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1 1. Einleitung

1. Einleitung

Bei Patienten mit malignen Tumoren ist es im Rahmen der Therapie in der Regel erforderlich,
den Tumor als Ganzes zu resezieren. Entsprechend der Leitlinien der deutschen Gesellschaft
fiir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie wird bei der Tumorresektion ein Sicherheitsabstand
von circa 1,5 cm in allen Ebenen angestrebt. Vor allem in der Mund-Kiefer-Region geht dies
oftmals mit groBem Knochenverlust einher. Nach Moglichkeit wird im Anschluss an die
Resektion versucht den Knochendefekt wieder zu ersetzen, um funktionelle und &sthetische
Defizite auszugleichen. Zurzeit geschieht dies entweder durch autologe Knochentransplantate,
beispielsweise aus dem Beckenkamm, oder durch alloplastische Knochenersatzmaterialien.
Da autologer Knochen nicht unbegrenzt zur Verfligung steht und die Knochenrekonstruktion
durch alloplastische Materialien auf kleinere Defekte beschréinkt ist, ist die Grofe des zu
ersetzenden Defekts limitiert.

Eine weitere Moglichkeit Knochendefekte zu rekonstruieren, besteht darin, autologen
Knochen im Patienten zu kultivieren, welcher dann als Transplantat verwendet werden kann
(Warnke et al. 2006). Hierfiir werden geeignete Zelltrdger benétigt, aus denen sich der zu
ersetzende Knochen modellieren ldsst. Die Zelltridger miissen so beschaffen sein, dass sie mit
Osteoblasten besiedelt werden konnen, um sie dann an einer geeigneten Stelle in den
Patienten zu implantieren. Auflerdem miissen solche Zelltrigermaterialien vielen weiteren
Anforderungen geniigen; dazu gehoren Biokompatibilitdt, Formstabilitit sowie
Osteokonduktion. Bei bisherigen Versuchen arbeitete man mit nicht resorbierbaren
Zelltrigern aus Titan sowie resorbierbaren Materialien wie Hydroxylapatit oder
Tricalciumphosphat (Warnke et al. 2006). Von besonderem Interesse ist Polylactid-co-
Glycolid (PLGA), ein vom menschlichen Organismus zu 100 Prozent resorbierbares Material.
Ziel dieser Studie ist es, PLGA als Zelltrdgermaterial fiir humane Osteoblasten zu
untersuchen. Gelidnge es, PLGA-Zelltréger herzustellen, die in der gleichen Zeit vom Kdorper
resorbiert werden, in der Osteoblasten neue Knochensubstanz produzieren, hdtte man als
Resultat ein rein autologes Knochentransplantat. Um dies zu erreichen, ist es wichtig, die
Oberflachen der Zelltriger so zu modifizieren, dass Osteoblastenadhésion, -proliferation und -
differenzierung optimal gefordert werden (Goldstein et al. 1999; Pamula et al. 2009). Ein
Ansatzpunkt bei Oberflichenmodifikationen besteht darin, die Extrazelluldrmatrix (EZM) von

Knochen mittels Kollagen, der grofiten organischen Komponente von Knochen, zu imitieren.
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In mehreren Publikationen konnte gezeigt werden, dass Kollagene Bindungsstellen fiir
Osteoprogenitorzellen enthalten und dass sie die Proliferation, Adhision und Ausbreitung von
Osteoblasten positiv beeinflussen (Douglas et al. 2007; Geisler et al. 2000). Diese
Kollagenbeschichtungen konnen optimiert werden, indem sie mit anderen Bestandteilen der
EZM von Knochen, zum Beispiel mit dem Glykosaminoglykan Chondroitinsulfat (CS),
angereichert werden. In der Literatur finden sich Hinweise darauf, dass CS in der Lage ist,
Wachstumsfaktoren wie den Fibroblastenwachstumsfaktor (FGF) zu binden (Nandini und
Sugahara, 2006), was wiederum einen positiven Effekt auf die Zellproliferation vermuten
ldsst. Kombinierte Beschichtungen aus Kollagen und CS kamen bereits auf Titan, bei in vitro
und in vivo Experimenten, zur Anwendung, um die biologische Akzeptanz von Titan zu
verbessern (Bierbaum et al. 2006).

In dieser Studie werden die Auswirkungen solcher Beschichtungen auf die Adhésion,
Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten untersucht. Im Speziellen handelt es sich
um PLGA als zu beschichtendes Zelltrdgermaterial, welches mit Kollagen Typ I und II sowie

mit CS beschichtet ist.

1.1. Osteoblasten

Osteoblasten sind die Zellen im Organismus, die die Knochenmatrix produzieren und das
Wachstum sowie den Umbau des Knochens steuern.

Osteoblasten entwickeln sich aus mesenchymalen Stammzellen, die sich, wenn sie diesen
Weg der Differenzierung eingeschlagen haben, zundchst zu Osteoprogenitorzellen
differenzieren. Lokale Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel ,,bone morphogenic protein 2
(BMP-2) sowie verschiedene systemische Einfliisse sorgen fiir einen lebenslangen Nachschub
von Osteoblasten aus dem Stammzellenvorrat. Zu den Aufgaben der Osteoblasten innerhalb
des Knochens gehoren die Kollagensynthese, die Regulation der Mineralisation sowie die

Regulierung des Osteoklastenhaushalts (Liillmann-Rauch, 2003).
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1.2. Polylactid-co-Glycolid

PLGA ist ein von der U.S. Food and Drug Administration iiberpriiftes Polymer aus Laktose
und Glucose, welches bereits einen groen Anwendungsbereich auf dem Gebiet der
Geweberekonstruktion hat. Es wird unter Zuhilfenahme von Ring o6ffnenden
Copolymerisationen zweier verschiedener Monomere sowie der zyklischen Dimere (1,4-
dioxan-2,5-dione) von Laktose- und Glucosesdure synthetisiert. Zur Herstellung dieses
Polymers werden herkommliche Katalysatoren benutzt, welche Zinn (II) 2-Ethylexanoat,
Zinn (IT) Alkoxid oder Aluminiumisopropoxid enthalten. Wahrend der Polymerisation werden
zufdllig verschiedene Monomere von Glucose- beziehungsweise Laktosesdure durch
Esterverbindungen nacheinander zu PLGA verkniipft. Auf diese Weise entsteht ein linearerer,

aliphatischer Polyester (Astete und Sabliov, 2006).

3)
e CH, H
HO (iH X 07y
CH, )

% - Number of units of Lactic Acid
v - Number of units of Glycolic Acid

Abb. 1: Schematischer Aufbau von PLGA.

In Abhéngigkeit des Verhéltnisses von Laktose zu Glucose konnen verschiedene PLGA-
Sorten unterschieden werden: z.B. enthidlt PLGA 75:25, 75% Laktose- und 25%
Glucosesdure. Eine weitere Moglichkeit, die verschiedenen PLGA-Sorten ndher zu
charakterisieren, liegt in der Bestimmung des spezifischen Molekulargewichts.

Alle PLGA-Sorten sind eher amorph als kristallin und haben eine Glasiibergangstemperatur
von 40-60°C. PLGA unterliegt im Wasser einer Hydrolyse seiner Esterverbindungen zu
Laktosesdure- und Glucosesduremolekiilen. Diese Molekiihle koénnen im menschlichen
Korper innerhalb des Citratzyklus, einem reguldren metabolischen Stoffwechselvorgang,
verstoffwechselt werden (Houchin und Topp, 2008). Somit ist PLGA im Organismus
vollstdndig abbaubar. Die Geschwindigkeit, mit der PLGA sich 10st, ist abhéngig von seiner
Zusammensetzung aus Laktose- und Glukosesdure sowie von seinem Molekulargewicht.
PLGA mit einem geringen Molekulargewicht unterliegt in der Regel einem schnelleren

Polymerabbau (Jalil und Nixon, 1990; Ravivarapu und DeLuca, 2000).
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Aufgrund seiner Eigenschaften hat PLGA einen groBen Einsatzbereich in der modernen
Medizin. Es fungiert als Tridgermaterial fiir Arzneimittel, zum Beispiel dienen injizierbare,
biologisch abbaubare Mikropartikel aus PLGA dazu, die Freisetzung von Impfstoffantigenen
zu kontrollieren, die Anzahl der Dosen wéhrend der Immunisierung zu reduzieren und die
gewiinschte Immunantwort zu optimieren, indem die Antigen prisentierenden Zellen gezielt
angesteuert werden (Jianga et al. 2005). PLGA dient auch als Nahtmaterial nach operativen
Eingriffen und zudem gibt es vielversprechende Versuche mit Gefiallimplantaten aus PLGA
(Miller et al. 2004). Ein weiterer groBer Einsatzbereich von PLGA ist die
Geweberekonstruktion, auch ,.tissue engineering* genannt. Dabei wird PLGA als Zelltriger
zur Geweberekonstruktion beispielsweise von Bandscheiben eingesetzt (Gruber et al. 2004;
Gruber et al. 2006). Des Weiteren werden PLGA-Schaume als osteokonduktive Unterstiitzung
fiir die Entwicklung von Knochengewebe in vitro sowie bei in vivo Implantaten eingesetzt

(Goldstein et al. 2001).

1.3. Kollagen

Die Kollagene bilden eine Protein-Familie mit mehr als 20 verschiedenen Typen. Die am
hiufigsten vorkommenden Typen I, II und IIT werden von Bindegewebszellen synthetisiert
und im Extrazelluldrraum durch Interaktion mit anderen Molekiihlen immobilisiert. Im
Extrazelluldrraum lagern sich die einzelnen Molekiihle zu Fibrillen zusammen. Neben
Glykosaminoglykanen, Proteoglykanen und Adhésionsproteinen sind Kollagenfibrillen einer
der wichtigsten Bestandteile der Extrazellulirmatrix. Kollagenfasern kénnen einen
Durchmesser von 2-20 pm haben, sie sind sehr zugfest und konnen durch Einwirkung von
Zugkraft praktisch nicht verldngert werden. Allerdings besitzen Gewebe mit wellig oder
schrig verlaufenden Kollagenfasern eine gewisse Dehnungsreserve bis die Fasern parallel

ausgerichtet sind (Liillmann-Rauch, 2003).

Abb. 2: Kollagen-Tripelhelix.
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Kollagen Typ I kommt in den meisten Geweben und Organen, in besonders hoher
Konzentration in Haut, Sehnen und Knochen vor. Die circa 300 nm langen Typ I
Kollagenmolekiile bestehen aus drei linksgéngigen Polypeptidketten (lay, 202) die sich zu
einer rechtsgingigen Tripelhelix zusammenlagern.

Kollagen Typ II ist ein wichtiger Bestandteil von Knorpel, vom Glaskorper des Auges und
von Bandscheiben. AuBBerdem kommt es wihrend der Entwicklung auch in anderen Geweben
vor. Es verleiht Geweben Widerstandsfihigkeit gegen Zug- und Scherkrifte (Ayad et al.
1998).

Weitere wichtige Kollagene sind Kollagen Typ III und IV. Typ III kommt in retikuldren
Fasern vor, Typ IV bildet das Grundgeriist der Basallamina und ist unter anderem am Muskel-

Sehnen-Ubergang zu finden.

1.4. Chondroitinsulfat

Chondroitinsulfat ist ein sulfatiertes Glykosaminoglykan (GAG) und besteht aus langen

Ketten sich wiederholender Disaccharideinheiten  (N-Acetyl-D-Galaktosamin  und

Glucuronsaure).
[ OHOSO;H |
HOOC
0] 0}
HT©
HO o) OH
OH NH
o=
L CHs;

Abb. 3: Schematischer Aufbau von Chondroitinsulfat.

Freie Rdume in Binde- und Stiitzgeweben werden durch GAGs, Proteoglykane und Wasser
gefiillt. Proteoglykane sind Proteine mit kovalent daran gebundenen GAG-Ketten.
Entscheidend fiir die Funktion der GAGs ist ihr polyanionischer Charakter. Durch viele
negative Ladungen ziehen sie aus Griinden der Elektroneutralitit viele Kationen an, welche
wiederum aus osmotischen Griinden Wasser nach sich ziehen. Somit besteht eine wichtige

Aufgabe dieser Stoffgruppe in der Wasserspeicherung. Die meisten GAGs kommen im
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menschlichen Korper in sulfatierter Form vor. Thre Namen beziehen sich auf die Gewebe, in
denen sie zuerst entdeckt wurden, sie sind aber praktisch in fast allen Geweben zu finden.
Chondroitinsulfat wurde demzufolge zuerst in Knorpelgewebe beschrieben (Liillmann-Rauch,

2003).

1.5. Bone morphogenetic Protein

Die Bone morphogenetic proteins (BMP) sind eine Gruppe einander dhnlicher Signalproteine,
sogenannte Zytokine. Zytokine werden von Zellen ausgeschiittet, um benachbarte Zellen zu
beeinflussen. Die BMPs sind ein Bestandteil des transforming growth factor-f (TGF-B) -
Signalweges, eines der grundlegenden Signalsysteme fiir die Kommunikation zwischen
Zellen, und konnen auf diesem Weg das Wachstum, die Differenzierung, die Chemotaxis
sowie die Apoptose verschiedener Zelltypen beeinflussen. BMPs sind parakrine
Signalmolekiile und wurden urspriinglich als Regulatorproteine der Knorpel- und
Knochenbildung identifiziert. Des Weiteren sind BMPs wichtige Signalmolekiile in der
embryonalen Entwicklung, zum Beispiel wahrend der Ausbildung der Extremitdtenanlagen.
Wihrend der endochondralen Knochenentwicklung werden viele Schritte der Knorpel- und
Knochenentwicklung direkt von BMPs beeinflusst. Aber nicht nur in der embryonalen
Entwicklung spielen BMPs eine entscheidende Rolle; wéahrend des postnatalen longitudinalen
Knochenwachstums werden sie ebenso benétigt wie zur Knochenregeneration nach
Verletzungen.

BMP-2 wird zum Beispiel in der Wachstumsplatte produziert und reguliert dort die
Knorpelentwicklung, indem es Chondrozytenproliferation und -hypertrophie induziert.
AuBlerdem hat BMP-2 vielfdltige Funktionen in der Organentwicklung sowie der
Knochenbildung und -regeneration. BMP-2 und BMP-4 sind zu 92% identisch und bilden
deshalb eine Untergruppe in der BMP-Familie.

BMP-4 ist zusétzlich zur Regulierung der Knochenbildung auch noch in anderen Gebieten der
Entwicklung involviert. Zum Beispiel kann BMP-4, welches von der dorsalen Aorta
produziert wird, die Differenzierung sympathischer Neuronen dirigieren. Aullerdem ist es in
der Lage, die Somitenentwicklung zu beeinflussen, indem es das Muskelwachstum hemmt.
BMP-7, auch bekannt als osteogenetisches Protein 1, wird entwicklungsbedingt in vielen

menschlichen Geweben produziert, dazu gehoren das olfaktorische Epithel, das intestinale
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Epithel, das Perichondrium, das Periost, das Riickenmark und die Niere. Bmp-7 ist in vivo fiir
seine Knochenbildung induzierende Wirkung bekannt. Es wird als ein Knochen
stimulierendes Agens zur Spondylodese (Wirbelkdrperverblockung) und zur Behandlung von
Knochenbriichen mit Heilungsstérungen verwendet.

Mit den BMPs 2, 4 und 7 wurden schon in zahlreichen wissenschaftlichen Arbeiten Versuche
durchgefiihrt, sodass es fiir sie gut etablierte, sichere Nachweisverfahren gibt. Durch die
Bestimmung der Konzentrationen von BMPs im Ndhrmedium von Zellkulturen lassen sich
Erkenntnisse iiber die Differenzierung der Zellen, zum Beispiel, ob bereits eine osteogene

Differenzierung eingetreten ist, gewinnen.

1.6. Decorin

Decorin ist ein kleines zelluldres Matrix, aber auch transmembranéres Proteoglykan, welches
in allen Bindegeweben vorkommt. Es bindet Kollagen-I und Kollagen-II Fibrillen und ist
dadurch am Aufbau der extrazelluldir Matrix beteiligt. Der Nachweis von Decorin in
Osteoblastenkulturen ldsst auf eine abklingende Proliferationsphase, sowie auf bereits
begonnene Produktion von EZM schlieen. Die Zellen befinden sich in der Friithphase der

osteogenen Differenzierung.

