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Zielsetzung

Die Entwicklung neuer Knochenersatzmaterialien ist von groBer Bedeutung,
da die Inzidenz von therapiebedurftigen Knochendefekten im Steigen
begriffen, die Verflgbarkeit von Knochentransplantaten jedoch nicht
ausreichend ist. Wenn Knochendefekte, die durch Osteoporose, Tumore,
Unfalle oder Infektionen verursacht sein koénnen, eine gewisse GroBe
Uberschreiten, werden Implantate eingesetzt, die eine Heilung unterstitzen

und beschleunigen sollen.

Knochenersatzmaterialien werden aus mineralischen Bestandteilen und
synthetischen oder natilrlichen Polymeren wie Gelatine erzeugt. Im
Allgemeinen ist das Ziel ein Material mit Eigenschaften, die jenen von
natirlichem Knochen madglichst ahneln sollen. Dies ist ein Grund, warum sich
Gelatine als ein von Kollagen abgeleitetes Polymer flr diesen Zweck anbietet.
Dartuber hinaus sind das geringe immunologische Potential und die
jahrelangen klinischen Erfahrungen aus anderen Bereichen der Medizin

nennenswerte Vorteile von Gelatine.

Diese Arbeit soll einen Beitrag zur Charakterisierung der Eigenschaften
verschiedener Gelatinetypen leisten, die sich in Bezug auf das
Ausgangsmaterial, die Extraktionsmethode und die Gelfestigkeit
unterscheiden. Es wurden dazu die Expressionsniveaus relevanter Gene in
Maus-Osteoblasten und die Anzahl und Morphologie von Maus-Osteoklasten

auf Gelatineoberflachen ermittelt.
Das Wissen Uber die verschiedenen Effekte der Gelatinesorten kann dazu

verwendet werden, Biomaterialien herzustellen, deren Eigenschaften auf die

jeweiligen Einsatzgebiete abgestimmt sind.
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1 Einleitung

1.1 Knochen

Das Skelett ermdéglicht Bewegung, Stabilitat und Unterstitzung unseres
Organismus. Darilber hinaus erflllt es noch weitere Funktionen. Die Knochen
in Schadel und Rumpf schitzen unsere inneren Organe, das Knochenmark ist
unser wichtigstes Organ zur Blutbildung, die Knochen stellen ein riesiges
Reservoir flr Calcium dar und, zu guter Letzt, scheint das Skelett auch in
endokrinologische Prozesse involviert zu sein (Lee et al., 2007). Um all diese
Aufgaben erflillen zu kénnen, ist eine ausgesprochen gute Organisation des
Knochens und seiner Zellen notwendig, daher ist das Skelett Uber die
gesamte Lebensdauer hinweg einem standigen Umbau- und

Erneuerungsprozess unterworfen, dem sogenannten Bone Remodeling.

1.1.1 Bestandteile des Knochengewebes

Knochen besteht aus organischen und anorganischen Bestandteilen, die

hierarchisch angeordnete Strukturen formen.

Den organischen Anteil bilden Proteine, aus ihnen besteht das Grundgerst
des Knochens, die Knochenmatrix. Den Hauptanteil der Matrixproteine stellt
Kollagen Typ I mit etwa 90 %, die Ubrigen 10 % machen nicht-kollagentse
Proteine wie z. B. Proteoglykane (Heparinsulfat, Hyaluronsaure),
Glykoproteine (alkalische Phosphatase, Fibronectin, Vitronectin),
Osteopontin, Bone-Sialoprotein, Osteocalcin und Osteonectin aus (Burr und
Akkus, 2013).

Das Protein Kollagen Typ I ist eine Tripelhelix, die von je zwei al- und einer
a2-Helix aufgebaut wird. Aufgrund des (berdurchschnittlich haufigen
Vorkommens von Prolin und Hydroxyprolin wird die Kollagen-Tripelhelix tGber
Wasserstoffbriicken in ihrem Inneren besonders gut stabilisiert.

Die Hauptaufgaben der nicht-kollagenésen Proteine liegen vor allem in der

Regulation der Kollagen- und Mineralbildung Uber Vermittlung von Signalen
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im Zell-Signaling, in der Zellanhaftung und der Speicherung von Wasser
(Burr und Akkus, 2013).

Der anorganische Anteil, der Knochenapatit (,Mineral®), wird in zwei Phasen
aufgebaut. Wahrend der primaren Mineralisation wird amorphes
Calciumphosphat mit einem betrachtlichen Anteil an Calciumcarbonat
zwischen den Kollagenmolekilen abgelegt. Dieser Prozess ist nach etwa drei
Wochen abgeschlossen und bringt 65-70 % der endgliltigen Mineralmenge
hervor. Die sekunddre Mineralisation ist ein langer dauernder Vorgang,
wahrenddessen der Carbonatanteil reduziert wird und die Mineralstruktur
kristallin wird. (Burr und Akkus, 2013)

Mineral Collagen Mineral
particles molecule particles

Abbildung 1: aus Burr und Akkus, 2013; die Mikrostruktur von Knochenmaterial,
bestehend aus organischen Kollagenmolekiilen und anorganischen

Mineralablagerungen

Abbildung 1 zeigt die aus Kollagen und Mineral bestehende Mikrostruktur von
Knochen. Die Kollagenmolekiile vermitteln Biegsamkeit und Elastizitat, wobei

das eingelagerte Mineral flr Festigkeit sorgt.

1.1.2 Ossifikation

Es gibt zwei verschiedene Wege der Ossifikation (Knochenbildung).

Die indirekte oder chondrale Ossifikation zeichnet sich dadurch aus, dass zu
Beginn der Embryonalentwicklung eine Art Vorlage aus Knorpelgewebe
Uberall dort gebildet wird, wo spater Knochen entstehen sollen. Dieses
Knorpelgewebe wird von Chondroklasten wieder abgebaut und Osteoblasten

vollziehen die Bildung von neuem Knochenmaterial. (Allen und Burr, 2013)
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Bei direkter oder desmaler Ossifikation wird die Knochenmatrix von Anfang
an durch Osteoblasten gebildet und mineralisiert. So werden u. a. das
Schadeldach, der Gesichtsschadel und das Schlisselbein gebildet. (Allen und
Burr, 2013)

Im Falle des Bone Remodeling, das den kontinuierlichen Umbau des
Knochens bezeichnet, wird das schadhafte oder mechanisch beanspruchte
Knochenmaterial an kleinen, begrenzten Stellen von Osteoklasten abgebaut

und darauffolgend von Osteoblasten wieder aufgebaut.

1.1.3 kortikaler und trabekularer Knochen

Man kann zwischen zwei Qualitaten von Knochen unterscheiden. Kortikaler
Knochen (Substantia compacta) ist sehr dicht, hat einen hohen
Mineralisationsgrad und groBe Festigkeit, weshalb er vor allem die auBeren
Schichten von Knochen bildet.

Trabekularer Knochen (Substantia spongiosa) hingegen besitzt gréBere
Porositat und ist durch seinen speziellen Aufbau flexibel und elastisch,
weshalb er bei geringem Gewicht gut dazu geeignet ist, StéBe abzudampfen.
Trabekularer Knochen ist rund um die Markhdhlen zu finden und zu groBem
Anteil z. B. in Handwurzelknochen, Oberschenkelhalsknochen und in
Wirbelkdrpern, die besonders stark durch Kompressionskrafte beansprucht

werden, enthalten. (Seeman, 2008)

1.2 Osteoblasten

Osteoblasten sind jene Zellen im Skelett, die flir den Aufbau von Knochen
verantwortlich sind. Sie gehen aus mesenchymalen Vorlauferzellen hervor,
differenzieren in der Folge zu unreifen Praosteoblasten und produzieren
Matrixproteine. Nach weiterer Differenzierung wird diese Knochenmatrix von

den reifen Osteoblasten mineralisiert. (Aubin, 2008)

Mesenchymale Stammzellen (MSC) kdénnen sich auBer zu Osteoblasten in

Richtung von Chondroblasten, Adipocyten und Myoblasten differenzieren.
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Eine Vielzahl an Wachstums- und Transkriptionsfaktoren bestimmt die Linie,
zu der sich die Zellen entwickeln.

Es lasst sich vereinfacht sagen, dass der Peroxisomen-Proliferator-aktivierte
Rezeptor y (PPARy) und Proteine der C/EBP-Familie die Differenzierung zu
Adipocyten stimulieren, der Myogene Faktor 3 (MyoD) und Myf-5-Helix-Loop-
Helix-Transkriptionsfaktoren die Entwicklung zu Myoblasten ermdglichen, und
Sox9 die Chondroblastenbildung férdert (Aubin, 2008). Selbstverstandlich
sind flr die vollstandige Differenzierung zu funktionellen Zellen weitaus mehr
Einflisse als die genannten Faktoren notwendig, jedoch nehmen diese
gewisse SchllUsselrollen in der Differenzierung zur jeweiligen Zellart ein.
Ebendiese Schllsselrolle hat im Falle der Osteoblasten Runx2, der Runt-

related transcription factor 2, inne (Ducy et al., 1997).

Die mesenchymale Osteoblastenlinie lasst sich in  verschiedene
Entwicklungsstadien unterteilen: Osteoblasten-Vorlauferzellen,
Praosteoblasten, reife Osteoblasten und Osteocyten. Die Unterscheidung
dieser Differenzierungsstufen erfolgt anhand der Expressionslevel ihrer
jeweiligen Markergene. MSC haben die Oberflachenproteine CD105, CD73
und CD90 in ihren Zellmembranen, was sie von Zellen anderen als
mesenchymalen Ursprungs abgrenzt. Runx2 wird von allen mesenchymalen
Entwicklungsstufen der Osteoblastenlinie exprimiert und ist der frihste
Marker der Osteoblastendifferenzierung (Aubin, 2008). Praosteoblasten
zeichnen sich durch Expression von Kollagen Typ I al (Collal), Osteopontin
(OPN) und alkalischer Phosphatase (ALP) aus (Fakhry et al., 2013). In reifen
Osteoblasten hingegen werden Osteocalcin (OCN), Bone Sialoprotein (BSP)
und noch gréBere Mengen von Collal exprimiert (Nakashima et al., 2002).
Die terminale Differenzierungsstufe der Osteoblastenlinie sind die Osteocyten,
deren Markergene Sclerostin und das Dentin Matrix Protein-1 (DMP-1) sind
(Fakhry et al., 2013).
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Abbildung 2: aus Fakhry et al., 2013; Entwicklungsstufen der Osteoblastenlinie

innerhalb der mesenchymalen Zellen mit den jeweiligen Markergenen

Der schon genannte Transkriptionsfaktor Runx2 greift in die Expression von
Genen ein, die den Knochenaufbau beeinflussen. So kann er beispielsweise in
mesenchymalen Vorlauferzellen die Expression von Osteoblasten-spezifischen
Genen wie z. B. Osteocalcin auslésen (Geoffroy et al., 1995). In Mausen, in
denen die Runx2-Expression ausgeschaltet wurde, gibt es keine reifen
Osteoblasten, die zur Mineralisation befahigt sind, und infolgedessen auch
keine Knochen - sowohl die direkte, als auch die indirekte Ossifikation kann
ohne Runx2 nicht stattfinden (Komori et al., 1997).

Die Expression von Runx2 wird von verschiedenen Bone Morphogenetic
Proteins (BMP) und anderen knochenanabolen Faktoren upreguliert
(Yamaguchi et al., 2000). Im Gegensatz dazu inhibieren die beiden
Transkriptionsfaktoren Twist 1 und 2 die Runx2-Expression (Bialek et al.,
2004). Die Wirkungen von Runx2 und den beiden SMAD-Proteinen 2 und 5
erganzen sich synergistisch (Aubin, 2008).

Runx2 nachgeschaltet ist ein weiterer Transkriptionsfaktor, und zwar das fur
die vollstandige Osteoblastendifferenzierung ebenfalls  unerldssliche
Zinkfingerprotein Osterix (Osx). Auch das Ausschalten des Osterix-Gens flhrt
zu einer aus Knorpel bestehenden Skelettstruktur ohne Matrix-sezernierende
Osteoblasten oder Knochen (Nakashima et al., 2002). Seine Expression wird
durch Runx2 stimuliert, wahrend der Tumorsuppressor p53 die Osterix-

Expression inhibiert (Wang et al., 2006).

Seit vielen Jahren ist bekannt, dass die Bone Morphogenetic Proteine (BMP)
starken Einfluss auf Knochenbildung und Knochenmetabolismus haben.
Die BMP aus der TGF-B-Superfamilie sind, wie TGF-B (Transforming Growth

Factor B) selbst, Wachstumsfaktoren, deren Signale vor allem Uber SMAD-
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Proteine Ubertragen werden, aber auch Uber den MAP-Kinase weg laufen
kdnnen. (Chen et al., 2012; Fakhry et al., 2013)

BMP sind dazu in der Lage, ektopische Knochenbildung, z. B. subkutan oder
intramuskular, auszulésen (Karsenty et al., 2009; Takaoka et al., 1988).

Man geht davon aus, dass BMP vor allem in der Phase vor der eigentlichen
Knochenbildung von Bedeutung sind, in der es darum geht, die
mesenchymalen Vorlauferzellen an den richtigen Positionen zu versammeln
und zur Proliferation anzuregen (Karsenty et al., 2009).

BMP2 und BMP7 sind die beiden einzigen BMP, die zur humanmedizinischen
Anwendung zugelassen sind. Bei Frakturen der Ro&hrenknochen mit
intermedulldrer Fixierung bewirkt ihre Verwendung eine gesenkte Rate von

Folgeoperationen (Fakhry et al., 2013).

Ein fir den Knochenmetabolismus &uBerst bedeutendes Hormon ist das
Parathormon (PTH) aus den Nebenschilddriisen. Eine seiner Hauptaufgaben
besteht in der Regulation der Plasmakonzentration von Calcium- und
Phosphationen.

Die Effekte von PTH auf Osteoblasten sind abhangig vom
Differenzierungsstatus und der aktuellen Zellzyklus-Phase der Zellen.
Allerdings ist auch die Dauer der PTH-Einwirkung entscheidend -
intermittierende Gaben haben eine Zunahme der Knochenmasse zur Folge,
dauerhafte Gaben haben katabole Wirkung. (Kousteni und Bilezikian, 2008)
Da sich im Knochen die Rezeptoren fir PTH auf Osteoblasten bzw.
mesenchymalen Zellen befinden, jedoch nicht auf Osteoklasten (Kousteni und
Bilezikian, 2008), kommt der Osteoklasten-aktivierende Effekt bei
dauerhafter Gabe indirekt Uber die Bindung an Osteoblasten zustande. Diese
regulieren durch die Freisetzung von Osteoprotegerin (OPG) und Receptor
Activator of NF-kB-Ligand (RANKL) die Osteoklastenfunktion (Suda et al.,
1999). Osteoprotegerin ist ein loslicher Rezeptor, der gelésten RANKL
~einfangt" und davon abhalt, an RANK zu binden - OPG verhindert also die
Wirkung von RANKL an seinem Rezeptor auf Osteoklasten (Suda et al.,
1999).

Insbesondere im letzten Jahrzehnt haben sich viele Arbeitsgruppen mit den

Einflissen rund um Wnt-Signalwege beschaftigt. Die Signalproteine der Wnt-
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Familie kdénnen u. a. an einen Rezeptorkomplex binden, der (ber
Zwischenstufen bewirkt, dass B-Catenin nicht abgebaut wird, sondern im
Cytoplasma akkumuliert (Aubin, 2008). B-Catenin aktiviert im Komplex mit
anderen Faktoren die Expression bestimmter Zielgene. Die Wirkung des Wnt-
Signalwegs liegt in der Differenzierung von Vorlauferzellen in Richtung der
Osteoblasten anstatt zu anderen mesenchymalen Zellarten hin (Bennett et
al., 2005; Day et al., 2005). Der Wnt-Signalweg wird vom Dickkopf-related
Protein 1 (DKK1) inhibiert, das Protein Indian Hedgehog (Ihh) hingegen ist
notwendig flur funktionierendes Wnt-Signaling (Aubin, 2008).

Es soll nicht unerwahnt bleiben, dass auBer den beschriebenen Proteinen
noch eine Vielzahl an Substanzen Osteoblasten in ihrer Proliferation,
Differenzierung und ihrem Uberleben beeinflusst, allen vorangestellt seien
verschiedene Steroidhormone wie z. B. Sexualhormone, Glucocorticoide und
Vitamin D.

Der Osteoblast ist ein wichtiger Akteur im Prozess des Bone Remodeling.
Durch die Interaktion mit anderen Zellen sind Osteoblasten dazu imstande,
die Aktivierung und das Uberleben von Osteoklasten direkt zu regulieren.
Dazu exprimieren Osteoblasten den Monocytenkolonie-stimulierenden Faktor
M-CSF, RANKL und OPG. Eine genauere Beschreibung der Wirkung dieser
Cytokine befindet sich im Kapitel 1.3 Gber Osteoklasten.

1.2.1 Osteocyten

Wahrend des Aufbauprozesses von Knochen wird ein groBer Anteil der
Osteoblasten in das neu gebildete Knochengewebe eingebettet und
differenziert dort zu Osteocyten. Osteocyten sind die am haufigsten in
Knochen vorkommenden Zelltypen und duBerst langlebig: Einmal von
Knochenmaterial umgeben, kénnen Osteocyten bis zu mehrere Jahre oder
gar Jahrzehnte an Ort und Stelle Uberleben, bis der Knochen an dieser Stelle

wieder umgebaut wird. (Manolagas und Parfitt, 2013)
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Neue Studien haben gezeigt, dass Osteocyten eine herausragende Rolle in
der Osteoklastenaktivierung spielen, da sie, wie auch Osteoblasten, RANKL in
I6slicher Form sezernieren und in membrangebundener Form prasentieren
kédnnen. Es sind nicht die von Osteoblasten, sondern die von Osteocyten
produzierten RANKL-Mengen, die fur eine effiziente Osteoklastenaktivierung
maBgeblich sind (Manolagas und Parfitt, 2013). Uberdies gibt es Hinweise,
dass der Effekt des membrangebundenen RANKL starker ist, als jener des
I6slichen RANKL (Calori et al., 2011; Honma et al., 2013; Nakashima et al.,
2000).

Osteocyten liegen in Lakunen und haben dendritische Fortsatze, durch die sie
ein sternférmiges Erscheinungsbild aufweisen. Die Fortsatze verlaufen in
sogenannten Canaliculi. Uber diese Membranausldufer stehen Osteocyten
miteinander und mit anderen Zellen des Knochens in Kontakt, vor allem aber
ist ihre Interaktion mit den Zellen in der Markhéhle von groBer Bedeutung:
RANKL-Molekiile in den Fortsatzen kénnen hamatopoetische Vorlauferzellen
aus dem Knochenmark aktivieren, die daraufhin zu Osteoklasten reifen und
Knochen resorbieren. (Honma et al., 2013)

Eine weitere Aufgabe von Osteocyten besteht in ihrer Funktion als
Mechanosensoren im Knochen. Uber ihr durch die Fortsdtze weitldufiges
Cytoskelett nehmen Osteocyten bei mechanischer Beanspruchung des
Skeletts Reize auf, die vermutlich Uber Integrin-Signaling letztlich ihr
Uberleben férdern (Plotkin et al., 2005). Entfallen diese mechanischen Reize,
kommt es zu verstarkter Osteocyten-Apoptose, im Zuge derer spezifische
Stoffe freigesetzt werden, die insgesamt zu einer weniger stabilen
Knochenstruktur flihren (Plotkin et al., 2005).

