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1. Einleitung

Einer der haufigsten Grinde fur den Arztbesuch sind Rickenschmerzen. Sie
sind neben Kopfschmerzen die haufigsten Schmerzsyndrome und fuhren durch
eine ausgepragte Chronifizierungstendenz bei den Betroffenen zu einer
erheblichen Einschréankung der Lebensqualitat (Abb.: 1). Nach den Daten der
telefonischen Gesundheitsumfrage des Robert-Koch-Instituts (DSTel 03 und
GEDA 2009) litten in den letzten 12 Monaten des jeweiligen
Befragungszeitraumes 22% der Frauen und 16% der Manner unter
Ruckenschmerzen, die tber drei Monate oder langer, fast taglich auftraten [1].
Die Pravalenz steigt mit zunehmendem Lebensalter [1], wobei sie im sechsten
bis siebten Lebensjahrzehnt wieder abfallt und die einzelne
Ruckenschmerzepisode eine Lebenszeitpravalenz von ca. 74-84% aufweist [1,
2]. Diese epidemiologischen Daten erklaren die auf3erordentliche Belastung der
Gesundheitsversorgung sowie die volkswirtschaftlichen Kosten von ca. 17
Milliarden € jahrlich [2], welche vergleichbar mit denen von Volkserkrankungen
wie Diabetes, Herzerkrankungen und Depressionen sind. Der gro3te Teil der
Gesamtkosten wird durch die Minderheit der chronischen
Ruckenschmerzpatienten und eine inadaquate Diagnostik verursacht [3].
Assoziiert mit Rickenschmerzen sind neben korperlichen Faktoren wie
weibliches Geschlecht, Arthrose oder Arthritis, Rauchen, Bewegungsmangel
und Ubergewicht auch psychosoziale Komponenten wie ein niedriges
Bildungsniveau, Schichtarbeit, Arbeitslosigkeit und Depression [1, 4]. Eine
klinische Einteilung der Rickenschmerzen erfolgt nach Korff et al. In vier Grade
je nach Schmerzauspragung und Funktionseinschrankung [5]. Diagnostisch
werden von den h&aufigeren sog. unspezifischen Rickenschmerzen, ohne klare
Ursache, die spezifischen Rickenschmerzen, mit pathologischem Korrelat
unterschieden. Verantwortliche sind oft lumbale Radikulopathien, dessen

haufigste Ursache der Bandscheibenproblabs ist [6].
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Abbildung 1: Geschlechtsspezifische Schmerzpravalenz nach Kérperregionen aus Daten des
Bundesgesundheitssurvey 1998 nach Bellach et al. [7]

1.1 Der Discus intervertebralis

Die Bandscheibe ist ein bindegewebiges Organ bestehend aus hyalinen
Knorpelplatten und einem faserknorpeligen Anulus fibrosus, der den Nucleus
pulposus, einen gallertartigen Kern, umgibt. Der Faserknorpel des Anulus
fibrosus, ist aus ca. 20 konzentrischen, jeweils gegenldufigen Lamellen
aufgebaut [8] und besteht vorwiegend aus Kollagen-Typ 1 [9, 10]. Er besitzt
kein Perichondrium, so dass ein kontinuierlicher Ubergang [11] in angrenzende
Strukturen besteht und die Knorpelplatten der Wirbelkérper durch
schraubenférmige Fasern miteinander verbunden werden, wobei die Fasern im
dorsalen Discusabschnitt weniger stark ausgepragt sind als ventral und lateral
[12]. Nucleus pulposus

Anulus fibrosus

40x Vergroferung

Abbildung 2: Aufbau der Bandscheibe modifiziert nach Kéafer, W. et al. und Ulfig, N. [9, 13]
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Der Hauptbestandteil des Nucleus pulposus ist Wasser (altersabhangig 90-
74%), welches vorwiegend durch Mukopolysaccharide, Proteoglykane wie
Aggrecan und Kollagen-Typ Il so stark gebunden wird, das es starken
mechanischen Kompressionen weitgehend standhalt [10, 12, 13]. Dies fuhrt zu
einem ausgepragten hydrostatischen Druck im Inneren der Bandscheibe, so
dass diese bei Entfernung aus der Wirbelsaule eine Kugelform anstreben
wirde. Im Laufe des Tages ist der Wasserverlust trotzdem so grof3, dass sich
die KorpergrofRe durchschnittlich um 1,13% reduziert, was sich bei nachtlicher
Entlastung wieder regeneriert. Im Laufe des Lebens sinkt der Wassergehalt um
16% und es bilden sich Hohlrdume sowie Calciumphosphatkristalle [12].
Wahrend beim Neugeborenen die aufReren Anteile der Bandscheibe durch
Gefalie versorgt werden, fehlen schon ab dem Kleinkindalter sowohl vaskulare
als auch neuronale Strukturen im Inneren der Bandscheibe, was mit
zunehmendem Alter fortschreitet [14], weshalb die Nutrition vor allem durch
Diffusion aus randstandigen Gefal3en im Bereich der Deckplatten stattfindet [12,
13]. Beim Vorgang der Diffusion spielen vor allem die Wechselwirkungen des
hydrostatischen Druckes sowie des onkotischen Druckes im Bandscheibenkern
und umliegendem Gewebe eine Rolle. Durch hohen mechanischen Druck
Ubersteigt der hydrostatische Druck die Wasserbindungskapazitat der
Bandscheibe. Dabei werden durch diese Kompression die hydrophilen
Komponenten konzentriert, so dass der Wasserverlust begrenzt wird und bei
Entlastung der Bandscheibe der erhdhte onkotische nukleare Druck gegentber
dem Umgebungsdruck zum Einstrom von Wasser und damit auch
niedermolekularen Nahrstoffen fiuhrt [12]. Biomechanisch interagiert die
Bandscheibe stets mit benachbarten Strukturen wie den Wirbelgelenken,

