrigsten Zellzahlewor. Sie
erreichten an Tag B Mittel nur circa 73% de$Vertes furden Standard
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Abbildung 12 pH-abhéngigeZellzahl Giber sechs Versuchstage
Dargestellsind Mittelwert und Standéihler(n=10)derermittelten Zellzahlen an den einzelnen Versuchstagen. Die markierten
Signifikanzerbeziehen sich stets auf die p¥Gruppe als Referenz.

ATP-Gehalt

Zur Vervollstandigung des Uberblicks auf die pH-abhangige Zellvitalitat und
Proliferationwurde dr ATP-Gehaltan jedemder sechsversuchsage gemesserim
Gegensatz zum WSAssay lieBensich n der ersten Phasdes Versuchkeinerlei
signifikante Unterschiedeles ATRGehaltes zwischen den einzelnen -@uppen
nachweisen Erst ab Versuchstag 4 zeichnete sich dieadenzhin zu hoherae ATP-
Gehalten bealkalischeemMediumah Ab diesem Zeitpunkzeigtendie Messungen im
Vergleich zu denStandardkliurbedingungendeutlich héhere Wertdei pH 7,6 und
pH 7,8 wahren die Werte fur die pH,2-Gruppestets deutlichniedrigerlagen. Die
Messergebnisse an Tag 6 ergaben letztendlich einen signifikant erhohtgbehaR bei
pH 7,8 65,34+ 19,17uM) gegenliber dem Standgp#ll von 7,4(52,13+ 14,87uM). Die
Ergebnisse fldie Tage 24 und 6 sind in der folgendérafik abgebildet.
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Abbildung 13pH-abhéngiger ATR-Gehalt
Gemessen wurde die AH®nzentration im ZelllysaDargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung (nBi@gingezeichnet
Signifikanz bezieht sich auf den Wert derf#Gruppe am selben VersuchstigiReferenz
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pH-Abhangigkeit der Proliferationtndikatoren tber einen erweiterten pH
Bereich

Um abzschétzenbis in welchen pkBereich eine Alkalisierung des Medigsnmoch
forderlich fur die Proliferation ist und ab welchem-pYert ein gegenteiliger Effekt
eintritt, wurde ein Ubersichtsversuch in einem erweiteqpél-Bereich durchgefihrt.
Nach sechs Tagen in Kultur wurden die drei Indikatoren fur die Proliferation gemessen
und zur besseren Vergleichbarkeit jeweils in Relation zur7pHGruppe gesetzDie
relativen Messwerte in Abhangigkeit vom Pdert sind in der untenstehenden Grafik
aufgefuhrt. Die Daten wurden anschlieRemtfolgende Funktiongefittet

f f
f(pH) = S e hel o - N2
1+a pH Q L4 pH Q
¢ CspoH1 § (E:ﬁC:spo'-'2 §

Die gefitteten Parameter sind in folgender Tabelle aufgeflliéttgedruckte Werte
beziehen sich auParameter die numerisch bestimmt wurde®ie sind durch den

Exponenen®™i gekennzeichnet
Tabelle 3Fitparameter der Funktion inklusive numerischbestimmter Parameter
Parameter Zellzahl WST-1 ATP Gehalt
Metabolism

ICH"/ICH™ 9.10/8.99 8.09/8.93 8.02/8.98
ha/hs2 56.61/-89.31 13.42/-5.07 9.78/-49.68
Q 355.6 470.6 288.5
n o /1"Q 8.62/ 251.4 8.40/177.9 8.48/ 168.5

ICS™ und ICkH*? stellen die charakteristischdralbmaximalenpH-Werte der beiden

Funktiorszweigedar, diemi t d e h o A BsbuRd hs2Sansteigerbeziehungsweise
abfallen Die Funktion verfiigt Ubereine theoretischemaximale Plateatiohe Die
Uberlappungler beiderFunktionsaveigeresultiert jedoctin den niedrigeren Wertefiir

Q , welche genau wie die damit verbundenen Werte rfi©
bestimmt wurderiTabelle3).

numerisch

Die in Abbildung 14 abgebildeten Ergebnisse zeig dasselbstpH-Werte mehr alsine
pH-Stufe oberhalb desStandarepH-Wertes von 7,4 mdoglichsind ohne negative
Auswirkungen auf die gemessenen Proliferatibrilkatoren zu verursachen. Fir alle
Indikatoren scheint sich ein Plateau zwischerBpHund pH8,8 zu ergeben, idem die
jeweiligen Messergebnisse maximal sind.
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Abbildung 14 pH-Abhangigkeit der Proliferation s-Indikatoren Zellzahl, WST-Metabolismus und ATRGehalt nach sechs
Tagenin Kultur [69]

Der grolite Effekt zeigte sich bei der Zellzahlbestimmung. Hier konnte in ddisellen
Medien eine Steigerung der Zellzahl auf Gber 20@rreicht werde. Mit Steigerungen

auf annahernd I8% fiel der Effekt bei dem WSMetabolismus etwas geringer aus. Wie

sich bereits in den vorangegangen Versuchen abzeichnete, war-Aiehdidgigleit des
ATP-Gehaltes weniger deutlich als bei den beiden anderen Indikatoren. Dennoch lie3en
sich auch hier Steigerungen auf &¢@0 % beobachten. Die hochsten Werte konnten bei
allen drei Indikatoren bei einem pWert von ca 8,4 gemessen werden, jedosh die
Streuung in dieser Gruppe ungewdhnlich hoch, sodass die Annahme eines Qptimum
Plateaus plausibler erscheint als ein einzelner Optikret. Erst bei pFWerten Uber

pH 8,8 kam es zu Einbriichen der Messwerte. Diese waren besonders deutlich bei der
Zellzahl, sowie im ATPGehaltzu erkennenim Gegensatz dazu blieben die Messwerte

fur den WSFMetabolismus beinahe unverdndert hoch. Eine mdgliche Ursache fir diese
Diskrepanz wurde in spateren Versuchen ermittelt. Die entsprechenden Ergebnisse
werden im Abs h n pH-Abhardgigkeit des WSMetabolismud v or gest el |t
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Zeitliches Ansprechen der Indikatoren

Da sich pHWerte relativ weit im alkalischen Bereich als tolerierbar und sogar forderlich
erwiesen, wurde fur zusatzliche Versuche eine weiter&plippe weldhe eine ganze
pH-Stufe Uber den Standardbedinguntggn gewahlf um maximale Effekte zu erzielen

Wie durch den vorangegangenen Ubersichtsversuch zu erwarten war, zeigten sich in
dieser Gruppdir alle getesteten Proliferationsindikatorggnifikante Unerschiede im
Vergleich zur pH7,4-Gruppe.Es bleibt zu erwahnen, dass mit dieser erhdhten Anzahl
der Versuchsgruppen auch die Anzahl der Gruppenvergleiche steigt, was Auswirkungen
auf die Ergebnisse desStudeniNewmanKeulsTests hat. Aus diesem Grund
untaschieden sich die ermittelten Signifikanzen von den zuvor fupldi&ruppen 7,2

7,8 erhaltenen ErgebnisseBereits bei der ausschlie3lichen Betrachtuligser pH-
Gruppen war aufgefallen, dass sich fur den WS§ay zu einem friiheren Zeitpunkt
Signifikareen nachweisen lieBen als fur die anderen beiden Parameter. Nach
Normalisierung der unterschiedlichen Messwerte auf die Werte d&;4Bruppe an
Versuchstag 6, wurde dieses unterschiedlich schnelle Ansprechen der verschiedenen
Indikatoren in der pHB,4Gruppe besonders deutlich. In der nachfolgenden Abbildung
sind die relativen Messwerte der drei Indikatoren fur Versuchstag 3 und 6 aufgeflhrt.
Wahrend sich die Zellzahl an Tag 3 bei h6herenAygétten nicht signifikant von denen

der pH7,4Gruppe unterschik zeigte der WS-Assay bereits erheblich gesteigerte
Absorptionsverte. Weniger grol3aber dennoch signifikante Unterschiede wiesen die
Messungen des AFBehaltes auf. Wahrend sich der relative ABPhalt von Tag 3 auf

Tag 6 mehr als verdoppelt hat, verf@ehte sich die relative Zellzahl sogar. Im
Gegensatz dazu erhohte sich der relative WiTabolismus wesentlich geringflgiger.
Betrachtet man die pB,4-Gruppe spachder WSFMetabolismus als erster Indikator an,
gefolgt vom ATRGehalt. Als letztes zeiclgen sich bei der Zellzahl signifikante
Unterschiede ab.
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Abbildung 15pH-Abhangigkeit der Praliferations-Indikatoren Zellzahl, WST-Metabolismusund ATP-Gehalt[69]
Dargestellt sind die Werte nach 3 (oh#m)6 (unten)lagen in KulturAlle Daten wurdeiauf die Wete derpH 7,4-Gruppean Tagh
normalisiertJeder Balken entspricht dem Mittelwert und der Standardabweichuiri\&eds Signifikarzenbeziehen sich auf die
Wertedes Standards (pF4)amentsprechendérag

pH-Abhangigkeit des WSNWletabolismus

Der WST-Assay wird als Zellproliferationdssay verkauftda de Mengedesin der
Atmungskette aus dem WSII'metabolisiertefrormazarFarbstofés direktmit derZahl
metabolisch aktiveZellen in der Kultuikorrelieren sollDie Zellkulturversuche in dieser
Arbeit erfolgten jedoch in einem ungewoéhnlich groRenBéteich. Da zum Zeitpunkt
der Arbeitenkeine Informationen zur ptAbhangigkeit des WSRssays vorlagen,
wurden zusatzlicheTests durchgefiihrt um die Ursacheder im Laufe dieser Arbeit
aufgetretenemiskrepanz zwischen der Zellzahlbestimmung und dem \WS§ay zu
ergrindenZu diesem Zweckvurdendie Zellen zunachst unter Standardbedingungen
kultiviert und bei gleicheEellzahl verwendet.

Ein erste Test diente dazu, einen moglichen Einfluss des\Wites af die
photometrische Messung selbst, zum Beispiel durch die Beeinflussung der Absorption
durch den Farbumschlag des-pidlikators im Zellkulturmedium, auszuschlieen. Erst
nach der einstundigen Inkubation und Ubertragung der Uberstande in die Testplatte
wurde der pHWert der Proben durch die Zugabe von NalOdsungen verschiedener
Konzentrationen abgeandert. Da die Volumina zu gering waren um mit der verwendeten
pH-Elektrode direkt in der Testplatte zu messen, wurden die entsprechend®¥erp
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in einem gr®&eren Volumemit dem gleicherKonzentrationsverhaltnigrmittelt. Es
ergaben sicllie in folgender Tabelle aufgefihrtphl-Werte

Tabelle4 pH-Wert der Proben bei verschiedenen NaOHKonzentrationen

NaOH-
Konzentration | pH-Wert
in mM
0 7,28
10 7,39
100 8,42
1000 12,72

Mit Ausnahme der 100t0M Probe wurden keine signifikanten Unterschiede in der
Absorption festgestellt. In dem fiir die Zellversuche relevanteBekdich konnte somit

ein storender Einfluss des pMertes auf die pdtometrische Messung ausgeschlossen
werden. Die Ergebnisse sind im nachfolgenden Boxplot zusammengefasst. Da die
Messwerte der 1000M Proben im selben Bereich lagen wie Bliessverte der Blanks,
ergaben sich nach Abzug der Blankwerte teilweise negatishe/&ite.

_’_
0.20 - ﬁ
0.15 - ﬁ +
§ 010+
o
g 0.05 1 RE
[72]
e
< 0.00 -
-0.05 A
-0.10 A
_._
-0.15 . . . .
0omM 10 mM 100 mM 1000 mM

Abbildung 16 Absorption in Abhéngigkeit vom Proben pH
Dargestellt isAbsorptiorbei 450 nnund 620 nnfReferenzin Abhangigkeit von der NaGKonzentration der zugegebenen
Lésunger{n=7) Negative Werte treten auf, medie Blankwerte iber denen der entsprechenden Messwerte liegen.

In einem zweitenTest wurde das Medium ausschlieBlich fur die einstiindige
Inkubationszeit auf HEPE§epufferte Medien der pMverte 7,4, 7,8 und 8,4 umgestellt.
Die photometrischen Messungezeigten unterschiedliche Absorptionen bei den
verschiedenen pMVerten obwohl dieselben Zellzahlen vorlagen. Die Ergebnisse wurden
als Absorption je Mio. Zellen in der untenstehenden Grafik aufgetragen. Eine lineare
Regression ergab eine statistisch sigriikante (p <0,001) pH-Abhéngigkeit der
Absorption pro eine Mio. Zellen mit einem BestimmtheitsmaR voR?= 0,62. Ein
PearsorKorrelationskoeffizient von 0,7®elegtedie starke Korrelatiorzwischen den
Parametern pH und Absorption jeMio. Zellen
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Abbildung 17 Absorption je 1 Mio. Zellen in Abhéngigkeit vom pH
Dargestellt ist die auf die Zellzahl normierte Absorption bei 450mh620 nnfReferenzjach einstiindiger Inkubation in Medien der
angegebenen perte.Die Datenpukte entspecherden Mittelwertenmit Standardabweichung (n=7)

Obwohl wahrend deProliferationsversuche die mikroskopisch bestimmten Zellzahlen
und die photometrisch gemessenen Absorptionen in den verschieder@ruppen
oberflachlich betrachtet gut mitender korrelierten, wurdemach der Feststellung der
Korrelation des pHNertes wahrend der Inkubationszeit und der gemessen Absorption
die Verhaltnisse zwischen den einzelnen Indikatgesrauer analysiert. Dazu wurden die
Ergebnisse des WSAssays sovd die des ATPIitéAssays fur die pHGruppen 7,2, 7,4,

7,8 und 8,4 Uber den gesamten Versuchszeitraum auf die Zellzahl des jeweiligen
Versuchstages BegenEszeigte sich, dassed ATP-Gehalt je Zelle in allen untersuchten
pH-Gruppen ahnlich warbeziehungweise kein Trend ersichtlich wurdénabhéngig
vom pH deutete sich lediglich ein Trend in Richtung eines geringeren@diraltes je
Zelle mit zunehmender Kultivierungsdauer(&wbildung 18).

ETag1 mTag2 mTag3 mTag4 mTag5 oOTag6

m 2]

o o

o o
1 1

400 ~

- II |I II |I

0 m
pH 7.2 pH 7.4 pH 7.8 pH 8.4

ATP Gehalt in pg/ 1 Mio. Zellen
o &
<1 <)

Abbildung 18 ATP-Gehalt je 1Mio. Zellen in Abhangigkeit von pHWert und Kultivierungsdauer
Dargestellt ist der zelluldre ATBehalin den jeweiligen pkGrupperim Verlauf der @égigen Versuchsdaue=10).

Im Gegensatz zu den ATPaten ergaben sich fir den W®&Esay deutliche
Unterschiede in der gemessenen Absorption je Zelle in Abhangigkeit veWigstHiWie
die Versuche zur Korrelation von pert und Absorption bei gleicher Zellzahl nahe
legten, zeigte sich, dass die Absorptionen je Zellden alkalischen i3-Gruppen zu
Versuchsbeginn deutlich hbher waren als bei der gHGruppe oder der pMA,2-Gruppe.
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Im Laufe der étagigen Versuchszeit schwéachte sich dieser Effekt jedoch deutlich ab bis
an Versuchstag 6 kein Unterschied zwischen derGplippen mehr festsiibar war
(Abbildung 19). Die Etablierung eines einfachen Korrekturfaktors war durch diese
zusatzlicheZeitabhéangigkeit des Effektés Rahmen der Doktorarbeiicht realisierbar
Eine mdgliche Ursache fidie Zeitabhangigkeitwvir d  u n t-Abhangigkeitider

Proliferationin diskutiert.
40 ETag1 mTag? mTag3 mTag4 mTagd> oTag6
c 3.5+
2
E 3.0 +
o i
= 25
Z 20
c
2
2 1.5
&
2 1.0~
<L
0.0 -
pH 7.2 pH 7.4 pH 7.8 pH 8.4

Abbildung 19Absorption je 1 Mio. Zellen in Abhéngigkeit von pH-Wert und Kultivierungsdauer
Dargestellt ist die auf die Zellzahl normierte Absorption bend®th dengweiligen pHGruppen im Verlauf der-@igigen
Versuchsdauer (n=10).