1.2.2 Saumzellen - Bone Lining Cells

Im Zuge der Knochenbildung oder der Reparatur von Defekten wird nach
dem Erreichen des Zielniveaus ein Teil der mineralisierenden Osteoblasten zu
Saumzellen (Bone Lining Cells). Diese mesenchymalen Zellen sind flach und
liegen direkt auf der Knochenoberfliche. Uber Gap Junctions stehen die
Saumzellen sowohl mit Osteocyten, als auch mit noch aktiv mineralisierenden
Osteoblasten in Verbindung. (Bellido et al., 2013)
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Auf ihrer Oberflache haben sie Rezeptoren fiir PTH. Die Ligandenbindung
scheint zu einer Aktivierung von Osteoklasten zu flhren, sodass die
Saumzellen offenbar Uber diese Achse an der Steuerung der Calcium-

Homdostase beteiligt sind (Talmage und Talmage, 2006).

1.3 Osteoklasten

Osteoklasten sind die einzigen Zellen im menschlichen Organismus, die dazu
in der Lage sind, Knochenmaterial vollstandig abzubauen - sie sind somit die
unabdingbaren Partner von Osteoblasten im Prozess des Bone Remodeling.
Sowohl der anorganische Mineralanteil als auch organische Komponenten des
Knochens werden durch Osteoklasten angegriffen und entfernt. Die
Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten unterliegen streng
regulierten Prozessen, die sicherstellen sollen, dass kein unkontrollierter

Knochenabbau stattfindet.

Osteoklasten gehen aus hamatopoetischen Stammzellen hervor, die vor allem
im Knochenmark, aber auch in peripherem Blut enthalten sind. Osteoklasten
sind terminal differenziert und nicht dazu in der Lage, zu proliferieren oder
wieder zu dedifferenzieren (Nakamura et al., 2012; Vaananen und Laitala-
Leinonen, 2008). Ihre Entwicklung zu reifen Osteoklasten wird durch
Cytokine ausgeldst, unter denen M-CSF und RANKL eine besondere

Schisselrolle einnehmen.

Der Monocytenkolonie-stimulierende Faktor M-CSF (auch: CSF-1) ist ein
Cytokin, das von Stromazellen im Allgemeinen und Osteoblasten im
Speziellen exprimiert und freigesetzt wird. M-CSF bindet an seinen Rezeptor
c-fms, der sich an der Membran von Monocyten befindet (Weir et al., 1993).
Durch ein Zusammenspiel von M-CSF und anderen Cytokinen werden die
Differenzierung und Fusion von Osteoklasten-Vorlaufern ermdglicht, sowie die
Resorptionsfahigkeit und das Uberleben der reifen Osteoklasten geférdert
(Fuller et al., 1993).
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Das Cytokin Receptor Activator of NF-kB-Ligand (RANKL; auch: TRANCE,
ODF, OPGL) wird, ebenso wie M-CSF, von mesenchymalen Zellen wie
Osteoblasten und Osteocyten exprimiert. RANKL existiert einerseits in
membrangebundener, andererseits aber auch in léslicher Form, wobei die
I6sliche Form durch Metalloproteasen vom membrangebundenen Protein
abgespalten wird (Nakashima et al., 2000). Es hat sich herausgestellt, dass
membrangebundener RANKL den gréBeren Anteil zur RANKL-Wirkung
beisteuert (Honma et al., 2013; Jilka et al., 2013; Nakashima et al., 2000).
Durch die RANK-RANKL-Bindung kommt es zur Aktivierung von Tumor-
Nekrose-Faktor-Rezeptor-assoziierten Faktoren (TRAF), die z. B. im
Signalweg des Transkriptionsfaktor NF-kB eine wichtige Rolle spielen (Blair et
al., 2007).

Monocytdre Osteoklasten-Vorlauferzellen differenzieren unter dem Einfluss
von M-CSF (Fuller et al., 1993; Jimi et al., 1995), RANKL (Lacey et al., 1998)
und Tumor-Nekrose-Faktor a (TNF-a; Kobayashi et al., 2000) zu
mononukledaren  Prdosteoklasten, die wiederum zu multinukledren
Osteoklasten fusionieren. Durch die Anwesenheit von Interleukin-1 (IL-1;
Jimi et al., 1995), aber vor allem von RANKL (Lacey et al., 1998; Tsukii et
al., 1998), kdénnen die mehrkernigen Zellen nun zu resorbierenden
Osteoklasten aktiviert werden. Das Uberleben der reifen Osteoklasten, die
Knochen abbauen, wird besonders durch M-CSF geférdert, da es auf
resorbierende Zellen einen anti-apoptotischen Effekt austibt (Fuller et al.,
1993).

Bevor ein Osteoklast Knochenresorption betreiben kann, muss er fest am
Knochen adhariert sein. Dies wird insbesondere durch Bindung von
Knochenmatrix-Proteinen an die verschiedenen Integrine in der
Osteoklastenmembran erreicht.

Integrine sind heterodimere Rezeptoren, die unter ihren Aufgaben sowohl die
Verankerung des Osteoklasten auf dem Knochen, wie auch Zell-Signaling
haben (Teitelbaum, 2011). Sie bestehen aus je einer a- und B-Untereinheit,
von beiden gibt es mehrere verschiedene Subtypen. An die extrazellularen
Domanen der Integrine binden Matrixproteine mit ihren RGD-Sequenzen.
(Zou und Teitelbaum, 2010)
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Der Integrin-aVB3-Rezeptor ist im Osteoklasten von groBter Bedeutung und
ist im nicht-resorbierenden Osteoklasten gemeinsam mit dem Aktinring
lokalisiert, nach der vollstandigen Ausbildung der Sealing Zone und der damit
einhergehenden Reorganisation des Cytoskeletts jedoch nicht mehr (Mulari et
al., 2003). Der Rezeptor bindet vor allem Vitronektin, Bone-Sialoprotein und
Osteopontin (Duong et al., 2000). Im Zellinneren wird durch diese Bindung
eine Signalkaskade Uber die Tyrosinkinase c-Src ausgel6st, die in der Bildung
von Aktinringen, also einer Neuordnung des Cytoskeletts, gipfelt, und somit

den Startschuss flr den Knochenresorptionsprozess gibt (Teitelbaum, 2011).

Der reife Osteoklast bildet auf Knochen die dicht abschlieBende ,Sealing
Zone" (SZ) und eine Region namens ,Ruffled Border® (RB) aus, beide sind
Voraussetzung flr erfolgreiche Knochenresorption (van Tran et al., 1985).
Fir die Ausbildung dieser Strukturen ist die Integrin-vermittelte
grundlegende Umorganisation des Cytoskeletts erforderlich. Im Zuge dieser
auch als Polarisation bezeichneten Vorgange kommt es auBerdem zur Bildung
einer ,Functional Secretory Domain™ (FSD) auf der basolateralen Seite des
Osteoklasten, der Ruffled Border gegeniberliegend (Salo et al., 1997). Durch
den Abbau von Knochen entsteht die sogenannte Lakune - eine Art Grube -
unter der Ruffled Border. Da Osteoklasten zur amdboiden Fortbewegung
befahigt sind, kdnnen diese Lakunen auch langlich sein, dann wird an ihnen

die Spur des resorbierenden Osteoklasten sichtbar.

Die Sealing Zone wird vor allem aus F-Aktin-Mikrofilamenten aufgebaut und
sie siegelt den Bereich zwischen Zelle und Knochen dicht ab. Die
Neuanordnung dieser Mikrofilamente wird zu Beginn durch Integrin-Signaling
gesteuert. Welche Proteine an der Fertigstellung des Prozesses genau
beteiligt sind, ist noch nicht endgultig geklart, aber wahrscheinlich spielt hier
der CD44-Rezeptor eine entscheidende Rolle. (Chabadel et al., 2007)

Innerhalb der Sealing Zone liegt die Ruffled Border - dies ist das Zellorganell,
das die Resorption des Knochens ermdglicht. Der Name ergibt sich aus der
lamellenartigen Zellmembran-Struktur, die eine starke

OberflachenvergréBerung bewirkt.
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Um den anorganischen Hydroxylapatit (HA) abzubauen, wird der pH-Wert
innerhalb der Sealing Zone gesenkt (Baron et al., 1985). Dies geschieht zum
einen durch Freisetzung von Saure-enthaltenden Vesikeln, und zum anderen
durch die kontinuierliche Sekretion von Protonen in die Resorptionslakune
(Vaananen und Laitala-Leinonen, 2008). Eine V-Typ-ATPase pumpt Protonen
ihrem Konzentrationsgradienten entgegen, Chlorid-Ionen zum
Ladungsausgleich werden vom Chloridkanal CIC-7 in die Resorptionszone
gepumpt (Schlesinger et al., 1997). Um H* zu erzeugen, katalysiert die
Carboanhydrase II die Reaktion von Wasser und Kohlendioxid zu
Kohlensaure, bei der Dissoziation letzterer entstehen Bicarbonat und
Protonen (Wu et al., 2008). Durch das hierbei anfallende Bicarbonat wilrde
das Milieu im Cytoplasma des Osteoklasten immer starker alkalisiert werden,
daher sind Anionenaustauscher notwendig, um basolateral Bicarbonat gegen
Chlorid zu tauschen (Wu et al., 2008).

Nachdem der anorganische Knochenanteil durch die Sduresekretion geldst
worden ist, kann das nun freiliegende organische Grundgerlist aus
Matrixproteinen angegriffen werden. Fur diesen Zweck wird in Vesikel
verpacktes Cathepsin K in die Resorptionslakune freigesetzt. Cathepsin K ist
eine Protease, die eine Schlisselrolle im Bone Remodeling einnimmt.
Einerseits hat Cathepsin K bei saurem pH, der innerhalb der Sealing Zone
vorherrscht, eine hohe enzymatische Aktivitdt, was die Protease dazu
befahigt, Proteine der Knochenmatrix, v.a. Kollagen, abzubauen (Bossard et
al., 1996). Andererseits bewirkt Cathepsin K die Aktivierung weiterer
Enzyme, die zum Knochenabbau notwendig sind, z. B. TRAP (Ljusberg et al.,
2005). Aufgrund der hohen Wichtigkeit von Cathepsin K im Knochenabbau
bietet es sich als Ziel flir neuartige antiresorptive Pharmakotherapien an
(Zerbini und McClung, 2013).

Gemeinsam mit Cathepsin K wird auch die Tartrat-resistente saure
Phosphatase TRAP in Vesikeln sezerniert. Sie wird haufig als Marker fir die
Differenzierung und Aktivitat von Osteoklasten in Zellkulturexperimenten
herangezogen, die genauen Funktionen von TRAP im Knochen sind jedoch
nicht vollstéandig bekannt. Neben ihrer Funktion als Phosphatase ist TRAP

aufgrund des Fe?*-Ions im aktiven Zentrum des Enzyms zur Bildung von
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reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) befdahigt, die eventuell im Kollagenabbau

involviert sind (Halleen et al., 2003).

Wahrend des Resorptionsprozesses fallen in der Lakune groBe Mengen an
Knochen-Abbauprodukten an, die entfernt werden missen, um die
Resorption effizient weiterfihren zu koénnen. Die anorganischen wie
organischen Komponenten werden per Endocytose wieder in den
Osteoklasten aufgenommen und Uber die FSD auf der basolateralen Seite

sezerniert und so aus der Zelle transportiert (Salo et al., 1997).

HCO; +H™

Carbo I anhydrase I
H:0 +CO:

Cathepsin K

H*ATPase

Abbildung 3: aus Athanasou, 2011, ins Deutsche Ubersetzt

Ein reifer Osteoklast hat eine relativ kurze Lebensdauer von einigen wenigen
Tagen. Wenn die anti-apoptotischen Signale durch M-CSF ausbleiben, wird
die Apoptose eingeleitet und der Osteoklast geht zugrunde. (Fuller et al.,
1993)

1.4 Knochenimplantate

Defekte in Knochen bedingt durch Verletzungen, Tumore, Osteoporose oder
andere Erkrankungen machen in einigen Fallen den Einsatz von
Knochenimplantaten sinnvoll. Wenn ein Defekt eine gewisse GréBe
Uberschreitet, ist eine Heilung in angemessener Zeit nicht méglich, man

spricht dann von einem ,Critical Size Defect" (Calori et al., 2011). Um die
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mechanische  Stabilitat und sonstige  Funktion dieser Knochen
wiederzuerlangen, kann man sich in diesen Fallen mit Knochenimplantaten
behelfen. Sie sollen die Region stabilisieren und eine Art Gerlist oder Vorlage

fir den neu zu bildenden Knochen darstellen.

1.4.1 Anforderungen an Knochenimplantate

Neben den Anforderungen, die flir alle Arten von medizinischen Implantaten
gelten - das Material und seine Abbauprodukte sollen weder
Entzindungsreaktionen, Allergien, toxische Effekte oder immunologische
Reaktionen hervorrufen, noch dirfen sie Pathogene Ubertragen — werden an
Materialien zur Anwendung als Knochenimplantate zusatzliche Anspriche
gestellt: Ein ideales Knochenimplantat soll Osteokonduktivitat,
Osteoinduktivitdat und Osteogenitat vermitteln, resorbierbar sein und seine
mechanischen Eigenschaften sollen jenen der angrenzenden Knochen

madglichst ahneln (Brown et al., 2012).

Osteokonduktivitat bezeichnet eine Materialbeschaffenheit, die die Adhasion,
das Uberleben und die Migration der Knochenzellen zuldsst (Carulli et al.,
2013; Kneser et al., 2002).

Von Osteoinduktivitat spricht man bei Materialien, die eine Differenzierung
von Vorlauferzellen in Richtung der mesenchymalen Osteoblastenlinie
erlauben und foérdern. Es gibt hierzu zwei Hypothesen zum Zustandekommen
der Osteoinduktivitat: Die erste Hypothese geht davon aus, dass Calcium-
und Phosphationen aus den meist Calciumphosphat-haltigen Materialien
freigesetzt werden und diese dann die Differenzierung zu Osteoblasten
fordern. Die zweite Hypothese besagt, dass fur die Differenzierung bendétigte
Faktoren an den Materialien adsorbieren und dort den
Osteoblastenvorlauferzellen prasentiert werden. (Barradas et al., 2011)

Der Begriff Osteogenitat bezieht sich schlieBlich auf die Bildung von neuem
Knochen. Wenn Osteoblasten sich auf dem Material ansiedeln kénnen und in
weiterer Folge Mineralisation stattfindet, ist das Material osteogen (Carulli et
al., 2013; Kneser et al., 2002).
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1.4.2 Arten von Knochenimplantaten

Im Falle von Knochenschaden, die ein solches Ausmafl haben, dass die
Implantation eines Materials zur Heilung des Defekts erforderlich wird, stehen
verschiedene Arten von Knochenimplantaten zur Verfligung: ,Autografts"
(Autotransplantate) und ,Allografts" (Allotransplantate), die aus Knochen
gewonnen werden, und Knochenersatzmaterialien (Einteilung in Anlehnung
an Brown et al., 2012).

1.4.2.1 Autograft

Beim Autograft ist der Knochenmaterial-Spender gleich dem Empfanger. Vor
allem in der Kieferchirurgie findet dieses Verfahren im Zuge des
Kieferaufbaus breite Anwendung. Es werden hierzu kleine Knochensegmente,
meist aus anderen Kieferbereichen oder aus dem Beckenkamm, enthommen,
und in atrophische Regionen des Kieferknochens eingesetzt (Rawashdeh und
Telfah, 2008). Aber auch fir das Aufflillen von Defekten an anderen Knochen
werden autogene Implantate, ebenfalls meist aus dem Beckenkamm,
verwendet.

Bei der Auswahl der Entnahmestelle sollte berlcksichtigt werden, ob das
transplantierte Knochengewebe kortikal oder trabekuldar ist, da der
Volumszuwachs an der Implantationsstelle davon abhangt (Rawashdeh und
Telfah, 2008).

Autografts haben offensichtliche Vorteile, aufgrund derer sie nach wie vor als
der Goldstandard fir Knochenimplantate gelten: Sie bestehen - besonders
bei passender Auswahl der Entnahmestelle — aus dem perfekten Material und
sie rufen keine Immunreaktionen hervor. Darlber hinaus enthalten
Autografts lebende Knochenzellen und sind daher per se osteogen. Neben der
eingeschrankten Menge an vorhandenem Material sind betrachtliche
Komplikationen  wie  Entziindungen, Nekrosen und schmerzhafte
Heilungsprozesse an der Entnahmestelle die Nachteile von Autografts. (Amini
et al., 2012; Brown et al., 2012)
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Diese unerwlnschten Komplikationen von Autograft-Implantationen sind
neben den hohen Kosten der Eingriffe der Hauptgrund flr die Suche nach

Knochenersatzmaterialien.

1.4.2.2 Allograft

Allografts bezeichnen Implantate, die zwar aus derselben Spezies, aber aus
einem anderen Individuum als dem Empfanger, meist von Verstorbenen,
stammen. Die Knochen werden Iyophilisiert und bestrahlt, um das
Infektionsrisiko zu vermindern. Das hat jedoch einerseits zur Folge, dass die
Knochenzellen abgetdtet werden, des Weiteren bewirkt die Lyophilisation eine
Veranderung der physikalisch-mechanischen Eigenschaften des Knochens.
Diese Allografts sind daher weniger osteokonduktiv und osteoinduktiv, sie
haben jedoch den groBen Vorteil, dass am Empfangerorganismus kein
zusatzliches Operationsgebiet eréffnet wird. (Laurencin et al., 2006)

Durch den Ursprung des implantierten Knochengewebes in einem anderen
Individuum kann es zu Immunreaktionen kommen, die eine

Immunsuppression erforderlich machen (Paskert et al., 1987).

Allografts kdénnen durch Demineralisation noch tiefgreifender modifiziert
werden, dabei entsteht demineralisierte Knochenmatrix (DBM), die auch als
Allograft-basiertes Knochenersatzmaterial bezeichnet wird. Zur Herstellung
wird Spender-Knochenmaterial sterilisiert und demineralisiert, sodass
lediglich ein Gerlst aus Matrixproteinen (kollagenése und nicht-kollagendse
Proteine) bestehen bleibt (Gazdag et al., 1995). Entweder wird dieses Gerist
in bestimmte Formen geschnitten und implantiert, oder zerkleinert und mit
Glycerin, Hyaluronsaure oder anderen Stoffen versetzt zu einem injizierbaren
Gel verarbeitet (Brown et al., 2012).