1.7. Osteopontin

Osteopontin wurde als Glykoprotein im Jahre 1986 in Osteoblasten entdeckt und besteht aus
etwa 300 Aminosduren. Es ist als extrazelluldres Struktureiweill, welches in der Lage ist,
Hydroxylapatit zu binden, ein essentieller Teil der Knochenmatrix aller hoheren Sédugetiere.
Ein Nachweis dieses Glykoproteins zeigt in der Regel eine osteogene Differenzierung oder
begonnene Mineralisierung der EZM an, da es ein biphasisches Expressionsmuster an den
Tag legt. Einem ersten Expressionsgipfel in der Frithphase der Osteoblastendifferenzierung in
der EZM sezerniert wird, folgt ein zweiter Gipfel in der Spétphase der Differenzierung, in der

es zur Mineralisation der EZM kommt (McKee und Nanci, 1995; Zohar et al. 1998).
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1.8. Fragestellung

PLGA ist ein oft benutztes Zelltrdgermaterial in der Knochengeweberekonstruktion. Um seine
Eigenschaften zu optimieren, soll in dieser Studie der Versuch unternommen werden, die
Oberfliche der Zelltrager so zu modifizieren, dass sie die EZM von Knochen imitiert. Zu
diesem Zweck werden vorbereitete PLGA-Zelltrdger mit Kollagen-I und Kollagen-II sowie
mit Chondroitinsulfat beschichtet. Fiir die Untersuchungen sollen die vorbereiteten Zelltriger
mit Osteoblasten besiedelt werden. AnschlieBend werden verschiedene etablierte
Zytotoxizitéits-, Biokompatibilitidts- und Proliferationstests durchgefiihrt, die auch schon in
anderen wissenschaftlichen Arbeiten zur Anwendung kamen (Warnke et al. 2009: Clinical
oral implants research; Warnke et al. 2009: Tissue engineering). Aullerdem sollen die
Zelltrager rasterelektronenmikroskopisch sowie fluoreszenzmikroskopisch untersucht werden.
Zu diesem Zweck muss zunichst eine Methode entwickelt werden, um diinne gleichmiBige
PLGA-Filme aus PLGA-Granulat herzustellen. Diese Filme sollen dann zur Herstellung der
benétigten Proben benutzt werden. In dieser Arbeit werden zu Vergleichszwecken zwei
verschiedene Sorten PLGA der Firma PURAC Biochem verwendet. AnschlieBend werden aus
der priferierten PLGA-Sorte Zelltrdger hergestellt, mit denen die weitere Arbeit durchgefiihrt
wird. Es soll vor allem die Tauglichkeit von PLGA, beziehungsweise PLGA, welches mit
Kollagen Typ I und Typ II sowie mit Chondroitinsulfat beschichtet ist, als Zelltrager fiir
humane Osteoblasten iiberpriift werden.

Folgenden Fragen soll dabei nachgegangen werden:

1. Welche Auswirkung hat die Kollagenbeschichtung auf die Biokompatibilitdt und
Zytotoxizitét der Zelltrager sowie auf die Proliferation der Osteoblasten.

2. Haben Kollagen Typ I und Typ II unterschiedliche Wirkungen auf die
Osteoblastenproliferation.

3. Lassen sich Unterschiede in der Differenzierung der Osteoblasten auf Kollagen Typ I
und Typ II durch den Nachweis von Wachstumsfaktoren und extrazelluldren
Matrixproteinen nachweisen.

4. Welche Auswirkung hat die Kollagenbeschichtung in Verbindung mit
Chondroitinsulfat auf die Biokompatibilitdt und Zytotoxizitdt der Zelltriger sowie auf
die Proliferation und Differenzierung der Osteoblasten.

5. Welche Schlussfolgerungen lassen sich fiir den Einsatz von PLGA, bzw. mit Kollagen

und Chondroitinsulfat beschichtetem PLGA fiir den klinischen Einsatz zichen.
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2. Material und Methoden

2.1. Kulturmedien

Zur Anzucht der Osteoblasten werden die Zellen in 75 cm? Zellkulturflaschen kultiviert.
Gefiillt werden diese mit Standardnihrmedium, bestehend aus Dulbecco’s modified Eagle’s
minimum essential medium (DMEM; PAA Laboratories GmbH, Osterreich, Katalognummer:
H15-002) erginzt mit 10% fetalem Kaélberserum (FCS; Biochrom, Deutschland,
Katalognummer:  S0613), 1%  Penicillin/Streptomycin ~ (Biochrom,  Deutschland,
Katalognummer: A2210), 1 mM Ascorbinsdure sowie 100 nM Dexamethason.

Zur Kultivierung von Zellen der Zelllinie MG-63 wird das gleiche Ndahrmedium verwendet
mit dem Unterschied, dass auf den Zusatz von Ascorbinsdure und Dexamethason verzichtet

wird.

2.2. Probengewinnung

Fiir die Versuche werden zwei verschiedene Zellarten benutzt.

In den ersten zwei Versuchsreihen wird mit humanen Osteoblasten gearbeitet, welche fiir die
Primérkultur aus Beckenkammspongiosa bei operativen Eingriffen zur Rekonstruktion von
Knochendefekten in der Abteilung Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie der Klinik fiir Zahn-
, Mund- und Kieferheilkunde Kiel gewonnen werden. Die gewonnenen Knochenproben
werden steril in angesetztem Kulturmedium aufgenommen. Die weitere Verarbeitung findet
unter der Laminar Flow (Heraeus Instruments, Osterode, Deutschland) statt.

In der dritten Versuchsreihe wird auf die humane osteoblastendhnliche Zelllinie MG-63
(European Collection of Cell Cultures, Salisbury, UK) zuriickgegriffen. Der Grund fiir die
Verwendung einer Zelllinie ist, dass Zellen mit den gleichen Eigenschaften annihernd
unbegrenzt nachbestellt werden kdnnen. Der Vorteil hierbei besteht darin, dass die Versuche
leicht reproduzierbar sind ohne dabei die individuellen Unterschiede, wie zum Beispiel in der

Proliferation von Osteoblasten verschiedener Spender, beriicksichtigen zu miissen.
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2.2.1. Osteoblasten

Die Knochenstiickchen werden aus dem Probengefd3 entnommen und in ca. 1-2 mm grofle
Stiicke zerteilt. AnschlieBend werden die Proben in Zellkulturflaschen (75 cmz, Fa. Nunc,
Wiesbaden) verteilt, welche zur Vorbereitung mit 10 ml N&hrmedium (siche 2.1.
Kulturmedium) gefiillt sind. In jede Kulturflasche werden 3-4 Knochenstiickchen verteilt. Die
Proben werden im Brutschrank (Fa. Heraeus, Hanau, Deutschland) in wassergeséttigter
Atmosphire (98% Luftfeuchtigkeit) bei 37°C und 5% CO? kultiviert. Alle 3-4 Tage wird ein
Mediumwechsel durchgefiihrt, bis die aus den Knochenstiickchen ausgewachsenen Zellen
nahezu den gesamten Flaschenboden bedecken.

Dann werden die Zellen passagiert. Nach Absaugen des Mediums und Spiilen mit 10 ml
Phosphatpufferlosung (PBS, Sigma, USA) werden pro Kulturflasche 5 ml 0,05% Trypsin-
PBS-Losung zugegeben und fiir 5 Minuten im Brutschrank mit dem Ziel inkubiert, dass sich
die Zellen vom Flaschenboden 16sen. Im ndchsten Schritt wird die Zellsuspension 1:1 mit
DMEM, welches zuvor mit 10% FCS angereichert wurde, verdiinnt, um die Wirkung des
Trypsins zu inhibieren. AnschlieBend wird die Zellsuspension bei 3200 Umdrehungen pro
Minute fiir 3 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wird abgesaugt und das verbleibende
Zellpellet wird in ca. 5 ml Medium resuspendiert. Im Anschluss werden die Zellen in einer
Neubauer Zihlkammer (Brand, Wertheim, Deutschland) gezéhlt. Jeweils 10° Zellen werden
in eine neue 75 cm? Kulturflasche iiberfiihrt, in die jeweils 10 ml Medium vorgelegt wurden.
Es folgt die weitere Inkubation im Brutschrank, wobei alle 3 Tage das Néhrmedium
ausgetauscht wird bis ausreichend Zellen vorhanden sind. Falls nétig, werden weitere

Passagen durchgefiihrt.

2.2.2. MG-63 Zellen

Die Zelllinie MG-63 wird von der European Collection of Cell Cultures, Salisbury, UK
(Katalognummer: 86051601) bezogen und wird als addquater Ersatz fiir Osteoblasten
angesehen, da sie wichtige Eigenschaften wie die Aktivitdt der alkalischen Phosphatase oder
die Produktion von Kollagen beibehalten hat. (Diederichs et al. 2010, Zhang et al. 2010). Die
Zellen stammen aus einem Osteosarkom eines 14-jdhrigen ménnlichen Patienten. Das

Osteosarkom ist der hiufigste primére bdsartige Knochentumor. Seine proliferierenden Zellen
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sind fahig, Knochen und Osteoid (unverkalkte Knochengrundsubstanz) zu bilden und haben
somit wichtige Fahigkeiten von Osteoblasten beibehalten. Da diese Zellen von Osteoblasten
abstammen und diesen auch noch sehr #hnlich sind, eignen sie sich hervorragend zu
Versuchszwecken, bei denen das Verhalten von Osteoblasten untersucht werden soll. MG-63
Zellen wurden bereits in fritheren Studien auf dem Gebiet der Knochengeweberegeneration
erfolgreich eingesetzt (Amaral et al. 2008, Mansell et al. 2009, Misra et al. 2009).

Bevor die humanen osteoblastendhnlichen MG-63 Zellen auf den PLGA-Filmen ausgesit
werden konnen, miissen diese vorbereitet werden. Zunédchst werden die sterilen PLGA-Filme
in die ebenfalls im Vorfeld sterilisierten CellCrowns eingespannt, in 12-Loch
Zellkulturplatten (Corning Incorporated, USA, Katalognummer: 3512) gegeben und mit 2 ml
Néhrmedium (siehe 2.1. Kulturmedien) gefiillt. AnschlieBend wird jeder Zelltrager mit 30.000
Zellen besiedelt und fiir 1, 3 beziehungsweise 7 Tage im Brutschrank (Fa. Heraeus, Hanau,
Deutschland) in wassergesittigter Atmosphire (98% Luftfeuchtigkeit) bei 37°C und 5% CO?
inkubiert.

2.3. Polylactid-co-Glycolid

Bei dem verwendeten Material handelt es sich um PLGA der Firma PURAC Biochem bv,
4206 AC Gorinchem, Niederlande. Zu Beginn meiner Arbeit fithre ich mit 2 verschiedenen
Sorten PLGA Tests durch, um herauszufinden, welche biokompatibler und besser zu
handhaben ist.

Die erste Sorte, Purasorb PLG 8523, ist ein Copolymer von L-Lactid und Glykolid mit einem
molarem Verhiltnis von 85/15 (L-Laktidgehalt:82-88 mol. %, Glykolidgehalt: 18-12 mol. %)
und einer mittleren Viskositit von 2 — 2,5 dl/g (CHCI;, 25°C, 0.1 g/dl). Es ist ein weiles bis
leicht braunliches Granulat mit der chemischen Bezeichnung 1,4-dioxane-2,5-dione, Polymer
mit  (3S-cis)-3,6-dimethyl-1,4-dioxane-2,5-dione, seine molekulare Formel lautet:
(CcHgO4C4H4O4),. Im weiteren Text wird diese Sorte PLGA Typ 2 genannt.

Die zweite Sorte, Purasorb PLG 8531, ist ebenfalls ein Copolymer von L-Lactid und Glykolid
mit einem molarem Verhiltnis von 85/15 (L-Laktidgehalt:82-88 mol. %, Glykolidgehalt: 18-
12 mol. %), jedoch betrdgt die mittlere Viskositdt 2,7 -3,5 dl/g (CHCIs, 25°C, 0.1 g/dl). Auch
bei dieser Sorte handelt es sich um ein weies bis leicht braunliches Granulat. Der chemische

Name ist 1,4-dioxane-2,5-dione(3S-cis)-3,6-dimethyl-1,4-dioxane-2,5-dione und seine
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molekulare Formel lautet: (C¢HsO4C4H4O4), Im weiteren Text wird diese Sorte PLGA Typ 1

genannt.

2.3.1. Herstellung von PLGA-Filmen

Abb. 4: Herstellung von PLGA-Filmen. 1. PLG Granulat, 2. Methylenchlorid und PLG Granulat in
luftdicht verschlieBbaren GefaBlen, 3. PLGA-Losung auf Magnetrithrer, 4. Gefde mit PLGA auf einem

Rollmischer, 5. Ausstanzen der Proben aus den gewonnenen PLGA-Folien.

Die Zelltrager werden basierend auf einer Methode von Pamula et al. (Pamula und Manszek,
2008) angefertigt. Das PLG Granulat (Abb. 4.1) muss zunichst in Methylenchlorid (CH,Cl,
der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH 89555 Steinheim, Deutschland) in einem
Gewichtsverhéltnis von 1/10 geldst werden. Dies geschieht bei Zimmertemperatur in einem
luftdicht verschlieBbaren Glasgefdll, um das Verdunsten von Methylenchlorid zu vermeiden
(Abb. 4.2). Die zunichst nicht homogene Losung wird solange auf einen Magnetriihrer

gestellt, bis sich das gesamte PLG Granulat gelost hat (Abb. 4.3). Anschlieend kommt die
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nun homogene, klare, dickfliissige Losung, immer noch luftdicht verschlossen, fiir mindestens
6 Stunden auf einen Rollmischer (Geritebezeichnung: RM 5, Hersteller: Assistent), damit
sich die PLGA-Losung gleichméBig auf der Innenseite des Gefélles verteilen kann (Abb. 4.4).
Am nichsten Tag wird das Gefdll unter einem Luftabzug gedffnet, um das Methylenchlorid
verdampfen zu lassen. Die Schwierigkeit besteht dabei darin, das Methylenchlorid sehr
langsam entweichen zu lassen, da sonst weifle unregelmifBige Krusten auf dem PLGA-Film
entstehen und das PLGA dann nicht mehr zu Versuchszwecken geeignet ist. Nach 2 Tagen,
um sicher zu gehen, dass das restliche Methylenchlorid verdampft ist, kann der entstandene
PLGA-Film vorsichtig von der GefidBwand gelost werden, um die PLGA-Proben in der
gewiinschten Grofe mit einer Handstanze auszustanzen (Abb. 4.5). Fiir die Belegung der 24-
Loch Platten haben die Proben einen Durchmesser von ca. 1 cm und fiir die Belegung der 12-

Loch Platten einen Durchmesser von ca. 1,5 cm.

2.3.2. Fixierung der PLGA-Zelltriger

Bei den ersten Vorversuchen zeigte sich sehr schnell, dass es nicht moglich ist, die
vorbereiteten PLGA-Zelltrager unfixiert in fliissiges Nahrmedium zu legen und sie mit
Osteoblasten zu besiedeln. Grund dafiir ist, dass sich das PLGA wellt oder zusammenrollt,
sobald es feucht wird. Dies hingt vermutlich mit der Herstellungsmethode zusammen, da das
PLGA auf der runden Innenseite des Glasgefdfles aushértet (siche unter 2.3.1. Herstellung von
PLGA-Filmen). Um dieses Problem zu umgehen, werden die PLGA-Zelltrdger mit Hilfe von
sogenannten CellCrowns (Scaffdex, Finnland, Katalognummer: CO0001N) fixiert.

A" Ve !é ‘
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Abb. 5: CellCrown von Scaffdex, Oy. Schematische Darstellung der Fixierung von PLGA-Folien

mittels CellCrowns.
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Zunichst werden die PLGA-Filme in die CellCrowns eingespannt, anschlieBend wird beides
in 70% Ethanol sterilisiert. Als néchstes erfolgt eine griindliche Wésche in sterilem PBS, drei
Spiilgidnge, um im darauffolgenden Schritt die PLGA-Filme im Inneren der CellCrowns mit

Osteoblasten zu besiedeln oder sie mit Kollagen beziehungsweise CS zu beschichten.