4.1.3 pH-Wert-abhéngige Differenzierung

Um zu udberprufen ob die Zellen der Osteoblagtellinie MC3T3 unter den
experimentellen Bedingungeiire Fahigkeit zur Differenzierung beibehaltemd
inwiefern diese pkabhangig istwurden Langzeitversuche durchgefijhriit denen die
Phasen der Matrixreifung und der Mineralisierung abgedeckt wealien Die Zellen
wurden dazu entwede unter Standardbedingungen (@) oder bei alkalischen
Bedingungn (pH 7,8 oder pHB,4) kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz wurde den
Medien in beiden FallebetaGlycerin-phosphat und Calcitriahinzugegeben, um die
Differenzierung zu unterstitzeAnalysiert wurde die Regulation der Gempression
nach 14 Tagemwahrend der Phase der Matrixreifyngpwie die Kalzifizierung der
extrazellularen Matrix alldikatorder Mineralisierungsphase

Regulation der Genexpression

Mit Hilfe von GenChip-Arrayskonntedie Genexpressiom den unterschiedlichen pH
Gruppen miteiander verglichen werdeits wurden jeweils vier Chips je pBruppe
(pH 7,4, pH7,8 und pHB,4) eingesetztBei der Transkriptomanalyserwiesen sichn
beiden alkalischen Ansatzenehrere hundert Genien Vergleich zum Standard als
signifikant unterschiedtth exprimiert Obwohl sich die Anzahl regulierter Geneei
pH 7,8 und pH 8,4 ahnelte, zeigten sich diverse Unterschidoi den regulierten
Genen.Wahrend von den jeweils Uber 5pulierten Genen insgesamt 3Bé&ne in
beiden alkalischen Gruppen auftratevaren 205Gene ausschlief3lich in der phiB-
Gruppe und 23%ene ausschliel3lich in der @#¥-Gruppe reguliertSamit liegt bei
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pH 8,4 nicht nur eindmplifikation der Wirkungim Vergleich zu pH7,8 vor. Bei einem
direkten Vergleich der pH,8Gruppe mit @r pH8,4-Gruppe erwiesen sich $8ene als
signifikant unterschiedlich exprimiefas nachfolgende Verbiagramm erlaubt einen
Uberblick Uber die Anzahtler in den jeweiligen Vergleichsgruppgemeinsam und
exklusivregulierten Gene.

78vs. 7.4
(518 Gene)

84vs. 7.8
(130 Gene)

84vs. 7.4
(567 Gene)

Abbildung 20Venn-Diagramm der drei Vergleichsgruppen zwischen pH,4, pH7,8 und pH8,4
Dargestellt sind die Anzahlen regulierter Gene fir die Vergleicie8alihd 7,4 (roter Kreis), p#4 und 7,4 (griiner Kreis) sowie
pH 8,4 und 7,8 (blauber Kis)sowie deren Schnitmengen.

Da der MediurrpH in der pH8,4-Gruppe gbl3ererSchwankungen unterworfen war und
sich ein eher uneindeutiges Bild des Expressionsprofils elgaizentriertsich die
Darstellung der Ergebnissen Folgenden auf die pHM,8Gruppe. Alle Daten,
einschliellich der pH,4 Daten wurden online unter derGEO accession number
GSEB8490hinterlegt.

Die funf bei pH7,8 am starksten hoetund heruterregulierten Gene sind ifabelle5
zusammen mit ihrer jeweiligefrunktion aufgefiihrt.Sie sind an Prozessen der
Mineralisierung (DMP1, ANXA8), der Zelladhdsion undusbreitung (FABPA4,
HMGA2, CTGF, FLRT1, S100B), der Differenzierung (SFRP2, TNFRSF19) sowie dem
Stoffwechsel (GYS2) beteiligt.Auffallig ist die besondersstark ausgepragte
Uberexpression von DMPR EinemECM-Protein aus desmall integrinbinding ligand
N-linked glycoprotein (SIBLING)Familie.

Die Genexpression typischelranskriptionsfaktoren friime Osteoblastenwie zum
BeispielRunx2 undSP7 OsX erwies &£h bei pH7,8alsentweder unveréandert oder sogar
heruntereguliert. Im Gegensatz dazu war defranskriptionsfaktor Activating
transcription factor 4(ATF4), welcher alsein kritische Regulator der terminalen
Differenzierungund Funktiorbetrachtet wird70] hochreguliert(Fold change2.22).
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Tabelle5Top 5 der hoch- bzw. herunterregulierten Gene

Af fymet Gen Fu ntki on Fol d ct
17439¢§ DMP1 Kno c-Me nesrialriun

174040 FABP/4 Ze-Ptoliferat 6. 8
172327 CTGF Ze-Atl 59 on 4.7
172454 HMGA?2 Ze-Ptoliferat 4.7
17298717 ANXASE Kai gineenBi ondg 4. 2
17472 GYS2 Gl gge&ryntehes 8. 7
17398% SFRPZ Apopt&moc-Menph oeg -8. 9
173627 FLRT] Ze-Atls5d on 9.1
172344 S100F ZePtoliferahni wao -10. 2
173074 TNFRSI Apop¢to -11. 3

Die Ergebnisse der Valierungsversuche mittels PC&immten wégehend mit den
jeweiligen GerChip-Daten tbereinn dernachfolgendeiabelle sind die mittleren Fold
changeder Gene DMP1, FABP4, SFRP2, TNFRSF19 und Aflifdbeide Methoden
aufgefuhrt. Die Hauptunterschiede wued durch einen verringerten dynamischen
Bereich bei der Berechnung der Fold changes in der@gmTechnologieund die
unterschiedlicheBerechnungsalgorithmen bei der Normalisierung von f&aken und
GenChip-Datenverursacht. Wahrend bei der PCR einemalisierung tiber GAPDH als
Referenzgen erfolgte, wird bei der Auswertung der-Ghips der sogenanniRMA-
Algorithmus verwendet. Widei denmeisten Algoithmen zur ChipAnalyse werden
Fold changes bei dieser Methodm Vergleich zur PCReher unterschat4i71]. Die
Berechnung dePearsorProduktMomentKorrelationskoeffizienterbewiesmit einem
Wert von r= 0.99 die Validitat der GeRhip-Analyse.

Tabelle6 Vergleich der Foldchanges ermittelt tiber GerChip und PCR

Gen FoIdganlFoId cl
Chip PCR
DMP 1 14, 4¢ 2 85
FABP4 6 83 929
SFRP2 -8, 85 28,1
TNFRSH 1127 -3 P4
ATFA4 222 2,72

Die bei der Transkriptionsanalyse als reguliert identifizieteme lonntenmit Hilfe des
Programmesngenuity Pathway Analysegershiedenen Signalwegen und Netzwerken
zugeordnet werderDie so extrahierten Signalwege wurden nach einer Uberprifung
hinsichtlich ihrer Relevanz fur den Zelltyp fir weitere Analysen verwendeter
untenstehenden Tabelle sind jeweils die Signalwege, nerdsich die meistenobh
beziehungsweise herunteguliertenGene befinden, aufgefihrt.



Ergebnisse 42

Tabelle 7 Signalwege mit anteiligdenmeisten foch- bzw. herunterregulierten Genen

: : : : Betroff
(Ak t 1 viReerptmei $Sitgenal zscol pval: Gene
p38 MAPK Signaling 2. 6:5. HE 7(110)
Endopl asmic Reticu 0 6. 9E 3(20)
Il L10 Signaling 0 2. BE 4(65)
ERK/ MAPK Signaling 0.8:2. BE 6(177)
AcuRlrase Response : 2.0 1. E 5(157)
NRFR2edi at ed SOxied at 1.0 1. @RE 5(166)
PCP pat hway -1. 6 5. 4E 6(62)
Mouse Embryonic St 2. 4 4 EB 6(9 %
WntflEaathway 2.01. 2E 4(55)
Hl B$ignaling 0 2. RE 5(96)
eNOS Signaling 2. 02. LE 6(135)

Es konnte gezeigt wden, dass durch die alkalischen Kultivierungsbedingungen
zahlreiche Signalwege im Zusammenhang mit Stress, Differenzierung und
Knochenzellfunktion reguliert wurden.

Zu den Signalwegen, in denen sich die meisten heraufregulierten Gene befinden, gehort
dasp38 MAPK Signalingwelches an Zellantworten auf extrazellulare Stressstimuli und
inflammatorische Zytokine wie TNF, IL1 und IL18 beteiligt [$©2,73] Wéahrend die
Expression dieser Zytokine bei phB unverandert oder geringfiigig herunterreguliert
war, liel3 sich fur die entsprechenden Rezeptoren eine signifikant erhdhte Genexpression
nachweisen. Obwohl die p38 NPX selbst nicht signifikant reguliert wurde, fuhrten die
verschiedenen Regulationsprozesse zu einer insgesamt erhdhten Aktivitdt des
Signalnetzwerkes {3core: 2.64).

Die Regulationsprozesse bei k8 fuhrtenzu einer Verminderung der Aktivitat beider
nicht kanonischen WrSignalwege (PCP pathway und Wnt/Ca+ Pathway) derf
Transkriptionsebeném Gegensatz dazu wurde eine signifikante Herunterreguld&on
typischen Antagonisten des kanonischen \W8ignalwegedVIF1 und SFRP2 festgestellt,
welche eine drdhteAktivitat diesesSignalwegeserursachemvirde

Das kondensierte SchernmaAbbildung 21 fasst die Interaktioner fir die Antwort auf
den alkalischen pHVert alsamrelevantesten erachteten Gensammen.
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Abbildung 21 Schematisches Netzwerk regulierter Signalwege bei pH T63)]
Gezeigsindheraufegulierte (rot), herunterregulierte (griin) und nicht signifikant regulierte(@ei@innertalb eines mit der
Ingenuity Pathway Analys&oftware zusammengefassten Netzwerkes. Die dditgasbignalwege wurden aus den auf den

Genlisten basierenden und von der Software ausgegebenen globalen funktionalen Netzwerken extrahiert.

Mineralisierung der extrazellularen Matrix

Ein sehr spater Marker fir die Osteoblasten Differenzierung ist digkeithder Zellen

zur Mineralisierung der sie umgebenden Matrix.der Mineralisierungsphase wird
Kalzium in dieECM sezerniert, welches mit Hilfe des Farbstoffes Alizarin Red angefarbt
wurde. Ohne die Zugabe der Zusatze b@&igcerin-phosphat undCalcitriol nach
Erreichen der Konfluenzoegann sich der Phanotger MC3T3Zellen im Laufe des
Versuches zu verandermie Zellen nahmen unabhangig vom Medipi eine
Fibroblasterahnliche Morphologie an. In diesen Kuktirkonnten zu keinem Zeitpunkt
Kalziumabbhgerungen detektiert werdeim den Ansatzenwelche dieentsprechenden
Zusatzeenthielten blieb der Ubergang zu der Fibroblast#imlichen Morphologie aus
Hier waren einige apoptotische Zellen und ein weniger dichter Zellmsbaobachten
Dennoch konnte in diesen AnsatzenKalzium nachgewiesen werdenn der
untenstehenden Abbildung sind die Farbeergebnisse nach 14 und 21 Tagen bei-Standard
pH-Bedingungen beziehungsweise bei pl8 gezeigtWahrend bei pH,4 weder nach

14 Tagen noclmach 21 Tagen Kailzm nachgewiesen werden konnterenbei pH7,8
bereits nach 14 Tagen erstelzium enthaltendgellenanfarbbar Nach 21 Tagen waren
diese Zellen vongroR3flachigen Kalziumablagerungen bedeckt. Die Ablagerungen
schienen in einer zellfreien Matrix eingedaijzu sein, welche asgark ausgepragteCM
interpretiert werden kann. Obwohl diese Ntagowohl unter Standarédingungen als
auch bei pH7,8 &hnlich stark ausgepragt zu sein schien, erwies &idkbdcheidungles
Kalziums alspH-abhangig Eine Verlamgerung des Versuches auf 28 Tage zeigte, dass
die Zellen auch untert&dardbedingungen fahig warealkum zu sezernieren, jedoch
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setztalie Kalaumabscheidung bei pi,8 bereits nach der Halfte dieser Kultivierungszeit
und damit signifikant schneller ein

pH7.4 pH7.8

Abbildung 22Kalziumabscheidung bei Langzeitkultur unter StandardpH-Bedingungen und bei pH7,8[69]
MC3T3 sc14 wurden fir 14 beziehungsweise 21 TabetaGlycerinphosphatundCalcitriothaltigem Mediunfei pH7,4 und
pH 7,8 kultiviert bevor mit Hilfe eir@Alizarin Red Assays Kalzium rot angeférbt wurde.
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4.2 pH modifizierendes Implantatmodel

Gegenstand der Untersuchungen war das Implhfbaelsystem aus alkalisierender
Matrix, perforierten Titanplatten und Osteoblasten der Zelllinie MA343ehungsweise
priméaren humanen Osteoblast&etrachtet wurden die alkalisierenden Eigenschaften
des Implantatmodk undihr Einfluss auf das Anwachsverhalten, die Proliferation und
die Genexpressioter Osteoblasten. Ergebnisse aus den Vorversuchen zur Findung einer
geeigneten Matrix und zur Uberprifung dessen Biokompatibilitit aindieser Stelle
nicht explizit dargestellt Neben dem PVAPolymerElektrolyt wurden Agarose,
Gelantine undPolydimethylsiloxanals moégliche Matrices getestet. Alle untersuchten
Matrices snd biokompatibel jedoch zeigte der P\ARolymerElektrolyt bei NaOH
Beladungdas geeignetste Releagerhalten und die am besten handhabbare Konsistenz.
Mit dem Begriff Matrix sind im Folgendenur nochdie PVA-PolymerElektrolyt-Gele
bezeichnet.

4.2.1 pH-Wert-Anderungenm Modelsystem

Um das Releas®erhalten beziehungsweise die Kapazitat dialisierendenMatrix
einzuschatzenwurden die Gele ohnkeochplatten in 12Well-Platten eingebracht, mit
2 ml Medium tberschichtet und der Medium-ptert Gber sieben Tagverfolgt Hierbei
wurdedas Medium nach der taglichen Messung jeweils komplett ausgetansckdmit
die in L6sung gegangenen Hydroxidionen aus dem System entferrginen Eindruck
von der NaOHKapazitét der Gele zu erhaltddie Ergebnisse sind imligenden Grapén
als Mittelwerte und Standardabweichung (n=10) dargestallif. eine statistische
Auswertung deZeitabhangigkeitvurde in diesem Versuch verzichtda auf Grund der
herstellungsbedingten Abweichungen zwischen den einzelnen Gelansajzekisehe
Anwendbarkeit eines mathematischen Modadlsr Zeitabhangigkeitim Einzelfall
fraglich bleibt.
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Abbildung 23pH-Werte in zellfreiem Medium Giber alkalisierender Matrix
Gemessen wurde der Mediyid vor dem téglichen Miienwechsel tiber den miMINaOH beladenen P\é&elen (n=10).

Auffallig ist, dass der Abfall des pM/ertes von der ersten Messung zur zweiten mit 0,5
pH-Stufen besonders stark gepragt istIn den darauffolgenden Messintervalfatien
die Schwankungenm MediumpH deutlich geringeraus An dieser Stelle ist
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anzumerken, dass wie n t Anfertighng eines Mod&dystems fir ein modifiziertes
Implantati He r st e | | hesclriebBrflirAdie Zellkulturversuche vor der Aussaat
der Zellenstets ein Medienwechkstattgefunden hat, sodass das Reldssdalten der
Gele und der entsprechende Meduaid zu Beginn der Versuche vergleichbar mit den
Ergebnissen von Tag 2 des Kapazitatsversuchebrnidtaufe desKapazitatsersuches
fiel der MediumpH etwa um eine p+btufe, bieb mit einem pH von 7,6% 0,05 aber
deutlich Uber dem StandaMediumpH von 7,4 und beweist so eine hohe NaOH
Kapazitat der Gele.