Es gibt einige DBM-Produkte, die zur Behandlung von Knochendefekten
zugelassen sind. Als Vorteil dieser Implantate ist die gute Osteoinduktivitat
anzusehen, die vermutlich durch die Freilegung von
differenzierungsférdernden Faktoren im Zuge der Demineralisation zustande

kommt. Die Nachteile von DBM bestehen in der fehlenden Osteogenitat, der
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geringen mechanischen Belastbarkeit und der je nach Herstellungsverfahren
verminderten Osteokonduktivitat. (Brown et al., 2012; Gazdag et al., 1995)

1.4.2.3 Knochenersatzmaterialien

Im Gegensatz zu Autografts und Allografts sind Knochenersatzmaterialien
Stoffe, deren Ursprung nicht in menschlichen Knochen liegt. Siehe dazu
Kapitel 1.5.

1.5 Knochenersatzmaterialien

Knochenersatzmaterialien kénnen anhand ihrer chemischen
Zusammensetzung eingeteilt werden. Man unterscheidet vor allem zwischen
Polymeren und Keramiken.

Aus beiden Arten von Ausgangsmaterialien kdénnen Feststoffe hergestellt
werden, wobei diese entweder regelmaBig pords sind oder, im Falle der
Polymere, eine fest vorgegebene raumliche Struktur mit Hohlrdumen
aufweisen kénnen, was z. B. durch 3D-Druck-Verfahren, Elektrospinnen oder
2-Photonen-Polymerisation erreicht werden kann. Keramische Partikel und
Polymere kénnen auch zur Herstellung von injizierbaren Gelen herangezogen

werden.

Einige Studien belegen, dass nicht nur die chemische Struktur des Materials,
sondern vor allem auch die Mikroarchitektur der Implantate (,Scaffolds"), die
sich je nach Herstellungsverfahren unterscheidet, fir den Erfolg des Materials
in vivo bedeutend ist (Li et al., 2008; Yuan et al., 2002).

So kommt es, dass der Porositat von Knochenersatzmaterialien eine
herausragende Bedeutung zuteilwird. Zum einen ist die GréBe der Poren
entscheidend, zum anderen ihre Interkonnektivitdt. Beide Kriterien
bestimmen gemeinsam, ob sich Zellen Uber das gesamte Implantatvolumen
hinweg ausbreiten und ansiedeln kénnen. Eine gute Interkonnektivitat, also
der Verbindungsgrad der Poren, erlaubt sowohl die Versorgung aller Regionen
des Implantats mit Sauerstoff, Nahrstoffen und l6slichen Faktoren, die fir die

Zellproliferation und -differenzierung vonnéten sind, als auch die Migration

29



der Zellen selbst. In fortgeschrittenen Stadien des Knochenaufbaus wird
durch ausreichend groBe Poren auch die Vaskularisation ermdglicht. (Brown
et al., 2012)

Porositéat wird durch Verfahren wie Porogen- oder Salz-Leaching,
Gefriertrocknung, Sintern oder Aufschdaumen mit Gasen erzeugt. All diese
Methoden sind derart kontrollier- und steuerbar, dass Scaffolds mit
reproduzierbaren mechanischen Kennwerten, PorengréBen und
Interkonnektivitat dabei entstehen (Amini et al., 2012).

1.5.1 Polymere

Polymere bergen ein groBes Potential zur Herstellung von
Knochenimplantaten, da sie vermutlich die flexibelsten Ausgangsmaterialien
sind. Viele von ihnen sind der Verarbeitung mit modernen Verfahren
zuganglich, um Scaffolds mit geeigneter Mikroarchitektur fertigen zu kénnen.
Primar gilt es, ein passendes Polymer auszuwéhlen. Uberdies kénnen die
Polymerisations- oder Quervernetzungsmechanismen variiert werden, damit
sind oft auch Veranderungen im formgebenden Herstellungsverfahren
verknupft.

Zwischen den so erzeugten verschiedenen Produkten bestehen mitunter

groBe Unterschiede im Verhalten in vitro oder in vivo.

1.5.1.1 natiirliche Polymere

Wenn es darum geht, natirliche Polymere zur Verwendung in Knochen zu
verwenden, ist zuallererst die Wahl von Kollagen naheliegend, da es den
Hauptbestandteil der Knochenmatrix ausmacht und somit den kérpereigenen
Strukturen am d&hnlichsten ist. Es befinden sich verschiedene Produkte auf
dem Markt, die Kollagen enthalten, entweder mit rekombinantem human-
BMP-2/7 oder im Verbund mit mineralischen Bestandteilen. Am haufigsten
wird hierfir B-Tricalciumphosphat (B-TCP) verwendet, die mechanische
Stabilitat der resultierenden Scaffolds ist trotzdem eher gering. (Brown et al.,
2012)
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Kollagen-basierte Knochenersatzmaterialien werden meist aus Rinder- oder
Schweinekollagen hergestellt und sind in mehreren Applikationsformen
erhéltlich, z. B. als knetbare oder injizierbare Masse, zuschneidbare Streifen
oder in vorgefertigten Formen. In der Regel werden diese Materialien vor der
Implantation in Knochenmark-Aspirat eingelegt oder damit vermischt, sodass
von Beginn an Osteoblastenvorlauferzellen im Material enthalten sind. (AAOS.
Summary of typical bone-graft substitutes that are commercially available,
2010)

Ein von tierischem Kollagen abgeleitetes Polymer ist die Gelatine, mit der sich
Kapitel 1.6 naher auseinandersetzt. Neben Kollagen und Gelatine sind auch
natirliche Polymere wie Chitosan, Fibrin und Alginat Gegenstand aktueller

Forschung.

1.5.1.2 synthetische Polymere

Synthetische Polymere bieten aufgrund der groBen strukturellen
Variationsmoglichkeiten ideale Ausgangsstoffe, um Knochenersatzmaterialien
den jeweiligen Anforderungen entsprechend designen zu kénnen. Die genaue
chemische Zusammensetzung des Materials bestimmt Uber
Oberflacheneigenschaften und Abbauverhalten der Scaffolds.

Von der FDA sind einige synthetische Polymere zur Verwendung im Menschen
zugelassen, darunter Polylactid, Polycaprolacton und Polyglycolid. Die
Materialien bieten den Vorteil, dass sich daraus beliebig geformte Scaffolds
mit einer definierten Mikroarchitektur erzeugen lassen. Dazu werden relativ
junge Verfahren wie etwa das Lasersintern, Stereolithographie oder
2-Photonen-Polymerisation verwendet. (Brown et al., 2012)

Ein weiterer Vorteil der synthetischen Polymere ist, dass sie nicht

biologischen Ursprungs sind und somit keine Pathogene Ubertragen.

1.5.2 Keramiken

Als Keramiken bezeichnet man Materialien, die aus anorganischen

Verbindungen hergestellt werden. Am haufigsten eingesetzt werden die
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Calciumphosphate B-Tricalciumphosphat und Hydroxylapatit Cas(PO4)s3(OH),
sowie Calciumsulfat und verschiedene Siliciumverbindungen (bioaktives
Glas). All diese Stoffe haben gemeinsam, dass sie bei relativ guter
mechanischer Stabilitat vollstandig resorbiert und durch neuen Knochen
ersetzt werden koénnen. Die bioaktiven Glaser ragen in dieser Gruppe
besonders heraus, da sie die groBte Festigkeit aufweisen, die mit jener von
trabekularem Knochen vergleichbar ist. (Brown et al., 2012)

Wie schon zuvor erwahnt, wird die fir ein Knochenersatzmaterial notwendige
Porositat durch unterschiedlichste Verfahren erreicht, wobei das Sintern und

verschiedene Leaching-Methoden die wohl am haufigsten genutzten sind.

1.5.3 Kompositmaterialien

Durch Kombination der soeben beschriebenen Materialien entweder
untereinander oder mit Zellen oder Wachstumsfaktoren kodnnen
Kompositmaterialien erzeugt werden, die im Idealfall die Vorzige ihrer

Einzelkomponenten vereinen (Brown et al., 2012).

Ein derartiges Kompositmaterial kdénnte z. B. ein Polymergerist mit
passender Porositat sein, das von anorganischem Mineral ummantelt ist und
so die Struktur des Knochens imitiert.

Ebenso realisierbar sind z. B. porose Keramik-Scaffolds, die vor der
Implantation mit Zellen der Osteoblastenlinie aus dem Knochenmark des
Empfangers versehen werden, um ein osteogenes Implantat zu erhalten.

Eine weitere Mdglichkeit ware ein Gel aus einem Polymer, das z. B. mit
BMP-2 versehen ist und in Knochenregionen injiziert wird, an denen
Knochenwachstum erwtnscht ist.

Dies sollen nur einige wenige Beispiele sein. Durch die Vvielen
Kombinationsmdglichkeiten ergibt sich ein weit gefachertes Feld an

Anwendungsarten.
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1.6 Gelatine

Gelatine ist ein wasserldsliches Protein, das durch Hydrolyse aus tierischem
Kollagen gewonnen wird. Daflr werden in der Regel Schlachtabfdlle wie
Haute, Knochen und andere Kollagen-haltige Bindegewebsanteile von
Schweinen oder Rindern verwendet. Gerade in den vergangenen beiden
Jahrzehnten haben sich jedoch auch viele Forschungsgruppen mit den
Eigenschaften von Gelatine beschaftigt, die aus verschiedenen Fischspezies
extrahiert wird. Diese Gelatinen weisen wiederum andere, eventuell fir
gewisse Anwendungen vorteilhafte, Eigenschaften auf, als jene aus

Saugetieren (siehe Review von Boran und Regenstein, 2010).

Man differenziert zwischen Typ A (acid, sauer) und Typ B (basisch) Gelatine,
abhangig davon, ob die Behandlung des Tiermaterials zur Gelatineextraktion
unter sauren oder alkalischen Bedingungen stattfindet.

Fir Typ A Gelatine werden meist enthaarte und entfettete Schweinehaute
verwendet. Man lasst sie einige Stunden in Salz- oder Schwefelsaure quellen.
(GMIA. Gelatin Handbook, 2012)

Der Vorbehandlungsprozess von Typ B Gelatine ist wesentlich
zeitaufwandiger. Hierflr ist die Verwendung v.a. von Knochen, aber auch
Hauten dblich. Knochen mussen vor der Extraktion mithilfe von Saure
demineralisiert werden, das verbleibende Material besteht vor allem aus
Protein und wird Ossein genannt. Im nachsten Schritt werden die Haute oder
das Ossein der basischen Hydrolyse in Kalkmilch Gber meist zwei bis drei
Monate unterzogen. (GMIA. Gelatin Handbook, 2012)

Nach diesen unterschiedlichen Vorbehandlungen sind die weiteren Schritte fur
saures und basisches Verfahren dieselben: nach einigen Waschschritten mit
kaltem Wasser erfolgt die Extraktion der Gelatine mit etwa 50-60°C heiBem
Wasser. Im ersten Extraktionsschritt wird die qualitativ hochwertigste
Gelatinefraktion gewonnen. Die weiteren Extraktionsschritte erfolgen mit
jeweils erhdéhter Temperatur, was zu Verlusten im Molekulargewicht, der
Gelierkraft und der Viskositat des Produktes fuhrt. In der Folge werden die
einzelnen Gelatinefraktionen in mehreren Schritten geklart und aufgereinigt.
(GMIA. Gelatin Handbook, 2012)
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Aus der Anwendung entweder der sauren oder der basischen
Extraktionsmethode ergibt sich der isoelektrische Punkt (IEP) des Produkts.
Durch die basische Behandlung werden Asparagin und Glutamin zu
Asparaginsaure und Glutaminsaure desaminiert (Young et al., 2005). Der IEP
von Typ A Gelatine liegt in einem Bereich von pH=7-9 und flir die durch Asp-
und Glu-Reste negativ geladene Typ B Gelatine im sauren Milieu um etwa
pH=5 herum (Gorgieva und Kokol, 2011). Die Loéslichkeit des Proteins ist bei
einem pH-Wert, der dem IEP entspricht, am geringsten, woraus sich u. a. fur
pharmazeutische Drug-Delivery-Systeme wichtige Eigenschaften ergeben
(Young et al., 2005).

Die Aminosdaurezusammensetzung von Gelatine weist im Vergleich mit
anderen Proteinen einige Besonderheiten auf, wobei die meisten
Saugetiergelatinen einander relativ ahnlich sind. Typischerweise sind etwa
33 % Glycin, 21 % Prolin und Hydroxyprolin und 10 % Alanin in Gelatine
enthalten, zudem fehlt Tryptophan in Gelatine, wie auch schon in Kollagen
(Djabourov et al., 1988). Gelatinen von Walen und Fischen haben davon

etwas abweichende Zusammensetzungen (Eastoe, 1955).

Ihren physikalischen Eigenschaften verdankt die Gelatine ihre breite
Anwendung in der Lebensmitteltechnologie und in der pharmazeutischen
Technologie. Gelatine quillt in kaltem Wasser und 16st sich ab Temperaturen
von etwa 35 bis 40°C. Durch erneutes Abklhlen verfestigt sich die wassrige
Gelatinelésung zu einem homogenen Hydrogel, dieser Vorgang ist
thermoreversibel (Djabourov et al., 1988). Die Gelstarke wird mit der
Methode nach Bloom bestimmt und gibt Auskunft dartiber, welchem Druck
ein Gelatine-Hydrogel unter definierten Bedingungen standhalt. Je hdéher der
Bloom-Wert, desto groBer ist die Gelfestigkeit (GMIA. Gelatin Handbook,
2012). Der Geliervorgang und die Gelstarke werden insbesondere durch die
Temperatur und die Gelatinekonzentration beeinflusst, jedoch spielen auch
der pH-Wert und die Salzkonzentration der Lésung eine Rolle (Gelita AG.

Viskoelastische Eigenschaften von Gelatine, 2013).
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1.6.1 Quervernetzung von Gelatine

Fir Anwendungen, bei denen gréBere Stabilitat der Hydrogele erforderlich ist,
und auch bei Temperaturen Uber 35°C, stehen verschiedene Methoden zur
Quervernetzung (Crosslinking) zur Verfligung. Bei der Vernetzung werden
intramolekular zwischen den Gelatinemolekilen kovalente Bindungen
eingefuhrt.

Der bekannteste und industriell wichtigste chemische Vernetzer ist
Glutaraldehyd (GA), es vernetzt Lysin- und Argininreste hocheffektiv. Ein
Problem bei der Verwendung von Glutaraldehyd liegt in seiner Cytotoxizitat,
daher miuissen GA-vernetzte Produkte ausgiebig gewaschen werden, um
GA-Rlckstande zu minimieren. (Bigi et al., 2001)

Weitere chemische Crosslinker sind z. B. EDC (Staroszczyk et al., 2014) und
Genipin (Gomes et al.,, 2013), eine weniger cytotoxische Substanz
pflanzlichen Ursprungs. Auch das enzymatische Crosslinking mit
Transglutaminase, Tyrosinase oder anderen Enzymen flihrt zu guten
Ergebnissen (Moreira Teixeira et al., 2012).

In den vergangenen Jahren hat das UV-Crosslinking mithilfe von
photoaktiven Substanzen an Bedeutung gewonnen. Dabei werden dem Gel
Photoinitiatoren zugesetzt, bei deren Bestrahlung mit UV-Licht Radikale
entstehen, die sodann zur Quervernetzung des gelbildenden Polymers fihren.
Auch hier besteht ein gewisses Potential flr cytotoxische Rlckstande im
Produkt. (Carroll et al., 2006)

Daruber hinaus ist es auch madglich, Proteine ohne Zugabe von Reagenzien zu
vernetzen, indem man die Materialien hochenergetischer y-Strahlung

aussetzt (Moreira Teixeira et al., 2012).

35



2 Material und Methoden

2.1 Instrumente, Materialien und Reagenzien

Tabelle 1: verwendete Instrumente

Hersteller

Analysenwaage

MC 210 P, Sartorius, Deutschland

Autoklav

TOMY SX-300E, USA

CASY Zellzahler

Scharfe Systems, Deutschland

Digitalkamera fur Mikroskope

D 5100, Nikon, Japan

Eismaschine

AF103, Scotsman Ice Systems, USA

Fluoreszenzmikroskop

BX 51, Olympus, Japan

Inkubator

HERA cell 240, Kendro, Deutschland

Lampe flr Fluoreszenzmikroskop

X-Cite Series, 120 PC, Exfo, Kanada

Lichtmikroskope

TMS, Nikon, Japan
Diaphot 300, Nikon, Japan

Magnetrihrer

Ikamag RCT, Janke & Kunkel, Deutschland

pH-Meter

713 Metrohm, Schweiz

Pipettierhilfe

Pipetboy, Integra Biosciences, Deutschland

Schittelinkubator

GFL 3032, Heraeus Instruments, Deutschland

Sterilwerkbank (Laminar Air Flow)

Ehret Labor- und Pharmatechnik, Deutschland

Tischzentrifuge

Mini Centrifuge C-1200, National Labnet, USA

Trockenschrank (zur Hitzesterilisation)

WTB, Binder, Deutschland

Ultraschallbad

Transsonic 570, Elma, Deutschland

Vortex

AG Vortex Genie, Bender, Schweiz
REAX 2000, Heidolph, Deutschland

Wasserfiltrationsanlage

Milli-Q UF Plus mit Q-Pak 1, Millipore, USA

Wasserbad

GFL 1086, Deutschland

Zentrifugen

5415C, Eppendorf, Deutschland
Z323 K, Hermle, Deutschland
Z233 M, Hermle, Deutschland
RT-H250, Sorvall, USA
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Tabelle 2: verwendete Materialien

Hersteller

24-Well-Kulturplatten, Cell +
Suspension Culture

Greiner Bio-One International AG, Osterreich

Deckglaser rund, @ 12 mm

VWR International, USA

ReaktionsgefaBe ,,Eppendorf* 1,54+2 ml

Eppendorf AG, Deutschland

Kryoréhrchen

Greiner Bio-One International AG, Osterreich

Messpipetten Glas

Brand, Deutschland

Mikropipetten

Eppendorf, Deutschland
Labsystems Finnpipette, Finnland

Mr. Frosty Freezing Container

Thermo Fisher Scientific, USA

Objekttrager

VWR International, USA

Parafilm M

American National Can Company

PCR-GefaBe 0,2ml

Greiner Bio-One International AG, Osterreich

Petrischalen 100mm und 60mm

Sterilin, Bibby Sterilin Ltd., UK

Pipettenspitzen

VWR International, Osterreich )
Greiner Bio-One International AG, Osterreich

Sterilfilter 0,22um

GE Walter & Process, USA

Zentrifugenréhrchen, 15+50 ml

Greiner Bio-One International AG, Osterreich

Tabelle 3: verwendete Substanzen

Substanzname Hersteller Chargennummer
1a,25-Dihydroxycholecalciferol Hoffmann LaRoche
4',6-Diamidino-2-phenylindol- 3267

Sigma-Aldrich
dihydrochlorid Lot#59A3960
00570
Aceton, p.a. Fluka
Lot#43200
A-4503
Albumin bovine, Fraction V; 96 - 99 % | Sigma-Aldrich
Lot#28F-0982
A22284
Alexa Fluor® 633 Phalloidin Molecular Probes
Lot#34E1-2
Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Mouse IgG A-11001
Molecular Probes
Antikoérper Lot#99C1-1
Alexa Fluor® 546 Goat Anti-Rabbit IgG A-11010
Molecular Probes
Antikoérper Lot#94C1-1
841
Ascorbinsaure Merck
Lot#F971227
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C-4901