2.4. Kollagenbeschichtungen der PLGA-Zelltriager

Bei dem verwendeten Material handelt es sich um Rinderkollagen Typ I und II (BD
Biosciences, 01730 MA Bedford USA) mit einer Reinheit von mindestens 95%. Das Kollagen
Typ I (Katalognummer: 354231) wird aus Rinderhaut, das Kollagen Typ II (Katalognummer:
354257) aus Rindergelenkknorpel gewonnen.

Zunichst miissen die Kollagenlosungen mit 0,01 M steril filtrierter Essigsdure verdiinnt
werden, die Kollagen-I-Losung um den Faktor drei, die Kollagen-1I-Lésung um den Faktor
2,88. AnschlieBend werden die verdiinnten Kollagenlosungen jeweils 1:1 mit steril filtriertem
60 mM Phosphatpuffer (50 mM Natrium - Dihydrogenphosphat und 10 mM Kalium -
Dihydrogenphosphat, pH 7,4) vermischt. 0,5 ml der auf diese Weise produzierten Losung
wird auf die in CellCrowns eingespannten Zelltrager gegeben und fiir mindestens 2 Stunden
belassen. Nach dem Beschichtungsprozess wird die restliche Kollagenlosung abgesaugt.
Anschlieend werden die Zelltrager zweimal mit steril filtrierter Phosphatpuffer Losung

gespiilt und sind somit fiir die Osteoblastenbesiedlung vorbereitet.

2.5. Chondroitinsulfat

Bei dem verwendetem Chondroitinsulfat handelt es sich um Chondroitinsulfat A (CS A), auch
bekannt als Chondroitin-4-sulfat, der Firma Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Deutschland. Die Chargennummer lautet 087k1416.
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2.5.1. Hochleistungsfliissigkeitschromatographieanalyse von

Chondroitinsulfat

Um die Zusammensetzung des CS A zu analysieren, wird es in einem Verhéltnis von 1mg/ml
in 0,1 M Ammoniumacetat bei pH 7,0 gelost. Zu 100 pl (= 100 pg) der hergestellten Losung
werden 10 mU des Enzyms Chondroitinase AC II gegeben und zunéchst fiir 4 Stunden bei
37°C, anschlieBend fir 5 Minuten bei 95°C gelagert. 50 upl der Probe werden
gefriergetrocknet, wihrend die verbleibenden 50 pl mit 10 mU des Enzyms Chondroitinase
ABC fiir 4 Stunden bei 37°C und fiir 5 Minuten bei 95°C behandelt werden.

Anschliefend wird auch diese Probe gefriergetrocknet. Die Chondroitinase ABC baut die
GAGs komplett ab, wihrend die Chondroitinase AC II nur Glucuronsiure, welche
Disaccharide enthilt, hinterldsst. Aufgrund der unterschiedlichen enzymatischen Aktivitét der
zwei Enzyme kann anhand der Differenz zwischen der Gesamtzahl und der AC II
verzweigten Disaccharide auf den Iduronsdureanteil in den GAGs geschlossen werden, indem
man die Formel von Shirk (Shirk et al. 2000) anwendet. Die aus den zwei Reaktionen
erhaltenen Disaccharide werden wie bei Calabro (Calabro et al. 2000) beschrieben
derivatisiert.

Zusammengefasst ldsst sich das Verfahren wie folgt beschreiben: 2 nmol der hergestellten CS
Disaccharide werden zu 40 pl einer 12,5 mM Aminoacridone (AMAC) Losung in Eisessig /
Dimethylsulfoxid (3:17, v/v) gegeben und fiir 10-15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Zu jeder Probe werden 40 pl einer frisch angesetzten Losung aus 1,25 M NaBH3;CN in
Wasser gegeben und iliber Nacht bei 37°C inkubiert. Eine addquat verdiinnte Losung dieser
Proben in 0,1 M Ammoniumacetat bei pH 7,0 wird, wie in der Studie von Viola (Viola et al.
2006) beschrieben, fiir die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) verwendet. 10
pul  jeder derivatisierten Probe wird mittels HPLC getestet und mit der
Durchschnittskonzentration der Standarddisaccharide verglichen, um die
Disaccharidzusammensetzung sowie den Iduronisierungsgrad der Glykosaminoglykane zu
analysieren. Die HPLC zeigt, dass der Masseanteil von Iduronsdure bei 34,9% liegt. Die
Disaccharide sind zu 44,4% an der C2, zu 48,7% an der C4 und zu 6,9% an der CS Position

sulfatiert.
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2.5.2. Chondroitinsulfatbeschichtung der PLGA-Zelltriger

Chondroitinsulfatbeschichtungen werden nur in Kombination mit der Kollagen-I-
Beschichtung durchgefiihrt. Das Vorgehen ist dhnlich wie bei der Kollagenbeschichtung.
Zunichst muss die Kollagenldsungen mit 0,01 M steril filtrierter Essigsdure um den Faktor 3
verdiinnt werden. Anschliefend wird die verdiinnte Kollagenlosung 1:1 mit steril filtriertem
60 mM Phosphatpuffer (50 mM Natrium - Dihydrogenphosphat und 10 mM Kalium-
Dihydrogenphosphat, pH 7,4), in welchem das CS (1mg/ml) geldst ist, vermischt. 0,5 ml der
angesetzten Kollagen-CS-Losung werden auf die in CellCrowns eingespannten Zelltrager
gegeben und fiir mindestens 2 Stunden belassen. Nach dem Beschichtungsprozess wird die
restliche Kollagenlosung abgesaugt. AnschlieBend werden die Zelltrager zweimal mit steril

filtriertem PBS gespiilt und sind dann fiir die Osteoblastenbesiedlung vorbereitet.

2.6. Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest

Der enzymgekoppelte Immunadsorptionstest (ELISA) ist ein immunologisches
Nachweisverfahren, basierend auf einer enzymatischen Farbreaktion. Mit Hilfe von ELISAs
lassen sich Proteine und Viren, aber auch niedermolekulare Stoffverbindungen wie Hormone
und Toxine, in wéssrigen Proben nachweisen. Das Verfahren basiert dabei auf der
Eigenschaft spezifischer Antikorper an das nachzuweisende Molekiil, das Antigen, zu binden.
Der Antikorper wird dabei vorher mit bestimmten Enzymen markiert. Als Nachweis flir das
Vorhandensein des Antigens dient dabei die vom Enzym katalysierte Reaktion: Das Substrat
wird vom Enzym umgesetzt, wobei das Reaktionsprodukt dann typischerweise durch
Farbumschlag, Fluoreszenz oder Chemolumineszenz nachgewiesen werden kann. ELISAs
konnen auch zu quantitativen Nachweisen verwendet werden, da die Signalstirke im

Allgemeinen eine Funktion der Antigenkonzentration ist.
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Abb. 6: Typisches Ergebnis eines ELISA-Tests in einer 96-Loch Mikrotiterplatte.

Bei den hier verwendeten ELISAs handelt es sich um Sandwich-ELISAs, da sie aus zwei
Antikodrpern bestehen. Der erste Antikdrper, der sogenannte coating-Antikorper, ist an eine
Feste-Phase, in der Regel eine 96-Loch Mikrotiterplatte, gebunden. An ihn bindet sich nach
einer bestimmten Inkubationszeit das gesuchte Antigen. Im nichsten Schritt wird die Feste-
Phase mit einer Spiillésung gewaschen, sodass nur das an den coating-Antikorper gebundene
Antigen zuriickbleibt. Als nichstes wird der zweite Antikdrper, der sogenannte detection-
Antikorper, an dessen Ende ein Enzym gebunden ist, hinzugegeben. Er bindet an ein anderes
Epitop des Antigens als der coating-Antikorper. Nach erneutem Spiilen, um die
ungebundenen Antikdrper zu entfernen, erhdlt man das ,,Sandwich®, nimlich den Antikorper-
Antigen-Antikorper-Komplex. Durch dieses Vorgehen ist gewdhrleistet, dass die
Enzymkonzentration gleich der Antigenkonzentration ist. Wenn nun im letzten Schritt das
dem Enzym entsprechende Substrat, welches letztlich fiir den Farbumschlag verantwortlich
ist, hinzugegeben wird, kann anhand der Farbintensitit auf die Antigenkonzentration

geschlossen werden.
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Abb. 7: Sandwich-ELISA. 1. coating-Antikérper; 2. gebundenes Antigen; 3. Sandwichkomplex; 4.

Enzymankopplung; 5. Substratumsatz.

In dieser Arbeit werden dabei bereits etablierte und fertig zusammengestellte ELISA-Kits der

Firma RnD Systems, Minneapolis USA, verwendet.

2.7. Versuchsablauf

Die Arbeit ldsst sich in drei Versuchsphasen gliedern. In der ersten Versuchsreihe sollen die
zwei verschiedenen PLGA-Sorten beziiglich ihrer Biokompatibilitit und Zytotoxizitdt
verglichen werden. Ziel der zweiten Versuchsreihe ist es, herauszufinden, welche Art der
Kollagenbeschichtung, Kollagen-I ~oder Kollagen-II, sich positiver auf die
Osteoblastenproliferation und Differenzierung auswirkt. Die dritte Versuchsreihe soll dem
Zweck dienen, herauszufinden, ob sich eine Kollagen-CS-Beschichtung von PLGA positiver
auf die Osteoblastenproliferation auswirkt als eine reine Kollagenbeschichtung. Fiir die ersten
zwei Versuchsreihen wird mit humanen Osteoblasten gearbeitet. Diese werden nach Anzucht
der Zellen wie beim Passagieren mittels Trypsin (siehe 2.2.1. Osteoblasten) vom Boden der
Zellkulturflasche gelost, abzentrifugiert und in Ndhrmedium resuspendiert. Nach Zéhlung der
Zellen in einer Neubauer Zdhlkammer werden sie auf den Zelltragern beziehungsweise in
Polystyrolzellkulturplatten (Corning Incorporated, USA) ausgesit, mit Nahrmedium versorgt
und weiter im Brutschrank inkubiert. In der dritten Versuchsreihe werden humane
osteoblastendhnliche Zellen der Zelllinie MG-63 verwendet. Ein Zelltrager wird mit jeweils
30.000 Zellen besiedelt, in 12-Loch Zellkulturplatten mit Ndahrmedium versorgt und im
Brutschrank inkubiert.
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2.7.1. Erste Versuchsreihe: Vergleich von PLGA Typ 1 und 2

In der ersten Versuchsphase werden zwei verschiedene PLGA-Sorten beziiglich ihrer
Biokompatibilitdit und Zytotoxizitdt verglichen. Dabei wird das Standardverfahren zur
Austestung von Biomaterialien in der Klinik fiir Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des
Universititsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Kiel, angewendet. Die Testabfolge wurde

von Frau Gisela Otto entwickelt und beinhaltet folgende Tests:

FDA/PI-Féarbung: Beurteilung der Zellvitalitét

Lactatdehydrogenase (LDH) -Test: Zytotoxizitidtsnachweis

BrdU-ELISA: Kolorimetrischer Immuntest zur Quantifizierung der Zellproliferation
WST-Test: Quantifizierung der Zellproliferation

MTT-Test: Quantifizierung der Zellproliferation

AN AN I

Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Zunichst werden PLGA-Filme aus den zwei verschiedenen PLGA-Sorten, wie unter 2.3.1.
beschrieben, hergestellt. AnschlieBend wird das zu untersuchende Material sterilisiert, indem
es in 70% Ethanol gewaschen und dreimal mit PBS gespiilt wird. Im nichsten Schritt werden
die PLGA-Filme in einer 24-Loch Zellkulturplatte fiir jeweils 24 Stunden, 1 Stunde und 10
Minuten in 2,5 ml serumfreien Ndhrmedium inkubiert, um eventuell enthaltene zytotoxische
Stoffe heraus zu 16sen. Aulerdem befinden sich in der 24-Loch Platte eine Probe fiir das
Rasterelektronenmikroskop und ein mit Osteoblasten besiedeltes Deckglas als Vergleich. Das
Eluat wird nach Ablauf der jeweiligen Zeit abpipettiert und in steril verschlieBbaren Gefdllen
bei 4°C aufbewahrt, um es fiir die folgenden Tests (siehe unten) zu benutzen. Die PLGA-
Filme in der 24-Loch Platte werden anschlieBend mit 1x10* Zellen pro Film besiedelt, mit
dem Standardndhrmedium versorgt und im Brutschrank inkubiert. Nach drei Tagen wird das
Néhrmedium gewechselt und am siebten Tag werden die Priparate, die fiir die
Rasterelektronenmikroskopie vorgesehen sind, mit Glutaraldehyd fixiert. Die iibrigen Proben
werden fiir den WST-Test verwendet. Fiir die FDA/PI-Fiarbung werden 8er Objekttrager mit
1x10* Zellen pro Vertiefung besiedelt. Nach einem Tag Kultivierung wird das
Standardndhrmedium gegen das zuvor gewonnene Eluat ausgetauscht. Die Zellen werden fiir
einen weiteren Tag kultiviert, um dann die Férbung vorzunehmen. Zur Durchfiihrung des

LDH-, MTT- und des ELISA, BrdU-Tests werden zwei Mikrotiterplatte mit jeweils 5x10°
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Zellen pro Vertiefung besiedelt und mit 150 pl Nahrmedium versorgt. In jeder
Mikrotiterplatte werden zwei Zellverdiinnungseihen (8 Vertiefungen, in der ersten befinden
sich 10* Zellen, in jeder folgenden Vertiefung nur halb so viele Zellen wie in der vor ihr, also
in der siebten Vertiefung 156 und in der letzten keine Zellen) angelegt, die der Kontrolle der
Ergebnisse dienen sollen. Bei der Mikrotiterplatte fiir den MTT-Test wird nach 24 Stunden
das Néhrmedium abgesaugt und durch 100 pl des zuvor gewonnenen Eluats ersetzt. Nach
weiteren 24 Stunden wird MTT-Ldsung in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte gegeben und
fiir 24 Stunden dort belassen. Anschlieend wird im Photometer die Extension bei 550 nm
abgelesen. Bei der zweiten Mikrotiterplatte wird ebenfalls nach 24 Stunden das Néhrmedium
abgesaugt und durch 150 pl des Eluats ersetzt. Nach 24 Stunden Inkubation werden 100 pl
des Eluats aus jeder Vertiefung abpipettiert, in eine neue Mikrotiterplatte gegeben und der
LDH-Test durchgefiihrt. Die verbleibenden 50 pl Eluat werden abgesaugt und durch frisches
Néhrmedium ersetzt. Nach 72 Stunden Inkubation der Zellen im Brutschrank wird mit ihnen

der ELISA, BrdU-Test durchgefiihrt.

2.7.1.1. FDA/PI-Féarbung

Die Zellvitalitit wird durch eine Férbung mit Fluorescein Diazetat (FDA; Sigma,
Katalognummer: F-7378) und Propidium Jodid (PI; Sigma, Katalognummer: P-4170)
nachgewiesen. FDA ist ein Substrat fiir Esterasen, welche in allen Zellen vorhanden sind.
FDA kann die Zellmembran von vitalen Zellen durchdringen. Das Produkt der Hydrolyse
durch die Esterasen ist Fluorescein (griine Fluoreszenz), welches in den Zellen enthalten
bleibt. PI (rote Fluoreszenz) kann die Membran von vitalen Zellen nicht durchdringen,
sondern nur in nekrotische Zellen mit defekter Plasmamembran hinein diffundieren. PI
interagiert mit DNA und doppelstrangiger RNA, sodass es nicht mehr aus der Zelle gespiilt
werden kann.