Wahrend der Zelulturversuche wurde der MediupH an jedem Versuchstggmessen.

Die Ergebnisse sind in der untetehenden Grafik aufgetrageAuf eine statistische
Auswertung der pHWert-Anderungeriiber die Zeitvurde verzichtetim Gegensatz zum

zuvor erlauterten Kapazitakgersuch fand in den Zellkulturversuchen nur ein einmaliger
Medienwechsel an Tag 4 statt, ssslaan den restlichen Versuchstagen é&ein
Hydroxidionenaus dem System entfernt wundéie Anderungen des pM/ertes uber

die Zeit fielen daher geringer aus, wobei ein deutlicher Abfall deSvekies durch den
Medienwechsedn Tag 4zu beobachtewar. Die dlmahliche Ansduerung des Mediums

durch dieStoffwechselendprodukte d&ellen wie sie in der Kontrolle zu beobachten

war, schien in den Ansatzen volistandig durch die alkalisierende Matrixyafbeme zu

werden. Nach dem Medienwechsel war sogar einétieidlkalisierung von Tag auf

Tag7 zu beobachten. Auffallig war, dass in der Anfangsphase des Versuches auch in den
Kontrollen leicht erhéhte pAiVerte erfasst wurden. Eine mogliche Ursache ist eine nicht
ausreichende Auswaschung des NaOH aus den Kigyaert. Dass die verwendete

Matrix auch nach der intensiven Auswaschumwgi e unt er AAnfertigl
Modelsystems flur ein modifiziertes ImplaniaHe r st el | ung PVARA beschr
der Lage war das carborgeépufferte Medium zu alkalisiereist einweiterer Beweis fur

ihre hohe Kapazitat
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Abbildung 24Medium-pH im Modellsystem arden Versuchstagen 1,5 und 7[74]
Der MediumpH Uber den alkalisierenden Implantatmodellen und den entsprechenden Kanirdéen den jeweiligen
Versuchstageter Proliferationsversucigemessennd ist somit den Daten aus dem \WEay und der Zellzahlbestimmung
zuordnenbafn=15).
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4.2.2 Anwachsverhalten und Proliferation im Mdldgstem

In flnf Versuchsdurchlaufemit einem jewdigen Umfang vondreiProben je Kondition

wurde da Anwachsverhalterder Zellen im Modellsystem beurteilDazuwurde die
Zellzahl bereits am ersten Tag nach der Aussaat direkt tiber Auszéhlung und indirekt tber
einen WSTAssay kontrolliert. Es musste fgssstellt werden, dass von den 50.000 Zellen,

die ausgesat wurdem jedem Versuchsdurchlauf nur ungefahr die Halfte angewachsen
war. Dieser Umstand galt sowohl fur die Kontrolle ohne alkalisierende Matrix als auch
den Ansatz, sodass davon ausgegangenemnekdnn, dass die perforierte Titanplatte
Ursache fur diese Beobachtung war und nicht etwa das alkalisierte Métfiustorende
Einflisse der alkalisierenden Matrix zu vermeiden, wurden stetsadiplatten vor der
Weiterbehandlung der Zellen in eine eedellkulturplatte tbertragen. Eine optische
Kontrolle nach Entfernung deérochplatten zeigte, dass am Bodder Zellkulturplatte
Osteoblasterangewachsen waredje bei der Aussaat durch die Lochgefallen sein
mussen. Da die alkalisierende Matrix undsichtig ist, konnte sie nicht mikroskopiert
werden, sodass keine Aussage uber eventuell hier angewachsene Zellen getroffen werden
konnte

Wahrend an Tag@ noch keine Unterschiede in der Zellzaikennbawaren, zeigten sich

bereits an Ta@ erste Tendemn hohereZellzahlen imalkalisierenden SystenDiese
Tendenz blieb Uber den restlichen Versuchszeitraum bestehen. In der untenstehenden
Abbildung sind die Zellzahlen ider Kontrolle unddem alkalisierenden Systegrafisch
dargestellt. Die Varianz der raelnen Lochplatten, sowie der nicht absolut
standardisierbaren alkalisierenden Matrices fiihrte jedoch zu so grof3en Abweichungen
der Absolutwerte zwischen den einzelnen Versuchsdurchlaufen, dass eine statistische
Auswertung kaum maoglich war. Aus diesem @twvurderdie MesswertgedesAnsates

auf die jeweilige Kontrolle normiert und diese normierten Werte fur die statistische
Auswertung weiterverwendet.
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Abbildung 25Zellzahl in Kontrolle und Modellsystem tiber sieben Versuchste
Dargestelltind Mittelwert und Standardabweichuing15) derermittelten Zellzahlen an den Versuchstdgéh 5 und Starke
Abweichungen zwischen den einzelnen Versuchsdurchldufen bedingen die hohen Standardabweichungen
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Sowohl im tTest als auch inder Oneway ANOVA lie3en sichso signifikante
Unterschiede zwischen Kontrolle unédlkalisierendem Systermachweisen. Die
Ergebnissenach sieben Tagen in Kultwgind in Abbildung 26 grafisch dargesteli.
Auffallig war, dass sichid Ergebnisse fur den WSAssay und die Zellzahlbestimmung
unterschieden. Wéahrend die Zellzahl athalisierenden Systesignifikant erhoht war,

war der WSTMetabolismus signifikant verringerBei den Betrachtungen zur pH
Abhangigkeit des WSRssays hattesich bei erhdhten phiVerten ebenfalls eine
Abnahme der Absorption je Zelle im Laufe des Versuchszeitraumes gezeigt. Da der WST
Assay in diesem Versuch in Kontrolle und Ansatz bei gleichem Megidm
stattgefunden hat, kénnte eine solche Abnahme des rellldSTFMetabolismus zu den
beobachteten Unterschieden gefiihrt haben. Eine mogliche Ursache fur die in den
verschiedenen Versuchsansataefgetretenen Effektbei demWST-Assaywird unter
MH-Abhangigkeit der Proliferationid diskutier
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Abbildung 26Proliferation im Model Isystem(MC3T3-Zellen)[74]
In jedem Versuchsdurchlauf wurdéalobim WSTFAssay gemesseAdsorptionund die Zellzahl inalkalisierendeiodells/stem
auf die jeweilige Kontrolle normieDargestlit sind Mittelwert und Standardabweichungl(®-ler normierten Werte an Tag 7.

Auf Grund der Undurchsichtigkeit dérochplatten konnte wahrend der Kultivierung
keine optische Kontrolle des Anwachsverhaltens in Bezug auf die raumliche Verteilung
und die Morphologie der Zellen erfolgen. Um eventuelle Unterschiede bei der
Ausbildung des Zellrasens und de€M zu erkennenwurden die Zellemach sieben
Tagen in Kultur fixiert und bestimmte Strukturéwmoreszenmarkiert.Angefarbt wurden

die Zellkerre, das Ytoskelett, sowie das ECM Protein Kollagen. Es zeigten sich keine
gualitativen Unterschiede bei der Ausbildung des Zellrasens oder der Menge des
sezernierten Kollagersvischen Kontrolle und Ansatz.

In allen Proben war der Grof3teil der Locher in den penfian Titanplatten trotz des

sonst konfluent erscheinenden Zellrasens deutlich zu erkennen. Um zu untersuchen ob
diese erkennbaren Locher tatsachlich zellfrei sind, wurdé Hilfe eines
Konfokalmikroskogs schrittweise durch die Proben gefahren und so zstack
angefertigt. Die Analyse dieser-&tacks ergab, dass die Loécheicht zellfrei waren
sondern sich der Zellrasen in die Vertiefungen herabsenkte. Dies traf auch auf die Ansatze
zu, in denen sich unterhalb der Titanplatten kein Zellkulturplastikdeon die
alkalisierende Matrix befant¢h Abbildung27 sind die Aufsicht auf den Zellrasen um ein

Loch herum, die Ansicht vom Boden des Loches, sowie der dazugehtigekzgezeigt.
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Abbildung 27Fluoreszenzfarbung der Zellen und der ECM im Moddbkystem
Dargestellt ist ein Ausschnitt des Zelas um ein Loch der Titanplagfs), am Boden des Loches (B) sowie die entsprechende
Seitenansicht (Chngefarbt sind die Zellkerne in blau (DAPI), das Aldiytoskelett in rot (TRITC) und Kollagen in griPritnar
Antikorper +A488-gekoppelteSekund&Antikorper)

Nach den erfolgreichen Versuchen mit der murinen ZelllMi€3T3, wurden die
Proliferationsversuche mit primaren humanen Osteoblasten wieddi®[Eellen von

finf verschiedenen Patienterirdenjeweils in Triplikaten verwendeDie Limitierungen

im Anwachsverhaltetraten genau wie bei den MC3E&llen auf uncerwiesen sicHidr

die primaren Zellen als nbgravierender. Von den 100.08ibigebrachen Zellen konnte

nach 24h nur noch ungefahr ein Viertel auf den Titanplatten nachgewiesen werden.
Zusatzlichzeigtendie humanen Osteoblastén Vergleich zu der Zelllinieeine stark
verringerte Proliferation. Die Zellzahl lag fast allen Versuchesuchnach sieben Tagen

in Kultur noch unter 100.00Rellen. Nichtsdestotrotz waren die normalisierten Daten
vergleichbar mit den Ergebnissen, welche fur die murinen Zellen erhalten wurden.
Wahrend die Zellzahl der MC3T3 im alkalisierenddadellsystem an Tag 1m circa

31% erhoht war, war die Zellzahl der primaren humanen Osteoblasten um circa 34%
gesteigertWie in Abbildung 28 zu sehepkonnten m Gegensatz zu den MC3Zllen

keine signifikanten Unterschiede im W37/etabolismus fesgfestellt werden.
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Abbildung 28Praliferation im Model Isystem (humane Osteablasten)
In jedem Versuchsdurchlauf wurden die Absorption des-\VStoffwechselproduktes Formazan und die Zellzahlkatisierenden
Systenauf die jeveilige Kontrolle normiert. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabweichung (n=15; 5 Patiertemnierten
Werte an Tag 7.
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4.2.3 Genexpression im Modslstem

Zur Analyse der Genexpression im Moldgstemwvurden vollstandige Transkriptome der

in Kontrolle und Ansatz angesiedelten Osteoblasten angefertigt und miteinander
verglichen Fir die statistische Auswertungurde dasSignifikanzniveau auf g 0,05
festgesetzt und eifo | d ¢ h aarrgusges€iz. 6h den circa 30.000 detektierten
Gentranskripten erwiesen sich unter diesen Rahmenbedingungéb2Gene als
signifikant unterschiedlich exprimierDavon waren 16%ene im Ansatz dch und

83 Gene herunterregulierBevor aufeinzelne reguliert&seneeingegangen ind, soll
zunéchst die Ubergeordneten Signahd Stoffwechselwege betrachtet werden. Die
untenstehende Grafik enthalt eine Auflistung der am starksten betroffenen Wege.

Die meisten der regulierten Signalwege kdnneobgn drei Hauptbereiche eingeteilt
werden: Adhasion, Proliferation und DNReparatui(sieheTabelle8). Im Bereich der
Adhésion sind besonders viele Proteinectineguliert, die an der Ausbildung von
Fokalkontakten beteiligt sindUber den PI3KAkt-Signalweg stehen diese Proteine
ebenfalls mit mTOR, einem fir das Wachstum und Uberleben verantwortlichen Protein
in Verbindung. Ebenfalls das Wachstum und Uberleben steuernd wirken die Proteine des
EGFR1 Signalweges. BdemEpidermal Gowth Factor Receptor (EGFRJ handelt es

sich um einen Rezeptor fur verschiedene Wachstumsfaktoren. Zusammen mit anderen
Proteinen des Zellzyklus war die Genexpression vieler dieser Proteine im Ansatz
hochreguliert. Weiterhin zahlten Proteine, die beilDIRA-Reparatur eine Rolle spielen

zu den hochregulierten Genen. Hierzu gehoéren auch Proteine des p53 Signhalweges wie
zum Beispiel die an den Kontrollpunkten der Mitose wirkenden Cycline.
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Abbildung 29im Modellsystem reguliete Signat und Stoffwechselwege
Gezeigt sind alle Signaind Stoffwechselwegi denen mindestens3endn Anwesenheit des alkalisierenden Implantatniedel
reguliert wurden.

Neben den regulierten Signalwegen sollten auch die einzelnen Gene betraothéet we
Da es sich mit 252 regulierten Genen um eine zu grol3e Anzahl handeltsie
Ubersichtlich darzustellen,wurden die Daten zun&chst unter sehr strengen
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Randbedingungen gefiltert. Nur diejenigen Gene, die mindestens unfatde3eguliert
wurden undzusatzlich ein Signifikanzniveau von=0,00001 erreicht habesind in
einerhierarchische Clusteranalyse in

Abbildung 30 dargestelit. Die hierarchische Clusteranalyse ist eine verbreitete Methode
zur Genexpregsnsdatenanalyse eb der Gene mit &hnlichen Expressionsmustern
zusammengefasst und in immer weiter tbergeordneten Clustern grwspigen Da die
Cluster keine Funktionseinheiten darstellen, sondern durch einen mathematischen
Algorithmus basierend auf dé€earson Korrelation entstehesoll in dieser Arbeit auf

eine Interpretation der Clusteranalyse verzichtet werden.
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Abbildung 30Hierarchisches Cluster der im Moddbystem am stérksten regulierten Gene
Abgebildetsind alle Gae, die mit einemdid change vo©3 und einem Signifikanzniveau vorr §,00001 reguliert wurdeBie
Farbkodierung entspricht den Signalintensitéten auf dei@es fur die jeweils funf Proben der Kontrolle (1) und des Ansatzes (2).

Im Weiterenwurden sowohl die Gene welche mindestens um dasfa®he reguliert
wurdenals auchsolche die hochsgnifikante Ergebnisse (p 0,0001) lieferten genauer
betrachtet Dabei wurden unspezifische Enzyme wie ubiquitar wirkende Kinasen,
Reduktasen und Transferasdig keiner spezifischen Zellantwort zuordenbar sind, nicht
weiter beérachtet.In Tabelle8 sind de Ubrigenauf Grund ihrer spezifischen Funktials
relevant fur die Beurteilundes Moddkystems erachteth Geneaufgelistet Zusédzlich
wurden die Daten gezielt auf fir die Knochenregeneration relevante Gene hin analysiert,
welche ebenfalls ifabelle8 aufgefuhrt sind

Viele knochenspezifische Gewairdenim Ansatz nicht oder nur kaum reguliéi¥ie die
Ergebnisse der Fluoreszenzfarbung bereits erahnen lieBen, wiesen die
Transkriptionsdaten nicht auf eine Regulation deregaression des Kollagens Typl im
Ansatz hin. Auch di&xpression detypischen Osteoblastenmarker der FamilieBleme
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morphogenetic prieins (BMPs) wagrof3tenteils unverandeiur fur BMP4 und BMP6
lieRen sich signifikante Unterschiede nachweisen. Wahrend BMP6 im Aksaiz
reguliert wurde (Bld change-1,07; p=0,041), wr BMP4 leicht hochreguliert (fd
change: 1,3; p=0,023)Obwohl der fur die Differenzierung von Osteoblasten
maligebliche TranskriptionsfaktBuntrelated transcription factor R(nx2 im Ansatz
kaumreguliertwar (Fold change: 1,07; p=0,047), zeigten dmn Runx2 regulierten Gene
Bglap und Alpl eine verringerte Exggsion(sieheTabelle8).