Calciumchlorid-Anhydrid, approx. 97 % | Sigma-Aldrich
Lot#53H0617
05651808001
CASYton Roche Diagnostics
Lot#11686500
Cathepsin K mouse anti-human MAB3324
Merck Millipore
monoklonaler Antikérper Lot#2070806
Collagenase from Clostridium 9001-12-1
Sigma-Aldrich
histolyticum, Typ 1 Lot#95H6843
D-8879
Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich
Lot#99H3655
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat, Merck 1.06580.1000
erc
p.a. Lot#K33351980429
165859
Dispase, Typ 11 Sigma-Aldrich
Lot#85568720-73
AAAH-5020-07025-
Ethanol absolut, 99,9 %, p.a. AustrAlco
010711
Ethylendiamintetraessigsaure- E-6758
Sigma-Aldrich
Anhydrid, appr. 99 % Lot#50K01315
F-3381
Fast Red Violet LB Salt Sigma-Aldrich
Lot#MKBH6351V
06402712001
FastStart Essential DNA Green Master Roche Diagnostics
Lot#14613000
Gibco Life Lot#41Q403K
Fetal Calf Serum 10270
Technologies Lot#41Q4297P
FlGssiger Stickstoff TU Wien, Osterreich
CP10.1
Formaldehyd-Lésung 37 %, Ph. Eur Roth
Lot#460103407
G9382
Gelatin from bovine skin, Type B; Sigma-Aldrich
Lot#051M0012V
Gelatin from porcine skin, gel strength G2500
Sigma-Aldrich
300 g Bloom, Type A Lot#SLBB0914V
Gelatin from porcine skin, gel strength G6144
Sigma-Aldrich
90 - 110 g Bloom, Type A Lot#BCBF3362V
Gelatin per analysi, bovine, Typ B, 410875000
ACROS organics
granular Lot#A0313412
49633
Glutardialdehyd, 25 % in Wasser Fluka
Lot#75600
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G5422

-Glycerophosphat Sigma-Aldrich
P-Gly phosp 9 Lot#SLBB5458V
High Capacity cDNA Reverse 4368814
Applied Biosystems
Transcription Kit Lot#1304185
Integrin beta 3 rabbit anti- ab47584
abcam
mouse/human polyklonaler Antikdrper Lot#GR84252-2
1.04873.1000
Kaliumdihydrogenhosphat, p.a. Merck
Lot#A531473438
1.04936.1000
Kaliumchlorid, p.a. Merck
Lot#K33076636428
Macrophage Colony Stimulating Factor, 416-ML
R&D Systems
recombinant mouse (E.coli derived) Lot#ME093121
M-0250
Magnesiumchlorid-Hexahydrat Sigma-Aldrich
Lot#57H1053
MEM Alpha Medium, + Ribonucleosides 11900-073
Life Technologies
+ Deoxyribonucleosides Lot#1097450
4227.3
2-Mercaptoethanol Carl Roth
Lot#189104048
1.06009
Methanol p.a. Merck
Lot#K20478409
D-4254
N,N-Dimethylformamid Sigma-Aldrich
Lot#67H0764
N4875
Naphthol AS-MX Phosphat Sigma-Aldrich
Lot#061M5303V
S-8625
Natriumacetat-Trihydrat Sigma-Aldrich
Lot#67H0568
S-8032
Natriumazid Sigma-Aldrich
Lot#94H2685
1.06498
Natriumhydroxid, in Platzchen, p.a. Merck
Lot#B244798825
S-8640
Natriumtartrat-Dihydrat Sigma-Aldrich
Lot#82H06941
Normal Goat Serum Life Sciences
Penicillin/Streptomycin-Lésung, 10000 A 2213
Biochrom
Hg/ml Lot#330 FF
5Q9817
Prostin E2 Konzentrat, 5 mg/0,5 ml Pfizer
Lot#P09610
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Receptor Activator of NF-kB Ligand, 462-TEC
R&D Systems
recombinant mouse (E.coli derived) Lot#CWA124121
83931
RNase AWAY Sigma-Aldrich
Lot#BCBJ1413V
79254
RNase-free DNase Set QIAGEN
Lot#145029318
74106
RNeasy Mini Kit QIAGEN
Lot#142341579
RT2 gPCR Primer Assay Collal QIAGEN PPM03845F-200
RT2 qPCR Primer Assay GAPDH QIAGEN PPM02946E-200
RT2 gPCR Primer Assay M-CSF QIAGEN PPM03116C-200
RT2 gPCR Primer Assay RANKL QIAGEN PPM03047F-200
RT2 gPCR Primer Assay Runx2 QIAGEN PPM04449C-200
Lot# 52700
Salzsadure rauchend, 37 % Merck
54305C02
0708810014
Tissue-Tek O.C.T. Compound Sakura Finetek
Lot#2009-04
A0779,0500
Tricalciumphosphat, reinst, Ph. Eur. AppliChem
Lot#11002688
X100
Triton X-100 Sigma-Aldrich
Lot#106H0619
27250-018
Trypsin (1:250) Life Technologies
Lot#1038644
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2.2 Versuchsaufbau

Mithilfe  geeigneter = Methoden wurde der Einfluss verschiedener
Beschichtungen aus Gelatine auf die Differenzierung von Osteoklasten und

Osteoblasten getestet.

Die Immunfluoreszenzmarkierung in Verbindung mit einer Aktin/Zellkern-
Farbung diente der morphologischen Charakterisierung von Osteoklasten aus

Maus-Kokulturen, die auf Deckglasern kultiviert worden waren.

Fir die Untersuchung der Osteoklastendifferenzierung wurde ein Maus-
Kokultur-System auf Beschichtungen aus den zu testenden Gelatinetypen
durchgefihrt. Nach Beendigung der Kokultur wurden die entstandenen
Osteoklasten einer TRAP-Farbung unterzogen und die TRAP-positiv gefarbten
Zellen mit mindestens drei Zellkernen als reife Osteoklasten gewertet.

Im Fall der Experimente mit nicht-quervernetzter Gelatine wurden Fotos von
den Kulturplatten angefertigt, da aufgrund variierender Ergebnisse und

unterschiedlichen Versuchsaufbaus keine Vergleichbarkeit gegeben war.

Zur Quantifizierung der Expression von Genen in Osteoblasten, die fur die
Osteoklastogenese erforderlich sind, wurden primare Maus-Osteoblasten fur
24 und 48h unter Kokultur-Bedingungen mit Calcitriol (1,25(0OH).Dsy und
Prostaglandin E, (PGE;) kultiviert und die Proben flir gRT-PCR aufbereitet.

Die Differenzierung von Osteoblasten wurde untersucht, indem primare
Maus-Osteoblasten auf den Gelatinebeschichtungen in Mineralisationsmedium
mit Ascorbinsdaure und B-Glycerophosphat (B-GP) kultiviert wurden. Zu vier
Zeitpunkten wurden die Proben fur qRT-PCR aufbereitet und im Anschluss die
Expression von Genen analysiert, die spezifisch flir die Differenzierung von

Osteoblasten sind.
Die Experimente wurden so entworfen, dass jede Gruppe im Triplikat oder

zumindest Duplikat untersucht werden konnte. Als Kontrollgruppen dienten

vor allem unbeschichtete Deckglaser, in einigen Experimenten wurden
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zusatzlich auch mit bovinem Serumalbumin (BSA) beschichtete Deckglaser

verwendet.

2.3 Pufferlosungen

2.3.1 phosphatgepufferte Salzlésung fiir Zellkultur (PBS/TC)

Zum Waschen von Zellen und fir andere Anwendungen wurde eine
phosphatgepufferte Salzlésung benutzt, die in 1000 ml zweifach destilliertem
Wasser 0,20 g Kaliumchlorid, 0,20 g Kaliumdihydrogenphosphat, 8,00 g
Natriumchlorid und 2,71 g Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat enthielt. Die

Loésung wurde nach der Sterilfiltration bei 4 °C aufbewahrt.

2.3.2 phosphatgepufferte Salzl6sung mit Calcium und
Magnesium (PBS+CaZ2*/Mg?3t)

In 1000 ml zweifach destilliertem Wasser wurden 0,20 g Kaliumchlorid,
0,20 g Kaliumdihydrogenphosphat, 0,10 g Magnesiumchlorid-hexahydrat,
8,00 g Natriumchlorid und 1,43 g Dinatriumhydrogenphosphat-dihydrat
gelést. Diese Losung wurde auf pH 2-3 angesauert, 0,10 g Calciumchlorid
anhyd. wurden darin gel6st, im Anschluss wurde die L6sung mit Natronlauge

auf einen pH von 7,2 eingestellt.

2.4 Nahrmedien

2.4.1 Hitzeinaktivierung von FCS

Zur Kultivierung von Osteoblasten wurde ausschlieBlich hitzeinaktiviertes
fotales Kalberserum verwendet. Dazu wurde das Serum fir 30 min in einem
auf 56 °C temperiertem Wasserbad belassen und anschlieBend bei 4 °C bis

zur Verwendung aufbewahrt.
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2.4.2 Nahrmedium fiir Osteoblastenkulturen

Das Medium flr Osteoblasten bestand aus a-Modification of Minimum
Essential Medium (a-MEM) mit 10 % fotalem Kalberserum, hitzeinaktiviert
(FCS, hi) und 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S).

2.4.2.1 Mineralisationsmedium

Das Medium zur Anregung von Osteoblasten zur Mineralisation bestand aus
dem bereits beschriebenen Osteoblasten-Medium, versetzt mit 50 ug/ml

Ascorbinsaure und 5 mM B-Glycerophosphat.

2.4.3 Nahrmedium fiir Osteoklastenkulturen

Osteoklasten wurden in einem Medium basierend auf a-MEM mit 10 % FCS
(nicht hitzeinaktiviert) und 1 % P/S kultiviert, dem 10 nM 1,25(0OH).D3 und

1 M PGE; zugesetzt worden waren.

2.5 Zellen

2.5.1 primare Maus-Osteoblasten

Osteoblasten wurden in Anlehnung an die Bone Research Protocols
(Osteoblast Isolation from Murine Calvaria and Long Bones, Bakker und
Klein-Nulend, 2012) aus den Kalvarien von neugeborenen Mausen isoliert.
Dazu wurden die Kalvarienknochen in einer Lésung aus Collagenase und
Dispase wiederholt verdaut und die so gewonnenen Zellfraktionen vereinigt.
Durch Zentrifugation wurde die Enzymldsung von den isolierten Zellen
abgetrennt und nach Resuspendieren in Medium flr Osteoblasten in
Petrischalen ausgesat. 24 h nach der Isolierung erfolgte ein Mediumtausch,
um nicht adharente Zellen zu entfernen. Nach zweimaligem Splitten und
kontrolliertem Einfrieren mithilfe eines Mr. Frosty-Behalters wurden die Zellen

bis zur Verwendung in FlUssigstickstoff aufbewahrt.
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2.5.2 Osteoklasten aus Maus-Kokultur

Zur Gewinnung von Osteoklasten wurde den Bone Research Protocols
entsprechend (Osteoclast Formation in Mouse Co-cultures, Itzstein und van't
Hof, 2012) eine Kokultur von Maus-Osteoblasten mit Zellen aus dem
Knochenmark von Mausen durchgefihrt. Die Osteoblasten erméglichen durch
die Freisetzung von M-CSF und RANKL die Differenzierung und Fusion von
hamatopoetischen Stammzellen aus dem Knochenmark zu vielkernigen
Osteoklasten. Auch das Uberleben der Osteoklasten wird durch die Cytokine
verlangert (Fuller et al., 1993).

Die Expression von M-CSF und RANKL in Osteoblasten wird durch den Zusatz
von 1,25(0OH).Ds und PGE2 zum Nahrmedium induziert. Des Weiteren fordert
PGE; die Expression von RANK in Osteoklasten (Nakashima et al., 2000).

Zu Beginn von Kokultur-Experimenten wurden primdare Maus-Osteoblasten
ausgesat. 24 h spater (als Tag 0 bezeichnet) wurde Maus-Knochenmark mit
darin enthaltenen Osteoklasten-Vorlauferzellen isoliert. Das Knochenmark
wurde mithilfe einer mit Medium flr Osteoklasten geflllten Spritze und Nadel
aus den Markhoéhlen von Femur und Tibia gespult. Nach Zentrifugation und
Resuspendieren im Nahrmedium mit 1,25(0OH);Ds und PGE, wurde die
Zellsuspension auf die Osteoblasten aufgebracht. An den Tagen 2 und 4 der
Kokultur erfolgte jeweils ein Mediumtausch, die Fixierung der Zellen wurde

stets an Tag 5 der Kokultur vorgenommen.

2.6 Sterilisation der Deckglaser

Die Deckglaser wurden fur 24 h in 70 % Ethanol eingelegt und danach in
einer verschlieBbaren Metallbox im Hitzeschrank bei 180 °C fir 3 h

hitzesterilisiert.

2.7 Herstellung der Beschichtungen

Die Methoden zur Herstellung der Beschichtungen wurden von Fr. Mag. Kimla

(Kimla, 2013) dbernommen.
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2.7.1 Gelatinebeschichtungen

2.7.1.1 Gelatinelésungen

Es wurden 5 % Lésungen der vier verschiedenen Gelatinetypen in Wasser
hergestellt. Zu diesem Zwecke wurde die entsprechende Menge Gelatine in
eine kleine Glasflasche mit Schraubverschluss gewogen und die erforderliche
Menge Milli-Q-Wasser hinzugeftigt. Im Anschluss daran wurde diese Mischung
ohne vorheriges Auflésen o0.a. bei 121 °C autoklaviert, bis zur Verwendung

wurden die Loésungen bei 4 °C aufbewahrt.
2.7.1.2 Glutaraldehydlésung

Eine L6ésung von 1 % Glutaraldehyd in Milli-Q-Wasser wurde hergestellt und

sterilfiltriert. Bis zum Gebrauch erfolgte die Aufbewahrung bei 4 °C.
2.7.1.3 Herstellung von Gelatine-beschichteten Deckglédsern

Die Gelatinelésungen wurden bei 40 °C im Schittelinkubator geschmolzen.
Die Mischung aus zwei Gelatinetypen wurde durch Pipettieren in 1,5 ml
Eppendorf-ReaktionsgefaBen hergestellt und kurz auf dem Vortex-Gerat
gemischt.

Unter dem Laminar Air Flow (LAF) wurden auf jedes runde 12 mm-Deckglas
40 ul der Gelatinelésung aufgetragen. Mit der Pipettenspitze wurde die
Gelatinelésung so auf dem sterilen Deckglas verteilt, dass die gesamte Flache
bedeckt war. Die berechnete Gelatinemenge pro Flache betrug etwa
1,6 mg/cm2.

Die Deckglaser wurden bis zum vollstandigen Trocknen der Beschichtungen
im LAF belassen, dann in die KulturgefaBe transferiert und bis zum Gebrauch

bei Raumtemperatur gelagert.

2.7.1.4 Quervernetzen von Gelatine-beschichteten

Deckglasern

Zur Quervernetzung der Gelatinebeschichtungen wurden 200 ul der
Glutaraldehydlésung auf jedes beschichtete Deckglas aufgetragen und dort

fir 24 h belassen. Nach dieser Zeitspanne wurden die Deckglaser mit einer
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Pinzette gefasst und je dreimal in PBS/TC und Milli-Q-Wasser geschwenkt,
um Uberschissiges Glutaraldehyd zu entfernen.

2.7.2 BSA-Beschichtung

2.7.2.1 BSA-Losung

Zur Herstellung einer BSA-L6sung wurde die entsprechende Menge BSA in
PBS/TC unter vorsichtigem Schitteln gelést, um eine Konzentration von
5 mg/ml zu erhalten. Die L6sung wurde anschlieBend sterilfiltriert und bis zur

Verwendung bei 4 °C aufbewahrt.
2.7.2.2 Herstellung der BSA-Beschichtung

Die BSA-Lésung wurde in die zu beschichtenden Wells mit Deckglasern
pipettiert. Die Kulturplatten wurden daraufhin flir 2 h im Inkubator bei 37 °C
belassen, dann wurde die Lésung abgesaugt und die Wells mit PBS/TC

gewaschen.

2.8 Fixierung der Zellen

Das Fixieren der Zellen erfolgte nach einmaligem Waschen mit
PBS+Ca?*/Mg?* in einer 3,7 % LOsung von Formaldehyd in PBS+Ca?*/Mg?*
fur 3 min und 10 min, danach wurde drei Mal mit PBS+Ca?*/Mg?* gewaschen.
Von jenen Deckglasern, die zur Anfertigung einer Fluoreszenzfarbung
verwendet werden sollten, wurde vor der Fixierung die relativ lose
anhaftende Osteoblastenschicht von den Deckglasern gespilt. Dies wurde
bewerkstelligt, indem auf 37 °C temperiertes PBS+Ca?*/Mg?* mit einer
Mikropipette immer wieder schwungvoll an der Wand der Wells entlang zum
Boden gespilt wurde. Die Osteoblasten konnten so als Schicht abgelést und
vor dem Auftragen der Fixierldsung mit der Pufferldsung abgesaugt werden.

Zur Aufbewahrung flr spatere Farbungen wurde den fixierten Zellen

PBS+Ca?*/Mg?* mit 0,2 mg/ml Natriumazid zugegeben.
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2.9 Fluoreszenzmarkierung

Zur Durchfihrung einer Fluoreszenzfarbung wurden fixierte und in
PBS+Ca?*/Mg?* mit Natriumazid-Zusatz gelagerte Deckglaser mit
Osteoklasten aus muriner Kokultur verwendet. Zur Permeabilisation der
Zellmembranen wurden die Deckglaser 10 min in einer LOsung aus
Triton X-100 inkubiert. Im Anschluss daran erfolgte ein Blocking-Schritt in
einer Loésung aus Normal Goat Serum (NGS) und BSA fir 30 min, um
unspezifische Antikérperbindung zu verhindern.

Die flur die multiple Antikérperfarbung benétigten primaren Antikérper waren
in unterschiedlichen Spezies (Kaninchen und Maus) erzeugt worden und
wurden gemeinsam auf die Deckglaser aufgetragen. Die Inkubation mit den
primaren Antikérpern erfolgte tGber Nacht bei 4 °C.

Am néachsten Tag wurde dreimal je 5 min unter Schitteln mit PBS+Ca?*/Mg?*
gewaschen, um nicht gebundene Antikérper zu entfernen. Es wurde wieder
ein  Blocking-Schritt durchgefihrt, um unspezifische Bindungsstellen
abzudecken. Die Mischung der Alexa Fluor®-gekoppelten sekundaren
Antikdrper (Ziege, anti-Kaninchen 546 und anti-Maus 488) wurde gemeinsam
mit Alexa Fluor®633-gekoppeltem Phalloidin fir 1 h unter Lichtschutz
inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen wurden die Deckglaser 10 min mit einer DAPI-
Lésung inkubiert. Im Anschluss daran erfolgten wieder drei Waschschritte zu
je 5 min unter Schitteln, um ungebundene Antikérper und DAPI restlos zu
entfernen.