Fir die Farbung werden 8-Loch Objekttriger, mit Glasboden und somit fiir die spétere
Mikroskopie geeignet, mit 1x10* Zellen pro Vertiefung besiedelt und mit
Standardndhrmedium versorgt. Nach einem Tag Kultivierung im Brutschrank wird das
Néhrmedium gegen 200 pl Eluat getauscht, welches zuvor hergestellt wird, indem das zu
untersuchende Material fiir jeweils 24 Stunden, 1 Stunde oder 10 Minuten in serumfreien

Nihrmedium inkubiert wurde. Nach 24 Stunden Inkubation bei 37°C werden die Zellen mit
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PBS gewaschen und mit der FDA-Losung gefdrbt. Die Losung besteht aus 30 pul FDA-
Stammldsung (1 mg FDA/ml Aceton) verdiinnt in 10 ml PBS. Nach einer Inkubationszeit von
15 Minuten bei 37°C in Dunkelheit wird die FDA-Losung abgesaugt und durch eine PI-
Losung ersetzt. Die Losung besteht aus 500 pl PI-Stammldsung (1 mg PI/ml destilliertes
Wasser) verdiinnt in 10 ml PBS. Nach einer Inkubation von 2 Minuten bei 37°C in
Dunkelheit werden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Innerhalb einer Stunde nach der
Farbung werden die Zellen fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Bei dem verwendeten
Mikroskop handelt es sich um das Axioplan2 in Kombination mit der Digitalkamera
AxioCam MRc5 von ZEISS, Deutschland. Beide Farbstoffe konnen bei 488 nm (blaues Licht,
Argon Laser) angeregt werden. Die griine Fluoreszenz (FDA) wird bei 530 nm, die rote

Fluoreszenz (PI) wird bei 620 nm detektiert.

2.7.1.2. LDH-Test

Der LDH-Test ist ein kolorimetrischer Test zur Quantifizierung von Zelltod und Zelllyse
durch Messung der Lactatdehydrogenase (LDH)-Aktivitdt. Der Zelltod geht normalerweise
mit Beschddigung der Plasmamembran einher. Dabei gelangt die in der Zelle gebundene
Lactatdehydrogenase in den Extrazelluldirraum und kann dort durch einen Enzymtest
nachgewiesen werden. Folglich beinhaltet ein Ndhrmedium aus Kulturen mit tiberwiegend
vitalen Zellen wenig LDH, ein Ndahrmedium aus weniger gesunden Zellkulturen dahingegen
viel LDH. Durch den Nachweis von LDH im Néhrmedium kdnnen demzufolge Riickschliisse
auf die Vitalitdt der Zellen auf den verschiedenen PLGA Sorten gezogen werden. Die LDH-
Konzentration in Ndahrmedien aus Zellkulturen, angeziichtet auf Glaskontrollen, dient dabei
als 100% Vitalitdt Wert. Der 0% Vitalitit Wert wurde in Zellkulturen bestimmt in denen alle

Zellen devitalisiert wurden.

In meiner Arbeit verwende ich das LDH Detection Kit von Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland (Katalognummer: 11644793001).

Die 96-Loch Mikrotiterplatten (Nunc, Deutschland) werden mit 5x10° Osteoblasten pro
Vertiefung besiedelt und mit in 150 pl Standardndhrmedium versorgt. Nach einer
Kultivierung von 24 Stunden im Brutschrank wird das Néhrmedium gegen 150 pl Eluat
getauscht, welches zuvor hergestellt wurde, indem das zu untersuchende Material fiir jeweils

24 Stunden, 1 Stunde oder 10 Minuten in serumfreien Ndhrmedium inkubiert wurde. Zellen,
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welche durch Zugabe von 2% Triton-X-100 vollstindig lysiert werden, dienen als
Positivkontrolle. Zellen, welche in serumfreien Nihrmedium kultiviert werden (minimale
Enzymaktivitit), dienen als Negativkontrolle. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden
wird 100 pl Eluat in eine neue 96-Loch Mikrotiterplatte {iberfiihrt. Die Bestimmung der
Aktivitit von LDH im Uberstand erfolgt nach Herstellerangaben mittels des Roche LDH
Detection Kits. Eine Zellverdiinnungsreihe von 10.000 bis 156 Zellen/Vertiefung dient als
Standard. Die optische Dichte der einzelnen Proben wird in einem Mikroplattenleser bei 490
nm Wellenldnge gemessen. Aus den photometrisch ermittelten Werten wird die Zytotoxizitét
der Proben im Verhiltnis zu Positiv- beziehungsweise Negativkontrolle errechnet. Die
Zytotoxizitdt der Positivkontrolle wird als 100% bezeichnet, wihrend die Zytotoxizitdt der
Negativkontrolle als 0 bezeichnet wird. Die Zytotoxizitét ldsst sich mit folgender Gleichung
errechnen:

Zytotoxizitét (%) = (Testwert — Negativwert) / (Positivwert — Negativwert) x 100

2.7.1.3. BrdU-ELISA

Bromdesoxyuridin (BrdU) ist ein chemisches Analogon des Nukleosids Thymidin
beziehungsweise Desoxyuridin. Beides sind Bestandteile der DNA. Es kann zur
labordiagnostischen Markierung proliferierender Zellen verwendet werden, da es von vitalen
Zellen aufgenommen werden kann und dann anstatt von Desoxythymidintriphosphat in die
Zell-DNA eingebaut wird. Das gebundene BrdU kann anschlieBend durch einen
enzymgekoppelten Immunadsorptionstest nachgewiesen werden. Das hier verwendete BrdU
Cell Proliferation ELISA Kit ist von Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
(Katalognummer: 11647229001).

Die 96-Loch Mikrotiterplatten (Nunc, Deutschland) werden nunmehr mit 5x10° Osteoblasten
pro Vertiefung besiedelt und mit 150 pl Standardndhrmedium versorgt. Nach einer
Kultivierung von 24 Stunden im Brutschrank wird das Néhrmedium gegen 150 pl Eluat
getauscht, welches zuvor hergestellt wurde, indem das zu untersuchende Material fiir jeweils
24 Stunden, 1 Stunde oder 10 Minuten in serumfreien Ndhrmedium inkubiert wurde. Die
Kontrollzellgruppen, bei denen der 100% Proliferationswert bestimmt wird, werden weiterhin
mit Standardndhrmedium versorgt. Nach 48 Stunden wird das Eluat gegen

Standardndhrmedium getauscht, anschlieBend werden die Zellen fiir weitere 72 Stunden im
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Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wird in jede Vertiefung 10 pl BrdU-Losung
gegeben und die Zellen fiir weitere 24 Stunden im Brutschrank kultiviert, damit die Zellen das
BrdU in ihre DNA einbauen konnen. Anschlieend wird die Zellproliferation mit Hilfe des
BrdU Cell Proliferation ELISA Kits bestimmt. Die optische Dichte der einzelnen Proben wird

in einem Mikroplattenleser bei 450 nm Wellenldnge gemessen.

2.7.1.4. WST-Test

WST ist ein Tetrazoliumsalz und kann von zelluliren Enzymen, wie zum Beispiel
mitochondrialer Dehydrogenase, zu Formazan gespalten werden, wobei sich seine Farbe von
Hell- auf Dunkelrot dndert. Umso mehr vitale Zellen sich in einer Probe befinden, umso hoher
ist auch die Konzentration von mitochondrialer Dehydrogenase. Die Steigerung der
Enzymaktivitit fiihrt zu einem Anstieg der Formazankonzentration, welche wiederum direkt
auf die Zahl der metabolisch aktiven Zellen schlieBen 14sst. Der Farbumschlag in der Probe
kann mit einem Spektralfotometer bestimmt werden. Das hier verwendete System ist das Cell
Proliferation Reagent WST-1 von Roche Diagnostics, Mannheim (Katalognummer:
116446807001).

Die PLGA-Zelltrdger werden in 24-Loch Zellkulturplatten, welche 100 pl
Standardnihrmedium pro Vertiefung enthalten, mit jeweils 1x10" Osteoblasten besiedelt.
Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde bei 37°C, um die Zelladhdsion zu gewéhrleisten,
werden weitere 2000 pul Nahrmedium hinzu gegeben. Nach 7-tidgiger Kultivierung, wird die
Zellproliferation nachgewiesen. In jede Vertiefung kommen 200 pl WST-1 Reagenz in einem
Verhéltnis von 1:10 (WST/Ndhrmedium). Nach einer Inkubation von 4 Stunden im
Brutschrank wird das Medium in eine 96-Loch Mikrotiterplatte gegeben. AbschlieBend
erfolgt die Absorptionsmessung bei 450 nm. Zellen, die in Vertiefungen ohne

Zelltragermaterial kultiviert werden, dienen als Kontrolle.
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2.7.1.5. MTT-Test

MTT ist ein gelbes Tetrazoliumsalz und kann von zelluldren Enzymen, wie zum Beispiel
mitochondrialer Dehydrogenase, zu rotem Formazan gespalten werden. Umso mehr vitale
Zellen sich in einer Probe befinden, umso hoéher ist auch die Konzentration von
mitochondrialer Dehydrogenase. Die Steigerung der Enzymaktivitdt filhrt zu einem Anstieg
der Formazankonzentration. Diese wiederum lésst direkt auf die Zahl der metabolisch aktiven
Zellen schlielen. Der Farbumschlag in der Probe kann mit einem Spektralfotometer bestimmt
werden. Das hier verwendete System ist das MTT Cell Proliferation Kit von Roche
Diagnostics, Mannheim (Katalognummer: 11465007001).

96-Loch Zellkulturplatten (Nunc, Deutschland) werden mit 5x10° Osteoblasten pro
Vertiefung, in 150 pl DMEM, besiedelt. Nach einer Kultivierung von 24 Stunden im
Brutschrank wird das Ndhrmedium gegen 100 pl Eluat getauscht welches zuvor hergestellt
wird, indem das zu untersuchende Material fiir 24 Stunden, 1 Stunde oder 10 Minuten in
serumfreien Nahrmedium inkubiert wurde. Zellen, kultiviert in serumfreien DMEM, dienen
als Low-Kontrolle. Nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden wird die Zellproliferation
gemessen. Eine Zellverdiinnungseihe mit 10.000 bis 156 Zellen/Vertiefung dient als Standard.
Die optische Dichte der einzelnen Proben wird in einem Mikroplattenleser bei 450 nm

Wellenlédnge gemessen.

2.7.1.6. Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen

Die PLGA-Zelltrager werden in 24-Loch Platten, welche 100ul Nahrmedium pro Vertiefung
enthalten, mit jeweils 1x10* Zellen besiedelt. Nach einer Inkubation von einer Stunde im
Brutschrank, um die Zelladhdsion zu gewéhrleisten, werden weitere 2000 pl Néhrmedium
hinzugegeben. 7 Tage spdter werden die besiedelten PLGA-Zelltrager durch Waschen mit
PBS, um restliches Ndhrmedium zu entfernen, auf die Rasterelektronenmikroskopie
vorbereitet. Im Anschluss werden die Zellen in 3% Losung von Glutaraldehyd in PBS bei
einem pH-Wert von 7,4 fiir 24 Stunden fixiert. Nach dem Entfernen der Glutaraldehydlosung

werden die Zellen in einer aufsteigenden Alkoholverdiinnungsreihe dehydriert.
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*  50% Ethanol, 5 Minuten
+  60% Ethanol, 5 Minuten
« 70% Ethanol, 5 Minuten
« 80% Ethanol, 5 Minuten
*  90% Ethanol, 5 Minuten
* 100% Ethanol, 5 Minuten

Im nidchsten Schritt erfolgt eine kritische Punkttrocknung mit dem K850 Critical Point Dryer
(Emitech, USA) gefolgt von einer Goldbedampfung mit dem SCD 500 (CAL-Tec, Ashford,
UK).

Zur Rasterelektronenmikroskopie wird das XL30CP der Firma Philips Electron Optics
GmbH, Kassel, Deutschland benutzt. Gearbeitet wird mit Spannungen zwischen 10-15 kV.

2.7.2. Zweite Versuchsreihe: Vergleich von Kollagen-I und Kollagen-I1

Ziel ist es, die Proliferation und Differenzierung von humanen Osteoblasten auf zwei
verschiedenen Kollagenbeschichtungen zu untersuchen. Hierzu werden die Osteoblasten in
24-Loch Platten auf mit Kollagen beschichteten PLGA-Scheiben fiir 5, 10 und 15 Tage
kultiviert. Nach Ablauf der jeweiligen Zeit wird zum einen die Zellzahl bestimmt, zum
anderen werden mit Hilfe von ELISA-Kits die knochenmorphogenetischen Proteine (BMP)
BMP-2, BMP-4, BMP-7 sowie Osteopontin und Decorin nachgewiesen. Durch Bestimmung
der Konzentrationen dieser Proteine im Né&hrmedium der Osteoblasten lassen sich
Riickschliisse auf den Differenzierungsgrad der Zellen auf den verschieden beschichteten
Proben schlieBen. Die Anzahl der Zellen auf den Proben gibt Aufschluss iiber die
Proliferation der Osteoblasten.

Zunichst werden PLGA-Filme mit einem Durchmesser von circa 1 cm, wie unter 2.3.1.
beschrieben, hergestellt. Aufgrund der Ergebnisse aus der ersten Versuchsreihe (siche 3.1.)
wird hier mit PLGA Typ 1 (Sorte 8531, Lotnummer: 0808001776) gearbeitet. Nachdem die
Proben in CellCrowns (siehe 2.3.2.) eingespannt sind, wird das zu untersuchende Material
sterilisiert, indem es in 70% Ethanol gewaschen und dreimal mit PBS gespiilt wird.
Anschliefend wird die Hélfte der Zelltrager mit Kollagen-I und die andere Hélfte mit
Kollagen-II beschichtet (siche 2.4.1.). Nach der Beschichtung werden die Zelltriger zweimal
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mit sterilem PBS gespiilt und in 12-Loch Zellkulturplatten, gefiillt mit 2 ml Ndhrmedium,
gegeben. Jeder Zelltrager wird mit 10* Osteoblasten besiedelt und in einem Brutschrank (Fa.
Heraeus, Hanau, Deutschland) fiir 5, 10 beziehungsweise 15 Tage in wassergeséttigter
Atmosphire (98% Luftfeuchtigkeit) bei 37°C und 5% CO® kultiviert. Nach Ablauf der
jeweiligen Zeit wird zunichst das Ndhrmedium aus den einzelnen Vertiefungen abpipettiert
und separat, um mdglichst viele Proben miteinander vergleichen zu konnen, in
verschlieBbaren Gefdflen gesammelt. Auf diese Weise erhdlt man von Kollagen-I und II pro
Tag jeweils 8 Proben mit denen die oben erwdhnten ELISA-Tests durchgefiihrt werden
konnen. Zur Bestimmung der Zellzahl miissen die Zellen zunichst von den Proben abgeldst
werden. Nach Abpipettieren des Mediums und Spiilen mit Phosphatpufferlosung (PBS,
Sigma, USA) wird 1 ml 0,05% Trypsin-PBS-Losung auf die Zelltriger gegeben.
Anschliefend werden sie fiir 5 Minuten im Brutschrank inkubiert. Nach Ablosen der Zellen
wird die Zellsuspension 1:1 mit DMEM, welches zuvor mit 10% FCS angereichert wurde,
vermischt um die Wirkung des Trypsins zu inhibieren. 20ul der Zellsuspension werden mit 20
ul Tryptophanblau, einem Zellfarbemittel, vermischt und in einer Zdhlkammer nach Neubauer

(Brand, Wertheim, Deutschland) ausgezéhlt.

2.7.2.1. BMP-2, BMP-4 und BMP-7 Immunadsorptionstest

Die in dieser Arbeit verwendeten ELISAs stammen von der Firma RnD Systems, Minneapolis
USA. Zum einen der Quantikine BMP-2 Immunoassay mit der Katalognummer: DBP200,
zum anderen der Quantikine human BMP-4 Immunoassay mit der Katalognummer: DBP400
sowie der Quantikine human BMP-7 Immunoassay mit der Katalognummer: DBP700.