Da die Knochenregeneratigncht allein von den Osteoblasten abh&ngt, sondern durch
das Zusammenspiel von Osteoblasten und Osteoklasten bestimmt wird, \@uoden
Faktoren in die Analyse mit einbezogerge don Osteoblasten sezerniert werden aut
Osteoklasten wirkenDer Knochenaufbau und abbau wird maf3geblich durch das
Verhaltnisder beidersezernierten Faktoren RANKL ui@PGbeeinfluss{4]. Wéahrend

das Gen fUOPG(TNFRSF11B)nicht signifikant unterschiedlich exprimiert wurdear

das Genfur RANKL (Tnfs1]) im Ansatzherunterreguliert, sodass sich insgesamt das
RANKL/OPG-Verhaltnis verscbb. Des Weiteren wander Osteoklastestimulierende
Faktor Ostfl und der Osteoblastetemmende Faktor Osteicht herunterreguliert.

Tabelle8im Modellsystem regulierte Gene eingeteilt nach inrer ibergeordneten Funktion

Funktion Gen CEngge p-value
kinesin family member 11 (Kif11) +3,61 <0,0001
Adhasion integrin alpha 8 (Itga8) +2,81 <0,0001
Advillin (Avil) -10,41 | <0,0001
insulin-like growth factor 1 (Igfl) +3,88 <0,0001
Proliferation | hyaluronan mediated motility receptor (Hmm +3,50 <0,0001
c-fos induced growth factor (Figf) +2,64 <0,0001
thioredoxin interacting protein (Txnip) +14,86 | 0,0017
DNA- cyclin A2 (Ccna2) +3,31 <0,0001
Reparatur | holo-like kinase 1 (PIKL +3.13 | <0,0001
stromal celderived factor dike 1 (Sdf2I1) -3,34 0,0001
Osteomodulin (Omd) +2,10 <0,0001
Osteoglycin (Ogn) +2,02 | <0,0001
bone gamma carboxyglutamateotein (Bglap) | -2,97 <0,0001
Knochen _ alkaline phosphatase, liver/bone/kidney (alpl -1,70 0,0054
regeneration | eteocrin (Ostn) 1,54 | 0,0005
osteoclast stimulating factor 1 (Ostfl) -1,37 <0,0001
tumor necrosis factor superfamily member 1] 1,31 0,0029

(Tnfs11)
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4.2.4 ANoundhealindi unter Moddlbedingungen

Die Migrations und Proliferationsfahigkeit der MC372ellen in Abhangigkeit vom pH

Wert wurde mit Hilfeeines sogenannten Wound healisgsaysuntersuchtbei dem nach
Einbringung eines definierten Defektes die Dauer hisn zWiedererreichen der
Konfluenz analysiert wird. Der Versuch wurde in zehn Durchgdngen Stpfé
durchgefuhrt Unter beiden pHBedingungen waren die Osteoblasten in der Lage den
eingebrachten Defekt im Zellrasen zu uUberwachsen. Zunéehsstetseine Mgration

der Osteoblasten in den zellfreien Raum zu beobachten. Derofehrte Zellteilungen

und weitere Migrationsprozesse wurde dieser Raum im Laufe der Zeit von den
Osteoblasten eingenommen bis erneut Konfluenz erreicht war.

Abbildung 31 Zellrasen zu Beginn des Wound healindssays und nach 48
Die nach Einbringung des Defektes zellfreie Fladnetim Laufe der Versuchszeit vollsténgign den Osteoblastéberwachsen.
Gezeigt ist eine exemplarische Bildsequenz nachr@ 88h bei StandargH-Bedingungen.

Bei pH 7,4 benttigten die Osteoblasten Durchschnitt46,38+ 12,51h um den Defekt
wieder zu verschlieen. Bei 0 war der Defekt bereits nachl,10+ 12,01h
verschlossenSomit lief der Defektverschluss in alidhem Medium circa 10,4%
schneller abAuf Grund der hohen Standardabweichung wurde das Signifikanzniveau im
einseitigen {Test mit p=0,186 jedoch Uberschrittddie Ergebnisse sind in der unten
stehenden Abbildung dargestelit.
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Abbildung 32Wound healingAssay Abhangigkeit der Zeit vom pH-Wert
Dargestellsind Mittelwert und Standardabweichung (n=10vdarden Osteoblasteendtigta Zeit, um den 50Qm breiten Defekt
im Zellrasen zu verschlieRen
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4.3 Mechanische Stimulation inder Co-Kultur

Bei denUntersuclingen zuntinflussder mechanische Stimulation auf das Verhalten

von Knochenzellen lag der Fokus auf der Interaktion von Osteozyten und Osteoblasten.
In dem fir diese Arbeit entwickelte&Po-Kultur-Systemwar es auf Grund dezweidurch

eine semipermeable Membran voneinander getrennten Reaktionsraume maoglich nur eine
der beidenZellpopulationen zu stimulieren und so auch indirekte Einflisse der
mechanischen Stimulation auf die jeweils unstimulierte Zellpopulation zu analysier
Betrachtet wurden die Proliferation der Osteoblastemie deren Kollage®ekretionin
Abhéngigkeit van der StimulationWeiterhinwurde mit Hilfe von ELISAs die Sekretion
potentieller Signalmolekile durch die stimulierte Zellpopulation untersucht.

4.3.1 Prdiferation unter mechanischer Stimulation

In den Versuchen zur mechanischen Stimulation wurttdgende Bedingungen
betrachtet. Zum einen wurde zwischen den Stimulationsansatzen und den statischen
Kontrollansatzen unterschiederum anderen wurden jeweiSysteme mitgefuhytin

denen sich keine Osteozyten auf der Bodenmembran des unteren Reaktionsraumes
befanden. Dieses Vorgehen ermdglkodsin den Stimulationsansatzeen Einfluss der
stimuliertenOsteozyterauf die Osteoblasten im oberen Reaktionsraam Einflussdes

durch die periodische Membranbewegung ausgeldsten oszillierenden Flissigkeitsstroms
abzugrenzenWeiterhin liel3 sich so abschéatzeob bereits die Anwesenheitvon
Osteozyten ausreichtim die Proliferation der Osteoblasten zu beeinfluskeminem
weiteren Versuchsansatz wurde tUberprift ob der Zelltyp der stimulierten Population eine
Rolle spielt. Hierzu wurden die Ggulturen aus Osteozyten und Osteoblasten mi Co
Kulturen aus zwei Osteoblastenpopulationen verglichen.

Die statistische Anabe auf Signifikanz erfolgte mitilfe einer ZweiWege ANOVA
(p<0,05) unter Verwendung derStudentNewmanKeuls Methode fir die
Gruppenvergleiche. Die Stichprobenumféange betruged ® fur alle Konditionen. Um
Einschrankungen der statistischen Aussadelaaf Grund der Varianz zwischen den
einzelnen Versuchsdurchlaufen zu vermeidemyden die Messwerte normiert. Zu
diesem Zweck wurden di&Verte derstatischen Kontrollansatzejer Osteozyten
OsteoblasteiCo-Kulturen — als  100®6-Referenzwerte  festgelegt. nl jedem
Versuchsdurchlauf wurden die Absolutwerte der restlichen Konditionen jeweils auf diese
Referenz normiertund diese normierten Werte flur die statistische Auswertung
weiterverwendet.

In den statischen Kontralhséatzen erwies sich der Einfluss der e®dsyten auf die
Proliferation der Osteoblasten als vernachlassigbar. Es ergab sich kein Untensdaied
relativen Zellzahlerzwischen den G&ultursystemen und deystemenin denen sich

nur die obere®steoblastgmopulationbefandn In den Stimulatiosansatzen hingegen
war der Einfluss der Osteozyten deutlich. Insgesamt liel3 sich ein signifikant positiver
Effekt der mechanischen Stimulation auf die Osteoblastenproliferation nachweisen.
Dieser lag in den Systemen ohne Osteozyten jedoch knapp Ubernglefik&hzniveau

(p =0,145) Betrachtet man im Gegensatz dazu dieKidiursystememit Osteozyten
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zeigten sich signifikant hohere Osteoblastenzellzainleien Stimulationsansatzen als in
den KontrollansatzerDie relativen Zellzahken waren in diesen Sthulationsansatzen
aulRerdem signifikanhdher als in den Stimulationsansétzen ohne Osteozyire.
Ergebnisse fir alle vilBedingungersind inAbbildung 33 dargestellt.
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Abbildung 330steoblasterProliferation in Abhéngigkeit der Kulturbedingungen
In jedem Versuchsdurchlanfirdendie Zellzahin auf die Werte der Kontrollanséatzit Osteozyten normietbargestellt sind
Mittelwert und Standardabweichung (h=15) der normierten Wadg 3 Tagen Stimuian.

Der Vergleich zwischen den verschiedenenKidturen zeigte, dass sowohl unter
statischen Kontrollbedingungen als auch unter Einwirken mechanischer Stimulation die
Osteoblastenproliferation in den oberen Insebes den CoeKulturen aus zwei
Osteoblastnpopulationen leicht gehemmt war. Die Zellzahlen waren im Vergleich zu
den CoeKulturen aus Osteozyten und Osteoblasten circé b@ringer.
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Abbildung 340steoblasterProliferation in Abhéngigkeit der Co-Kultur
In jedem Versutsdurchlauf wurden die Zellzahlen auf die Werte der Kontrollansétze mit Osteozyten normiert. Dargestellt sind
Mittelwert und Standardabweichung (n=15) der normierten Werte nach 3 Tagen Stimulation.
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4.3.2 Kollagensekretion unter mechanischer Stimulation

Eine derHauptfunktionen von Osteoblasten ist die Sekretion von Kollagen. Déudsn
der Stimulation im G-Kultursystem auf diese Osteoblastenfunktion wuidber den
Nachweis von KollagedUim Uberstand untersuchin allen Proben konnte eifehe
Menge an sezerniertem Kollagen nachgewiesen werd®me errechnete
Gesamtkollagenmenge betrug 494,19,7 ug fur die Kontrollen, 503,& 65,0ug fur die
Stimulationsansatze mit Osteozyten und,32768,0ug fur die Stimulationsansatze mit
OsteoblastenZwischen den einzelnen Versuchsgruppen konnmteter Verwendung
eines {Test auch nach einer Normalisierung auf die Gesamtproteinmeegee
signifikanten Unterschiede festgestellt werd@&ie nornalisierten Wete lagen im
Durchschnitt bei B6 + 2,78 ug Kollagen/pgProtein. Es zeigte sich lediglich eine
Tendenz einer gesteigerten Kollagensekretion in den Stimulationsansatzen, welche zwei
Osteoblastenpopulationen enthielten. Die erhaltenen Ergebsissl im folgenden
Boxplot zusammengefasst.
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Abbildung 35Sezerniertes Kollagen nach mechanischer Stimulation

4.3.3 Potentielle  Signaltransduktion unter mechanischer
Stimulation

Um Hinweise auf den Mechanismus zu finden, dedbestimulation der Osteozyten in
Co-Kultur die erhdhte Osteoblastenproliferatiorverursacht, wurden die potentiell
verantwortlichen Molekil&SDF1, IGF-1 und PGE2im Uberstand nachgewieseDer
statistische Vergleich erfolgte ailenFallen mit Hilfe von gpaarten{Tests.

SDF1 konnte sowohl in den Kontrollen als auch in den Stimulationsansétzen in geringen
Konzentrationen nachgewiesen werden. Die Konzentrationen waren mit 6,2p#inil8

in den Kontrollen und 5,85+1,28&)/ml in den Stimulationsansatzen emtbeiden
Bedingungen annahernd gleich.

Unter den beiden VersuchsbedingunggennteebenfallsiGF-1 in den Uberstanden der
Osteozyten nachgewiesen werden. Mit 6,773 d@&ml in den Kontrollen und
7,68+2,98pg/ml in den Stimulationsanséatzen unterschiedem die gemessenen Werte
jedoch nicht ausreichendm einen signifikanten Unterschied feststellen zu kénnen.
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AuchPGE2 konntesowohlunterKontrollbedingungerls auch bei Stimulatioshetektiert
werden. De erhaltenerPGE2Werte unterschieden sich mit 1@¥7,75pg/ml fur die
Kontrollen und 1%9+5,79pg/ml fur die Stimulationsansatzetz der insgesamt relativ
niedrigen Konzentrationen so deutliebneinanderdass die statistische Auswertung eine
signifikant hohere PEGRonzentration in den von stimulien Osteozyten
konditionierten Medien ergab. Die Ergebnisse fur den P8&éhweis sind in der
untenstehenden Grafik abgebildet.
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Abbildung 36PGE2Konzentration in konditionierten Osteozytentiberstanden
Dargestellt sind Mittelweund Standardabweichung (n=10) der Konzentrationen von PGE2 im Uberstand von unstimulierten und
stimulierten Osteozyten im @ltur-System.
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5. Diskussion

5.1 Experimentelles Vorgehen

Osteoblasten durchlaufen wahrend ihrer Entwicklung eine Sequenz von drei
Hauptphasen: Zellproliferation, extrazellulare MatReifung und Mineralisierung
[1,75]. Nur reife, differenzierte Osteoblasten sind in der Lage die extrazellulare Matrix
zu produzieren, modulieren dischliel3lich zu mineralisieren. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde der Einfluss des pWertes wahrend dieser drei Phasen untersucht. Aul3erdem
wurden zweiin vitro Kultursysteme etabliert, die einer optimierten Kultur von
Knochenzellen beziehungsweise der Ustiehung von Wechselwirkungen zwischen
verschiedenen Knocheglipopulationen dienen sollten.

Fur die Analyse der Proliferatiorwurden die dei ParameterZellzahl, WSTF
Metabolismus und ATSehaltgewéhli da sieverschiedene Aspekte der Proliferation
reflektieren In der nachfolgenden Phase der Matifung wurde ein vollstandiges
Transkriptom angefertigt, um ein umfassendes Bild des Einflusses edd&pds auf die
Osteoblasten zu gewinnen. Die eintretende Kalzifikation BléM in der Phase der
Mineralisieung konnte mit Hilfe eines AlizarinRefissays tUber die Anfarbung des
eingelagerten Kalziums sichtbar gemacht werden

Nachdem in den Untersuchungen zur-fbhangigkeit festgestellt werden konnte, dass
ein alkalischer pHNert positive Auswirkungen auf die ®liferation und Differenzierung

der Osteoblasten hat, wurdmin vitro Modellsystem entwickelt, um die Mdglichkeiten
einer alkalisierenden Modifikation von Implantaten zu untersucRewliferation und
Genexpression im Modslystem waren deutlich veramtldm Rahmen dieses Ansatzes
wurde auf3erdem ein Wound heahlidgsay durchgefiihrt, um den Einfluss des erhthten
pH-Wertes auf die Fahigkeit der Osteoblasten Defekte im Zellrasen wieder zu
verschlieRenzu untersuchen.