Die fertig gefarbten Deckglaser wurden in Tissue-Tek-Medium eingebettet.
Nach dem vollstéandigen Trocknen wurden die Rander der Deckglaser mit

klarem Nagellack versiegelt und waren bereit flr die Analyse.

2.10 TRAP-Firbung

Die fixierten Zellen wurden mit PBS+Ca?*/Mg?* gewaschen und fir 30 min
bei 37 °C in sogenanntem TRAP-Puffer, bestehend aus Natriumacetat und

Natriumtartrat gelést in zweifach destilliertem Wasser, inkubiert.
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Nach Entfernen der Lésung wurde eine 1:1 Mischung von Aceton und
absolutem Ethanol aufgetragen und nach wenigen Sekunden Einwirkzeit
erfolgte eine kurze Trocknung der Zellen an der Luft.

Als nachstes wurde die Farbelésung, bestehend aus Naphthol AS-MX
Phosphat, N,N-Dimethylformamid und Fast Red Violet LB in TRAP-Puffer
geldst, aufgetragen und fir etwa 10 min auf den Zellen belassen. Wahrend
des Farbeprozesses wurden die KulturgefaBe bei 37 °C inkubiert. Die
Intensitat der Farbung wurde anhand des mikroskopischen Bildes lberwacht
und der Farbeprozess bei Erreichen eines befriedigenden Ergebnisses durch
Waschen mit zweifach destilliertem Wasser gestoppt.

Die Lagerung der Zellen erfolgte in PBS+Ca?*/Mg?* mit dem Zusatz von

0,2 mg/ml Natriumazid.

2.11 quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion

Beide PCR-Experimente wurden mit zwei biologischen Replikaten pro

untersuchter Gruppe und Zeitpunkt durchgefihrt (zwei Wells in Zellkultur).
2.11.1 Zell-Lyse

Vor Beginn der Probenaufbereitung wurden der Arbeitsbereich und alle
Pipetten und sonstigen verwendeten Utensilien mit RNase-Away abgewischt,
um eine Kontamination der Proben mit RNase von auBerhalb zu verhindern.
Die Lysierung der Zellen an den jeweiligen Zeitpunkten erfolgte mit Buffer
RLT aus dem RNeasy Mini Kit von QIAGEN. Die Lésung wurde vor der
Verwendung mit 10 pl/ml Mercaptoethanol versetzt, um die in den Proben
enthaltene RNase effektiv zu inaktivieren und so einen Abbau der Proben-
RNA zu verhindern.

Nach grundlichem Auf- und Abpipettieren und mikroskopischer Kontrolle
wurden die Lysate aus den Wells auf QIAshredder pipettiert und fir 2 min bei
Maximalgeschwindigkeit der Mikroliterzentrifuge zentrifugiert. Die Proben
wurden daraufhin unverzlglich eingefroren und bei -80 °C bis zur RNA-

Isolation aufbewahrt.
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2.11.2 RNA-Isolation und -Quantifizierung

Zur Isolation und Aufreinigung der RNA wurde das RNeasy Mini Kit nach
Vorschrift benutzt. Um sicherzustellen, dass keine genomische DNA aus den
Zellen oder als Kontamination die Proben verunreinigt, wurde ein DNA-
Verdau unter Verwendung des Enzyms DNase durchgefihrt. Am Ende des
Aufreinigungsprozesses wurde die RNA mit RNase-freiem Wasser von den
RNeasy Mini Spin Columns eluiert.

Zur Quantifizierung der isolierten RNA wurde eine spektrophotometrische
Messung mit einem Nanodrop-Gerat durchgefiihrt. Die Ausbeuten waren teils
gering, was vermutlich an einer niedrigen Zellzahl in den relativ kleinen Wells
der 24-Well-Kulturplatte liegt.

Die RNA-Proben wurden bis zur Synthese der komplementaren DNA (cDNA)
bei -80 °C gelagert.

2.11.3 cDNA-Synthese

Zur cDNA-Synthese wurden von jeder Probe 250 ng RNA als
Ausgangsmaterial verwendet. Durch den Mastermix, der u. a. das Enzym
Reverse Transkriptase, Random Oligonukleotid-Primer und Desoxyribo-
nukleosidtriphosphate enthalt, wurde die RNA im Thermocycler in cDNA
umgeschrieben.

Nach einer 10-minutigen Prainkubation bei Raumtemperatur wurden die
Proben flir 2 h auf 37 °C gehalten, um anschlieBend flir 5 min auf 85 °C
erhitzt zu werden.

Nach dem Abschluss der Synthese wurden die Proben sofort wieder im -80 °C

Tiefkihlschrank aufbewahrt.

2.11.4 qRT-PCR

Bei Durchfihrung einer absoluten Quantifizierung zieht auch die geringste
Ungenauigkeit wahrend der RNA-Quantifizierung oder beim Pipettieren von
RNA oder cDNA groBe Abweichungen der Endergebnisse nach sich. Daher

wird fir Anwendungen wie die hier beschriebene prinzipiell eine relative
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Quantifizierung durchgefiihrt. Durch Verwendung dieser Methode werden
auBerdem unterschiedliche Raten der Genexpression in den Zellen
kompensiert.

In beiden PCR-Experimenten gab es flr jede Probe zwei Gene von Interesse.
Um die relative Quantifizierung durchfihren zu kénnen, wurde noch ein
drittes Gen, das sogenannte Haushaltsgen Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), bendtigt. Als Haushaltsgene werden Gene
verwendet, deren Expressionslevel normalerweise konstant bleiben. Die
Expression von GAPDH in jeder Probe wurde mit der Expression der beiden

Gene von Interesse in Beziehung gesetzt.

Zur Minimierung von UnregelmaBigkeiten beim Pipettieren wurden, sowohl
von den cDNA-Proben, als auch von den Primern, 1:5 Verdlinnungen
angefertigt, sodass gréBere Volumina pipettiert werden konnten.

Der Mastermix enthielt u. a. das thermostabile Enzym Tag-DNA-Polymerase,
den Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I und flr die Amplifikation bendtigte
Desoxyribonukleotide. SYBR Green I ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der an
doppelstrangige DNA bindet. Dies wird in der zweiten Phase eines jeden
Amplifikationszyklus ausgenutzt, wenn die Amplifikationsprodukte bei 60 °C
als Doppelstrang vorliegen, SYBR Green I binden kann und die

Fluoreszenzintensitat detektiert wird.

Nachdem der Mastermix, die Proben und die Primer in alle Wells pipettiert
worden waren, konnte die eigentliche qRT-PCR durchgefiihrt werden. Das
PCR-Programm bestand aus einer Prainkubationsphase bei 95 °C fiur 10 min,
auf diese folgten 34 Amplifikationszyklen, die jeweils aus zwei Schritten
(95 °C fir 15 sek und 60 °C fir 1 min) bestanden, gefolgt von der
Schmelzphase (95 °C flr 10 sek, 55 °C fiur 1 min und 97 °C fur 1 sek) zur
Erstellung der Schmelzkurven. Die Messung der Fluoreszenz von SYBR Green
I erfolgte am Ende eines jeden Amplifikationszyklus und kontinuierlich

wahrend des Aufheizens auf 97 °C in der Schmelzphase.
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Abbildung 4: verwendetes PCR-Programm; Temperatur (y-Achse) im Verlauf Gber die

Zeit (x-Achse), Fluoreszenzmessungen sind fett eingezeichnet

Die Anzahl der Amplifikationsprodukte, und damit einhergehend auch die
Fluoreszenzintensitat, nimmt einen sigmoidalen Verlauf. Bei der gRT-PCR
wird die Anzahl an Amplifikationszyklen bestimmt, die ndétig ist, damit die
Fluoreszenz von SYBR Green I einen festgelegten Grenzwert Ubersteigt. Der
erhaltene Wert wird als Ct-Wert (cycle threshold) bezeichnet und zeigt die
Zyklenanzahl an, bei der die Fluoreszenzintensitat durch SYBR Green I, das
an doppelstrangige Amplifikationsprodukte gebunden ist, die

Hintergrundfluoreszenz lUbersteigt.

2.11.5 Analyse und Berechnung

Die Analyse der durch die gRT-PCR erhaltenen Werte erfolgte unter
Verwendung der AACt-Methode (Livak und Schmittgen, 2001). Wie der Name
schon vermuten Ilasst, basiert die Methode auf der Berechnung von
Differenzen. Einerseits wird flr jede Probe die Differenz des Ct-Wertes des
Haushaltsgens und des Ct-Wertes des Gens von Interesse (z. B. Gen A)
gebildet. Dieser erste Schritt stellt also eine Normierung zum Haushaltsgen
dar. Andererseits werden aus den so erhaltenen ACt-Werten wieder
Differenzen gebildet, z. B. die Differenz aus dem ACt-Wert fir Gen A von
Probe 1 und aus dem ACt-Wert fir Gen A von Probe 2. Auf diese Weise

lassen sich Unterschiede in der Expression desselben Gens in zwei
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verschiedenen Proben berechnen, z. B. zwischen einer Gelatinegruppe und
der unbehandelten Kontrollgruppe. Diese AACt-Werte werden fir verbesserte
Ubersichtlichkeit in Fold Change (im Deutschen am ehesten entsprechend: x-

fache Anderung) umgerechnet.

ACt = CtGen von Interesse — CtHaushaltsgen

AACt = ACtprobe 1 —ACtprobe 2

Fold Change = 2~ 2A4C

Die Graphen im Resultate-Teil dieser Arbeit basieren auf den so berechneten

Fold Change-Werten.

2.12 statistische Auswertung der Daten

Die Osteoklasten-Zahlung wurde mit verschiedenen Programmen
ausgewertet: Mittelwerte und Standardabweichungen wurden in Microsoft
Excel berechnet, eine einfaktorielle ANOVA ebendieser Werte mit Tukey-Test
im Anschluss wurde in GraphPad Prism durchgefuhrt. Auch flr die grafische

Darstellung wurde Prism herangezogen.

Die Auswertung der quantitativen Real-Time-PCR gestaltete sich schwierig,
da die Anzahl der biologischen Replikate zu gering fir eine ANOVA war
(n=2). Zur Berechnung der p-Werte wurde daher in Excel ein zweiseitiger
Student-t-Test mit ungleicher Varianz (heteroskedastisch) durchgefihrt, um

p-Werte zu berechnen. Auch die Graphen wurden in Excel erstellt.
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3 Resultate

3.1 Charakterisierung von Osteoklasten

Zum Zwecke des Erlernens der Kokultur-Methoden wurden Experimente mit
murinen  Osteoblasten und Osteoklasten durchgefiihrt. Die dabei
entstandenen Osteoklasten wurden flr Experimente zur Charakterisierung

von Maus-Osteoklasten genutzt.
3.1.1 TRAP-Farbung

Nach der Fixierung der Zellen wurde eine TRAP-Farbung durchgefiihrt, um die
Prasenz von TRAP-positiven Osteoklasten zu sichern und um die Zellen durch
den so erhdhten Kontrast besser erkennbar zu machen.

Es zeigen sich viele TRAP-positive, multinukledre Zellen und ihre Gr6Be
betragt oft mehr als 500 um. Ihre Zellkerne sind meist in kleinen Gruppen in

der Mitte der Zelle oder entlang der Zellmembran in Reihen angeordnet.

Abbildung 5: Osteoklasten aus Maus-Kokultur nach TRAP-Farbung; deutlich sichtbar
sind die Zellkerne, entweder in Grippchen (Kreise) oder entlang der Membran

angeordnet (Ellipse)
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3.1.2 Fluoreszenzmarkierung

Mit fixierten Zellen aus demselben Experiment wurde auBerdem eine
Immunfluoreszenzfarbung von Integrin B3 und Cathepsin K in Verbindung mit
einer Phalloidin-/DAPI-Farbung durchgefihrt. Anhand der
Fluoreszenzmikroskop-Aufnahmen lasst sich die zellulare Lokalisation von
Integrin B3 und Cathepsin K in murinen Osteoklasten erkennen, die

Phalloidin-/DAPI-Farbung zeigt Aktinringe und Zellkerne.

CathepsinK

100 pym

Abbildung 6: Fluoreszenzfarbung muriner Osteoklasten, 20x Objektiv

In Abbildung 6 ist ein eher kleiner Osteoklast mit 14 Zellkernen (blau) zu
sehen, einige groBere Osteoklasten umgeben ihn. Abbildung 7 zeigt dieselbe
Zelle, in starkerer VergréBerung aufgenommen.

Deutlich erkennbar sind feine Aktinringe (rot) am dauBeren Rand aller
Osteoklasten. Integrin B3 (grun) ist in nachster Umgebung der Aktinringe in
besonderer Dichte lokalisiert.

Cathepsin K (weiB) ist, bevor es in die Resorptionslakune freigesetzt wird, in
Vesikeln gespeichert, was das punktierte Bild der Cathepsin K-Farbung

erklart.
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Abbildung 7: Fluoreszenzfarbung muriner Osteoklasten, 40x Objektiv; Einzelbilder
und Overlay (unten)

3.2 Einfluss von Gelatinebeschichtungen auf die Anzahl

und Morphologie von Osteoklasten

Die aus vorhergehenden Experimenten der Arbeitsgruppe vorliegenden
Resultate haben gezeigt, dass die Osteoklastenbildung auf einigen der

Gelatinebeschichtungen verhindert wird (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: Kimla, 2013; Anzahl TRAP-positiver Zellen mit mind. 3 Zellkernen auf

Gelatinebeschichtungen

Um die Ursache hierfir zu finden, wurde ein Experiment entwickelt, in
welchem dem N&dhrmedium die fir die Osteoklastogenese notwendigen
Cytokine M-CSF und RANKL hinzugefligt werden sollten. Fir den Fall, dass die
Gelatinebeschichtungen die Osteoblasten in ihrer Funktion beeintrachtigen
und in Folge dessen die Expression oder Freisetzung der Cytokine verringern
sollten, musste dieser Effekt durch den Cytokinzusatz aufgehoben werden
kénnen.

Tatsachlich hat sich gezeigt, dass nach dem Zusatz von rmM-CSF (100 ng/ml
an Tag 0 zugesetzt, 30 ng/ml von Tag 2-5 der Kokultur) und rmRANKL
(50 ng/ml von Tag 2-5) in jeder der Gelatinearten etwa gleich viele
Osteoklasten entstanden waren. Allerdings ergaben darauffolgende
Experimente, dass auch ohne den Zusatz von M-CSF und RANKL die
verschiedenen Gelatinegruppen etwa gleich viele TRAP-positive multinukleare
Zellen hatten - auch jene, die in den Experimenten aus Abbildung 8 keine
Osteoklasten gehabt hatten. Andeutungsweise war zu erkennen, dass mit
Zusatz der Cytokine eher mehr TRAP-positive Zellen in den KulturgefaBen

waren.

56



Abbildung 9: TRAP-Farbung von Maus-Kokultur auf Gelatine; mit Zusatz von M-CSF
und RANKL (A) und ohne Zusatz der Cytokine (B); Abkirzungen:

DG ... Kontrolle, unbeschichtetes Deckglas

BSA ... BSA-beschichtetes Deckglas

H ... Gelatine Typ A, 300 Bloom

L ... Gelatine Typ A, 90-110 Bloom

B ... Gelatine Typ B

N ... Gelatine p.a.
B/H, B/L, H/L ... 1:1 Mischungen der jeweiligen Gelatinetypen

Ein weiterer Effekt, der im Zuge dieser Experimente beobachtet werden
konnte, war die Auswirkung der verwendeten Kulturplatten auf die Menge der
Osteoklasten auf den gelatinebeschichteten Deckglasern. Die Kulturplatten
aus Abbildung 9 sind flUr adharente Zellkultur geeignet (,tissue culture
treated", TC), sie sind also mit einer durch physikalische Verfahren
hydrophilisierten Oberflache versehen, um die Zellanheftung an den
Polystyrolplatten zu  verbessern  (Greiner Bio-One GmbH. FAQ
Zell-/Gewebekultur, 2013). Zwecks Vergleichbarkeit mit den schon
durchgefihrten Experimenten wurden auch fur die nachfolgenden Versuche
ebensolche Kulturplatten verwendet. In einem Experiment jedoch wurden
beide Kulturplattenarten parallel verwendet, eine flr adharente Zellkultur und
eine flur Suspensionskultur. Im Vergleich beider war festzustellen, dass sich
die Ergebnisse deutlich unterscheiden. Die TC-Oberflache erleichtert die
Adhasion der Zellen, sodass die gesamte Flache der Wells bewachsen wurde

und tendenziell mehr Osteoklasten auf der behandelten Plastikoberflache zu
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finden waren als auf den Gelatine-Deckglasern. In der
Suspensionskulturplatte bewirkt die unbehandelte Plastikoberflache, dass sich
keine Zellen auf ihr anheften kdnnen - deutlich zu sehen waren die Ringe
rund um die Deckglaser, auf denen sich keinerlei TRAP-positive Zellen
befanden - alle Osteoklasten waren auf den (beschichteten) Deckglasern. Auf
der Suspensionskulturplatte war praktisch kein Unterschied zwischen den

Gelatinegruppen und der Kontrollgruppe auszumachen.
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Abbildung 10: TRAP-Farbung von Maus-Kokultur auf Gelatine; auf Kulturplatte fur
adharente Zellkultur (A) und fir Suspensionskultur (B); Abkirzungen:
DG ... Kontrolle, unbeschichtetes Deckglas
BSA ... BSA-beschichtetes Deckglas
H ... Gelatine Typ A, 300 Bloom
L ... Gelatine Typ A, 90-110 Bloom
B ... Gelatine Typ B
N ... Gelatine p.a.
B/H, B/L, H/L ... 1:1 Mischungen der jeweiligen Gelatinetypen

Um Hinweise auf die Morphologie der Zellen zu erhalten, wurden Fotos von
zufallig ausgewahlten Stellen auf den Deckglasern gemacht und einander
gegenlUbergestellt (siehe Abbildung 11).

Zwischen den verschiedenen Gelatinetypen waren keine Unterschiede
ersichtlich, die Zellen waren von sehr ahnlicher Gestalt und GréBe.

Die Zellen der Gelatinegruppen in der Kulturplatte mit Cytokinzusatz sahen

im Vergleich zur Kontrollgruppe auf derselben Platte etwas kleiner und
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verzweigter aus, sie schienen auch tendenziell weniger Zellkerne zu besitzen.
Dies kdnnte ein Hinweis auf verschlechterte Osteoklastenadhasion in der
Gegenwart von Gelatine sein.

Die Gruppen in der Platte ohne Cytokinzusatz sahen - bei dieser
Betrachtungsweise - gleich aus, es gab keine gravierenden Unterschiede

zwischen den Gelatinen und der Kontrolle.