Diese Tests sind Fest-Phasen Sandwich ELISAs, entwickelt, um humanes BMP in
Zellkulturndhrmedien nachzuweisen. Hierzu ist eine 96-Loch Mikrotiterplatte mit einem fiir
das jeweilige BMP (BMP-2, -4 beziehungsweise -7) spezifischen monoklonalen Antikdrper
beschichtet worden. Jedes Loch wird mit 50 pl FEluat befiillt. Es werden zwei
Standardverdiinnungsreihen mit bekannter BMP Konzentration (im Fall von BMP-2 mit 4000
pg/ml bis 62,5 pg/ml und in einer Konzentration von 2000 pg/ml bis 31,2 pg/ml im Fall von
BMP-4 und -7) pro Mikrotiterplatte angelegt. Die restlichen Vertiefungen werden mit dem zu
untersuchenden Eluat befiillt und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur auf einer Riittelplatte

inkubiert. Nach Ablauf der Zeit ist das freie BMP an die immobilisierten Antikorper
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gebunden und die Fliissigkeit aus jeder Vertiefung kann abpipettiert werden. Darauthin wird
jede Vertiefung viermal mit einem speziellem Waschpuffer gespiilt, um die ungebundenen
Substrate zu entfernen. Im néchsten Schritt werden in jede Vertiefung 200 pl Enzym
gekoppelter, fiir das jeweilige BMP spezifische, Antikdrper hinzugegeben und fiir 2 Stunden
auf einer Riittelplatte inkubiert. Nach Wiederholen des Waschvorganges, um ungebundene
Antikorper-Enzym-Komplexe zu entfernen, werden 200 pl einer Substratlosung in die
Vertiefungen der Mikrotiterplatte gegeben. Die Mikrotiterplatte wird nun fiir 30 Minuten
lichtgeschiitzt aufbewahrt und im Anschluss werden 50 pl einer Stopp-Losung hinzugegeben,
um die Enzymaktivitit zu beenden. Die optische Dichte der einzelnen Proben wird in einem

Mikroplattenleser bei 450 nm Wellenldnge gemessen.

2.7.2.2. Osteopontin und Decorin Immunadsorptionstest

Die verwendeten ELISAs stammen ebenfalls von der Firma RnD Systems, Minneapolis USA.
Zum einen das DouSet ELISA Development System fiir humanes Osteopontin mit der
Katalognummer: DY1433, zum anderen das DouSet ELISA Development System fiir
humanes Decorin mit der Katalognummer: DY 143. Bei diesen Tests handelt es sich um
bereits vom Hersteller etablierte Fest-Phasen Sandwich ELISAs, welche entwickelt wurden,
um humanes Osteopontin beziehungsweise Decorin in Zellkulturnihrmedien nachzuweisen.
Anders als bei den ELISAs fir BMP miissen hier die Fest-Phasen, also die 96-Loch
Mikrotiterplatten (Nunc, Deutschland), fiir die Nachweise vorbereitet werden. Hierzu werden
100 pl des coating-Antikorpers in einer Konzentration von 2 pg/ml in jede Vertiefung
gegeben und iiber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wird aus jeder
Vertiefung die Fliissigkeit abpipettiert, um anschliefend jede Vertiefung dreimal mit einem
speziellen Waschpuffer zu waschen. Im néchsten Schritt werden die Mikrotiterplatten mit 300
ul  pro Vertiefung mittels des mitgelieferten Verdiinnungsreagenz geblockt. Die
Inkubationszeit betrdgt eine Stunde, danach wird die Losung abgesaugt und der
Waschvorgang wiederholt. Nun sind die Platten fiir die Zugabe der Proben vorbereitet. Jede
Vertiefung wird mit 100 pl Eluat befiillt. Es werden zwei Standardverdiinnungsreihen mit
bekannter Osteopontin- beziehungsweise Decorinkonzentration (im Fall von Osteopontin mit
4000 pg/ml bis 62,5 pg/ml und in einer Konzentration von 2000 pg/ml bis 31,2 pg/ml im Fall

von Decorin) pro Mikrotiterplatte angelegt. Die restlichen Vertiefungen werden mit dem zu
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untersuchenden Eluat befiillt und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Ablauf
der Zeit ist das freie Antigen an die immobilisierten Antikdrper gebunden und die Fliissigkeit
aus jeder Vertiefung kann abpipettiert werden. Daraufthin wird jede Vertiefung dreimal mit
einem speziellem Waschpuffer gespiilt, um die ungebundenen Substrate zu entfernen. Im
nichsten Schritt werden in jede Vertiefung 100 pl Enzym gekoppelter, fiir das jeweilige
Antigen spezifischer, Antikdrper hinzugegeben und fiir 2 Stunden inkubiert. Nach
Wiederholen des Waschvorganges, um ungebundene Antikdrper-Enzym-Komplexe zu
entfernen, werden 100 pl einer Substratlosung in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte
gegeben. Das Ganze wird fiir 20 Minuten lichtgeschiitzt aufbewahrt und im Anschluss werden
50 pl einer Stopp-Losung hinzugegeben, um die Enzymaktivitit zu beenden. Die optische
Dichte der einzelnen Proben wird in einem Mikroplattenleser bei 450 nm Wellenlidnge

gemessen.

2.7.3. Dritte Versuchsreihe: Vergleich von Kollagen-I und Kollagen-II mit

Chondroitinsulfat

In dieser Versuchsreihe werden PLGA-Oberfiachen mit Kollagen-I in Verbindung mit CS und
ohne CS beschichtet, um die Wirkung von CS auf das Verhalten von osteoblastenidhnlichen
Zellen der Zelllinie MG-63 zu untersuchen. Zu diesem Zweck wird die Zellzahl bestimmt
sowie die Zellmorphologie und die Zell-Adhédsions-Flache untersucht. AuBerdem soll die
Ausbildung von Adhédsionskomplexen dargestellt werden, indem Integrin und Vinculin,
beides wichtige Bestandteile von Adhésionskomplexen, nachgewiesen werden. In diesem
Zusammenhang soll auch das Aktinzytoskelett untersucht werden, um einen vollstdndigen
Uberblick iiber die Adhision der Zellen auf den jeweiligen Oberflichen zu bekommen.
Zunichst werden PLGA-Filme wie unter 2.3.1. beschrieben hergestellt. Aufgrund der
Ergebnisse aus der ersten Versuchsreihe wird hier mit PLGA Typ 1 (Sorte 8531, Lotnummer:
0808001776) gearbeitet. Die Proben haben eine Fliache von 3,14 cm? und einen Durchmesser
von 2 cm. Nachdem die Proben in CellCrowns (siehe 2.3.2.) eingespannt sind, wird das zu
untersuchende Material sterilisiert, indem es in 70% Ethanol gewaschen und dreimal mit PBS
gesplilt wird. Danach werden ein Drittel der Zelltrdger mit Kollagen-I sowie ein Drittel mit
Kollagen-I/CS beschichtet (siche 2.4.1. und 2.5.2.). Das letzte Drittel bleibt unbeschichtet.

Nach der Beschichtung werden die Zelltriger zweimal mit sterilem PBS gespiilt und in 12-
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Loch Zellkulturplatten, gefiillt mit 2 ml Néhrmedium, gegeben. Jede Vertiefung wird mit
30.000 Zellen besiedelt, was circa 17.000 Zellen pro cm? entspricht. Als Referenzmaterial
werden Mikroskopierdeckgldser mit einem Durchmesser von 1,24 ¢cm und einer Fliche von
1,2 cm® (Marienfeld GmbH & Co. KG, Deutschland) benutzt. Die Zellen werden dann jeweils

fiir einen, drei und sieben Tage im Brutschrank kultiviert.

2.7.3.1. Zellzahl, Morphologie, fokale Adhasionskomplexe, Aktinzytoskelett

An Tag 1 nach Zellaussaat werden die Zellen zweimal mit PBS gespiilt, mit 70% gefrorenem
Ethanol fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur fixiert und mit einer Kombination aus 2
verschiedenen fluoreszierenden Férbemitteln fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur geférbt
mittels eines Zellmembranfiarbemittel, Texas Red C2-maleimide (Molecular Probes,
Invitrogen, Katalognummer: T6008; 20ng/ml) und einem Zellkern Farbemittel, Hoechst
33342 (Sigma, USA; S5ug/ml). Die Zahl und Form der Zellen auf den PLGA-Filmen wird auf
Mikrofotos bestimmt. Aufgenomen werden diese Fotos unter einem Epifluoreszenzmikroskop
(Axioplan 2, ZEISS, Deutschland), welches mit einer Digitalkamera (AxioCam Mrc5, ZEISS,
Deutschland) ausgestattet ist.

3. PLGA+Kollagen 4. PLGA+Kollagen+CS

Abb. 8: Typische Aufnahme von MG-63 Zellen, gefirbt mit Texas Red C2-maleimide.
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Abb. 9: Typische Aufnahme von MG-63 Zellen gefirbt mit Hoechst 33342. Blaue Punkte

reprasentieren Zellkerne, welche manuell gezahlt werden konnen.

Am dritten Tag nach Zellaussaat werden die Zellen mit einem Immunfluoreszenz-Farbemittel
fiir Integrin, Vinculin und Aktin behandelt. Die Zellen werden zweimal mit PBS gespiilt und
mit 70% Ethanol fiir 10 Minuten bei minus 20°C fixiert. AnschlieBend werden sie fiir 20
Minuten bei Raumtemperatur mit einer Losung aus 1% Rinderserumalbumin (bovine serum
albumin: BSA; Serva, Deutschland, Katalognummer: 11930) in PBS inkubiert, um die
unspezifischen Antikorperbindungsstellen der Zellen zu blockieren. Auflerdem enthilt die
Losung 0,05% Triton X-100 (Serva, Deutschland, Katalognummer: 37195), um die
Permeabilitit der Zellmembran zu gewihrleisten. Nach Ablauf der Zeit wird die Losung
abgesaugt und die Proben fiir 20 Minuten mit 1% Tween (Merck, USA, Katalognummer:
822184) benetzt. Im Anschluss werden die Zellen iiber Nacht bei 4°C mit humanem anti
Integrin (Chemicon International Inc., Temecula, CA, USA; Katalognummer: MAB1981),
humanem anti Vinculin und synthetischem anti B-Aktin (beide Antikdrper kommen von
Sigma, St. Louis, MO, USA; Katalognummern: V9131 und A5441) behandelt. Diese
primdren Antikdrper werden in einem Verhéltnis von 1:400 in PBS geldst. Am néchsten Tag
werden die Zellen mit einer Losung aus PBS mit 0,05% Tween (Merck, USA,
Katalognummer: 822184) gespiilt, um dann den sekundédren Antikorper, ein aus Ziegen

gewonnenes anti Maus F(ab’)2 Fragment von Immunglobulin G konjugiert mit der
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Fluoreszenzsonde Alexa Fluor® 488 (Molecular Probes, Invitrogen, USA, Katalognummer:
57466A; 1:400 in PBS verdiinnt), fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur hinzuzugeben. Im
Anschluss werden die Zellen zweimal mit PBS gespiilt. Die Proben werden dann mit einem
wissrigen Fluoreszenz konservierenden Gel (Biomedia Corporation, USA) bedeckt und unter
einem Mikroskopdeckglas fixiert. Im Anschluss werden die Adhisionskomplexe, die
zytoskelettalen Molekiile sowie die Zellzahl auf Mikrofotos ausgewertet. Aufgenommen
werden die Bilder unter einem Epifluoreszenzmikroskop (Axioplan2, ZEISS, Deutschland),
welches mit einer Digitalkamera (AxioCam Mrc5, ZEISS, Deutschland) ausgestattet ist.
Konfokale Laserscanmikroskopie, eine Technik, die es ermdglicht, horizontale optische
Schnitte durch Zellen zu legen, kommt zusétzlich zum Einsatz. Die Bilder werden mit dem
Carl ZEISS Microimaging LSM 510 gemacht.

Am siebten Tag nach Zellaussaat, wenn die Zellzahl stark zugenommen hat und die Zellen in
mehreren Schichten wachsen, werden sie mit Hilfe von in PBS gelostem Trypsin-EDTA
(Biochrom, Deutschland, Katalognummer: L2153) von den PLGA-Filmen geldst. Gezéhlt
werden die Zellen unter zuhilfenahme der Neubauerzahlkammer und einem Lichtmikroskop
(IM35, ZEISS, Deutschland; Zehnfache VergroBerung). Fiir jede Versuchsgruppe (PLGA,
PLGA + Kollagen-I, PLGA + Kollagen-I + CS) werden drei Proben verwendet und jede

Probe wird 12 Messungen unterzogen.

2.7.3.2. Auswertung der Mikrofotos

Aus jeder Versuchsgruppe (PLGA, PLGA + Kollagen-I, PLGA + Kollagen-I + CS) werden
nach dem ersten und dritten Tag nach Zellaussaat 3 Proben ausgesucht. Von jeder Probe
werden 9 Fotos in zufdllig ausgewéhlten, gleichméBig auf der Zelltrdgeroberflidche verteilten
Bereichen gemacht. Die Zellen werden dann auf den vorliegenden Fotos gezdhlt. Bei dem

dabei verwendeten Programm handelt es sich um Photoshop (Microsoft Office).



32 2. Material und Methoden

2.7.3.3. Messung der Zell-Adhisions-Flache

Zellen, die am ersten Tag nach Zellaussaat mit dem Zellmembran Fiarbemittel Texas Red C2-
Maleimide gefdrbt werden, werden zur Analyse der Zell-Adhisions-Fliche herangezogen.
Die Zellen werden unter zuhilfenahme eines Mikroskops fotografiert (Grofe des
fotografierten Bereichs: 8.63 x 10* cm®). Die Zellfliche, projiziert auf das
Untergrundmaterial, wird mit der Software Atlas (Tescan Ltd., Brno, Tschechische Republik)
gemessen. Zellen, die interzelluldr Kontakte entwickelt haben, werden von der Messung
ausgeschlossen. Aus jeder Versuchsgruppe werden drei verschiedene Proben mit jeweils circa

100 bis 150 Zellen ausgewertet.

2.7.3.4. Statistische Auswertung

Die quantitativen Daten werden als Durchschnitt £ SFA (Standard Fehler Abweichung) von
20 bis 150 Messungen angegeben. Zur Bestimmung der Zellzahl an Tag 1 und 3 nach
Zellaussaat auf Mikrofotos sind insgesamt 27 Messungen notig. 100 bis 150 Zellen werden
am ersten Tag nach Zellaussaat zur Bestimmung der Zell-Adhésions-Flache gemessen. Am
siebten Tag nach Zellaussaat werden 20 Zellzahlbestimmungen mittels des Lichtmikroskops
durchgefiihrt. Mehrfaktorielle Varianzanalysen werden mit ANOVA (analysis of variance)
durchgefiihrt, indem die Student-Newman-Keuls Methode angewandt wird. Ein Wert von p <

0,05 wird dabei als signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1. Erste Versuchsreihe: Vergleich von PLGA Typ 1 und 2

3.1.1. FDA/PI Farbung

10 Minuten Elluat 1 Stunde Elluat

24 Stunden Elluat Kontrolle, Standardnahrmedium

Abb. 10: FDA/PI Fiarbung von humanen Osteoblasten, PLGA Typ 1. Axioplan2 Mikroskop,

AxioCam MRc5 Digitalkamera (ZEISS, Deutschland). Griin gefdrbte Zellen sind vital, rote wiren devital (siehe

2.7.1.1.). Auf den untersuchten Proben lieBen sich ausschlieBlich griin gefarbte vitale Zellen finden.
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10 Minuten Elluat 1 Stunde Elluat

24 Stunden Elluat Kontrolle, Standardnahrmedium

Abb. 11: FDA/PI Fiarbung von humanen Osteoblasten, PLGA Typ 2. Axioplan2 Mikroskop,

AxioCam MRc5 Digitalkamera (ZEISS, Deutschland). Griin gefdrbte Zellen sind vital, rote wiren devital (siehe

2.7.1.1.). Auf den untersuchten Proben lieBen sich ausschlielich griin geférbte vitale Zellen finden.

Auf keiner der untersuchten Proben lassen sich rot gefarbte Zellen nachweisen. Dass alle
Zellen griin geférbt sind, zeigt, dass keines der beiden Materialien negative Auswirkung auf

die Zellvitalitit hat.



35 3. Ergebnisse

3.1.2. LDH-Test
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Tab. 1: LDH-Test, PLGA Typ 1 und 2. Vitalitit der Osteoblasten kultiviert in Nihrmedium, in
welchem zuvor fiir jeweils 10 Minuten, 1 Stunde und 24 Stunden die jeweiligen PLGA-Filme inkubiert wurden.
Die Zellvitalitdit wurde mit dem LDH Detection Kit von Roche Diagnostics, Mannheim bestimmt. Die
Abweichungen der LDH - Konzentration zwischen den PLGA Proben und der Kontrolle liegen im Normbereich.

Somit sind die Proben als nicht zytotoxisch einzustufen.