Nebenden Unterachungen zum optimaleMediumpH, sollite auch das Kultursystem
angepasst und fiin vitro Studien optimiert werden. Um der physiologischen Situation
moglichst nahe zu kommen und trotzdem definierte Anderungen einzelner Parameter zu
ermdglichen, wurde ein GKultur-System entwikelt in dem zwei Reaktionsrdume durch

eine permeable Membran voneinander getrennt sind. Die Kulturfldebeunteren
Reaktionsraumesst durch ihre Flexibilitédt geeignet eine mechanische Stimulation
erlauben Die Kulturflache des oberen Reaktionsraurbksbt von dieser Stimulation
unberthrt, sodass explizit die durch den Stimulus ausgeldste Signaltransduktion zwischen
den zwei eingesaten Zellpopulationen beurteilt werden kann.
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5.2 Einfluss des extrazellularen pHWert auf Osteoblasten

5.2.1 pH-Abhéangigkeit der Bliferation

Alle getesteten Proliferationsparameter zeigten ahnlichalphéingigkeiten, mit @tima

im alkalischen Bereiclzwischen pH,4 und pHB,6 (Abbildung 14). Dabei bleibt zu
beachten, dass die initial eingestelitenérte vor allem oberhalb des Pufferbereiches
von HEPESwischen den Medienwechselunehmend starken den neutralen Bereich
geshiftet sindDiese Betrachtung legt einen leicht verschobenen optimaleBgoeich

in Bezug auf die jeweiligenParametePeals nahe wodurch der tatsachliche
Optimalkereichwahrscheinliclzwischen pH,0 und pH8,4liegt. Die gemessenen Werte
waren bei optimalem pH auf bis Giber Za0gesteigertUnterschiede waremicht nur im
Ausmald der Steigerungen sondern vor allem amchzeitichen Ansprechen der
Parameteerkennbar

Wahrend fur den WS Metabolismus bereits nach zwei Tagen in Kultoter alkalischen
Bedingungensignifikant hohere Werte detektierbar wardéef3ensich fir den ATP
Gehalt und die Zellzatdrst spater signifikante Werschiede nachweiseliese zeitliche
Diskrepanz gab Anlass zur Untersuchung deiAtiHangigkeit des WSRAssays, zu de

bis dahin keinerlei Informationen vorlagen. Zu diesem Zweck wurden zwei Tests bei
gleicher Zellzahl durchgefiihrt. DiBest ergaben, dss zwar kein storender Einfluss des
pH-Wertes auf die photometrische Messung agrtlie gemessene Absorption je Zelle
aber signifikant vom pHVert wahrend deeinstindigeninkubationszeit akbihg. Die
Verstoffwechslungvon WST1 zu Formazamuss dementspchendei alkalisclem pH
effizienter algelaufen seinwas auf eine erhdhte Aktivitat des verantwortlichen Enzyms
SuccinatReduktase schlieRen lasst. Uber die einzelpidsOptima der Enzyme der
Atmumgsketteliegen keine Informationewor; die pHAbhéangigké von Enzymen ist
jedoch ein allgemein bekanntes Phano{i@@éh Die Ergebnisse zur piAbhéangigkeit des
WST-Assays weisen darauf hin, dass die erhéhte Absorption, welche in den alkalischen
pH-Gruppen gemessen wurde, sowohl durch die tatsachlich erhéhten EellaEhauch

durch die gesteigerte Effizienz der SucciRaduktase verursacht wurden, woraus sich
die scheinbar erhdhte Sensitivitat des Assays etdatier der Annahme, dass die Menge

an SuccinaReduktase zu Begirgter Proliferationsgrsuchean allen pHGruppen gleich

ist, musstalie gesteigerte Effizieades Enzyms bei alkalischem pH dementsprechend zu
erhdhten Absorptionswerten pro Zefjefiihrt habenTatsachlich war die Absorption je
Zelle in der pHB,4-Gruppe zu Versuchsbeginangefahr viermal hdheals unter
StandargpH-Bedingungenlm Laufe der @adgigen Versuchszeit schwéachte sich dieser
Effekt jedoch deutlich ab bis an Versuchstag 6 kein Unterschied zwischen den pH
Gruppen mehr feststellbar wgkbbildung 19). Das Versciinden dieses Effekts konnte

auf die Herunterregulation des Enzyms in Folge seiner erhdhten Effizienz zurtickzufihren
sein.Faktoren wie eine eintretende Substrathemmung bei sehr hohen Zellzahlen oder eine
zunehmende Transportlimitierung durch die Ausbifflwon Multilayern sind jedoch

nicht auszuschlie3en.

Eine erhohte Effizienz der Succin&eduktasewirde eine gesteigerte ATBynthese
ermoglichen Tatsachlich konnte ein erhéhter AGehalt in den Wells der alkalischen



Diskussion 60

pH Gruppen gemessen werd&hrend @ér ATP-Gehaltin der pH7,4-Gruppe an Tag

6 bei52,13 + 14,87uM im Zelllysat lag, nahm ein der pH8,4-Gruppemit 119,45 +
48,44uM einen mehr als doppelt so hohen Wert Bei einer Normierung auf die
Zellzahl (Abbildung 18) ergaben sich jedoch in allen Gruppen sehr &ahnliche Werte. Im
Laufe der Proliferationsversuche war in allen-@lppenlediglich eine geringfligige
Abnahme des AT#Sehaltes pro Zelle zu beobachten. Diese Beobachtung entspricht den
Ergebnissen von Komarowt d., welche zwischen den Tagen 3 und 7 verrirgert
zellulare ATP-Spiegel gemessen habevenn die Zellen it MEM ohne betsGlycerin-
phosphatkultiviert wurden[77]. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die
Reduktionin unseren Versuchetdurchdas Testprotokokelbst verursacht wurdeum
Beispiel durchdie Behinderung der Zelllyséurch de sich allmahlich ausbildendeCM-
Schicht Insgesamt weisen die Daten auf ein stabiles Gleichgewicht zwischen ATP
Synthese und dem Energieverbraucih8j. Das vermehrt zur Verfigung stehende ATP
scheint direkt furProliferatiorsprozesse verwendet zu werdend erlaubt so die
beobachteten erhdhtenlizahlen in den alkalischen pBruppen.

Obwohl man annehmekénnte dass sich die Zellzahlen in den verschiedenen pH
Gruppen mit Anndherung an die Plateauphase angleichen, siaiarden alkalischen
pH-Gruppen auch noch an Tagléutlich hdher als bei &dardpH-BedingungenDiese
erhohten Zellzahlen kdonnteauf die Bildung von Multilayerrhinweisen ein Prozess
welcher einen gewissen Grad der Differenzierung voraussetzen {¥iide

Betrachtet man die pB,4-Gruppe sosprach der WS-Metabolismus als erster Indikator

an, gefolgt vom ATRGehalt an Tag 3 und abschlie3end der Zellzahl ab Tag 4. Hierau
ergibt sich folgende Hypothese zum Einfluss desVigertes auf die ProliferatiorDer
erhohte pHWert fiihrt zu einer erhéhten Aktivitat der SucciRduktase, sodass in
Folge dessen vermehrt ATP Uber die Atmungskette synthetisiert werden kann. Das
zusattich bereitgestellite ATP kann fanaboleProzesse wahrend des Zellwachstums und
der Zellteilung genutzt werden, sodass die Proliferation beschleunigt ablaufemieann.
angenommene Herunterregulation der SuceReduktase mit zunehmender
Kultivierungszei, lasst eine negative Feedbackschleife bei Annédherung an die Konfluenz
vermutenDie untenstehendAbbildungfasst den hier postulierten Prozeskematisch
zusammen.

pH T

| [ 4

Zellwachstum und Proliferation '

Abbildung 37 Schema zur pHabhéngigen Proliferation
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5.2.2 pH-Abhangigkeit der Differenzierung

Bei langfristiger Kultivierung ohne den Zusatz von b&lgicerinphosphat und Calcitriol
nahmendie MC3T3-Zellen mit der Zeit eine iBroblaster&hnliche Morphologie arin
diesen Kulturen konnten auch nach 30 Tagen nochekd&alziumablagerungen
festgestellt werderkine mogliche Ursachaerfirist eineeintretenddedifferenzierung
nach Erreichen der KonfluenZs konnte kirzlich gezeigt werden, dass es bei
kontinuierlicher Passagierung von heteroge#etilinien wie den M@GT3-Zellen zu
einer positiven Selektion schnell wachser8egbmpulationen kommi79]. Diese schnell
wachsenden Zelleverlierenihre Fahigkeit zur Mineralisierungin Effek{ der ebenfalls
in den Versuchen zu dieser Doktorarbmait beobachten wabDie zu Grunde liegeral
Ursache kdonnte auch hiereine Verschiebung des Gleichgewichigg von reifen
ausdifferenzierten Zellemnd hin zu unreifen proliferierenden Zellen seim den
Versuchen zur ptabhangigen Differenzierurigpnnteder Phanotyp reifer Osteoblasten
durch die Zugabe der Zusatzstoffe stabilisieverden. Dieser Effekt beruht
wahrscheinlichzum Grof3teibuf den antiproliferativen Eigenschaften von Calcitifies.
ist bekannt, dassad Ende der Proliferatisphasesine Voraussetzung fur die Initiation
der Osteoblastespezifischen Genexpressiamd damit den Eintritt in die Phaserd
Matrixreifung ist[80]. Die beschriebenen Beali@ungen weisen darahin, dass dieser
Mechanismus auctiir die immortalisierte Zelllinie MC3T3 gilt.

Um einen umfassenden Uberblick tiber den Einfluss deSvpHes auf den Zellstatus
und die Differenzierungsprozesse zu erlangemirde eine Genexpressiamalyse
durchgefuhrt Der Zeitpunkt der Analyse wurde so gewahlt, dass nachvde Sudoet

al. beschriebenen Ablauf der Entwicklumgn MC3T3-Zellen [57] der Beginn der
Matrixreifungsphase, in welcher erstell@genfibrillen in delECM angereichert werden,
erreicht sein missté&Nach 14 Tagen in Kultur zeigten sichir beidealkalischenpH-
Gruppen deutliche Unterschiede im Expressionsmuster im Vergleich zur Kontrolle. Das
Vorliegen von hunderten differentiell exprimierten Genersinaif einen weitreichenden
Einfluss des pHNertes auflie Zellphysiologie hin. Dieser Einfluss schien sich jedoch
in den beiden pHGruppen teilweise zu unterscheiden, sodass nicht allein von einer
Verstarkung der auftretenden Effekte bei einer weiteren Erhéhung dé&/eptids
ausgegangen werden kasonderrstattdessen auch die Induktion anderer Signalwege in
Betracht gezogen werden mu&s ist anzunehmen, dass eine-\rt-Anderungum

eine ganze p¥Btufe vor allem eine Vielzahl von Stressantworten augltbgieser Arbeit

wird sich fiur eine gradlinigere Bkussionim Weiteren auf die Ergebnisseles
Vergleiches der pH,8Gruppe mit dem Standard konzentriert.

Bei der Betrachtung dersfeoblastertypischen Transkriptionsfaktoren fiel auf, dass die
frihen Transkriptionsfaktoren Runx2 und Osx beifBl unveradert beziehungsweise
sogarleicht vermindert exprimiert wurden. Im Gegensatz dazu war die Expression von
ATF4, einem sehr spaten Transkriptionsfaktor, signifikant hochregulid@if4 ist ein
entscheidender Faktor fir die Differenzierung von Osteoblastdrderen terminale
Funktion[70]. Obwohl die Transkription nicht direkt durch ATF4 regutliird, wird die
Synthese von Kollagen Typ | von diesem Transkriptionsfake®influsst sodass ein
Fehlenvon ATF4eine unzureichend ausgebildé&teochenmatrixzur Folge hatATF4-
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defiziente Mause zeigen eine verzogerte Skelettentwicklunglurah dieverminderte
Knochenbildung eineRh&notyp mit erheblich verringerter Keleenmass81].

In den in dieser Arbeit durchgefuhrten Versuchen wias g38 MAPKNetzwerk,
welches unter anderem die Exmies von ATF4 kontrolliertbei pH7,8 eine verstarkte
Aktivitat auf. Dieses Netzwerk ist beteiligt an der Reaktion auf extrazellulare
Stressstimuli und inflammatorische Zytokine wie zum Beispiel TNF1 lund IL-18
[72,73] Wahrend die Expressionieder Zytokine selbstin unseren Versuchen
unverandert blieb, waren die entsprechendezeRtorewerstarkt exprimiertsodass eine
erhohte Sensitivitat gegentber diesen Zytokinen erreicht Wetenihrer Funktion bei

der Stressantwort ist die p38 MAPKbenfalls involviert in der Regulation der
Proliferation und Differenzierung voknochenvorlauferzellerDie p38 MAPK frdert

den Prozess der Knochenbildung indem sowohl die Expression ostectyasteher
Transkriptionsfaktoren als auch deren Aktividurch die Phosphorylierungsaktivitét
dieses Enzymkomplexegesteigeriverden Die Deletion der p38 MAPK beeintrachtigt
die terminale Differenzierung von Osteoblasten und das Auftreten von Osteozyten und
hat samit direkten Einfluss auf die Struktur und den Erhalt des Knochers/o [82].

Die Aktivierung des p38 MAPK Netzwerkes bei g8weistim Umkehrschlusauf eine
verstarkte Differenzierung der MC3T3 in Osteozyiémn

Das durch den alkalischen phert amstarksten beeinflusstGen kodiert fuDMP1.
DMP1 ist einMitglied derSIBLING Familig zu der auch andeEeCM-Proteine wie zum
Beispiel Osteopontin und Bot#aloprotein gehérenDMP1 gilt als entscheidender
Faktor fur die Mineralisierung des Knochens. Iinfgren Osteoblastenkulturen wird
DMP1 sehr spat exprimiert und fallt zeitlich mit der Bildung der mineralisierten Matrix
und dem Auftreten von Osteozyten zusamnji@d]. DMP1 wird daher von vielen
Autoren als potatieller Marker fir den Ubergang von Osteoblasten in den
Osteozytenstatus angesel8@,83] In der untenstehenden Abbildung sind die zuvor

erwahnten Differenzierungsprozesse schematisch dargestelit.
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Abbildung 38Im Verauf der Osteoblastendifferenzieung wirkende Transkriptionsfaktoren und osteogene Marker{77]
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Die bei pH7,8 gesteigerte Aktivitdit des p3d8etzwerkes zusammen mit der
Hochregulation des spaten Transkriptionsfaktor ATF4 und des -p@kins DMP1
impliziert einen beschleunigten Ubergangnv OsteoblasteRhanotyp in einen
OsteozyterPhanotyp Somit konnte gezeigt werden, dass die Differenzierdag
Osteoblastennter diesen alkalischen Bedingunggark geférdert zu sein scheint

Ein spaterer Indikator fur die Differenzierung der Ostedbfast die Mneralisierung

der Matrix. Bei pH7,4 war bis zu Tag 21 kein eingelagertes Kalzium in der Matrix zu
erkennenIm Gegensatz dazu waréei pH7,8 grol3flachige Kalziumablagerungen zu
beobachten, nachdem bereits an Tag 14 &at@umvesikel einhaltende Osteoblasten
angefarbt werden konntekine vergleichbare Abfolge der Mineralabgidung wurde

von Sudoet al. beschriebender die MC3T3Zelllinie etabliert haf57]. Bei Sardard
pH-Bedingungen stelliten die Autoren nach 24 Tagen erste Kalziumvesikel in den
Osteoblasten & und beobachteten die Bildung kalzifizierter Knotenpunkte nach 30
Tagen in Kultur. Um unsere Ergebnisse mit diesen Beobachtungen vergleichen zu
konnen, wurden einige Versuche auf bis zu 30 Tage verlangert. B&dpli¢3en sich
erste durch Alizarin andg@bte Osteoblasten an Tag 28 nachweigdnder Versuch an

Tag 30 beendet wurde, waren jedoch weiterhin keine grol3flachigen
Kalziumablagerungen erkennbar. Wahrend die zeitliche Abfolge der Kalziumablagerung
in diesemVersuch unter Standardbedingungengleichbar mit der von Sudet al
beschriebenen war, lief diese Sequenz bev@eutlich beschleunigt abie Ursache

fur dieseschnellereMineralisierung der Matrix kbnnte zum eineiie beschleunigte
Differenzierung deMC3T3in funktionaleOsteoblastesein.Zum andereileibt jedoch

nicht auszuschlie3en, dass der Kalzifikationsprozess auch durch rein ptlysiksche
Effekte begtinstigt wordesein kdnnte Schon friih konnte gezeigt werden, dass die
Fallung vonKalziumphosphaten ptbhéngig istIn Ubesattigten Lésungen werden
amorphe Kalziumphosphate mit zunehmendem -pYert  effizienter zu
Octacalciumphosphat und Hydroxylapatingesetz{84]. Ein ahnlicher Prozess kénnte

im Mikromilieu der Kalzium-sezernierenden Osteoblasten ablaufeogdass die
Kalzifikation der Matrix ebenfalls mit zunehmendem-p¥ert gefordert istin den fur

diese Arbeit durchgefiihrten Langzeitversuchen scheint ein synergistischer Effekt der
beschriebenen Faktoren am wahrscheinlichsten.