Kontrolle

A Gelatine Typ B

Gelatine Typ A 300 Bloom Gelatine Typ A 300 + 90-110 Bloom
Gelatine Typ A 90-110 Bloom Gelatine T|i B + T“ A 300 Bloom

; Gelatine TII B+ T‘l A 90-110 Bloom

Kontrolle

Gelatine i a.
ﬁ Gelatine Typ B

Gelatine Typ A 300 Bloom Gelatine Typ A 300 + 90-110 Bloom

Gelatine Typ A 90-110 Bloom Gelatine Typ B + Typ A 300 Bloom

Gelatine p.a. Gelatine T|i B+ T|i A 90-110 Bloom

Abbildung 11: Vergleich der Morphologie von Zellen auf Gelatine mit Zusatz von M-
CSF und RANKL (A) und Zellen ohne Cytokin-Zusatz (B); alle Fotos mit 20x Objektiv

aufgenommen

59



3.3 Einfluss von quervernetzten Gelatinebeschichtungen

auf die Anzahl und Morphologie von Osteoklasten

Fir frihere Experimente wurden Kompositbeschichtungen aus Gelatine und
B-TCP hergestellt. Da sich Gelatine wahrend der Kultivierung bei 37 °C
verflissigt und infolgedessen der mineralische Anteil ins Medium freigesetzt

wird, war es notwendig, die Gelatine mit Glutaraldehyd zu quervernetzen.
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Abbildung 12: Kimla, 2013; Anzahl TRAP-positiver Zellen mit mind. 3 Zellkernen auf

quervernetzten Gelatine-TCP-Beschichtungen

Im Gegensatz zu den Experimenten mit Gelatine ohne TCP und Glutaraldehyd
konnte hier beobachtet werden, dass die Beschichtungen aus Gelatine Typ B
und allen Gelatinemischungen nun ahnlich viele Osteoklasten wie die Ubrigen
Gelatinegruppen hatten (Kimla, 2013). Allerdings war nicht klar, ob die
Ursache daflir die Mineralbeimengung oder das Quervernetzen der Gelatine
war. Aus diesem Grund wurden in den vorliegenden Experimenten mit
Glutaraldehyd quervernetzte Gelatinebeschichtungen ohne TCP-Zusatz

getestet.

60



Mit jeder Gruppe wurde der Versuch mindestens zweimal durchgefihrt. Fur
die vier Gelatinetypen und die Kontrollgruppe wurde noch ein drittes
Experiment gemacht, um zu einer besseren Aussage Uber die teils sehr

unterschiedlichen Ergebnisse innerhalb der Gruppen gelangen zu kénnen.

Osteoklasten auf quervernetzter Gelatine
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Abbildung 13: Anzahl TRAP-positiver Zellen mit mind. 3 Zellkernen auf

quervernetzten Gelatine-Beschichtungen

Anhand dieser Resultate Ilasst sich sagen, dass die Produkte des
Quervernetzungsprozesses offenbar von sehr inhomogener Qualitat sind.
Obwohl bei jedem der 3 Experimente nach demselben Protokoll gearbeitet
worden war, kamen teils héchst unterschiedliche Ergebnisse zustande. Auch
die Standardabweichung (siehe Fehlerindikator-Balken) war in manchen

Gelatinegruppen deutlich gréBer als in der Kontroll- und der BSA-Gruppe.
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Eine weitere statistische Auswertung der Daten erfolgte nur fir die
Kontrollgruppe und die reinen Gelatinetypen, da flr die BSA-Gruppe und die
Gelatinemischungen nicht ausreichend viele Experimente durchgeflihrt
worden waren.

Nach einer einfaktoriellen ANOVA mit dem Tukey-Test im Anschluss wurde
erkennbar, dass sich jede der Gelatinegruppen signifikant von der
Kontrollgruppe unterscheidet (p<0,05), flr Gelatine p.a. war der Unterschied
hochsignifikant (p<0,01). Zwischen den Gelatinen untereinander waren keine

signifikanten Unterschiede vorhanden.
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Abbildung 14: Anzahl TRAP-positiver Zellen mit mind. 3 Zellkernen auf ausgewahlten
quervernetzten Gelatine-Beschichtungen; nach der einfaktoriellen ANOVA mit Tukey-
post-hoc-Test zeigt jeder Gelatinetyp im Vergleich zur unbeschichteten Kontrolle
signifikante Unterschiede (p<0,05 oder p<0,01), zwischen den verschiedenen
Gelatinetypen untereinander konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt

werden

62



Sehr auffdllig an den Osteoklasten auf Glutaraldehyd-quervernetzter Gelatine
war ihre Zellmorphologie. Die Zellen waren, verglichen mit der
unbehandelten Kontrollgruppe, deutlich kleiner, eher langlich als rund und
hatten nur eine geringe Anzahl an Zellkernen, meist etwa drei bis finf Stlick

pro Zelle.

An dieser Stelle wurde untersucht, ob die Expression oder Freisetzung von M-
CSF und/oder RANKL durch die Osteoblasten von der quervernetzten Gelatine
beeintrachtigt wird. Zu diesem Zwecke wurde wieder eine Kulturplatte mit
rmM-CSF (100 ng/ml an Tag 0 zugesetzt, 30 ng/ml von Tag 2-5 der
Kokultur) und rmRANKL (50 ng/ml von Tag 2-5) im Medium kultiviert und die
andere ohne den Cytokinzusatz.

Auf den quervernetzten Gelatinebeschichtungen kam es bei diesem
Experiment ebenfalls zu keiner wesentlichen Veranderung in der Morphologie,
die Zellen sahen sowohl mit als auch ohne M-CSF- und RANKL-Zusatz sehr
ahnlich aus (siehe Abbildung 15). Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass die
veranderte Anzahl und Morphologie der Osteoklasten aus Kokultur auf
quervernetzter Gelatine nicht von einer Beeintrachtigung der Osteoblasten
verursacht wird, sondern dass die Osteoklasten selbst in ihrer

Differenzierung, Fusion oder Adhasion gestdrt sind.
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Kontrolle

BSA-beschichtetes Deckglas

“ Gelatine T“ B

Gelatine Typ A 300 Bloom Gelatine Typ A 300 + 90-110 Bloom

Gelatine Typ A 90-110 Bloom Gelatine Typ B + Typ A 300 Bloom

Gelatine I.a. Gelatine T“ B+ T‘[ A 90-110 Bloom

Kontrolle

BSA-beschichtetes Deckg Gelatine Typ B

‘ ‘ | | - --
8 3 o

Gelatine Typ A 300 Bloom Gelatine Typ A 300 + 90-110 Bloom

Gelatine Typ A 90-110 Bloom

Gelatine i.a.

Gelatine Typ B + Typ A 300 Bloom

Gelatine Typ B + Typ A 90-110 Bloom

Abbildung 15: Vergleich der Morphologie von Zellen auf quervernetzter Gelatine mit
Zusatz von M-CSF und RANKL (A) und Zellen ohne Cytokin-Zusatz (B); alle Fotos mit
20x Objektiv aufgenommen
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3.4 quantitative Real-Time-PCR: Einfluss von
quervernetzten Gelatinebeschichtungen auf die

Expression von M-CSF und RANKL in Osteoblasten

Um den Einfluss der quervernetzten Gelatinebeschichtungen auf die
Osteoklastogenese noch genauer zu analysieren, wurde ein Experiment mit
primaren Maus-Osteoblasten durchgefihrt, mithilfe dessen die Expression
von M-CSF und RANKL in Osteoblasten unter Kokultur-Bedingungen
quantifiziert wurde.

Die eine Halfte der Proben wurde 24 h nach der Aussaat flir den ersten
Zeitpunkt der Analyse lysiert (,Tag 0% Namensgebung an
Kokulturbedingungen angelehnt, die Knochenmarksaussaat bestimmt Tag 0
der Kokultur), der anderen Halfte wurde zu diesem Zeitpunkt PGE; und
1,25(0H);D3 hinzugefligt und die Probenaufbereitung erfolgte erst nach
weiteren 24 h (,Tag 1%).

Die Proben wurden wie schon unter Material und Methoden beschrieben
aufbereitet und mit quantitativer RT-PCR analysiert. Es wurden Primer flr
murinen M-CSF und murinen RANKL verwendet, als Haushaltsgen fungierte
GAPDH.

3.4.1 Amplifikationskurven und Schmelzkurvenauswertung

Am Ende eines jeden Amplifikationszyklus wird die Fluoreszenzintensitat von
SYBR-Green detektiert und aus diesen Messwerten Uber die Zeit eine Kurve
erstellt. Abbildung 16 zeigt die Amplifikationskurven flir die verschiedenen

Primer.
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Abbildung 16: Amplifikationskurven flir die verwendeten Primer; reprasentative
Auswahl

Am Ende der Amplifikationsphasen erfolgt die Schmelzphase, um die Reinheit
des amplifizierten Produktes sicherzustellen. Hierzu wird die Temperatur
kontinuierlich gesteigert und dabei die Fluoreszenzintensitat von SYBR-Green
gemessen. FUr das PCR-Produkt eines jeden Primers ist die Temperatur
bekannt, bei der das Intensitdtsmaximum vorliegt. Bei spezifischer
Amplifikation erscheint in der Schmelzkurve nur ein einziger Peak, etwa bei
der vom Primer-Hersteller angegebenen Temperatur. In Abbildung 17 sind

die Schmelzkurven der PCR-Produkte zu sehen.
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Abbildung 17: Schmelzkurven der PCR-Produkte flir die verwendeten Primer;
Herstellerangaben fir Schmelztemperaturen: RANKL etwa 81 °C, M-CSF etwa 80 °C
und GAPDH etwa 84 °C; reprasentative Auswahl
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3.4.2 M-CSF- und RANKL-Expression in Osteoblasten auf

quervernetzten Gelatinen

3.4.2.1 Im Vergleich mit unbeschichteter Kontrollgruppe

Die Proben von Tag 0, dem ersten analysierten Zeitpunkt, reprasentieren die
Basiswerte der Expression von M-CSF und RANKL (Abbildung 18).

Die M-CSF-Expressionslevel liegen in allen Gelatinegruppen unter den Werten
in der Kontroll- und BSA-Gruppe. Eine signifikante Reduktion der M-CSF-
Expression um etwa die Halfte liegt bei beiden Gelatinen vom Typ A (300 und
90-110 Bloom), bei Gelatine p.a. und der Mischung aus Gelatine Typ B mit
Gelatine Typ A (90-110 Bloom) vor.

Die RANKL-Expression in den Gelatinegruppen unterscheidet sich nicht

signifikant von der Kontrollgruppe.

Tag 0 - zu Kontrolle normiert
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TypA TypA pa. TypB TypA TypB+ TypB+ x P 0'01
300 90-110 300 Gelatine Gelatine p<b
Bloom Bloom Bloom+ TypA TypA

Gelatine 300 90-110
Typ A Bloom Bloom
90-110
Bloom

Abbildung 18: Expression von M-CSF und RANKL zum Zeitpunkt Tag 0; die Werte
sind zur unbeschichteten Kontrollgruppe normiert, die in der Grafik durch die

horizontale Linie bei Fold Change = 1 reprasentiert wird

An Tag 1 wird der Einfluss von 1,25(0OH);D3 und PGE;, die 24 h vor der

Probenaufbereitung dem Nahrmedium zugesetzt worden sind, auf die Zellen
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erkennbar (Abbildung 19). Die Expression von M-CSF ist nun in den
Gelatinegruppen ahnlich wie in der Kontrolle.

Auch die Expressionslevel von RANKL unterscheiden sich, wie schon an Tag 0,
in den Gelatinegruppen nicht signifikant von der Kontrolle.

Der anfangs zu beobachtende hemmende Effekt der Gelatinebeschichtungen
auf die M-CSF-Expression in den Osteoblasten ist 24 h nach Zugabe von
1,25(0H);D3 und PGE: nicht mehr vorhanden.

Tag 1 - zu Kontrolle normiert
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Gelatine 300 90-110
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Abbildung 19: Expression von M-CSF und RANKL zum Zeitpunkt Tag 1; die Werte
sind zur unbeschichteten Kontrollgruppe normiert, die in der Grafik durch die

horizontale Linie bei Fold Change = 1 reprasentiert wird

3.4.2.1 Im Zeitverlauf

Die Werte von Tag 1 aller Gruppen wurden nicht nur auf die Kontrolle
normiert (Abbildung 18 und Abbildung 19), sondern auch auf die Werte von
Tag 0 aus der jeweils gleichen Gruppe. Der Graph in Abbildung 20 gibt also
Auskunft Uber die Veranderung der Genexpression von Tag 0 auf Tag 1.

Die M-CSF-Expression verandert sich lUber die Zeit in keiner der Gruppen

signifikant.
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In der RANKL-Expression jedoch liegen signifikante Anstiege bei Gelatine Typ
A (90-110 Bloom) und in der Mischung selbiger mit Gelatine Typ B vor (flr
beide p<0,01). Auch in Gelatine Typ B und der BSA-Gruppe ist ein

signifikanter Expressionsanstieg zu messen.
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Bloom Bloom Bloom+ TypA TypA90-

Gelatine 300 110

Typ A90- Bloom Bloom
110
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Abbildung 20: Veranderung der Expression von M-CSF und RANKL von Tag 0 auf Tag
1; die Werte der Gruppen von Tag 1 sind auf die jeweiligen Werte von Tag 0
normiert, die in der Grafik durch die horizontale Linie bei Fold Change = 1

reprasentiert werden

3.5 quantitative Real-Time-PCR: Einfluss von
quervernetzten Gelatinebeschichtungen auf die

Expression von Collal und Runx2 in Osteoblasten

Auch der Einfluss von quervernetzten Gelatinebeschichtungen auf die
Differenzierung von primaren Maus-Osteoblasten wurde mit gRT-PCR
analysiert. In diesem Fall wurde die Expression der Osteoblasten-spezifischen
Gene Collal und Runx2 quantifiziert.

Die Zellen auf den Gelatinebeschichtungen und in der Kontrollgruppe wurden
ab Konfluenz mit Mineralisationsmedium (mit 50 pg/ml Ascorbinsdaure und

5 mM B-Glycerophosphat) kultiviert.
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Die Proben wurden an vier Zeitpunkten (Tag 0, 7, 14, 21) wie schon unter
Material und Methoden beschrieben aufbereitet und mit quantitativer RT-PCR
analysiert. Es wurden Primer flir murines Collal und murines Runx2

verwendet, als Haushaltsgen fungierte wieder GAPDH.
3.5.1 Amplifikationskurven und Schmelzkurvenauswertung

Reprasentative Amplifikationskurven fur den Collal-, Runx2- und GAPDH-
Primer sind in Abbildung 21 abgebildet.
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Abbildung 21: Amplifikationskurven fiir die verwendeten Primer; reprasentative

Auswahl

Abbildung 22 zeigt reprasentative Schmelzkurven der PCR-Produkte der

verwendeten Primer flr Collal, Runx2 und GAPDH.
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Abbildung 22: Schmelzkurven der PCR-Produkte fur die verwendeten Primer;
Herstellerangaben fiir Schmelztemperaturen: Collal etwa 81 °C, Runx2 und GAPDH

etwa 84 °C; reprasentative Auswahl
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3.5.2 Bilddokumentation von Tag 21 der Kultur

Direkt vor Beginn der Probenaufbereitung fir Tag 21 der gqRT-PCR wurden
Fotos der kultivierten Zellen aufgenommen.

In der Kontrollgruppe und auf dem BSA-beschichteten Deckglas sind kleine
~bone nodules® als dunkle Stellen erkennbar, in den Gelatinegruppen
hingegen fehlen derartige Strukturen. Es sind lediglich in manchen Wells
hellbraune Aggregate sichtbar, mdglicherweise handelt es sich hierbei um
beginnende Mineralisation.

Zum Zeitpunkt Tag 7 war in keiner der Gruppen Mineralisation zu sehen. Das
Bild an Tag 14 war dem von Tag 21 sehr ahnlich.

BSA-beschichtetes Deck]Ias Gelatine T“ B

Gelatine Typ A 300 Bloom Gelatine Typ A 300 + 90-110 Bloom

Gelatine Typ B + Typ A 300 Bloom

Gelatine I.a. “a‘ml T‘I B + T‘I A 9‘-11‘ Blo‘m

Abbildung 23: Fotos der Kontroll- und Gelatinegruppen an Tag 21, direkt vor der

Kontrolle

Zelllyse; alle Fotos mit 20x Objektiv aufgenommen
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3.5.3 Collal- und Runx2-Expression in Osteoblasten auf

quervernetzten Gelatinen

3.5.3.1 Im Vergleich mit unbeschichteter Kontrollgruppe

Die Genexpression an Tag 0 (= Konfluenz) stellt wieder die Basislinie dar, da
die fur die Probenaufbereitung verwendeten Zellen noch ohne Zusatz von
Mineralisationsmedium kultiviert worden sind.

Alle Gruppen zeigen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle eine reduzierte
Expression von Collal. In Gelatine Typ A (90-110 Bloom), Gelatine Typ B
und allen drei Mischungen aus Gelatine Typ A und Typ B ist die Reduktion
signifikant. Die Collal-Expression ist in Gelatine Typ A (90-110 Bloom)
signifikant auf ein Sechstel der Kontrolle reduziert, in Gelatine Typ B betragt
die Expression sogar nur ein Sechzehntel des Wertes in der Kontrolle.

Die Runx2-Expression ist tendenziell in den meisten Gruppen etwas hdher als

in der Kontrolle, jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 24: Expression von Collal und Runx2 zum Zeitpunkt Tag 0; die Werte
sind zur unbeschichteten Kontrollgruppe normiert, die in der Grafik durch die

horizontale Linie bei Fold Change = 1 reprasentiert wird
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Der Einfluss des Mineralisationsmediums auf die Zellen flieBt ab dem Analyse-
Zeitpunkt Tag 7 in die Genexpression mit ein.

In den Gelatinegruppen ist das Niveau der Collal-Expression gegeniber der
Kontrolle um etwa 2,5 Fold Change erhéht, signifikant flir Gelatine Typ A
(90-110 Bloom), Gelatine Typ B und die Mischung aus Gelatine Typ B und
Typ A (300 Bloom).

Auch die Werte fir Runx2 in den verschiedenen Gelatinegruppen &hneln
einander. Mit Ausnahme von Gelatine Typ B sind die Runx2-Expressionslevel
in allen Gelatinesamples gegenltber der Kontrolle vier- bis sechsfach

signifikant erhoht.
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Abbildung 25: Expression von Collal und Runx2 zum Zeitpunkt Tag 7; die Werte
sind zur unbeschichteten Kontrollgruppe normiert, die in der Grafik durch die

horizontale Linie bei Fold Change = 1 reprdsentiert wird

Tag 14 zeigt weiterhin relativ ahnliche Werte zwischen den Gelatinegruppen
flr die Collal-Expression. In Gelatine Typ A (90-110 Bloom) kommt es zur
signifikanten Steigerung um Fold Change 3,5 der Expression von Collal.

Etwas geringer, aber dennoch signifikant, ist die Erhéhung in Gelatine p.a.,

73



Gelatine Typ A (300 Bloom) und auch in den beiden Mischungen dieser
Gelatine.

An Tag 14 zeigt sich, dass die Expression von Runx2 in Gelatine Typ A
(90-110 Bloom) und Gelatine p.a. auf dem héchsten Niveau liegt, ebenfalls
hohe Expressionsraten finden sich in Gelatine Typ A (300 Bloom) und auch

hier in den beiden Mischungen mit Gelatine Typ A (300 Bloom).
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Abbildung 26: Expression von Collal und Runx2 zum Zeitpunkt Tag 14; die Werte
sind zur unbeschichteten Kontrollgruppe normiert, die in der Grafik durch die

horizontale Linie bei Fold Change = 1 reprasentiert wird

An Tag 21 sind die héchsten Expressionslevel von Collal und Runx2 in
Gelatine Typ B zu finden. Die Mischung aus beiden Gelatinen Typ A zeigt an
Tag 21 die niedrigsten Werte fur Collal und Runx2.