In den obigen Tabellen ist die Zytotoxitit der verschiedenen Zellkulturen bereits errechnet
worden (siehe 2.7.1.2. LDH-Test). Es konnten keine gravierenden Abweichungen der LDH-

Konzentration zwischen den PLGA Proben und der Glaskontrolle nachgewiesen werden.



36 3. Ergebnisse

3.1.3. ELSIA, BrdU Test

BrdU-Test PLGA Typ 1
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Tab. 2: BrdU-Test, PLGA Typ 1 und 2. Zellproliferationsbestimmung mittels des BrdU Cell
Proliferation ELISA Kits von Roche Diagnostics, Mannheim. Die Osteoblasten wurden in Néhrmedium
kultiviert, in welchem zuvor die jeweiligen PLGA-Proben fiir jeweils 10 Minuten, 1 Stunde und 24 Stunden
inkubiert wurden. Die Proliferationswerte fiir PLGA Typ 1 sind durchweg hoher als die fiir Typ 2. Die extrem
niedrigen Werte fiir die 24 Stunden Proben von PLGA Typ 2 lassen sich vermutlich auf Pipettierfehler

zurilickfithren und sollten nicht beriicksichtigt werden.

Der BrdU Nachweis in den einzelnen Zellkulturen ergibt fiir PLGA Typ 1 durchweg hohere
Werte als fiir Typ 2. Dies lésst auf eine bessere Zellproliferation schlieBen. Bei Typ 1 lieBen
sich fiir die 10 Minuten und 1 Stunde Proben sogar hohere Proliferationswerte als bei der
Kontrollgruppe detektieren. Das Gleiche gilt fiir die 1-Stunde-Probe von Typ 2. Mit 83%
Proliferation bei der 24-Stunden-Probe von Typ 1 und 88% bei der 10-Minuten-Probe von

Typ 2 liegen die Wert noch in der zu erwartenden Streuung. Die extrem niedrigen Werte fiir
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die 24-Stunden-Proben des PLGA Typs 2 lassen sich vermutlich auf Pipettierfehler

zuriickfiihren und sollten nicht berticksichtigt werden.

3.1.4. WST-Test

WST-Test PLGA Typ 1
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Tab. 3: WST-Test, PLGA Typ 1 und 2. Zellproliferationsbestimmung mittels des Cell Proliferation
Reagent WST-1 von Roche Diagnostics, Mannheim. Die Osteoblasten wurden auf Zelltrdgern kultiviert, welche
zuvor fiir jeweils 10 Minuten, 1 Stunde und 24 Stunden in Nédhrmedium inkubiert wurden. Prozentangaben im
Verhiltnis zur Kontrolle. Auf beiden PLGA Sorten ldsst sich metabolische Aktivitdt nachweisen. Die Werte fiir

Osteoblasten auf PLGA des Typs 2 sind im Schnitt hoher als fiir Osteoblasten auf Typ 1.
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Die gewonnen Ergebnisse lassen keine konkreten Aussagen zu. Zwar sind die
Proliferationswerte fiir Osteoblasten auf PLGA vom Typ 2 im Schnitt hoher als fiir

Osteoblasten auf Typ 1, es ldsst sich jedoch auf allen Proben Proliferation nachweisen.

3.1.5. MTT-Test
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Tab. 4: MTT-Test, PLGA Typ 1 und 2. Zellproliferationsbestimmung mittels des MTT Cell
Proliferation Kits von Roche Diagnostics, Mannheim. Die Osteoblasten wurden in Ndhrmedium kultiviert, in
welchem zuvor die jeweiligen PLGA-Proben fiir 10 Minuten, 1 Stunde und 24 Stunden inkubiert wurden. Alle
Werte liegen im Bereich der 100% Kontrolle. Mithin lassen sich keine negativen Auswirkungen auf die

metabolische Aktivitit der Osteoblasten feststellen.
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Die Proliferationsbestimmung mittels des MTT-Tests ergibt durchweg Werte, die im Bereich
der 100%-Kontrolle liegen. Es kann also gefolgert werden, dass sowohl PLGA Typ 1 als auch
Typ 2 keine negative Auswirkung auf die metabolische Aktivitdt der Osteoblasten hat.

3.1.6. Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen

Magn F——— 500 m Magn I—f 200 pm

101x ; B 200x

Abb. 12: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen einer 7 Tage alten

Osteoblastenkultur auf Glas. Rasterelektronenmikroskop XL30CP der Firma Philips Electron Optics
GmbH, Kassel. Abb. 12.1.: 101 fache Vergroerung, Abb. 12.2.: 200 fache VergréBerung, Abb. 12.3.: 1000

fache VergroBerung.

Die Zellen sind netzartig ausgewachsen und haben einen dichten Zellteppich gebildet. Mit

ihren vielen Fortsdtzen stehen sie untereinander in Kontakt und adherieren am Untergrund.
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Die Aufnahmen zeigen typische Osteoblastenkulturen wie sie aufgrund von

Erfahrungswerten zu erwarten waren.

Abb. 13: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen einer 7 Tage alten

Osteoblastenkultur auf PLGA-Zelltriagern des Typ 1. Rasterelektronenmikroskop XL30CP der

Firma Philips Electron Optics GmbH, Kassel. Abb. 13.1.: 500 fache VergroBerung, Abb. 13.2.: 1000 fache
VergroBerung. Die Zellen bilden einen relativ dichten Zellteppich. Hinsichtlich der Morphologie lassen sich

keine Unterschiede zur Positivkontrolle feststellen.
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Abb. 14: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen einer 7 Tage alten

Osteoblastenkultur auf PLGA-Zelltriagern des Typ 2. Rasterelektronenmikroskop XL30CP der

Firma Philips Electron Optics GmbH, Kassel. Abb. 14.1.: 500 fache Vergroferung, Abb. 14.2.: 1000 fache
VergroBerung. Die Zellen haben einen relativ dichten Zellteppich gebildet. Hinsichtlich der Morphologie ldsst
sich erkennen, dass die Zellen weniger Ausldufer und somit auch weniger Interzelluldrkontakte als auf der

Positivkontrolle haben.

Die Osteoblasten bilden sowohl auf Glas als auch auf beiden PLGA-Oberfichen dichte
Zellteppiche aus. Die Zellen weisen eine ausgedehnte Oberfliche auf und stehen

untereinander mit diversen Ausldufern in Kontakt. Dennoch soll darauf hingewiesen werden,



42 3. Ergebnisse

dass der Eindruck entsteht, als ob die Morphologie der Osteoblasten auf Typ 1 der
Morphologie der Zellen auf der Kontrolle mehr dhnelt, als die Morphologie der Osteoblasten
auf Typ 2. Dies bezieht sich vor allem auf die Anzahl der Zellausldufer und der

Interzellulidrkontakte.

3.2. Zweite Versuchsreihe: Vergleich von Kollagen-I und Kollagen-II

3.2.1. Zellzahl
Zellzahl
40
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Tag 5 Tag 10 Tag 15
Kultivierungsdauer in Tagen n=4

Tab. 5: Zellzahl auf PLGA-Filmen, PLGA mit Kollagen-I und PLGA mit Kollagen-II beschichtet nach 5,

10 und 15 Tagen der Zellkultur. Jede Probe wurde mit 1x10* Zellen besiedelt. An allen Tagen wurden von jeder
Beschichtung 4 Proben ausgezihlt. Auf allen Proben zeigt sich ein Anstieg der Zellzahl im Vergleich zum ersten

Tag.

Die Zellzahl auf unbeschichteten PLGA-Folien am fiinften Tag nach Zellaussaat betrdgt im
Schnitt 6x10%, am zehnten Tag 11,75x10* und am fiinfzehnten Tag 12,75x10". Somit lasst
sich eine konstante Zunahme der Zellzahl erkennen. Auf mit Kollagen-I beschichteten PLGA-
Folien betréigt die durchschnittliche Zellzahl am fiinften Tag 5,5x10°, am zehnten Tag
21,75x10* und am fiinfzehnten Tag 9,75x10*. Die maximale Zellzahl liegt am zehnten Tag
nach Aussaat. Am fiinfzehnten Zag ist die Zellzahl jedoch hoher als am fiinften Tag. Ein
dhnliches Bild zeigt sich auf Kollagen-II beschichteten PLGA-Folien. Auch hier ist die
maximale Zellzahl am zehnten Tag nach Zellaussaat mit 18,75x10* Zellen zu verzeichnen.
Am fiinften Tag sind es mit 3,25x10" Zellen deutlich weniger als am fiinfzehnten Tag mit

12,25x10* Zellen.



43 3. Ergebnisse

3.2.2. ELISA-Tests

3.2.2.1. Decorin

Decorin
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Tab. 6: Decorinkonzentration im Nihrmedium von Osteoblastenkulturen auf PLGA Filmen, PLGA mit

Kollagen-I und PLGA mit Kollagen-II beschichtet nach 5, 10 und 15 Tagen der Zellkultur. Die Proben wurden
mit 1x10* Zellen besiedelt. Jede Datenreihe stellt sich als der durchschnittliche Wert aus 8 Proben dar. In allen
Proben ldsst sich Decorin nachweisen. Je ldnger die Zellen in Kultur sind, umso hdher ist die

Decorinkonzentration.

Die Decorinkonzentration auf reinem PLGA steigt kontinuierlich von 1,902 ng/ml an Tag 5
iiber 2,143 ng/ml an Tag 10 auf 2,507 ng/ml an Tag 15 nach Zellaussaat. Sehr &hnliche
Konzentrationen finden sich auf mit Kollagen-I beschichtetem PLGA. In diesem Fall steigt
die Decorinkonzentration von 1,967 ng/ml an Tag 5 iiber 2,108 ng/ml an Tag 10 auf 2,285
ng/ml an Tag 15. Etwas niedrigere Decorinkonzentrationen, ndmlich 1,401 ng/ml an Tag 5,
1,804 ng/ml an Tag 10 und 2,227 ng/ml an Tag 15, werden in den mit Kollagen-II
beschichteten Proben detektiert. Im Nahrmedium aller untersuchten Oberfléchen steigt die
Decorinkonzentration kontinuierlich an. Bei Kollagen-I beschichteten PLGA Folien und
reinem PLGA sind die Konzentrationen anndhernd identisch, bei Kollagen-II beschichteten

Zelltragern sind sie an allen drei Tagen niedriger.
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3.2.2.2. Osteopontin

Osteopontin
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Tab. 7: Osteopontinkonzentration im Nihrmedium von Osteoblastenkulturen auf PLGA Filmen,

PLGA mit Kollagen-I und PLGA mit Kollagen-II beschichtet nach 5, 10 und 15 Tagen der Zellkultur. Die
Proben wurden mit 1x10* Zellen besiedelt. Jede Datenreihe stellt sich als der durchschnittliche Wert aus 8

Proben dar.

Die Osteopontinkonzentration auf unbeschichteten PLGA Zelltrdgern steigt von Tag 5 mit
0,01 ng/ml, iiber 0,011 ng/ml an Tag 10 auf 0,013 ng/ml an Tag 15 kontinuierlich an. Auch
bei den mit Kollagen-II beschichteten PLGA Folien ist eine kontinuierliche Zunahme der
Osteopontinkonzentration von 0,002 ng/ml an Tag 5 auf 0,005 ng/ml an Tag 15 festzustellen.
Bei Zelltragern, welche mit Kollagen-I beschichtet sind, betrdgt die hochste
Osteopontinkonzentration 0,012 ng/ml an Tag 5 nach Zellaussaat. An Tag 10 lassen sich
0,009 ng/ml und an Tag 15 0,01 ng/ml Osteopontin nachweisen. Auffillig ist, dass die
gemessenen Osteopontinkonzentrationen auf mit Kollagen-II beschichteten Zelltrigern
deutlich niedriger sind als auf den anderen Zelltrigern. Auf reinem PLGA sind die
Konzentrationen an Osteopontin an Tag 10 und 15 am hochsten, auf mit Kollagen-I
beschichtetem PLGA hingegen sind sie an Tag 5 am hochsten. Der Unterschied zwischen den
beiden zuletzt genannten Proben ist nicht signifikant. Insgesamt ist die

Osteopontinkonzentration auf allen Proben niedrig.
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3.2.2.3. BMP-2, BMP-4 und BMP-7
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BMP-7
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Tab. 8: Konzentration von BMP-2, BMP-4 und BMP-7 im Nihrmedium von

Osteoblastenkulturen auf PLGA-Filmen, PLGA mit Kollagen-I und PLGA mit Kollagen-II beschichtet nach 5,
10 und 15 Tagen der Zellkultur. Jede Probe wurde mit 1x10* Zellen besiedelt. Jede Datenreihe stellt sich als der
durchschnittliche Wert von 8 Proben dar. BMP-2 und BMP-4 kénnen nur in sehr geringen Mengen
nachgewiesen werden, wodurch auch die hohen Abweichungen innerhalb einer Datenreihe erkldrt werden

konnen. Die BMP-7 Konzentration ist um ein Mehrfaches hoher als die von BMP-2 und -4.

Die BMP-2 Konzentration in den untersuchten Ndhrmedien ist sehr gering. Auf reinem PLGA
betriigt sie an Tag 5 0,014ng/ml, an Tag 10 0,01 ng/ml und an Tag 15 0,003 ng/ml. Ahnliche
Werte ergaben die Messungen fiir Kollagen-I Beschichtungen: 0,022 ng/ml an Tag 5, 0,002
ng/ml an Tag 10 sowie 0,003 ng/ml an Tag 15. Bei den mit Kollagen-II beschichteten
Zelltrager ist die BMP-2 Konzentration am 5.Tag 0,007 ng/ml und am 15. Tag 0,026 ng/ml.
Dass der Wert an Tag 10 negativ ist, hingt mit dem Messverfahren zusammen. Die BMP-2
Konzentration an diesem Tag betrigt 0 ng/ml. Auch fiir BMP-4 lassen sich keine hohen
Konzentrationen nachweisen. Die hochsten Werte werden hier auf mit Kollagen-I
beschichteten Zelltrdgern festgestellt: am 5.Tag 0,012 ng/ml, am 10.Tag 0,013 ng/ml und am
15.Tag 0,023 ng/ml. Bei Kollagen-II Beschichtungen liegen die BMP-4 Konzentrationen bei
0,006 ng/ml an Tag 5, 0,01 ng/ml an Tag 10 und 0,011 ng/ml an Tag 15. Die BMP-4
Konzentrationen auf reinem PLGA liegen mit 0,014 ng/ml an Tag 5, 0,008 ng/ml an Tag 10
und 0,006 ng/ml an Tag 15 auf einem @hnlichen Niveau. Es konnen also keine Unterschiede
in der Osteoblastendifferenzierung festgestellt werden. Die BMP-7 Konzentrationen sind
deutlich hoher als die von BMP-2 und -4. Auf reinem PLGA betragen sie am 5.Tag 0,076
ng/ml, am 10.Tag 0,055 ng/ml und am 15.Tag 0,06 ng/ml. Im Elluat der mit Kollagen-I
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beschichteten Zelltrager sind die Konzentrationswerte dhnlich: am 5.Tag 0,072 ng/ml, am
10.Tag 0,072 ng/ml und am 15.Tag 0,058 ng/ml. Die BMP-7 Konzentration im Elluat der mit
Kollagen-II beschichteten Zelltriger betragt am 5.Tag 0,091 ng/ml, am 10.Tag 0,076 ng/ml
und am 15.Tag 0,077 ng/ml. Auf allen drei Zelltragersorten sind die BMP-7 Konzentrationen
somit auf einem dhnlichen Niveau.