Zusammegenommenzeigen die Vesuche, dassine Alkalisierung des Mediums
deutlich die Funktion reifer Osteoblasten fordert und die Differenzierung in Osteozyten
zu beschleunigen scheint, auch weim alkalischer pHNert allein nicht ausreichtim

den OsteoblasteRhanotyp ausreicherml stabilisierenDie Schlussfolgerunglass die
Differenzierung unter alkalischen Bedingungebeginstigt ist,wird durch andere
Arbeiten untermauert die zu einem friheren Zeitpunkt in der Osteoblasten
differenzierung ansetzen. Es konhtaspielsweisgezeigt werden, dass ein erhéhter pH
Wert die Differenzierung vorkKnochenmarkStromaZellen (BMSC, bone marrow
stromal cell} in eine osteogene Zelllinie begiinstigs reichen bereits kleine pWert-
Anderungen aus, um die Fahigkeit von BMSCs typische Oltstenmarker zu
exprimieren signifikant zu verander[28]. Die Forderung der Differenzierungsprozesse
bei erhbhten pHNerten scheint Uber alle Entwicklungsphasen der Osteoblasten zu
bestehen.
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5.2.3 Einfluss des extrazellularen pWertesin vivo

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der extrazellularéVeid einen
signifikanten Einfluss auf die Proliferation und die Differenzierung von Osteoblasten
vitro hat. Diese Ergebnisse erganzen die Befunde von Bragidaly welche lelegen,
dass die Knochenzellfunktion streng durch den pH reguliert[@5H Diese und andere
Autoren postuliereneine wichtige Rolle fiir den Knochen als alkalische Pufferreserve
gegereinesystemische Anséduerungvivo, sodasslasSaureBasenGleichgewichtauch
unter pathophysiologischen Bedingungen geveistd werden kanfil2]. Wahrend einer
Azidose wird die Osteoblastenduzierte Einlagerum von alkalischen Mineralien im
Knochen verringert und die resorptive Aktivitat der Osteoklasten efh8hiEine direkte
Konsequenz daraus ist die Maximierung der Verfugbarkeit von gelBist@roxylionen,
welche die Uberschiussigen Protonguffern kénnen. Im Gegensatiazu kommt es
wahrend der Mineralisierung zur Abscheidung von alkalischem Hydroxylapatit, einem
Prozess bei dem unvermeidlich Protonen in das extrazellulare Medium freigesetzt
werden.Die in dieser Arbeit festgestellten Hiidse des alkalischen pWertes auf die
Proliferation und Differenzierung von MC331Zllen kénnten diesen beschriebenen
Ruckkopplungsmechanismus der HomoostaselexiZellebene wilerspiegeln.

Wahrend der systemische pMert in engen Grenzen reguliert windt der pHWert in

den meisten Interstitisabhéangig von der Stoffwechselaktivitdt der Zellen und deren
Abstand zur nachsten Blutkapillarewahrscheinlich niedriger als 7,/25,86] Die
Literatur Uber den pHVert innerhalb von Geweben igtdoch unzureichend. Die
Ergebnisse dieséArbeit legen nahe, dass zumindest fir Osteoblasten bis zu piHem
von 8,4 jede ErhéhungiberpH 7,2 fir die Proliferation und Mineralisierung von Vorteil

ist. Ein Hinweis auf die physiologische Relevanz dieses Befundes gibt eine Arbeit von
Chakkalakakt al., in der er zeigen konnte, dass sich wahrend der Knochenheilung der
pH-Wert, nach einem anfanglichen Abfaliim umgebenden Knochengewebe auf bis zu
pH 7,55 erhoht. Dieser piVert-Anstieg wird begleitet durch einen schnell zunehmenden
Kalziumgehalt inder Matrix[87]. Die Alkalisierung des extezllularen Milieus scheint
dementsprechend Teil der physiologischen Prozesse zu sein, die bei der
Knochenregeneration eintretddie Knochenregeneratiagehtin den meisten Fallen mit
einer Remodellierung der Knochenmatrix einh®er anfangliche pHWVert-Abfall
kénnte hierbeider Aktivitatssteigerung von Matrabbauenden Osteoklasten dienen,
wahrend der anschlieende Anstieg desVpéftes die Osteoblasten und damit den
Wiederaufbau der Knochenmatrix fordert.

Basierend auf den ErgebnissennelEinfluss des srazellularen pHWert auf
Osteoblastenwurde ein in vitro Modellsystem entwickelt, um die mdglichen
Auswirkungen einer alkalisierenden Modifikation von Implantaten zu untersuchen. Eine
ent sprechende Er f Alkaldiarende Modikatiordvermmplaritatee | A
und Knahenbaumaterialien zur Optimierung der Regeneration von Knochenddifekten
ist bereits zum Patent eingereicht (ZeicHe¥iA11252 // P15.108DE). Ein Exposé zu der
Erfindung befindet sich im Anhang.
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5.3 DasModellsystems fir ein alkalisierendesmplantat

5.3.1 Proliferation im Modellsystem

In dem entwickeltenModellsystemwar die NaOHFreisetzung ausreichend, um das
Medium fur bis zu sieben Tageu alkalisieren Eine entsprechende Kapazitat sollte
ausreichenum in vivo einen alkalischeren pMVert in der perlmplantatzone zu
gewahrleisten oder zumindest eine durch inflammatorische Reaktionen ausgeldste
Ansaierung des Milieus abzumilderkine mathematische Beschreibung des Release
Verhaltens wére nach der Standardisierung der Herstellung mdglichawad/@r einem
klinischen Einsatz der Matrices sinnvdihh Rahmen dieser Arbeit wurde auf Grund der
Varianz im Herstellungsprozess auf eine solche mathematische Beschreibung verzichtet.

Es lag keinerleBeeintrachtigung des Zellwachstums durch die AM&trix vor, sodass

die Biokompatibilitat dieser erstmals in biologischen Systemen genutzten Matrix
zumindestin vitro belegtwerden konnteUm die Bgnung als Implantatmaterial vivo
beurteilenzu kénnen missenedochweitere Faktoren wielas Degradationsviealten
unddie Beeinflussung der mechanischen Stabilitiiersucht werden.

Im Modellsystem war die Proliferation derurinenOsteoblasten signifikant gesteigert.
Die Annahme, dass dieser Effekt auf die alkalisierende Matrix zurtickzufihren ist, wird
durch eine Arbeit von Shenet al unterstitzt in der sich ebenfalls mit
Implantatmaterialien, dielas Mikromilieu modifizieren befasstwurde Die Autoren
konnten zeigen dassStrontium enthaltendeSaSiQ eine leicht alkalisierende Wirkung
auf das umgebendeddium haund signifikant die Proliferation und Aktivitat von MG63
Zellen fordert[88]. Bei dieser Zelllinie handelt esich wie bei den hier verwendeten
MC3T3-ZellenumeinemurineZelllinie, sodass die Ergebnisse nicht dirigkdie Klinik
Ubertragbar sindJm Datenvon groRerer physiologischer Relevanz zu erhalten, wurden
in dieser Doktorarbeitdie Versucheim alkalisieenden Modellsystenmit priméaren
humanen Osteoblasten wiederholt. Im Vergleich zu den immortalisierten Zelllinien
zeigten die priméaren Zellagin schlechteres Anwachsverhalten und wie zu erwaiten
deutlich verringerte ProliferationTrotz dieser Umstarel lieferten die Versuche im
Modelsystem nach den gleichen Normalisierungsverfahne@ sie bei den murinen
Osteoblasten Anwendung fandewergleichbare Ergebnisse. Auf Grund der trotz
Normalisierung vor allem zwischen den einzelnen Patientamgetretenen hohen
Streuung debaten,, war bei gleicher Stichprobengrof3e im zgeitigen tTest nur ein
p-Wert von 0,055 und damit keine statistische Signifikanz zu erreichkeer
Anwendung eines einseitigenrTest konnte hingegen festgestellt werdedass das
akalisierende ImplantatmodleSystem ach fir die primaren humanen Osteoblasten
signifikant hohere Zellzahlen im Vergleich zur Kontrolle ermdglicht. Damit deuten d
in dieser Doktorabeit gewonnenerErgebnise darauf hin, dass ein entsprechendes
Implantatin der Lage sein kdnnte die Osseointegraiionivo durch die Steigerunder
Osteoblastenproliferation zu verbessern.
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5.3.2 Genexpression im Modellsystem

Die Daten aus denGeneChip®Arrays unterstitzen dieAnnahme, dass ein
alkalisierendes Implantat die Ossaegration verbessern konnte Die
Regulationsprozesse zeigten sich vor allem in den Bereichen Proliferation, Adhasion und
DNA-Reparatur. Adhasion und Proliferatiaer Zellen beeinflussemal3geblich die
Sekundarstabilitat eines Implantategdhrend @ stake Regulation betreffend
Signalwege zur DNAReparatur auf Prozesse tie¢utet welche eine maligne Entartung
wahrend der gesteigerten Proliferation verhindern solRsi. der Betrachtung der
regulierten Genprodukte, welche direkt mit der Knochenregenerasisoziiert sindjel

zum einen die Hochregulation vam der Bildung der EM beteiligten Genprodukta

wie zum BeispielOsteomodulinund Osteoglycinauf. Die Bildung der ECM st
Voraussetzung fur die anschlieRendealzifikationsprozess¢80] und somit fur den
KnochenaufbauZum anderemwar dieHerunteregulation vonOsteoklasen férdernden
sowie Osteoblasten hemmenden Gedpkben ein interessanter Befund, welcher das
Gleichgewicht zwischen Knochenaufbau uhdbbauin vivo beeinflussen konnte.
Weiterhin wurde eine Verschiebung d@&NKL / OPGVerhaltniszu Gunsten von OPG
beobachtet. Eine solche Veranderung des Verhaltnisses migéizlictdie Aktivitat der
Osteoklastem vivounterdriicken und somit den Abbau der unggelen Knochenmatrix
reduzieren [4]. Die erfassten Regulationsprozesse scheinen dementsprechend im
Allgemeinen knochenaufbauemdProzesse zu beginstigemd knochenabbauende
Prozesse zu hemmen. Die festgestellte Herunterreguteilman Osteoblastenmarker wie
alkalische Phosphatase und Osteocaisinvergleichbar mit den Ergebnissen den
vorrangegangenen Versuchemr pHWert-abhangigen Differenzierung. Im Gegensatz

zu den Ergebngen wie sie nach Kultur in den Stand&mllkulturplatten erhalten
wurden, zeigte sich jedoch keine Hochregulation des spéaten Transkriptionsfaktors ATF4.
Auch das Protein DMP1 war im alkalisierendendélsystem nicht hochreguliert. Diese
Unterschiede weisen darauf hin, dass die Wachstumsoberflaiche aus Titan den Einfluss
des MediurmpH-Wertes auf die Genexpression erheblich moduliddss Titan und
andere Biomaterialien einen erheblichen Einfluss aig ¢enexpression von
Osteoblasten haben, konnte bereits gezeigt werf8j und ist mit hoher
Wahrscheinlichkeit Ursache fir diger festgestellte Einschrankung der Ubertragbarkeit
von Ergebnissen von einemvitro System in ein anderes

5.3.3 Weitere Aspekté Wound healing unthfektion

Neben der Proliferation stellt die Zellmigration einen entscheidenden Faktor bei der
Osseointegration von Implantaten und der Heilung von Defekten im Allgemeinen dar.

Das Zusammenspiad i e s er beiden Faktoren wurde in
healingAs sayfi untersucht. Der Versuch erfolgte
Blut-pH entsprechenden pWert von 7,4 und zum anderen unter den MopeH
Bedingungen bei pi8,0. Der Trend zumdschleunigten Verschluss des eingebrachten
Defektes bei Kultur in alkalisiertem Medium gibt einen weiteren Hinweis darauf, dass

das Anwachsen der Osteoblasten nach der Implantation bei einem alkalisierenden
Implantat beschleunigt ablaufen konnte. Eine Wrédlung dieser Versuche mit



Diskussion 67

primaren humanen Osteoblasten, wie fur den vorangegangenen Versuch, war im Rahmen
dieser Arbeit nicht mehr mdglich.

Ein zusatzlicher positiver Aspekt der Alkalisierung der pexplantatZone wére neben
einer Abmilderung der dah inflammatorische Reaktionen ausgeldsten Ansauerung des
Milieus, die antibakterielle Wirkung des alkalischen-Wtertes. Bereits seit Jahrzehnten
werden alkalisierende Zemente in der Zahnmedizin eingesetatem Ziel bakteriellen
Infektionen vorzubeugn. Ein besondeisdufig verwendeteAusgangsmaterialabeiist
Kalziumhydroxid, welches in vielen verschiedenen Fullungen Verwendung findet
[90,91]

Die Moglichkeit zur Verhinderung eineBakterienlesiedlung bei gleichzeitiger
Verbesserunges Einwachsverhaltensach die Verwendung alkaliserender Implantate
zu einer vielversprechenden Optiorder ImplantaflTechnologie

5.4 DasCo-Kultur -Systems zur mechanischen Stimulation

Im Rahmen dieser Arbeit wurde @mvitro System entwickelt, welcheowohl die Ce
Kultur zweier Zellpopulationen als auch eine mechanische Stimulation einer der
Populationerdurch Zugspannung erlaubt.

Mittlerweile existieren zahlreiche Studien Uber den direkten Einfluss mechanischer
Stimuli auf bestimmte Zellpopulationehm Speziellen sind auch diverse Arbeiten, in
denen die Auswirkungen von mechanischer Stimulation auf Osteozyten ausfuhrlich
beschrieben werden, in der Literatur zu fingk,92,93] Aus diesem Grund wurde an
dieser Stelle darauf verzichtet den Einfluer Zugspannung auf die Zellphysioloder
Osteozyten zu untersuchen. Es ist bekannt, dass mechanische Stimuli in Abhangigkeit
von deren Dauer und Intensitat verschiedene Auswirkungen auf die Genexpression und
Cytokinsekretion von Osteozyten habef#4,92,93] Studien, in denen das
Zusammenspiel zwischen Osteozyten und Osteoblasten betrachisindrseltener und
finden bisher zu meist nur mit Hilfe konditionierter Medien sfa,56] Da bei der

Arbeit mit konditionierten Medien Verdnderungen in der Konzin kurzlebiger
Signalmolekiile oder second messenger, wie zum Beispisv&end der Ubertragung

und Inkubation nicht ausgeschlossen werden kdnnen, wurde im Rahmen dieser
Doktorarbeit in einem zusammenhangenden System gearbeitet. Dieses Vorgehen
ermogicht die fortwadhrende Zufuhr solcher Signalmolekile und vor allem eine
wechselseitige Kommunikation zwischen den Zellpopulationen.

Da die Zugspannunign Zellkultursystendurchdie periodische Dehnung einer flexiblen
Membran ausgelost wird, lasst sich e@sultierender oszillierender Flussigkeitsstrom
nicht vermeiden. Aus diesem Grund werden zusdtzfia der Zugspannung von
1000uStrain zwangslaufig auch Scherkrafte auf die Zellen einwirken. Das Auftreten von
Scherkraften kann durch den Einsatz von Mikroipalatoren zur mechanischen
Stimulation verhindert werde[94], da es sich hierbei jedoch um eine Methode auf
Einzelzellebene handelt, ist sie fir-Baltur-Systeme ungeeignet. Dass S&héfte eine

nicht zu vernachlassigende Rolle haben, zeigt die Tendenz erhthter Osteoblasten
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Zellzahlen in den Stimulationssystemen, in denen sich keine Zellen auf der unteren
Membran befanden. Die durch die Membranbewegung verursachte Oszillation der
Flissgkeitssaulewar ausreichendum die Proliferation der Osteoblasten zu beeinflussen
auch wenn dieser Einfluss nicht signifikant war. Dieses Ergebnis ist im Einklang mit
anderen speziell dafir konzipierten Studien, in denen die proliferationsfordernde
Wirkung von Scherstress auf Osteoblasten belegt werden KOBr@6]

Ohnedie EinwirkungmechanischeStimulation zeigten sich keinerlei Unterschiede in
der Zellzahl zwischen dem®steoblasteiMonokulturen und den G&ulturen mit
OsteozytenDementsprechend kann davon ausgegangen werdergidasswesenhié

von Osteozyten im System weder einen negativen Einfluss durch den erhthten
Nahrstoffverbrauch noch einen positiven Einfluss durch evdrgaeérnierte Faktoren
ausubteonder sth dieseEffekte gegenseitig auflen Weitere Versuche m€o-Kulturen

aus avei Osteoblastenpopulationen zeigten eine Tendenz zu verringerten Zellzahlen im
Vergleich zu dermgemischtenCo-Kulturen mit einer Osteozytenpopulation und einer
Osteoblastenpopulation. Dieser Umstand lasst sich entweder durch einen erhéhten
Né&hrstoffverbrach durch die Osteoblasten im Vergleich zu den Osteoeykdtren oder

durch die Sekretion proliferationshemmender Faktodurch die Osteoblasten
beziehungsweise den Wegfall eventuell sezernierter proliferationsfordernder Faktoren.
Auch fur die Stimulabnsansétze unterschieden sich die Ergebnisse in Abhangigkeit von
der stimulierten Zellpopulation.