Signifikante Veranderungen sind hier nicht auszumachen, da die Varianzen
der Ergebnisse zu groB sind. Tendenziell scheinen sich die Runx2-Level
gegenlUber Tag 14 nicht mehr stark zu verandern, wahrend Collal in dieser

Zeitspanne noch zu steigen scheint.
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Tag 21 - zu Kontrolle normiert
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Abbildung 27: Expression von Collal und Runx2 zum Zeitpunkt Tag 21; die Werte
sind zur unbeschichteten Kontrollgruppe normiert, die in der Grafik durch die

horizontale Linie bei Fold Change = 1 reprasentiert wird

3.5.3.2 Im Zeitverlauf

a. Kontrolle, unbeschichtetes Deckglas

Der Graph zeigt den zeitlichen Verlauf der Expression von Collal und Runx2
in der Kontrollgruppe. Anders als man erwarten wilrde, sinken in der
unbehandelten Kontrolle mit der Zeit beide Expressionslevel deutlich ab.
Uberraschenderweise waren dennoch in der Kontrollgruppe kleine ,bone
nodules®, also Ablagerungen von Kollagen und anderen sezernierten

Proteinen, im Mikroskop erkennbar.
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Abbildung 28: Kontrollgruppe, unbeschichtetes Deckglas; zeitlicher Verlauf der

Expression von Collal und Runx2

b. BSA-beschichtetes Deckglas
Die Gruppe mit BSA-Beschichtung ahnelt nicht nur in der Genexpression im

zeitlichen Verlauf stark der Kontrollgruppe, denn auch hier waren in den
Wells deutlich ,,bone nodules" erkennbar.
An Tag 7 kommt es zu einer signifikanten Reduktion der Expression von

Runx2.
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Abbildung 29: BSA-beschichtetes Deckglas; zeitlicher Verlauf der Expression von
Collal und Runx2

c. Gelatine Typ A, 300 Bloom
Gelatine Typ A mit hoher Gelstarke zeigt Uber die Zeit nur geringe

Veranderungen in der Expression von Collal und Runx2. An Tag 7 erreicht
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die Expression von Collal mit einem Fold Change von ca. 3 den hdéchsten

Wert in dieser Gruppe.
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Abbildung 30: Gelatine Typ A, 300 Bloom; zeitlicher Verlauf der Expression von
Collal und Runx2

d. Gelatine Typ A, 90-110 Bloom
Gelatine Typ A mit niedriger Gelstarke zeigt ab Tag 7 einen Anstieg in der

Expression von Collal und Runx2, wobei der Collal-Anstieg zu jedem

Zeitpunkt signifikant ist und sein Maximum an Tag 7 erreicht.
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Abbildung 31: Gelatine Typ A, 90-110 Bloom; zeitlicher Verlauf der Expression von
Collal und Runx2
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e. Gelatine per analysi

In Gelatine p.a. gibt es Uber den zeitlichen Verlauf hinweg keine signifikanten

Veranderungen in der Genexpression.
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Abbildung 32: Gelatine p.a.; zeitlicher Verlauf der Expression von Collal und Runx2

f. Gelatine Typ B
Gelatine Typ B zeigt an Tag 7 den starksten Anstieg der Collal-Expression
um Fold Change von 16. Auch an Tag 14 ist der Anstieg gegentiber Tag 0

signifikant.
Die Expression von Runx2 hingegen bewegt sich zwischen 1,5-3 Fold Change,

diese Werte sind jedoch nicht signifikant.

. Gelatine Typ B
16

14
12 *
o 10
oo
H —o—Collal
S 8
- == Runx2
© "
&= 6 keine Anderung
* p<0,05
4 ** 5 <0,01
2 ./.
0
Tag0 Tag7 Tag 14 Tag 21

Abbildung 33: Gelatine Typ B; zeitlicher Verlauf der Expression von Collal und
Runx2
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g. Gelatine Typ A, 300 Bloom + Gelatine Typ A, 90-110 Bloom
In der Mischung der beiden Gelatinen Typ A mit hoher und niedriger

Gelstarke ist an Tag 7 der starkste Anstieg in der Collal-Expression sichtbar.
An Tag 14 ist die Collal-Expression etwas niedriger als an Tag 7. Die Runx2-

Expression sinkt an Tag 14 signifikant unter den Wert von Tag 0.

Gelatine Typ A 300 Bloom +
Gelatine Typ A 90-110 Bloom

&
H =o—Collal
S 8 .
- ~—Runx2
S 6 o
w * keine Anderung

4 * p<0,05

** p<0,01
2 *
Tag0 Tag7 Tag 14 Tag 21

Abbildung 34: Gelatine Typ A, 300 Bloom + Gelatine Typ A, 90-110 Bloom; zeitlicher

Verlauf der Expression von Collal und Runx2

h. Gelatine Typ B + Gelatine Typ A, 300 Bloom
Die Mischung aus Gelatine Typ B und Gelatine Typ A mit hoher Gelstarke

zeigt den hoéchsten Wert der Collal-Expression an Tag 7, auch der Wert an

Tag 14 ist gegenlber Tag 0 signifikant erhdht.

Gelatine Typ B +
Gelatine Typ A 300 Bloom

ok

=4—Collal
== Runx2

Fold Change
oo

keine Anderung
* p<0,05
** p<0,01

Tag0 Tag7 Tag 14 Tag 21

Abbildung 35: Gelatine Typ B + Gelatine Typ A, 300 Bloom; zeitlicher Verlauf der

Expression von Collal und Runx2
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i. Gelatine Typ B + Gelatine Typ A, 90-110 Bloom
Auch die Mischung aus Gelatine Typ B und Gelatine Typ A mit niedriger

Gelstarke zeigt den hoéchsten Wert der Collal-Expression an Tag 7 (Fold
Change ca. 10), an Tag 14 und 21 ist die Expression gegeniber Tag 0

ebenfalls signifikant erhéht.

Gelatine Typ B +
Gelatine Typ A 90-110 Bloom

()
s =o—Collal
S 8
- ~f—Runx2
S 6 o
= keine Anderung

4 * p<0,05

** p<0,01
2
- ——
0 |
Tag0 Tag7 Tag 14 Tag 21

Abbildung 36: Gelatine Typ B + Gelatine Typ A, 90-110 Bloom; zeitlicher Verlauf der

Expression von Collal und Runx2

3.5.3.3 Gene von Interesse im Zeitverlauf

Das Diagramm in Abbildung 37 zeigt die Expression von Collal zu allen
Zeitpunkten in der Kontrolle und den Samples, jeweils normiert auf dieselbe
Gruppe an Tag 0 - es reprasentiert also die zeitliche Veranderung in der
Genexpression von Collal. Hier ist bemerkenswert, dass die Expressionslevel
fir Collal in der Kontrolle und BSA-Gruppe - also ohne
Gelatinebeschichtungen - an den Zeitpunkten Tag 7-21 unter den Wert von
Tag 0 absinken. Anhand des mikroskopischen Bildes mit ,bone nodules®
wurde man von einem Anstieg der Kollagen-Expression mit der Zeit
ausgehen.

Die Gelatinegruppen erreichen an Tag 7 die hdchsten Level der Collal-
Expression, die im weiteren Verlauf wieder etwas sinken. Die groBte
Steigerung in der Expression verglichen mit Tag 0 ist in Gelatine Typ B zu
finden, es kommt zu einem Fold Change von 16 an Tag 7.
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Collal-Expression in allen Gruppen, normiert zu Tag 0
16

14

12

Gelatine Typ B

Gelatine Typ B + Typ A 90-110 Bloom

10 Gelatine Typ B + Typ A 300 Bloom

Gelatine Typ A 90-110 Bloom
= Gelatine Typ A 300 + 90-110 Bloom
e Gelatine Typ A 300 Bloom

Fold Change
o]

Gelatine p.a.

keine Anderung
BSA

4 Kontrolle

7’\

Tag0 Tag7 Tag 14 Tag 21

Abbildung 37: Collal-Expression in allen Gruppen, im zeitlichen Verlauf

In Abbildung 38 ist die Expression von Runx2 zu allen Zeitpunkten in der
Kontrolle und den Samples, jeweils normiert auf dieselbe Gruppe an Tag 0 zu
sehen - es gibt die zeitliche Veranderung in der Genexpression von Runx2
wieder.

Fur Runx2 ist ein dhnliches Bild sichtbar wie fir Collal: in der Kontrolle- und
BSA-Gruppe sinken die Expressionslevel unter den Wert von Tag 0 - in der
BSA-Gruppe kommt es an Tag 7 zu einer signifikanten Reduktion um ein
Drittel gegentber der Kontrolle (Fold Change 0,3). Generell Idsst sich sagen,
dass die Veranderungen der Runx2-Expression auf Gelatinebeschichtungen

Uber die Zeit eher nicht signifikant sind.
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Runx2-Expression in allen Gruppen, normiert zu Tag 0

Tag0 Tag 7 Tag 14

= Gelatine Typ A 90-110 Bloom
= Gelatine Typ B
= Gelatine Typ A 300 Bloom

Gelatine Typ B + Typ A 300 Bloom
= Gelatine Typ A 300 + 90-110 Bloom

= Gelatine p.a.

Gelatine Typ B + Typ A 90-110 Bloom

keine Anderung

Kontrolle

e BSA

Abbildung 38: Runx2-Expression in allen Gruppen, im zeitlichen Verlauf
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4 Diskussion

Den in dieser Arbeit beschriebenen Experimenten sind Versuche auf nicht-
quervernetzter Gelatine und auf quervernetzter Gelatine mit dem Zusatz
einer mineralischen Komponente (B-TCP) vorausgegangen.

Um die Effekte des Calciumphosphats von jenen der Glutaraldehyd-
quervernetzten Gelatine abzugrenzen, wurden Versuche mit quervernetzter
Gelatine ohne B-TCP durchgefihrt. Zusatzlich sollte auch noch untersucht
werden, warum auf bestimmten Typen der nicht-quervernetzten Gelatine

keine Osteoklasten detektiert werden konnten.

4.1 Osteoklasten im Maus-Kokultur-Modell auf Gelatine,

nicht-quervernetzt

Wie Abbildung 8 anschaulich darstellt, waren in bisherigen Experimenten in
vier der Gelatinegruppen keine Osteoklasten nachweisbar. Mein Versuch
sollte einen Hinweis auf die Ursache hierflir erbringen, es wurde daher erneut
eine Kokultur auf den verschiedenen Gelatinen durchgeftuhrt, wobei eine der
beiden ansonsten identen Kulturplatten mit M-CSF und RANKL-Zusatz
kultiviert wurde. Viele Studien haben in der Vergangenheit belegen kdnnen,
dass die von Osteoblasten gebildeten Cytokine M-CSF und RANKL flr die
Differenzierung und Fusion von Osteoklasten-Vorlauferzellen zu Osteoklasten
unerlasslich sind (Fuller et al., 1993; Suda et al., 1999). Eine Regeneration
der Osteoklastenbildung hatte bedeutet, dass die Produktion oder die
Freisetzung der Cytokine in den Osteoblasten auf den Gelatinen
beeintrachtigt war.

Auf jenen Gelatinetypen, wo zuvor keine Osteoklasten gebildet worden
waren, waren im neuen Versuch etwa gleich viele Osteoklasten wie in den
Ubrigen Gelatinegruppen - unabhangig davon, ob das Néhrmedium M-CSF
und RANKL enthalten hatte oder nicht (Abbildung 9). Die auf
Gelatinebeschichtungen gebildeten Osteoklasten waren tendenziell etwas
kleiner als jene in der unbeschichteten Kontrollgruppe, auch die Anzahl
schien etwas geringer. Es war deutlich mit freiem Auge erkennbar, dass alle

Gelatinebeschichtungen im GroBen und Ganzen denselben Effekt auf die
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Osteoklastenanzahl und -verteilung hatten, daher wurde auch auf eine

genaue Zahlung der Osteoklasten verzichtet.

Die Versuche mit nicht-quervernetzter Gelatine sind schwierig zu
interpretieren. Es ist nach wie vor unklar, warum in den vorhergehenden
Experimenten in Gelatine Typ B und den Gelatine-Mischungen die
Osteoklastenbildung gehemmt war. Da dieser Effekt nicht reproduzierbar
war, konnte die Hypothese der mangelhaften Cytokin-Freisetzung durch die

neuen Experimente weder bestatigt, noch widerlegt werden.

Grundsatzlich soll angemerkt werden, dass der Einsatz von nicht-
quervernetzten Gelatinebeschichtungen in der Zellkultur problematisch ist.
Da die meisten Gelatinesorten bei 35-40°C vom Gel in den Sol-Zustand
Ubergehen, muss man davon ausgehen, dass auch wahrend der Inkubation
bei 37°C ein GrofBteil der Beschichtung in Lésung geht. Des Weiteren ist
denkbar, dass durch im Medium geléste Gelatine die Zelladhasion
beeintrachtigt wird. Es war zu beobachten, dass die Zellmorphologie auf den
Gelatinen etwas anders als in den unbeschichteten Kontrollgruppen war. Die
Zellen waren kleiner, eher verzweigt und hatten tendenziell weniger Zellkerne
wenn sie auf Gelatine kultiviert worden waren. Gelatine ist naturlichem
Kollagen sehr ahnlich, daher sollten Osteoblasten und ihre Vorlauferzellen
eine hohe Affinitat zu Gelatineoberflachen aufweisen. Wenn nun Osteoblasten
auf eine feste Gelatineoberflache ausgesat werden, adharieren sie an
selbiger. Bei einer Temperaturerhdhung jedoch ist es wahrscheinlich, dass
sich die Gelatine auflést und womaéglich auch die Osteoblasten eher in Losung
bleiben, anstatt an eine feste Oberflache zu adharieren.

Um den Effekt von nicht-quervernetzter Gelatine auf Zellen zu untersuchen,
ware es daher vermutlich zielfihrend und einfacher als die Herstellung von
Beschichtungen, dem N&hrmedium flissige Gelatine hinzuzufiigen. Die
Gelatine kdénnte einige Stunden nach der Zellaussaat und bei jedem weiteren
Mediumtausch zugegeben werden.

Zur Untersuchung von Gelatine-Oberflachen oder gar Scaffolds aus Gelatine
muss das Material daher vor der Inkubation bei 37°C quervernetzt werden,

um eine Uber die Dauer des Experiments konstante Schichtdicke und
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Materialoberflache zu gewahrleisten und ein Auflésen der Beschichtung zu

verhindern (Ovsianikov, 2013).

4.1 Osteoklasten im Maus-Kokultur-Modell auf Gelatine,

quervernetzt

Abbildung 12 aus vorangegangenen Versuchen (Kimla, 2013) zeigt, dass mit
dem Zusatz von B-TCP zur quervernetzten Gelatine in allen Gelatinegruppen
etwa gleich viele Osteoklasten nachweisbar waren - ganz im Gegensatz zu
den Experimenten mit nicht-quervernetzter Gelatine. Bei der alleinigen
Betrachtung dieser beiden Resultate war nicht klar, ob diese Veranderung der
Osteoklastenanzahl auf die Mineralkomponente oder die quervernetzte
Gelatineoberflache zurlckzufuhren ist. An dieser Stelle sollte bemerkt
werden, dass zum Zeitpunkt der Experimentplanung die Ergebnisse auf nicht-
quervernetzter Gelatine und damit die mangelhafte Reproduzierbarkeit noch
nicht bekannt waren.

Das Ergebnis meiner Experimente ist in Abbildung 13 veranschaulicht. Auch
ohne den Zusatz von B-TCP waren in jeder der getesteten quervernetzten
Gelatinegruppen Osteoklasten nachweisbar. Daraus kann man folgern, dass
vermutlich nicht alleine der Zusatz von B-TCP die héhere Osteoklastenanzahl
bewirkt hat, sondern dass vor allem die quervernetzte und damit
bestandigere Gelatineoberflache einen Effekt hatte.

Nichtsdestotrotz war die zu beobachtende Zellmorphologie auf den
quervernetzten Beschichtungen gegeniber den Kontrollgruppen deutlich
verandert, wie auch Abbildung 15 zeigt. Die Osteoklasten waren sehr klein
und hatten meist nur 3-5 Zellkerne. Eine mogliche Erklarung kénnte in der
Verwendung von Glutaraldehyd zum Crosslinking liegen. Die Substanz hat
cytotoxische Eigenschaften und es ist nicht auszuschlieBen, dass zum
Zeitpunkt der Zellaussaat noch gewisse Riickstande in den Beschichtungen zu

finden waren (Bigi et al., 2001).
Es ist auBerdem erwdhnenswert, dass in einigen Gelatinegruppen bei den

Wiederholungen des Experiments sehr unterschiedliche Werte resultierten,

wobei die unbeschichtete Kontrollgruppe immer sehr &hnliche Resultate
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lieferte. Der Grund hierflir kénnte in der Beschaffenheit der Beschichtungen
zu suchen sein. Eventuell sind manche Gelatinesorten besonders anfallig auf
leichte UnregelmaBigkeiten im Vorgang des Beschichtens oder wahrend des
Crosslinking-Prozesses. Durch die Art und Weise der Beschichtungsmethode
ist vorstellbar, dass die Dicke der Gelatineschicht in der Mitte des Deckglases
groBer ist als auf dem Rand. Man kénnte dies eventuell vermeiden, indem auf
das Deckglas mit der noch flissigen Gelatinelésung ein flexibles Plattchen
derselben GroBe gelegt wird, sodass die Flussigkeit durch Adhasionskrafte
eine Schicht mit homogener Dicke bildet (Ovsianikov, 2013). Nach dem
Erstarren der Gelatine kénnte das Plattchen abgezogen und die entstandene
Gelatineschicht quervernetzt werden.

Es besteht die Méglichkeit, dass der Crosslinking-Vorgang unregelmaBig ist,
besonders bei ungleichen Schichtdicken ist dies denkbar. Dies hatte zur
Folge, dass sich unzureichend quervernetzte Gelatineregionen vorzeitig aus
der Beschichtung I6sen kénnten. Deshalb sollten die Gelatinebeschichtungen
hinsichtlich ihrer Schichtdicke und insbesondere auch ihres Crosslinking-
Grades charakterisiert werden.

Ferner koénnte angedacht werden, ein anderes Crosslinking-Verfahren,
eventuell Uber UV-Aktivierung von photoaktiven Substanzen, auf potentiell
bessere Eignung flr die gegebenen Rahmenbedingungen und Zielsetzungen
zu testen (Carroll et al., 2006).

4.2 Expression von M-CSF und RANKL in Osteoblasten

Die Untersuchung der M-CSF und RANKL-Expression in Osteoblasten basierte
ebenfalls auf den schon vorhandenen Ergebnissen zur Osteoklasten auf nicht-
quervernetzter Gelatine. Der Versuch sollte unter Umstdanden verminderte
Expressionsraten der beiden Cytokine aufzeigen.