Auftillig ist, dass die BMP-7 Konzentrationen deutlich hoher sind als diejenigen fiir BMP-2
und -4. Die Konzentrationen im Elluat der drei verschiedenen Proben weisen keine
signifikanten Unterschiede auf. Folglich kénnen nach 15 Tagen, anhand der Bestimmung von
BMP-2, -4 und -7, keine Unterschiede in der Zelldifferenzierung zwischen Kollagen-I und

Kollagen-II Beschichtungen sowie reinem PLGA festgestellt werden.
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3.3. Dritte Versuchsreihe: Vergleich von Kollagen-I1 und Kollagen-I mit

Chondroitinsulfat

3.3.1. Zellzahl, Zellform und Zell-Adhisions-Fliche

Zellzahl, Tag 1 der Zellkultur
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Tab. 9: Zellzahl auf PLGA-Filmen, an Tag 1, 3 und 7 der Zellkultur. PLGA mit Kollagen
und Kollagen + CS beschichtet. Mikroskopiedeckglédser dienen als Kontrolle. Auf PLGA mit Kollagen und CS

Beschichtung lassen sich signifikant hohere Zellzahlen feststellen.
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Beschichtungen mit Kollagen-I sowie Kollagen-I/CS fiihren nach einem Tag nicht zu einer
erhohten Zellzahl. Die initiale Zellzahl auf Kollagen-I/CS war am ersten Tag mit ca. 31 %
(£ 5 %) signifikant geringer als auf reinem PLGA. Nach 3 Tagen ist jedoch eine signifikant
hohere Zellzahl auf Kollagen-I/CS als auf reinem PLGA festzustellen (ca. 45 % + 14 %). An
Tag 7 ist die Zellzahl auf Kollagen-I/CS um ca. 50 % (+ 5 %) hoher als auf reinem PLGA, um
ca. 47 % (£ 4 %) hoher als auf Kollagen-I und ca. 69 % (= 5 %) hoher als auf der
Glasskontrolle. Es ist eine signifikant hohere Zellzahl auf Kollagen-I/CS als auf Kollagen-I
sowie auf reinem PLGA festzustellen. Beschichtungen nur mit Kollagen-I fithren im

Vergleich mit reinem PLGA nicht zu einem Anstieg der Zellzahl.

3. PLGA+Kollagen 4. PLGA+Kollagen+CS

Abb. 15: Aufnahme von 1 Tag alten MG-63 Zellkulturen, gefirbt mit Texas Red C2-maleimide

auf Mikroskopiedeckgldsern, PLGA-Filmen, PLGA mit Kollagen und Kollagen + CS beschichtet. Zellen auf
PLGA und beschichtetem PLGA zeigen eine ausgedehntere Oberfliche mit mehr Ausldufern. Axioplan2
Mikroskop, AxioCam MRc5 Digitalkamera (ZEISS, Deutschland). Die rote Markierung entspricht 100 wm.
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Zellen, die auf verschieden prédparierten Zelltrigern angeziichtet werden, zeigen eine
unterschiedliche Morphologie. Zellen auf PLGA sowie die Zellen auf beiden Beschichtungen
haben eine ausgedehntere Oberfliche als Zellen, die auf Glas kultiviert werden. Zellen,
welche auf Kollagen-I beschichtetem PLGA beziehungsweise mit Kollagen-I in Verbindung
mit CS beschichtetem PLGA kultiviert werden, bilden mehr Auslaufer aus als Zellen, die auf
unbehandeltem PLGA kultiviert wurden. Hinzu kommt, dass Zellen auf Kollagen-1 + CS
Beschichtungen flach und polygonal erscheinen, wéhrend sie auf reinem PLGA sowie auf

PLGA mit Kollagen-I Beschichtung eher spindelférmig sind.

Zelladhiasionsflache, Tag 1 der Zellkultur
900 - *p = 0.05im Bezug zur Kontrolle
* * *
N 800 - ~ * gl
f— I 15 1C
£ 700 -
S: 600 T
S 500 -
= 400
S 300 -
o
-’g 200 -
i 100
0 T T T 1
PLGA PLGA + PLGA + Glas
Kollagen Kollagen + CS
Material

Tab. 10: Zelladhasionsfliche an Tag 1 der Zellkultur auf Mikroskopiedeckglisern, PLGA-Filmen,
PLGA mit Kollagen und Kollagen + CS beschichtet.

In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen der Zellmorphologie ergibt die Berechnung der
Zell-Adhidsions-Flache nach einem Tag grofere Werte fir Zellen auf PLGA, PLGA
beschichtet mit Kollagen-I und Kollagen-I + CS als fiir Zellen auf Glaskontrollen. Es kann
somit ebenfalls gezeigt werden, dass weder Kollagen-I noch Kollagen-I in Verbindung mit
CS die Zell-Adhésions-Flache in Vergleich zu reinem PLGA beeinflussen. Die Auswertung
der Zell-Adhédsions-Flache nach 3 und 7 Tagen ist aufgrund der vielen interzelluldren
Kontakte sowie einem Anstieg der Zellpopulationsdichte nicht moglich, da sich die genauen

Zellgrenzen nicht mehr bestimmen lassen.
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3.3.2. Verteilung von Integrin, Vinculin und Aktin

Abb. 16: Integrinfirbung, Immunfluoreszenzfirbung von Integrin in humanen osteoblastenihnlichen

MG-63 Zellen aus einer drei Tage alten Zellkultur. Axioplan2 Mikroskop, AxioCam MRc5 Digitalkamera
(ZEISS, Deutschland). Die rote Markierung entspricht 100 um. Abb. 16.1.: Zellen auf Glas, Abb. 16.2.: Zellen
auf PLGA, Abb. 16.3.: Zellen auf PLGA + Kollagen-I, Abb. 16.4.: Zellen auf PLGA + Kollagen-I + CS.

Mittels konventioneller Immunfluoreszenzmikroskopie kann gezeigt werden, dass
Integrinadhesionsrezeptoren vorwiegend in der Mitte der Zellen lokalisiert sind, wo sie
punktartige Strukturen ausbilden. Besonders helle und grofle Strukturen zeigen sich in Zellen,

welche auf Kollagen-1/CS angeziichtet wurden.
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Abb. 17: Vinculinfirbung, Immunfluoreszenzfirbung von Vinculin in humanen osteoblastenihnlichen

MG-63 Zellen aus einer drei Tagen alten Zellkultur. Konfokales Laserscanmikroskop, Carl ZEISS Microimaging
LSM 510. Abb. 17.1.: Zellen auf Glas, Abb.17.2.: Zellen auf PLGA, Abb. 17.3.: Zellen auf PLGA + Kollagen-I,
Abb. 17.4.: Zellen auf PLGA + Kollagen-I + CS. Die rote Markierung entspricht 20 um. Zellen kultiviert auf
Kollagen-I + CS Beschichtungen zeigen die ausgedehnteste Zellmorphologie sowie die meisten und grofiten

Adhésionskomplexe an den Zellecken und der Innenseite der Zellmembran.

Untersuchungen mittels konfokaler Laserscanmikroskopie machen deutlich, dass Vinculin,
das heilit strukturelle Proteine fokaler Adhédsionsplaques in Verbindung mit Integrin,
streifenartige fokale Adhésionskomplexe bilden. Diese Komplexe sind besonders hdufig in
den Ecken der Zellen aber auch im Zellzentrum zu finden. Besonders ausgeprigt sind sie auf

Zellen, kultiviert auf Kollagen-I/CS — Beschichtungen. Die zuletzt erwihnten Zellen zeigen
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mehr und gréfere vinculinhaltige Adhédsionskomplexe im Vergleich zu Zellen auf den

anderen Beschichtungen.

Abb. 18: Aktinfarbung, Immunfluoreszenzfirbung von Aktin in humanen osteoblastenihnlichen MG-63

Zellen aus einer drei Tage alten Zellkultur. Axioplan2 Mikroskop, AxioCam MRcS Digitalkamera (ZEISS,
Deutschland). Die rote Markierung entspricht 100 um. Abb. 18.1: Zellen auf Glas, Abb. 18.2.: Zellen auf PLGA,
Abb. 18.3.: Zellen auf PLGA + Kollagen-I, Abb. 18.4.: Zellen auf PLGA + Kollagen-I + CS.

Das Zytoskelettprotein Aktin ist im gesamten Zytoplasma gleichmiBig verteilt. Hier bildet es
Filamente in Verbindung mit einer kornigen Struktur. Sowohl auf Glas als auch auf reinem
PLGA sind die Filamente fein. Auf Glas sind diese Filamente parallel ausgerichtet und
verlaufen zwischen den gegeniiberliegenden Zellecken, wihrend sie auf reinem PLGA eher
ein gitterartiges Netzwerk in Kombination mit kdrnigen Strukturen ausbilden. Auf Kollagen-I
formen die Aktinfilamente relativ kurze, aber dicke und hell gefarbte Biindel. Ein dhnliches
Muster zeigt sich auf Kollagen-1/CS, allerdings sind die Aktinfilamentbiindel hier kiirzer und

mit einer kornigen Struktur kombiniert.
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PLGA ist ein von der U.S. Food and Drug Administration iiberpriiftes Polymer aus Laktose
und Glucose und findet bereits vielféltigen Einsatz in der Medizin. In Wasser unterliegt
PLGA  einer Hydrolyse seiner  Esterverbindungen zu  Laktosesdure- und
Glucosesduremolekiilen. Diese Molekiihle kdnnen im menschlichen Korper innerhalb des
Citratzyklus verstoffwechselt werden (Houchin und Topp, 2008). Somit ist es theoretisch ein
geeigneter Zelltrager in der Knochengeweberekonstruktion, wenn das Ziel darin liegt, einen
Ersatzknochen, beziehungsweise ein Ersatzgelenk nur aus korpereigenem Gewebe
herzustellen. Die in dieser Arbeit im Umgang mit PLGA gewonnen Erkenntnisse zeigen, dass
PLGA in Kontakt mit Wasser dazu neigt, sich zu verformen (siche 2.3.1. Herstellung von
PLGA-Filmen). Da die Formstabilitdt von Zelltrdgern in der Knochengeweberekonstruktion
jedoch von entscheidender Bedeutung ist, muss noch ein Weg gefunden werden, dieses
Problem zu umgehen bzw. eine Losung desgleichen aufzuzeigen. Ebenso wichtig ist die
Biokompatibilitdt der Zelltrdger. In dieser Studie kann gezeigt werden, dass PLGA nicht
zytotoxisch auf humane Osteoblasten wirkt. Auf keiner der beiden untersuchten PLGA-Sorten
lassen sich nach einer FDA/PI Féarbung rote Zellen nachweisen (Abb. 10 und 11). Rotgeférbte
Zellen wiren ein Nachweis fir Zellen mit defekter Plasmamembran, also fiir nekrotische
Zellen. Auf den untersuchten Proben lassen sich ausschlieBlich griin geférbte, vitale Zellen
finden. Auflerdem kann anhand der FDA/PI Fiarbung kein Unterschiede hinsichtlich der
Zytotoxizitdt der beiden PLGA Sorten festgestellt werden. Dasselbe Ergebnis liefert der
LDH-Test. Auf keiner Probe lassen sich deutlich erhohte LDH Konzentrationen im
Nahrmedium nachweisen, was ein Hinweis auf devitale Zellen ware (Tab. 1). Auch die
labordiagnostische Markierung proliferierender Zellen mittels des BrdU-ELISAs (Tab.2)
zeigt die gute Biokompatibilitdt von PLGA. Osteoblasten auf PLGA der Sorte 8531 (Typ 1)
zeigen eine bessere Proliferation als Osteoblasten auf PLGA 8523 (Typ 2). Untermauert
werden diese Ergebnisse durch den Nachweis metabolisch aktiver Zellen mittels des MTT-
Tests (Tab. 4). Die Proliferationsbestimmung ergibt fiir beide PLGA-Sorten Werte, die im
Bereich der 100% Kontrolle liegen. Demzufolge hat PLGA keinen negativen Einfluss auf die
Osteoblastenproliferation. Kritisch anzumerken ist die groe Streuung der Ergebnisse des
WST-Tests (Tab. 3). Die Ergebnisse von PLGA Typ 1 liegen zwischen 24 % und 75 %. Bei
der Typ 2 ist die Streuung sogar noch groBer. Hier liegen die gemessenen Werte zwischen 66

% und 208 %. Auf Grund der Ergebnisse der anderen Tests und der Ergebnisse der
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Vorversuche lassen sich keine logischen Schlussfolgerungen aus dem Ergebnis des WST-
Tests ziehen. Vielmehr ist anzunehmen, dass es wihrend des Versuchsablaufs zu Fehlern,
beispielsweise beim Pipettieren, gekommen ist. Aus diesem Grund werden die Daten des
WST-Tests vernachlissigt. Rasterelektromikroskopische Aufnahmen von
Osteoblastenkulturen bestdtigen die bereits beschriebenen Ergebnisse. Die Osteoblasten
bilden sowohl auf Glas (dient aufgrund von Erfahrungswerten als positiv Kontrolle) als auch
auf beiden PLGA-Oberfiachen dichte Zellteppiche aus. Die Zellen weisen eine ausgedehnte
Oberflache auf und stehen untereinander mit diversen Ausldufern in Kontakt. Dies alles
deutet auf einen Untergrund hin, der die Zelladhdsion begiinstigt. Das fiir alle weiteren
Versuche mit PLGA Typ 1 gearbeitet wurde, liegt an den besseren Ergebnissen beim BrdU-
Test sowie an der Auswertung der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen. Aufgrund
der gewonnenen Ergebnisse ldsst sich restimieren, dass keine der beiden PLGA-Sorten
zytotoxisch ist und negative Auswirkungen auf die Zellproliferation hat. Dies war wegen der
weitverbreiteten Anwendung von PLGA in der Medizin auch so zu erwarten. Des Weiteren
lassen sich keine gravierenden Unterschiede zwischen der PLGA Typ 1 und 2 beziiglich
Biokompatibilitdt und Zytotoxizitét feststellen. Die Viskositét, der Unterschied zwischen den
beiden Sorten, hat demzufolge keinen Einfluss auf die Biokompatibilitit. Vermutlich gilt
Gleiches fiir die das Verhdltnis von L-Lactid zu Glykolid. Genau sagen ldsst sich das
allerdings nur durch eine Wiederholung der Tests mit anderen PLGA-Sorten. PLGA scheint
als Zelltrdgermaterial im Bereich der Knochengeweberekonstruktion in Frage zu kommen.
Weitere Uberlegungen auf diesem Gebiet konnten in die Richtung fiihren, herauszufinden,
wie schnell sich PLGA auflost und wie schnell Osteoblasten Knochen auf PLGA-Zelltrigern
in vivo produzieren konnen, sodass sich ein Gleichgewicht im Abbau des Zelltragermaterials
und Aufbau des Knochens einstellt. Hierzu ist es notwendig, die Oberflichen der Zelltrager so
zu modifizieren, dass Osteoblastenadhdsion, -proliferation und -differenzierung optimal
gefordert werden (Goldstein et al. 1999; Pamula et al. 2009). Eine Mdglichkeit, dies zu
erreichen, besteht im Versuch der Imitation der EZM von Knochen, zum Beispiel durch
Kollagenbeschichtung der Zelltrdger. In mehreren Publikationen konnte gezeigt werden, dass
Kollagen Bindungsstellen fiir Osteoprogenitorzellen enthélt und dass es die Proliferation,
Adhésion und Ausbreitung von Osteoblasten positiv beeinflusst (Douglas et al. 2007; Geisler
et al. 2000). In meiner Studie jedoch konnte der Vergleich von Kollagen I - und Kollagen II -
Beschichtungen mit unbeschichtetem PLGA keinen positiven Einfluss von Kollagen auf die
Osteoblastenproliferation und Differenzierung belegen. Es lassen sich sowohl auf reinem

PLGA, als auch auf mit Kollagen I und Kollagen II beschichtetem PLGA eine Zunahme der
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Zellzahl nach 5, 10 und 15 Tagen der Zellkultur feststellen. Die Osteoblastenproliferation auf
reinem PLGA ist dabei aber auf einem &hnlichen Niveau, wie die bei den Kollagen

beschichteten PLGA Zelltragern (Tab. 5).