Bei mechanischer Stimulation der Osteozptgpulationwar die Zahl der Osteoblasten

im Co-Kultur-System um Uber 20% erhoht. Dieser signifikant positive Effidat
Stimulation auf die Osteoblastenproliferatiordeutet auf die Sekretion
proliferationsfordernder Faktoren durch die Osteozyten Bie in dieser Arbeit
erhaltenen Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit einer dhnlichen Studie voreBrady
al., in der nit konditionierten Kulturtiberstdnden durch Strémung stimulierter Osteozyten
gearbeitet wurdg97]. In seiner Studie konnte eine Steigerung der Proliferation von
Osteoblasten um 35% festgestellt werden, wenn diese in Medium stimulierter Osteozyten
kultiviert wurden.Es gibt eine Vielzahl von Signalmolekilen, die von Osteozyten als
Reakion auf eine mechanische Stimulation sezerniert werden kfweaum Beispiel

NO, ATP, PGE2, SOST, DKK1, IGE, SDF1 und FGF23[6]. Aus diesen
Signalmolekilen wurderdrei Kandidatengewahlt, die potentiell fur die verstarkte
Proliferation der Osteoblasten verantwortlich sein konnten, um sie im Zellkultur
Uberstand nachzuweise®Dabei musste beachtet werden, dass radlet Osteozyten
samtliche Molekule im gleichen Ausmal3 exprimieren. So wurde fir die hier verwendete
Mauszelllinie MLOY4 zum Beispiel gezeigt, dass sowohl SOST als auch FGF23 fir
aussagekraftige Studien nicht in einem ausreichenden MalRe nachweisf28,8@HIn

dieser Arbeitwurden das Chemokin SDE, der WachstumsfaktodGF-1 und das
GewebshormoRPGE2naclgewiesen.

Fur SDF1 zeigten sich keine Konzentrationsunterschiede in den Uberstanden der
stimulierten und unstimulierten Osteozyt®dhrendauchder Wachstumsfaktor IGA

nicht in signifikant hoheren Konzentrationen im Uberstand stimulierter Osteozyten
vorlag, erwies sich di&ekretiondes Hormos PGE2 hingegen als signifikant erhoht.
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Dieser Befund ist insofern Uberraschenals dass man in erster Linie einen
Wachstumsfaktor wie IGE als Ausloser fur eine gesteigerte Proliferation erwarten
wurde. Da synegistische Effekte mehrerer Molekiile weitgehend bekannt sind, ist es
jedochnicht auszuschliel3en, dass bereits eine nicht signifikante Erh6hung dér IGF
Konzentration, im Zusammenspiel mit anderen Signalmolekilen wie dem Prostaglandin
PGE2 ausreichend jaim eineentsprechendgellantwort auszuloserks konnte schon

frih gezeigt werden, dass Osteozyten auf mechanische Stimulati®ndsitaglandine

wie PGE2 sezernieref100]. Prostaglandine werden nach der sequentiellen Oxidation
von Arachidonsaure durdProstaglandin H2 Synthade(PGHS 1) undProstaglandin H2
Synthase (PGHS?2) tiber verschiedene endstandige Prostaglandinsynthasen gebildet.
der Literaturwird postuliert, dass PGHS$ fir das Basisniveau von Prostaglandinen
verantwotlich ist, wahrend PGH& auf Stimulation hin Prostaglandine produzj&fi].

PGE2 wird Uber ProstaghdinE-Synthase aus Prostaglandin H2 erzeugt. Die hier
festgestellte erhthte Konzentration an PGE2 im Uberstand der stimulierten Osteozyten
aus dem CeKultursystem ist in Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten, in denen gezeigt
werden konnte, dass ML-:®4 Zellen auf Stimulation durch einen Flussigkeitsstrom hin
verstarkt PGE2 synthetisieref101] und diesestber Connexin 43 Hemikanéle
sezernierefl02). Fir PGE2 ist eine proliferationsférdernde Wirkung auf Osteoblasten
beschrieben, die in MC3TB1 Zellen mabh&ngig von der typischen Signaltransduktion
Uber die Adenylatcyclase sein soll und zumindest teilweise durch ERK vermittelt wird
[103,104] Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissstéitggen damit Daten, die in
Monokulturen erhoben wurden und belegen somit die Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus
dem CoKultursystem auf anderm vitro Systeme. Dennoch ist nicht auszuschliel3en,
dass sich die Signaltransduktion und die Zellantworten illgeAeinen zwischen
Monokultur und CeKultur stark unterscheiden kdnnen.

Bei mechanischer Stimulation von Osteoblasten zeigten sich sigimékantenEffekte
auf die Proliferation der unstimulierten Osteoblastenpopula&snwar lediglich eine
Tendenz m zu geringeren Zellzahlen zu beobachtBie stimulierten Osteoblasten
scheinerdementsprecherkkine proliferationsfordernden Molekile zu sezerniefen
dieser Stelle unterscheiden sich die Ergebrigsser Arbeitvon de Studie von Bradgt
al., in welche sogar einesignifikante Verringerung der Proliferation um circa 60%
beobachtet wurde, wenn die ZellanUberstanderstimulierter Osteoblastekultiviert
wurden Trotz dieser Abweichung lasst sich zusammenfassen, tasshbes sich bei
Osteozyten m terminal ausdifferenzierte Osteoblasten handelt, sich der Effekt der
mechanischen Stimulatiateutlich zwischen den beiden ZelltypamterscheidetNur die
Osteozyterschienerauf mechanische Stimulation hamoliferationsfordernde Molekile
Zu sezernienmg

Unabhangig vom Kultursystem scheinte dspezifische Art des Stimulusbei der
mechanischen Stimulatiogmine maf3gebliche Roll&ir die Zellreaktionzu spielen. So
berichten andere Arbeitsgruppen von einer Verringerung der Proliferation von
Osteoblasten lbhekultivierung in durchstimulierte Osteozyten konditionierté/edien.
Sowohl fiir pulsierende Fluidstrome als auch gepulsten Ultraschall als Stimulus wird eine
proliferationshemmende Wirkung der Zellkulturiiberstande beri¢béet 05]
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Neben dem Einfluss der mechanischen Stinatauf die Proliferation von
Odeoblastapopulationen wurde in dieser Arbeit weiterhin der Effekt auérdn
Kollagensekretion untersucHEs ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in der
sezernierten  Kollagenmenge zwischen dem  Kontrollansatz und den
Stimulationsansatzeweder mit Osteogen noch mit Osteoblasten. Betrachtet man den
Trend der Daten, fallt jedoch auf, dalssesich entgegensetzt zu den Proliferationsdaten
verhalten. Die hochste Kollagensekretion wurde fur derKGlturansatz mit zwei
Osteoblastenpopulationen gemessen. diesen Ansatzen wurden die geringsten
Zellzahlen festgestellt. Digeringsten Kollagenmengdmngegenwurden in den Co
Kulturen von Osteozyten und Osteoblasten festgestellt, in deviederum die
Osteoblastenproliferation gefordert waine maogliche Ursghe fur diese Beobachtung
konnte in der anfanglichen Permeabilitat der Insertmembranen liegéest.bekannt, dass
proliferierende Osteoblasten hohe MengerPamKollagen undKollagensynthetisieren
und sezernierefll06]. Da die Insertmembran Uberuin grof3e Poren verfligtyar ein
Durchtritt des sezernierten Kollagens bei Subkonfluenz oeliRichtungen moglicidie
zunehmende Ausbildung einer Kollagenmatrikihrt wiederum zu einer
Herunterregulation der Proliferatiamd zu einer Forderung der Differenzierung bei dem
Ubergang in die Matrixreifungsphakg9,107] daherist es denkbar, dass der anfangliche
Ubertritt des sezernierten Kollagens sowohl fir ldieht erhohten Messwertieei dem
KollagenELISA als auchur die verringerte Proliferatiom den CeKulturansétzen mit
zwei Osteoblastenpopulationen veraotilch ist.

AbschlieRend lasst sich zusammenfassen, dass die mechanische Stimulation von
Osteozyten zur Sekretion von Signalmolekilen fuhrt, welche die Proliferation von
Osteoblastesignifikant fordern. In Systemen ohne stimulierte Zellpopulation fulert d
entstehende oszillierende Flissigkeitsstrom allein zu gisgnifikanten Steigerung der
Osteoblastenproliferatiomm Gegensatz dazu resultidié Stimulation von Osteoblasten
sogar in einerinsignifikanten Verringerung der Proliferation der unstiemnen
Osteoblastenpopulation. Diese Ergebnisse sind in der nachfolgenden Abbildung
schematisch zusammengefasst.

Stimulationsprotokoll ’ Stimulationsprotokoll w ( Stimulationsprotokoll
ohne Zellen mit Osteoblasten mit Osteozyten
Proliferationl Proliferation l Proliferationll

Osteoblasten Osteoblasten Osteoblasten
2 ¢ > 7 ’ Osteoblasten y PGE2 ’ Osteozyten ' (IGF-1)
23R i T || P2 o,

Abbildung 39Zusammenfassung der Stimulationsversuche
Dargestellt ist die geringfligig proliferationsférdernddi&ss des reinen oszilierende Hiissigkeitsstrom (links), die geringfligig
proliferationshemmende Einfluss stimulierter Osteoblasten (mitte) sowie der signifikant proliferationsfordemde Eintflerssrstim
Osteozyten zum Teil vermittelt durch PGE2 (i€ch
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6. Zusammenfassung

Ein Hauptanliegen dieser Arbeit war dptimierung der Kultivierungsbedingungen fur
Osteoblastemn vitro. Betrachtetwurden zum einen der Einfluss des Mediphts und
zum anderen der Einfluss von -®altur und mechanischer Stimulatio

Versuchebei unterschiedlichepH-Wertendes Mediums zeigterdass ein alkalischer
pH-Wert positive Auswirkungen auf die Proliferation und Differenzierung von
Osteoblasten hat.Alle getesteten Proliferationsparameter zeigten &hnliche pH
Abhéngigkeitenmit Optima im alkalischen Bereich. Die Optima lagen bei den initial
eingestellten pHWerten zwischepH 8,4 und pH8,6, wobei unter Beriicksichtigung der
aufgetretenen pt$hifts ein tatsachlicher Optimalbereich zwischen&® und pHs,4
anzunehmen ist. DigemesseneRroliferationsParametewarenin diesempH-Bereich

auf bis Uber 2006 gesteigert.Unter Kultivierung bei alkalischem pH konnte eine
gesteigerte Aktivitat des p38etzwerkes sowie eine Hochregulation des spaten
Transkriptionsfaktor ATF4 und de€CM-proteins DMP1 festgestellt werden.
Desweiteren lief die Mineralisierung der ECM bei pH im Vergleich zu den Standard
pH-Bedingungen stark beschleunigt atusammen lasseniate Befunde auf einen
beschleunigterlJbergang vom Osteoblast@®hanotyp in @men Osteozytehanotyp
schlieBen und somit auf eine Forderung der Differenzierung unter alkalischen
Bedingungen

In ersten Ansatze zur Entwicklung einegn vitro Modellsysters fur ein dasMikromilieu
alkalisierendes Implantakonnte eine Matrix gefundenwerden welche Uber ein
geeignetes Relead&erhalten verfugtum eine ausreichende Alkalisierung zu realisieren.

Es konnte gezeigt werden, dass die Proliferation in den alkalisierenden Systemen sowohl
fur MC3T3 als auch fur primare humane Osteoblastertemgest werden konnte.
Weiterhin  scheinen die in den alkalisierenden Systemen ausgelésten
Genregulationsprozesse knochenaufbauende  Prozesse zu beginstigen und
knochenabbauende Prozesse zu hemBiarentsprechendes Implantat konstenitdie
Implantatintegationin vivo signifikant zu verbssern Da aul3erdem eine antibakterielle
Wirkung alkalisierender Fillmaterialien aus der Zahnmedizin bekannt ist, lassen die in
dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse darauf schlieReneaealkalisierendes Implantat

in de Lage sein kdnnte die zwei Hauptprobleme in der Implantattechnologie, Implantat
assoziierte bakterielle Infektionen und die sogenannte aseptische Lockerung durch
suboptimale Osseointegration, zu addressieren.

In einem weiterern vitro Modellsystem wurdenlie Effekte mechanischer Stimulation

in Co-Kultur und dabei insbesondere dielfach postulierte Bedeutung der Osteozyten
als Mechanosensoremd der Osteoblasten dsfektorzellenuntersuchtDer durch die
Bewegung der Membran ausgeltdste oszillieremdigssigkeitsstromverursachte in
Systemen ohne stimulierte Zellpopulat@neinsignifikanteSteigerungder Proliferation
derunstimulierte OsteoblastenDie Proliferation dieser Osteoblasten konhiggegen
signifikant gesteigert werden, wenBsteozytenim Co-Kultur-System mechanisch
stimuliert wurden.Bei der Suche nach Signalmolekilen, die fur die gesteigerte
Osteoblastenproliferation verantwortlich sein kénnten, erwies sich die Konzentration des
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Hormons PGE2 im Uberstand der stimulierten Osteozytersighifikant erhoht. Die
mechanischeStimulation von Osteoblastereigte eher gegenlaufigeEffekte. Sie
resultierteim Gegensatz zur Osteozytenstimulatioeinerinsignifikanten Verringerung

der Proliferation derjeweils unstimulierten Gteoblastenpopation. Es lasst sich
dementsprechend feststellen, dass obwohl es sich bei Osteozyten um terminal
ausdifferenzierte Osteoblasten handelt, sich der Effekt der mechanischen Stimulation
deutlich zwischen den beiden Zelltypen zu unterscheiden schiirilfe desin dieser

Arbeit etabliertea Co-Kultur-Systens konnte somitdie Rolle der Osteozyten als
vorrangige Mechanosensoresowie Osteoblastenlirigierende Zellpopulationdirekt

belegt werden.
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Zellzahlbestimmung

Vorbereitungen:

1 Trypsin EDTA, PBS und gghotigtes Mediumauf 37 °C bngen
I Zusammenbau von Neubauerkammern

1 Pipdtierhilfen (Mehrkanal, Flussigkeitsreservat..), Pipettenspitzen usw.

Durchfuhrung:

1. Medium komplett aus den zu untersuchenden Wells absaugen

2. Zellen mit ausreichender Menge PBS spillen

3. Trypsin/EDTA in diéellkultuflasche(Iml pro T25 oder Well 800ulpro Well
einer 24Well-Platte) geben

4. Inkubation fir3min bei 37°C(ggf. langerbis zur vollstAblésung des
Zellrasens)

5. Abstoppen der Reaktion durch Zugabe Wedium (abhangig von Zelldichte,
ca. 3ml pro T25)

6. Zellen resuspendieren und bei vorgesehener Zentrifugation in 15ml Falcon
Ubertragen

7. Abnahme vorlOul Probe zur Ubertragung in Neubauerkammer

8. Zellen zahlen: Gesamtzellzahl = ausgezéhlte Zellen x 10.000 x Gesamtvolumen

(optimal: 4 GroRquadrate zahlen und Mittedrt zur Berechnung verwenden)
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WSTAssay (colorimetrisch)

Vorbereitungen:

WST auf Raumtemperatur bringen
Benotigtes Medium auf 37°C bringen

Pipetierhilfen (Mehkanal, Flussigkeitsreservoir Bipettenspitzen usw.