Nach 24h Inkubation der Zellen auf den quervernetzten Gelatineoberflachen
zeigte sich in den beiden Gelatinen Typ A und der Gelatine p.a. eine
signifikante Reduktion der M-CSF-Expression, dieser Effekt war nach weiteren
24h nicht mehr messbar, die Expressionsraten hatten sich zu diesem
Zeitpunkt an jene der Kontrollgruppe angeglichen. Dies deutet darauf hin,

dass auf den GA-quervernetzten Gelatinen die Expression bestimmter Gene
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madglicherweise verzdgert ablauft. Die Bedeutung hiervon fir die Kokultur von
Osteoblasten mit monocytaren Vorlauferzellen aus dem Knochenmark ware
groB3, da gerade zu Beginn der Kultur das Vorhandensein von M-CSF flr eine
erfolgreiche Differenzierung zu Osteoklasten erforderlich ist (Arai et al.,
1999).

Bei Betrachtung von Abbildung 20, die die Zunahme der Expression zwischen
den beiden untersuchten Zeitpunkten darstellt, wird erkennbar, dass sich das
Niveau der M-CSF-Expression in keiner Gruppe verandert, aber das Niveau

der RANKL-Expression in einigen Gruppen signifikant ansteigt.

Die groBte Schwierigkeit bei diesem Experiment war die geringe
Sampleanzahl pro zu testender Gruppe. Aufgrund des hohen
Materialverbrauchs und Aufwands sind pro Gruppe nur zwei bis drei Samples
untersucht worden, was aber ein Problem flr die statistische Auswertung
darstellt. Aufgrund von zu groBen Varianzen zwischen zwei Samples ergab
der angewandte t-Test oft relativ hohe p-Werte, sodass keine signifikante
Veranderungen, sondern lediglich Tendenzen gezeigt werden konnte. Daher
kann keine klare Relation zu den Experimenten mit Maus-Kokultur auf nicht-
quervernetzter Gelatine hergestellt werden.

Es soll noch darauf hingewiesen werden, dass flr dieses Experiment nur
Osteoblasten mit Kokultur-Ndhrmedium, jedoch ohne den Zusatz von
Knochenmarkszellen kultiviert worden waren - durch direkte Zell-Zell-
Interaktionen ausgeldste Veranderungen der Genexpression wurden somit
nicht durch diesen Versuch erfasst.

Zusatzlich zu einer erhdéhten SamplegréBe ware auch noch ein zusatzlicher
Zeitpunkt interessant, z. B. vier oder finf Tage nach der Aussaat des

Knochenmarks, wenn die ersten Osteoklasten erkennbar werden sollten.

4.3 Expression von Runx2 und Collal in Osteoblasten

Ein weiteres qRT-PCR-Experiment wurde entwickelt, um die Expression der
Osteoblasten-spezifischen Gene Runx2 und Collal in einer mit Ascorbinsdaure

und B-Glycerophosphat supplementierten Osteoblastenkultur zu untersuchen.
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Das Ziel des Experiments war die Anregung von Matrixbildung und
Mineralisation durch das differenzierungsférdernde Medium.

Zum ersten Zeitpunkt Tag 0 zeigte sich gegenliber der Kontrollgruppe eine
signifikante Verminderung der Collal-Expression in den Gelatinegruppen, die
sehr stark ausgepragt war. Der zweite Zeitpunkt an Tag 7 hingegen zeigte
gegenlber der Kontrollgruppe eine eher erhéhte Collal-Expression, die
jedoch nicht in allen Gelatinegruppen signifikant war. Die RANKL-Expression
war in fast allen Gelatinen gegenlber der Kontrolle signifikant erhdéht. Tag 14
zeigt ein sehr ahnliches Bild mit meist signifikant erhdhten
Expressionsniveaus von Runx2 und Collal. An Tag 21 hingegen liegen keine
signifikanten Werte vor, obwohl die Tendenz ahnlich wie an Tag 7 und 14

aussieht.

Die Situation dieses Versuchs ist der im zuvor beschriebenen qRT-PCR-
Experiment recht dhnlich. Durch die zu geringe SamplegréBe lassen sich oft
lediglich Tendenzen und keine signifikanten Werte ermitteln.

Erstaunlich waren die Expressionsmuster von Collal und Runx2 in der
unbeschichteten Kontrolle und der BSA-Gruppe. FlUr beide Gene ist die
Expression Uber die Experimentendauer von 21 Tagen hinweg kontinuierlich
gesunken, obwohl man zumindest flr Collal einen mit der fortschreitenden
Differenzierung der Osteoblasten einhergehenden Anstieg erwartet hatte
(Fakhry et al., 2013). Diese veranderte Genexpression kénnte eine Erklarung
fir die wenigen, nur eher kleinen, sichtbaren ,bone nodules" sein.
Interessanterweise waren jedoch in keiner der Gelatinegruppen ,bone
nodules™ zu erkennen, obwohl die Expressionslevel der untersuchten Gene
weitaus héher waren als jene der Kontrollgruppe. Die Expressionsprofile von
Collal mit meist signifikanten Maximalwerten an Tag 7 und Tag 14 waren
eher den Erwartungen entsprechend als jene der Kontrollgruppen.

Es ware moglich, dass das Collal-Gen zwar ordnungsgemaB exprimiert
wurde, aber das Protein in der Folge nicht sezerniert werden konnte. Auch
eine Stérung der flr die stabile Vernetzung der Kollagenmolekile
notwendigen Schritte der aufwandigen posttranslationalen Modifikationen
ware denkbar. Um diese Fragestellungen zu kldaren, kénnten Western Blots
jeweils mit dem Zelllysat und dem Uberstehenden Nahrmedium durchgefiihrt

werden. Es ist allerdings bei der Analyse zu berlicksichtigen, dass die
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Osteoblasten auf Gelatine kultiviert werden, die von Kollagen abgeleitet ist.
Daher miusste entweder ein Lysepuffer benutzt werden, der die unter den
Zellen liegende Schicht Gelatine nicht ebenfalls lysiert, oder man kdnnte
versuchen, den Zuwachs an kollagenésem Protein durch das
Mineralisationsmedium im Vergleich zu einer Gelatinebeschichtung ohne

Zellen zu quantifizieren.

4.4 Gelatine-basierte Biomaterialien

Die Verwendung von Gelatine als Komponente von Biomaterialien ist aus
mehreren Grinden ansprechend. Aus technologischer Sichtweise ist von
Bedeutung, dass Gelatine leicht verfliigbar und der Herstellungsprozess zu
einem gewissen Grad variierbar ist, so dass das Produkt an die jeweiligen
Umstande und Bedlrfnisse angepasst werden kann. Es stehen einige
quervernetzende Verfahren und Reagenzien zur Verfliigung, um die Eignung
von Gelatine zur Implantation in den Kdérper zu verbessern.

Aus pharmakologischer Sicht ist hervorzuheben, dass Gelatine dem
kdrpereigenen Kollagen im Knochen strukturell sehr ahnlich und daher
bioabbaubar ist. Uberdies ist das immunogene Potential von Gelatine gering
(Gorgieva und Kokol, 2011). Es gibt jahrelange Erfahrungen mit der
Verwendung von Gelatineprodukten in der Medizin, beispielsweise als
Plasmaexpander zur Volumenersatztherapie, auBerdem bei HNO- oder
zahnarztlichen Eingriffen in Form blutstillender Tamponaden.

In der Tat beschaftigen sich auch einige andere Arbeitsgruppen mit Gelatine
als Komponente von Biomaterialien, sehr haufig als Kompositmaterial mit
Hydroxylapatit (Gorgieva et al., 2014; Liu et al., 2009; Panzavolta et al.,
2013; Rungsiyanont et al., 2012). Ublicherweise wird jedoch nicht versucht,
jene Gelatine mit den fir die Anwendung passendsten Eigenschaften zu
ermitteln. Stattdessen arbeiten die allermeisten Forschungsgruppen von
Anfang an mit nur einer Gelatinesorte. Durch diese Einschrankung bleiben
womadglich die Vorteile anderer Gelatinetypen ungenutzt, demzufolge ist es
von Bedeutung, genau definierte Gelatinen flr die Herstellung von

Biomaterialien zu charakterisieren.
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Der tierische Ursprung von Gelatine geht mit mancherlei Besonderheiten
einher. Da die Mdglichkeit besteht, mit dem Material Krankheiten zu
Ubertragen, muss ein besonderes Augenmerk auf der Sicherheit und der
Freiheit von Pathogenen liegen. Ein weiterer Punkt von Interesse sind
religiose Vorschriften zum Konsum von Rinder- oder Schweineprodukten, da
die am haufigsten verwendeten Gelatinearten aus Schlachtabfallen
ebendieser Tiere gewonnen werden - dies koénnte jedoch durch die
Verwendung von Fischgelatine umgangen werden. An dieser Stelle sei
abschlieBend auch die ethische Problematik der Verwendung von

Tierprodukten im Allgemeinen erwahnt.

4.5 Zukunftsaussichten

4.5.1 vertiefende Experimente zu Differenzierung und

Aktivitat der Osteoblasten und Osteoklasten

Zur weiterfiUhrenden Erforschung der Osteoblastendifferenzierung auf
Gelatinen ware zusatzlich zu den schon durchgeflihrten Experimenten auch
eine Quantifizierung der Osteocalcin-Expression von Interesse. Dies wilrde
Auskunft darlber geben, ob auch das Differenzierungsstadium der reifen,

mineralisierenden Osteoblasten erreicht wird (Fakhry et al., 2013).

Neue Erkenntnisse Uber die Resorptionsaktivitdt der auf Gelatine gebildeten
Osteoklasten koénnten durch die Quantifizierung von Cathepsin K gewonnen
werden. Das Protein ist fir eine funktionierende Knochen- und auch

Biomaterialresorption unentbehrlich (Bossard et al., 1996).

4.5.2 Konsequenzen aus dieser Arbeit

Flr die weitere Erforschung der Gelatinewirkungen auf Knochenzellen sollte in
Betracht gezogen werden, die in die Untersuchungen inkludierten
Gelatinegruppen an die neugewonnenen Erkenntnisse anzupassen. Es ist
sinnvoll, sich vor allem auf definierte Produkte mit Informationen lber das

Herstellungsverfahren und Eigenschaften wie z. B. der Gelstarke zu
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konzentrieren, damit die Ergebnisse dieser Versuche flr die spater folgende
Herstellung eines Biomaterials von Nutzen sein kdnnen. AuBerdem ware das
Hinzuflgen einer Fischgelatine aufgrund der zuvor genannten Vorteile
empfehlenswert.

Die Analyse der drei Gelatinemischungen ware - in diesem Stadium der
Untersuchungen - eher nicht zielfihrend, die Herstellung von Mischungen
kdnnte jedoch zur Feinabstimmung der Eigenschaften des Materials genutzt
werden. Um dies effizient bewerkstelligen zu kdénnen, missen zuerst die
Einzelkomponenten hinsichtlich ihrer Einflisse auf Zellen ausreichend
charakterisiert sein.

Zur Quervernetzung der Gelatinen lasst sich sagen, dass der Crosslinking-
Prozess noch weiter optimiert werden kann, um die Reproduzierbarkeit und
Homogenitat der Gelatinebeschichtungen zu steigern.

Die  BSA-beschichteten Deckglaser  unterschieden  sich in den
Expressionsraten der PCR-Versuche und auch bei TRAP-gefarbten Maus-
Kokulturen praktisch nicht von den unbeschichteten Kontrollgruppen. Hierfur
sind zwei Ursachen vorstellbar: Einerseits ware moglich, dass BSA-
beschichtete Oberflachen im Vergleich mit TC-Kulturplatten gleich attraktiv
flir Osteoblasten und Osteoklasten sind, andererseits konnte auch sein, dass
mit dieser Beschichtungsmethode keine nennenswerten Mengen an BSA auf
den Deckglasern zurlickbleiben. Zumindest die zweite Behauptung kdénnte
sich leicht mit einem Proteinnachweis der fertig beschichteten Deckglaser

Uberprifen lassen.

91



Zusammenfassung

Diese Diplomarbeit beschaftigt sich mit den Einflissen von Gelatine als
Bestandteil von Biomaterialien auf die Zellen des Knochens. Gelatine eignet
sich sowohl aufgrund ihrer chemisch-physikalischen Eigenschaften, als auch
durch ihre hohe Biokompatibilitdt gut als eine Grundkomponente von
potentiellen Biomaterialien. Gemeinsam mit anderen Polymeren oder
mineralischen Bestandteilen lassen sich aus Gelatine porose
Kompositmaterialien herstellen, die zur Implantation in Knochen genutzt

werden kénnen.

Es wurden mehrere verschiedene Gelatinetypen und ihre Mischungen
diversen Versuchen unterzogen, um die Materialien hinsichtlich ihrer

Wirkungen auf Maus-Osteoblasten und -Osteoklasten zu charakterisieren.

Maus-Kokultur-Experimente mit Osteoblasten und Osteoklasten auf
quervernetzter und nicht-quervernetzter Gelatine wurden durchgefuhrt. Das
Ziel war es, die Anzahl und Morphologie der auf den Gelatinen gebildeten
reifen Osteoklasten nach selektiver Farbung zu ermitteln.

Die Anzahl der auf den nicht-quervernetzten Gelatinebeschichtungen
gebildeten Osteoklasten war in allen Gruppen nur wenig geringer als in der
unbeschichteten Kontrollgruppe. Auf quervernetzten Gelatinebeschichtungen
hingegen war die Reduktion der Osteoklastenanzahl deutlicher ausgepragt,
maodglicherweise aufgrund von cytotoxischen Effekten des Crosslinkers
Glutaraldehyd. Auch war die Zellmorphologie, besonders die GréBe der Zellen

und Anzahl der Zellkerne, gegenlber der Kontrollgruppe stark verandert.

Zur Untersuchung der Genexpression mithilfe von quantitativer Real Time-
PCR in primaren Maus-Osteoblasten auf Glutaraldehyd-quervernetzten
Gelatinen wurden zwei Versuche mit unterschiedlicher Zielsetzung
durchgeflhrt.

In einem Experiment wurden die Zellen mit differenzierungsférderndem
Medium kultiviert und die Expression der Osteoblasten-Markergene Runx2

und Collal zu vier Zeitpunkten quantifiziert. So konnten die Differenzierung
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und die Matrixproduktion der Zellen Uber drei Wochen hinweg dokumentiert
werden. Es zeigte sich, dass die Expressionsniveaus von Collal in den
Gelatinegruppen gegeniber der Kontrollgruppe anfangs deutlich vermindert
und zu den weiteren Zeitpunkten erhdéht waren. Auch die Werte fiir Runx2
waren im Vergleich mit der Kontrollgruppe erhéht.

Ein weiteres Experiment diente dazu, die Expression der Cytokine M-CSF und
RANKL zu untersuchen, die beide fur die Bildung und Aktivierung von
Osteoklasten notwendig sind. Zum ersten der beiden Zeitpunkte, 24 Stunden
nach Beginn der Kultur, zeigte sich eine deutliche Verminderung der M-CSF-
Expression in den Gelatinegruppen, zum zweiten untersuchten Zeitpunkt
nach 48 Stunden jedoch unterschied sich die M-CSF-Expression nicht mehr
signifikant von jener in der Kontrollgruppe. Die RANKL-Expression zeigte in
einigen Gelatinegruppen einen signifikanten Anstieg vom ersten zum zweiten
Zeitpunkt.

Im Laufe dieser Arbeit konnten gewisse Veranderungen der Zellmorphologie
und Genexpression in Osteoklasten und Osteoblasten durch
Gelatinematerialien festgestellt werden.

Bei Verwendung von quervernetzter Gelatine wurden eine verdanderte
Osteoklastenmorphologie und —anzahl beobachtet.

Die Kultur von Osteoblasten auf Gelatinebeschichtungen scheint vor allem zu
frihen Zeitpunkten der Zellkultur einen bedeutenden Einfluss auf die
Genexpression und Zelldifferenzierung zu haben.

Zwischen den verschiedenen Gelatinetypen konnten keine signifikanten
Unterschiede aufgezeigt werden.

Weitere Forschung auf diesem Gebiet kann die Mechanismen hinter den
beobachteten Effekten von unterschiedlichen Gelatinearten auf Knochenzellen
aufklaren und somit zur Entwicklung von neuen Gelatine-basierten

Knochenersatzmaterialien fiihren.
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Abstract

Gelatin is a natural polymer that can be obtained from various animal sources
and extraction methods. The chemical, physical and compatibility properties
of gelatin make it an ideal compound for the incorporation into composite
materials used in bone implants, however little is known about the direct
effect if altered gelatin on bone cells. The aim of this thesis is to examine
multiple parameters of bone biology in response to the various compositions
and modifications of gelatin. We hypothesize that these alterations endow

different gelatins with properties more or less suitable for bone regeneration.

In order to examine the impact of the gelatin coatings on osteoclast adhesion
and formation, mouse osteoblasts were co-cultured with bone marrow
containing osteoclast precursors. The cells were cultured on gelatin coatings
consisting of either pure gelatin or gelatin cross-linked with glutaraldehyde.
The number of mature osteoclasts and their morphology was analyzed with
the aid of a selective osteoclast staining method.

On the non-cross-linked gelatin surfaces, the number and morphology of
osteoclasts were similar to the uncoated control group. However, the cross-
linked gelatin coatings exhibited significantly decreased numbers of mature

osteoclasts and irregular cell morphology.

Changes in the expression levels of marker genes for osteoblast and
osteoclast differentiation on cross-linked gelatin coatings were examined with
quantitative real-time PCR. For osteoblast differentiation, collal and runx2
were determined as genes of interest, whereas M-CSF and RANKL were used
as marker genes for osteoclast differentiation.

For collal and runx2 expression analysis, primary mouse osteoblasts were
cultured with mineralization medium over a period of three weeks, with the
first RNA isolation when cell growth had reached confluence and at three
other time points 7, 14 and 21 days after the first RNA isolation. Compared to
the control group, the levels of collal expression were significantly
decreased in most of the gelatin groups, however, both collal and runx2
expression levels were increased at all other time points. Remarkably,

mineralization occurred only in the control group.

94



Osteoblasts were generated to probe for M-CSF and RANKL expression over a
period of two days in the presence of PGE2 and 1,25-dihydroxyvitamin D3.
After 24 hours, M-CSF expression in the gelatin groups was significantly
decreased in comparison to the control group. After 48 hours, there were no
significant differences in the expression of M-CSF and RANKL between

gelatins and control cultures.

The observed effects were similar for all gelatins tested. Collectively, the
results from this thesis suggest that cross-linked gelatin coatings can
influence cellular attachment and morphology, however the expression
changes of genes assayed did not elucidate any clear mechanism by which

gelatins affect bone cells.

The observed effects were similar for all gelatins tested. Collectively, the
results from this thesis suggest that cross-linked gelatin coatings can
influence cellular attachment and morphology. The most significant changes
in gene expression parameters for osteoblasts and osteoclasts were observed
in the earlier stages of culture, suggesting that this early attachment and
expression profile is mandatory for mature cell development in the presence
of the gelatins tested. Further modifications and plating methods will allow
for a better understanding of the mechanisms by which gelatins affect bone
cells and will contribute to the advancement of gelatin incorporation in

biomedical bone implants.
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