Die osteoblastire Differenzierung kann in drei Stadien eingeteilt werden. Die erste Phase ist
die Proliferation, die zweite umfasst die Synthese der extrazellulir Matrix und
Differenzierung zu reifen Osteoblasten und die dritte ist die Mineralisation. Die
Proliferationsphase ist durch die Produktion von Kollagen I charakterisiert. Der Nachweis von
Decorin in Osteoblastenkulturen ldsst auf eine abklingende Proliferationsphase sowie auf
bereits begonnene Produktion von EZM schlieen. Die Zellen befinden sich in der Frithphase
der osteogenen Differenzierung. Ein Nachweis von BMP und Osteopontin zeigt in der Regel
osteogene Differenzierung oder begonnene Mineralisierung der EZM an. Osteopontin legt ein
biphasisches Expressionsmuster an den Tag. Einem ersten Expressionsgipfel in der Frithphase
der Osteoblastendifferenzierung, in der EZM sezerniert wird, folgt ein zweiter Gipfel in der
Spétphase der Differenzierung, in der es zur Mineralisation der EZM kommt (McKee und
Nanci, 1995; Zohar et al. 1998). In meiner Studie konnten relativ hohe
Decorinkonzentrationen nachgewiesen werden (Tab.6), sodass sich die Zellen wéhrend des
beobachteten Zeitfensters vermutlich noch in einer frilhen Phase der osteogenen
Differenzierung befinden und noch dabei sind, Komponenten der EZM zu produzieren.
Gestlitzt ~ wird diese  Annahme durch die sehr niedrigen nachweisbaren
Osteopontinkonzentrationen (Tab.7), welche ebenfalls darauf hindeuten, dass die
Osteoblasten noch nicht gidnzlich ausdifferenziert sind und noch keine Mineralisation der
EZM stattfindet. Die teilweise hohen Schwankungen der Osteopontinkonzentration innerhalb
einer Gruppe lassen sich durch die geringen detektierbaren Osteopontinmengen erklédren, da
schon kleine Abweichungen der Konzentration eine Verdopplung des Werts bedeuten
konnen.

Ahnlich wie bei den Beobachtungen zur Osteoblastenproliferation macht es auch fiir die
Osteoblastendifferenzierung keinen Unterschied, ob die Zellen auf mit Kollagen
beschichteten Zelltragern oder auf reinem PLGA kultiviert werden. Zu erwéhnen ist, dass
sowohl die Decorinkonzentration als auch die Osteopontinkonzentration auf Kollagen II
Beschichtungen niedriger sind als auf Kollagen I Beschichtungen und reinem PLGA. Da die
Decorinkonzentrationen  auf  Kollagen II  deutlich  hoéher sind als  die
Osteopontinkonzentrationen, konnen die gleichen Riickschliisse auf den Differenzierungsgrad

der Osteoblasten gezogen werde. Auch die Bestimmung von BMP-2, -4 und-7 (Tab. 8) zeigt
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keine Unterschiede in der Zelldifferenzierung zwischen Kollagen-I und  Kollagen-II
Beschichtungen sowie reinem PLGA.

Eventuell ist ein ldngerer Beobachtungszeitraum ndotig, um Unterschiede in der
Differenzierung feststellen zu konnen. Vor allem wire es interessant, zu sehen, ob die
Differenzierung bei Osteoblasten auf Kollagen II Beschichtungen auf der einen Seite und
Osteoblasten auf Kollagen I Beschichtungen, beziehungsweise reinem PLGA auf der anderen
Seite, bei einer langeren Kultivierungszeit als 15 Tagen, in gleicher Geschwindigkeit verlauft,
da es schon nach 15-tdgiger Kultivierung Unterschiede in der Konzentration osteogener
Differenzierungsmarker gibt.

In der Literatur ist zu lesen, dass Kollagenbeschichtungen auf Polymeroberflichen und
Zelltragern die Ausbreitung von Zellen begiinstigen (Hea et al. 2005; Keresztes et al. 2006;
Zuwei et al. 2005). Allerdings kann in meiner Studie nicht gezeigt werden, dass eine
Kollagen-I-Beschichtung im Vergleich zu reinem PLGA die Zell-Adhésions-Flache
beeinflusst (Tab. 10). Dahingegen konnen viele Zellausldaufer, ein Indikator fiir gute
Adhasion, auf PLGA mit Kollagen-I und Kollagen-I/CS beschichtet, nachgewiesen werden
(Abb. 15). Osteoblasten auf Kollagen-I/CS Beschichtungen sind flach und polygonal,
wihrend sie auf reinem PLGA sowie auf PLGA mit Kollagen-I Beschichtung eher
spindelférmig sind. Dies konnte der Tatsache geschuldet sein, dass Kollagenfibrillen in
kombinierten Beschichtungen aus Kollagen-I und CS diinner, kiirzer und zufilliger verteilt
sind als Kollagenfibrillen in reinen Kollagen-I Beschichtungen, was bereits in anderen
Arbeiten gezeigt wurde (Douglas et al. 2007). Es ist durchaus vorstellbar, dass solche
unterschiedlichen Materialoberflichen einen Einfluss auf die Zellmorphologie haben. Zum
Beispiel konnten relativ dicke Kollagenfibrillen Zellen dazu bringen, an ihnen entlang zu
wachsen und sich somit parallel zu ihnen auszurichten. Folglich lassen die Ergebnisse den
Schluss zu, dass ein Vergleich der Zell-Adhédsions-Flache parallel zu einer Untersuchung der
Zellmorphologie durchgefiihrt werden sollte, um die Proliferation und Differentzierung von
Zellen zu untersuchen.

Kollagen-I in Kombination mit CS (Kollagen-I/CS) begiinstigt die Proliferation von MG-63
Zellen nach 3 und 7 Tagen nach Zellaussaat im Vergleich zu den anderen Materialien (Tab.
9). Es konnte schon in fritheren Versuchen gezeigt werden, dass Glykosaminoglykane als
Bestandteile von Zelltrdgern, eingesetzt auf dem Gebiet der Geweberekonstruktion, einen
positiven Effekt auf die Osteoblastenproliferation haben (Benoita und Anseth, 2005;
Ekaputra, 2008). AuBerdem konnte eine Verbesserung der Proliferation bei Fibroblasten und

Chondrozyten durch CS als Bestandteil von Zelltrigern in der Geweberekonstruktion
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nachgewiesen werden (Zhong et al. 2005). Nach meinem Wissensstand ist dies allerdings die
erste Studie, die einen positiven Effekt von CS als Biomaterialkomponente auf die
Proliferation osteoblastendhnlicher Zellen nachweist. Dieser Effekt konnte sich auf an CS
bindende Wachstumsfaktoren, welche sich im Nidhrmedium befinden oder von den
Osteoblasten selbst produziert werden, zuriickfithren lassen. Dies wiederum erhoht die
biologische Verfiigbarkeit der Wachstumsfaktoren fiir Osteoblasten und steigert somit die
Bioaktivitdt. Schon in friiheren Versuchen konnte gezeigt werden, dass CS in der Lage ist,
Wachstumsfaktoren zu binden (Asade et al. 2009) und es wurde spekuliert, dass CS einen
stabilisierenden Effekt auf Wachstumsfaktoren haben konnte (Mi et al. 2006).

Bei Kollagen-I/CS Beschichtungen konnen ausgeprigtere vinculinhaltige fokale
Adhésionskomplexe als auf den anderen Oberflichen nachgewiesen werden (Abb. 17), was
auf eine verbesserte Zelladhdsion deutet. Bereits in friiheren Arbeiten konnte bei CS in
Kollagenbeschichtungen auf Titan ein Anstieg der fokalen Adhdsionskomplexe beschrieben
werden (Bierbaum et al. 2006; Douglas et al. 2007). Dieses Phidnomen konnte auf eine
Bindung von Kalziumionen durch CS auf der Oberfliche zuriickzufiihren sein, da diese fiir
fokale Adhésionskomplexe ndtig sind. Integrine mit 1-Ketten reprisentieren eine grof3e
Gruppe von Zelladhdsionsmolekiilen, welche Rezeptoren fiir Kollagen, Laminin und
Fibronektin besitzen. AuBerdem konnen f1-Integrine Chondroitinsulfatproteoglykane
erkennen und mit diesen interagieren, sodass sie die Zelladhésion induzieren und diese auch
stabilisieren. In dieser Studie formen die Integrine punktartige Strukturen im Zentrum der
Zellen (Abb. 16), wihrend Vinculin strichféormige fokale Adhdsionskomplexe hauptséchlich
in der Peripherie (auf Glas, PLGA, oder Kollagen-I) oder in der Peripherie und im Zentrum
(Kollagen/CS) der Zellen ausbildet (Abb. 17). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass nicht
alle Integrine Vinculin zur Signaltransduktion nutzen und dass auflerdem Vinculin mit
anderen Adhisionsrezeptoren als Integrinrezeptoren interagieren konnte.

In den osteoblastendhnlichen Zellen stellt sich das Aktin in kurzen feinen Filamenten dar,
anders als in zum Beispiel glatten Muskelzellen von Gefdllen oder Endothelzellen, wo es
dicke lange Féden ausbildet die von einer Seite der Zelle zur andern verlaufen (Grausova et
al. 2009). Interessanterweise stehen bei Osteoblasten schwach ausgeprigte Aktinfilamente in
Zusammenhang mit Zelldifferenzierung. Die Tatsache, dass sich Aktinfilamente auf Kollagen
und Kollagen/CS-Beschichtungen in dieser Studie weniger definiert darstellen als auf reinen
PLGA-Filmen, kann also mit einer fortgeschritteneren osteoblastenspezifischen

Differenzierung zusammenhéngen.
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5. Zusammenfassung

Bei beiden hier getesteten PLGA-Sorten kann gezeigt werden, dass sie absolut biokompatibel
sind und somit keine zytotoxischen Auswirkung auf humane Osteoblasten haben. Des
Weiteren  zeigen  humane Osteoblasten  auf  unbehandelten = PLGA-Folien
rasterelektronenmikroskopisch viele Zellausldufer und Interzelluldrkontakte, was ein Zeichen
fiir gute Zelladhésion ist.

Der Vergleich zwischen Zelltragern aus reinem PLGA und solchen, die mit Kollagen I,
beziehungsweise mit Kollagen II beschichteten worden sind, zeigt keine Unterschiede
hinsichtlich der Osteoblastenproliferation und Osteoblastendifferenzierung. Eine deutliche
Zunahme der Zellzahl im Vergleich zum Tag der Zellaussaat ist auf allen drei Zelltrdgersorten
nach 5, 10 und 15 Tagen nachweisbar. Des Weiteren kénnen im N&hrmedium der
Osteoblasten aller drei Proben die osteogenen Differenzierungsmaker Decorin und
Osteopontin nachgewiesen werden. Im Ndhrmedium der Osteoblasten, welche auf mit
Kollagen II beschichteten PLGA Zelltrdgern kultiviert wurden, allerdings in geringerer
Konzentration als im Ndhrmedium von Osteoblasten kultiviert auf mit Kollagen I
beschichteten Zelltrdgern sowie bei reinem PLGA. Hier liegen die Konzentrationen auf einem
Niveau.

Eine Beschichtung aus Chondroitinsulfat in Kombination mit Kollagen I auf PLGA fordert
die Proliferation von humanen osteoblastendhnlichen MG-63 Zellen. Beschichtungen mit
reinem Kollagen fiihren dahingegen nicht zu einem Anstieg der Zellproliferation verglichen
mit den Zellen auf unbeschichtetem PLGA bezichungsweise auf Glas kultivierten
Kontrollzellen. Dies bestétigt die Resultate der zweiten Versuchsreihe mit humanen
Osteoblasten. Des Weiteren fiihrt Kollagen I in Kombination mit CS zu einem Anstieg
spezifischer Marker der Zelladhision, was sich in vielen Zellausldufern und ausgeprégten
vinculinhaltigen fokalen Adhidsionsplaques darstellt.

Zukiinftige Arbeiten konnten sich mit dem Vergleich unterschiedlicher CS Typen
beschéftigen, welche unterschiedliche Wirkung auf das Zellverhalten haben konnten. Auch
konnte der Fokus darauf gelegt werden, den Einfluss von Beschichtungen mit CS auf Marker
der  Osteoblastendifferenzierung  zu  untersuchen. Da  die  Versuche  mit
Chondroitinsulfatbeschichtungen mit humanen MG-63 Zellen durchgefiihrt wurden, konnte
iiber eine Verifizierung der Ergebnisse mit Osteoblasten, gewonnen von menschlichen

Spendern, nachgedacht werden.
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7.1. Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
AMAC
BMP
BrdU
bzw.
°C

ca.

C

Coll
CS

DMEM
EDTA
ELISA

engl.
Fa.
EZM
FCS

FDA

FGF

GAG
GmbH

Abbildung

Aminoacridone

bone morphogenetic protein
5-Brom-2’-Desoxyuridin
beziehungsweise

Grad Celsius

circa

zenti (107%)

Kollagen

englisch: collagen

Chondroitinsulfat

dezi (10™)

Dulbecco’s modified Eagle’s minimum essential medium
Ethylendiamintetraacetat
enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest
englisch: enzyme linked immunosorbent assay
Englisch

Firma

Extrazelluldrmatrix

fetales Kédlberserum

englisch: fetal calf serum

Fluorescein Diacetat
Fibroblastenwachstumsfaktor

englisch: fibroblast growth factor
Gramm

Glykosaminoglykan

Gesellschaft mit beschrinkter Haftung
Stunde

englisch: hour
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HPLC

min
mol

MTT

PBS

pH
PI
PLGA

PLGA Typ 1
PLGA Typ 2
REM

SFA

Tab.

TGF-B
Tween

U

UK

USA

WST

%

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
englisch: high performance liquid chromatography
Kilo (10%)

Liter

Lactatdehydrogenase

Milli (107)

Meter (10"

Mol /1

Minute

6,022 x 1023 Teilchen (Avogadro-Zahl)
3-(4,5-Dimethyl-2-Thiazolyl)-2,5-Diphenyl-
2Tetrazoliumbromid

Nano (10”)

Piko (107'%)

Phosphatgepufferte Salzlosung

englisch: phosphate buffered saline

potentia Hydrogenum

Propidium Iodid

Polylactid-co-Glycolid

englisch: polylactid-co-glycolid-acid
Polylactid-co-Glycolid der Sorte Purasorb, PLG 8531
Polylactid-co-Glycolid der Sorte Purasorb, PLG 8523
Rasterelektronenmikroskop

Standard Fehler Abweichung

Tabelle

transforming growth factor-f3
Polyoxyethylen-Sorbitan-Monolaurat

Unit (Enzymaktivitdt: 1 U= 1 pmol/min)

United Kingdom

United States of America
4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-Nitrophenyl)-2H-5 Tetrazolio]-
1, 3-Benzol-Disulfonat

Mikro (10°)

Prozent
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7.2. Abbildungsverzeichnis

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

10

11

12:

13:

14:

Schematischer Aufbau von PLGA

Quelle: www.wikipedia.de

Kollagen-Tripelhelix

Quelle: www.wikipedia.de

Schematischer Aufbau von Chondroitinsulfat

Quelle: www.wikipedia.de

Herstellung von PLGA-Filmen

CellCrown von Scaffdex, Finnland

Quelle: www.scaffdex.com

typisches Ergebnis eines ELISA-Tests in einer 96-well
Mikrotiterplatte

Sandwich-ELISA

Quelle: http://veryviciousviruses.blogspot.de/2009/02/
enzyme-linked-immunosorbent-assay-elisa.html
Typische Aufnahme von MG-63 Zellen gefirbt mit
Texas Red C2-maleimide

Typische Aufnahme von MG-63 Zellen gefirbt mit
Hoechst 33342

FDA/PI Féarbung von humanen Osteoblasten, PLGA der
Sorte 8531

FDA/PI Féarbung von humanen Osteoblasten, PLGA der
Sorte 8523

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen einer 7

Tage alten Osteoblastenkultur auf Glas.

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen einer 7
Tage alten Osteoblastenkultur auf PLGA - Zelltrigern
der Sorte 8531

Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen einer 7
Tage alten Osteoblastenkultur auf PLGA - Zelltrigern
der Sorte 8523
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Abb. 15:
Abb. 16:
Abb. 17:

Abb. 18:

7.3. Tabellenverzeichnis

Tab. 1
Tab. 2
Tab. 3
Tab. 4
Tab. 5
Tab. 6:
Tab. 7:
Tab. 8:

Tab. 9:

Tab. 10:

Aufnahme von | Tag alten MG-63 Zellkulturen
Integrinfarbung
Vinculinfarbung

Aktinfarbung

LDH-Test, PLGA 8531 und 8523

BrdU-Test, PLGA 8531 und 8523

WST-Test, PLGA 8531 und 8523

MTT-Test, PLGA 8531 und 8523

Zellzahl

Decorinkonzentration

Osteopontinkonzentration

Konzentration von BMP-2, BMP-4 und BMP-7
Zellzahl auf PLGA—-Filmen, an Tag 1, 3 und 7 der
Zellkultur

Zelladhédsionsflache
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