= =/ =2 =

Frisches Medium mit entsprechendglengeWSTmischen(Verhaltnis 1:100)
o 100pul MediumA 1l WST
o 1,5mlMediumA 15ul WST

Durchfuhrung:

9. Medium komplett aus den zu untersuchenden Wells absaugen
10.Je nach Plattengréf3e mit WST versetztes Medium in Wells geben
o 96-Well-PlattenA 100l WSTMedium
0 24Well-PlatteA 500l WSTMedium
11.Gleiche Menge WSWediumohne Zellen dient als Blank
12.1 h bei 37°C im Brutschrank inkubieren
13. Ubertragen der Proben und Blanks auf eine neue Testplatfacl#
Bestimmung)
14. Platte im Multiwell Spektrophotometer bei 450n und ener
Referenzwellenlange von 620n messen

15. Software PolarStar Galaxy
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ATPliteAssay (Luminiscence)

Vorbereitungen:

Kitkomponenten auRaumtemperaturbringen
benotigtes Medium auf 37 °C bringen
Lyophilisierte Substratsolution durch Zugabe von 5ml Sutpstfter [6sen

= = =2 =

Lyophilisierte ATPStandardldsung nach entsprechender Menge in A. dest I6sen

(10mM Stocklésung)

1 Verdinnungsreihe von 0yhM (1:100 Verdaus Stocky 0 mM in Medium
herstellen (1:2)

1 96Well Microplatte (weiRundurchsichtig)

1 Pipdtierhilfen (Mehrkanal, Flissigkeitsreservat..), Pipettenspitzen usw.

Durchfihrung:

1. Medium komplett aus den zu untersuchenden Wells absaugen
2. 100 plfrischesFBSfreiesMedium und50 plLysispuffer in die nun leeren Wells
(450l Medium und 225l Lysispuffefir 24erWells)

3. Testplatte (weil3, undurchsichtig, 96Well) vorbereiten:
a. 100 plMedium +50 plLysispuffenvorlegenfir Blanks
b. 90 plMedium +50 plLysispuffervorlegen fiur Standards
c. JelO plder ATRVerdiunnungsreihén die entsprechenden Wells
(Standard
4. Wenn mdoglich bide Platten fli5 min, 500700 rpmauf Schiittelplatte
schutteln
5. Jel50 pllysierte Zellen in die jeweiligen Wells der Testplatte Gbertragen
(4-fach-Bestimmung)
6. 50 uplSubstratpufferzuallen beflllten Wells auf der Testplatt@inzupipdtieren
7. Platte fir5 min, 500700 rpmauf Schuttelplatte schitteln
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8. Testplatte1l0 mindunkel stellen

9. Platte messen: (LumiStar)
Benutzung des Lumistars:

10. Gerat anschalten
11.Program: LumiContreb Run> TestSetup> OptionenTests
12. Auswahlen der Platte: neiate, new Test (Name des Testes eintragen)
13. Auswahl des Plattenformates: Microplate Costac@ayoutc Content
(Standards, Empty, Blank, Sample )
Standards sind auf der Testplatte doppelt bele§t(S1; S2 S2;S3 S3)
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Alizarin Red SFarbeprotokd

Vorbereitungen:

T

= = =2 =

Herstellen der Alizarin Red Stocklésung 1f#a)
0 2g Alizarin Red S (C.I. 58005)
0 100ml Agqua dest.
Einstellen des phVertes auf4,1¢ 4,3mit 10% Ammoniumhydroxid
(Lagerung im Dunkeln und nicht langer als 1 Monat)
PBS, Aqua dest und Pamamaldehyd auf Raumtemperatur bringen

Pipetierhilfen (Mehkanal, Flussigkeitsreservoir Bipettenspitzen usw.

Durchfuhrung:

2 T o A

~

Verdinnung der Stocklosung mit4 Aqua destzur 10mM Farbelésung
Medium komplett aus den zu untersuchenden Wells absaugen
Zelen mit PBS waschen
Fixierungdurch Uberschichten mit% Paraformaldehyd fi&10 min
Waschen mit Aqua dest.
Inkubation mit Farbelésung fid0 secg 5 min

(nach 2min sollte sich Kailzm rot-orange anfarben)
Uberschussige Farbelosung mit Aqua desspiiten

Ergebnis im Mikroskop beurteilen
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CollagerELISA (fur Uberstand)

Vorbereitungen:

1 Kitkomponenten auRaumtemperaturbringen
1 Alle Reagenzien vor Gebrauch sorgfaltig mischen
1 Herstellen der Reagenzien:
o0 Waschpuffer: 720nl PBS + 3l WaschpuffeiKonzentrat
o Standard in Inl Sample Diluent zu Stammldsungrigfiml I6sen (vor
Verwendung min. 15min stehen lassen)
o Detection Reagent A und B: je 1:100 in Assay Diluent A bzw. B
verdinnen
1 Verdiinnungsreihe des Standards herstellen (1:2)

500 500 500ul 500 500 500ul

aTXTITITITITY

-
Stock
standard [=
' Ny

50.0 25.0 12.5 6.25 3.12 1.56 @18

o0 Je 50Qul Sample Diluent in 7 Eppis vorlegen
0 500ul Stammldsung in erstes Eppi GUbertragen
0 500ul aus erstem Eppi (2&g/ml) in das nachste pipettiereusw.
0 500ul Sample Diluent im letzten Eppi akk6nz.
1 Bei ELISA von Zellkulturiiberstanden zuvor zentrifugieren

1 Pipdtierhilfen (Mehrkanal, Flussigkeitsreservat..), Pipettenspitzen usw.

Durchfihrung:

1. Zugabe von j@00ul Standard, Blank und Probe pro We

2. Abdeckung mit Folie und Inkubation f2&ih bei Raumtemperatur
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S

7.
8.
9.

Entnahme der Flussigkeit (ohne Waschen)
Zugabe vori00pl DetectionReagent A(verdiinnte Losung)
Abdeckung mit Folie und Inkubation fiih bei 37°C
Absaugen der Flussigkeit und 3 Waschsthrit

0 Zugabe von ca. 404 Waschpuffer

0 1-2min Abwarten

o Vollstandige Entfernung der Flissigkeit

0 Zuletzt Abtropfen der Flussigkeit auf Papiertuch
Zugabe vori00pl DetectionReagentB (verdiinnte Losung)
Abdeckung mit Folie und Inkubation fiih bei 37°C

Absawen der Flussigkeit und 5 Waschschritte (wie oben)

10. Zugabe von j®0 ul Substrat Lésung pro Well

11. Abdeckung mit neuer Folie und Inkubation %30 min bei 37°C im Dunkeln

12.Zugabe von j&0 pul Stop Lésung pro Well

13. Bestimmung der optischen Dichte bei 4%® im Photometer

14. Software PolarStar Galaxy
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SDFL-ELISA (fiir Uberstand)

Vorbereitungen:

1 Kitkomponenten auRaumtemperaturbringen
1 Alle Reagenzien vor Gebrauch sorgfaltig mischen
1 Herstellen der Reagenzien:
0 Waschpuffer380ml A. dest.+20 ml 20XWaschpufferKonzentrat
0 Assay Diluent B:-tache Verdinnung mit A.dest. aus 5x Assay Diluent
0 Antikdrperreagenz in 100l 1x Assay Diluent B zu Antikérperkonzentrat
|6sen
0 Antikorperkonzentrat 1:80 in 1x Assay Diluent B verdinnen (126
10ml)
o StreptavidinHRP Reagen 1:200 in 1x Assay Diluent B verdinnen
(50l in 10ml)
o Standard in 60@l Assay Diluent B zu Stammldsungg@ml I6sen

1 Verdunnungsreihe des Standards herstellen (1:3)

40 pl standard +
560 ul 300l 300l 300l 300ul 300 ul 300 pl

600 300 150 75 37.5 18.75 9.38 0
pg/ml  pg/ml pg/ml  pg/ml  pg/ml pg/ml  pg/ml pg/ml

0 560ul Assay Diluent B Eppi 1 und je 300l in Eppis B vorlegen
0 40pul Stammlésug (9 ng/ml) in Eppil geben und sorgfaltig mischen
o0 300ul aus erstem Eppi (6Qiy/ml) in das nachste pipettieren usw.
0 300ul Assay Diluent B im letzten Eppi alKd@nz.

1 Bei ELISA von Zellkulturiiberstanden zuvor zentrifugieren

1 Pipetierhilfen (Mehrkanal, Fissigkeitsreservat..), Pipettenspitzen usw.
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Durchfuhrung:

9.

Zugabe von ja00pul Standard, Blank und Probe pro Well
Abdeckung mit Folie und Inkubation f2ui5h bei Raumtemperatur
Absaugen der Flussigkeit und 4 Waschschritte
0 Zugabe von ca. 304 Waschpuffe
0 1-2min Abwarten
o Vollstandige Entfernung der Flissigkeit
0 Zuletzt Abtropfen der Flussigkeit auf Papiertuch
Zugabe vori 00 pl Antikorperldsung je Well
Abdeckung mit Folie und Inkubation fiih bei Raumtemperatur auf einem
Schittler
Absaugen der Flussigkemd 4 Waschschritte (wie oben)
Zugabe von ja00 ul StreptavidinHRP Losung pro Well
Abdeckung mit neuer Folie und Inkubation #&rmin bei Raumtemperatur auf
einem Schuttler

Absaugen der Flussigkeit und 4 Waschschritte (wie oben)

10. Zugabe von ja00 ul TMB Substrat pro Well

11. Abdeckung mit neuer Folie und Inkubation 8rmin bei Raumtemperatur im

Dunkeln auf einem Schittler

12. Zugabe von j&0 ul Stop Lésung pro Well

13. Bestimmung der optischen Dichte bei 485 mit 550nm-Korrektur im

Photometer

14. Software Polanar Galaxy



Anhang 95

IGF1-ELISA (fur Uberstand)

Vorbereitungen:

1 Kitkomponenten auRaumtemperaturbringen
1 Alle Reagenzien vor Gebrauch sorgfaltig mischen
1 Herstellen der Reagenzien:
0 Waschpuffer380ml PBS 20 ml WaschpuffefKonzentrat
0 Assay Diluent B:-tacheVerdinnung mit A.dest. aus 5x Assay Diluent
0 Antikdrperreagenz in 100l 1x Assay Diluent B zu Antikérperkonzentrat
|6sen
0 Antikorperkonzentrat 1:80 in 1x Assay Diluent B verdinnen (126
10ml)
o StreptavidinHRP Reagenz 1:200 in 1x Assay Diluent B veedin
(50l in 10ml)
o Standard in 40Qul Assay Diluent B zu Stammldsung &g0nl I6sen

1 Verdunnungsreihe des Standards herstellen (1:3)

20 pl standard

200 pl
+980 1 200ul  200pl 200l 200 pl m 200 pl

> 0N 0T T 0 %

2000 666.7 2222 74.07 24.69 8.23 2.74 0
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml

0 980ul Assay Diluent B Eppi 1 und je 400l in Eppis B vorlegen
0 20pl Stammlésung@l00ng/ml)in Eppil geben undorgfaltig mischen
0 200ul aus erstem Eppi (20q@y/ml) in das nachste pipettieren usw.
0 200ul Assay Diluent B im letzten Eppi alKd@nz.

1 Bei ELISA von Zellkulturiiberstanden zuvor zentrifugieren

1 Pipetierhilfen (Mehrkanal, Flissigkeitsreservat..), Pipefipitzen usw.
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Durchfuhrung:

9.

Zugabe von ja00pul Standard, Blank und Probe pro Well
Abdeckung mit Folie und Inkubation f&5 h bei Raumtemperatur
Absaugen der Flussigkeit und 4 Waschschritte
0 Zugabe von ca. 3@ Waschpuffer
0 1-2min Abwarten
o VollstandigeEntfernung der Flussigkeit
0 Zuletzt Abtropfen der Flussigkeit auf Papiertuch
Zugabe vori 00 pl Antikorperldsung je Well
Abdeckung mit Folie und Inkubation fiih bei Raumtemperatur auf einem
Schittler
Absaugen der Flussigkeit und 4 Waschschritte (wie oben)
Zugabe von ja00 ul StreptavidinHRP Losung pro Well
Abdeckung mit neuer Folie und Inkubation #&rmin bei Raumtemperatur auf
einem Schuttler

Absaugen der Flussigkeit und 4 Waschschritte (wie oben)

10. Zugabe von j&00 ul TMB Substrat pro Well

11. Abdeckung it neuer Folie und Inkubation fiBO min bei Raumtemperatur im

Dunkeln auf einem Schittler

12. Zugabe von j&0 ul Stop Lésung pro Well

13. Bestimmung der optischen Dichte bei 485 mit 550nm-Korrektur im

Photometer

14. Software PolarStar Galaxy
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Prostaglandin EBLISA (fiir Uberstand)

Vorbereitungen:

1 Kitkomponenten auRaumtemperaturbringen

1 Alle Reagenzien vor Gebrauch sorgfaltig mischen

1 Herstellen ds Waschpuffes: 95ml A. dest. 6 ml WaschpuffeiKonzentrat
1 Verdinnungsreihe des Standards herstellen (1:2)
WY Y- YN §

2

1000.0 500.0 250.0 125 62.5 31.25 15.63 7.81

0 980ul Mediumin Eppi 1 und je 50Ql Medium in Eppis-8 vorlegen
0 20pul Stammlésung50.000pg/ml) in Eppil geben und sorgféltig
misclen
0 500ul aus erstem Eppi (10q@y/ml) in das nachste pipettieren usw.
o 500ul Medium im letzten Eppi alsionz.
1 Bei ELISA von Zellkulturiiberstanden zuvor zentrifugieren

1 Pipdtierhilfen (Mehrkanal, Flussigkeitsreservat..), Pipettenspitzen usw.

Durchfihrurg:

Zugabe von ja00 ul Medium in NSB undoBVells

Zugabe von ja00ul Standard und Probe pro Well

Zugabe vorb0 ul Assay Puffer in NSBells

Zugabe vorb0 ul PGE2AP conjugatén jedes Well aul3er TA und NSB
Zugabe vorb0 ul Anti-PGEZu Standards und Pben

C Standard und Proben: griin, NSB: blau, TA und Blanks: leer

a » w0 DNhPRE
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A1-2 - Standard #1 A3-4 - Standard #9 (Bo)

B1-2 - Standard #2 B3-4 - Blank Wells

C1-2 - Standard #3 C3-4 - Total Activity Wells (TA)

D1-2 - Standard #4 D3-4 - Non-Specific Binding Wells (NSB)

E1-2 - Standard #5
F1-2 - Standard #6
G1-2 - Standard #7
H1-2 - Standard #8

6. Abdeckung mit Folie und Inkubation bei Raumtemperatur auf Schuttler mit
500rpm fir2h
7. Absaugen der Flussigkeit und 3 Waschschritte

(0]

(0]

(0]

(0]

Zugabe von ca. 40@ Waschpuffer

1-2min Abwarten

Vollstardige Entfernung der Flussigkeit

Zuletzt Abtropfen der Flussigkeit auf Papiertuch

8. Zugabe vo ul PGE2AP conjugatén TA wells

9. Zugabe von j@00 pl pNpp Substrat Lésung pro Well
10. Abdeckung mit Folie und Inkubation fiih bei 37°C

11.Zugabe von j&0 ul Stop Bsung pro Well

12.Bestimmung der optischen Dichte bei 40% im Photometer (Korrektur

zwischen 570 und 598

13. Software PolarStar Galaxy

14.Kalkulation der PGHRonzentration:

a.
b.

C.

Average Net OD = Average Bound-@erage NSB OD
Percent Bound = (Net OD/ Net Bo GX)00

Berechnung der Konzentration aus Standardkurve
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Anhang

Transkriptom Ansatz vs. Kontrolle
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