welche bei Bandscheibendegenrationen mitbetroffen sein kdnnen [12].

Trotz seines vergleichsweise einfachen Aufbaus, erfillt der Discus
intervertebralis komplexe mechanische Aufgaben. Neben der gleichmalRligen
Kraftweiterleitung im statischen Zustand und der Sto3dampfung [12], wird durch
die inkompressiblen Eigenschaften des Wassers der Nucleus pulposus
entgegengesetzt der Belastung verschoben, so dass der Anlus fibrosus

vorwiegend auf Zug beansprucht wird [8]. Das Verhalten &hnelt dabei, in
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Abhéangigkeit von der Belastung, sowohl flissigen als auch festen Materialien,
was bei der Auswahl eines geeigneten Nukleusersatzes relevant ist [15]. Der
Quelldruck des Nukleus setzt den Anulus unter Spannung, so dass die Stabilitat
der einzelnen Wirbelsegmente untereinander gewahrleistet wird, dabei begrenzt
der Anulus fibrosus die Bewegung der Wirbelkérper gegeneinander [9].
Trotzdem ermdglichen erst die Disci intervertebrales die vielfaltige und
essentielle Beweglichkeit der Wirbelsaule im Rahmen alltaglicher Bewegungen
[8, 11, 12]. Die Bandscheiben sind dabei so stabil, dass selbst bei hohen
mechanischen Beanspruchungen tendenziell eher die angrenzenden
Wirbelkdrper beschadigt werden als diskale Strukturen [12]. Treten jedoch
alters- und stoffwechselbedingte Lasionen im Anulus fibrosus auf, die dem
Gallertkern Raum Uber das physiologische Mal3 hinaus geben, so dass die
biomechanischen Eigenschaften kompromittiert werden oder kommt es zu
strukturellen Verdnderungen im Aufbau des Nucleus pulposus, stellt die
Bandscheibe ein fragiles Gebilde dar, das den Belastungen auf Dauer nicht
mehr stand halt [6, 12].

1.2 Degenerative Veranderungen der Bandscheibe

Die Degeneration der Zwischenwirbelstrukturen beginnt abhéngig von
genetischen, mechanischen und biologischen Faktoren oft ab der dritten
Lebensdekade [13, 14, 16, 17]. Auf erste Defekte, einhergehend mit einer
erhohten Zelldichte, der hyalinen Knorpelplatten in der ersten Lebensdekade,
folgen fibrosierende Verdnderungen des Nucleus pulposus [14]. Der
Proteoglykangehalt im Nukleus nimmt ab und es kommt zum Umbau von
Kollagen Typ Il zu Kollagen Typ | [13]. Die Zellen prolabierter Nuclei zeigen eine
erhohte Produktion von Metalloproteasen und eine gesteigerte Zellalterung [11].
Zusatzlich wandern Nerven in den Nukleus ein und kénnen dadurch zu einem
diskogenen Schmerz beitragen [18]. Der Anulus fibrosus zeigt erst spater, v.a.
zentral deutliche Risse und Spaltbildungen. Diese Risse werden durch
hyalinisiertes Kollagen ersetzt und es kommt im weiteren Verlauf zu einer

Zellproliferation bis hin zu Neovaskularisation entlang der Spaltbildungen [14].
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Die beschriebene Abnahme der Vaskularisation der Bandscheibe im Kindesalter
bei gleichzeitigem Wachstum der Bandscheiben flihrt zu einer Verlangerung der
Diffusionsstrecke und férdert dadurch die Entstehung degenerativer Defekte,
deren Maximum im Alter zwischen 51 und 70 Jahren erreicht wird [14, 16].
Diese strukturellen Veranderungen sind dafur verantwortlich, dass der Diskus
den mechanischen Ansprichen nicht mehr gerecht wird und es bei intaktem
Anulus fibrosus zur Bandscheibenprotrusion und anschlieendem Defekt, zum
Bandscheibenprolaps in den Spinalkanal kommt. Dazu kommen weitere
Beeintrachtigungen der umliegenden Strukturen durch statische Dysbalancen,
wie die Facettengelenksarthrose [13].

Fur die Symptomatik ist nicht ausschlief3lich die mechanische Kompression des
Ruckenmarks ursachlich [6], da auch radiologisch nachgewiesene
Bandscheibenvorfélle (ca. 30%) klinisch unauffallig bleiben kdénnen [13]. Es
konnte jedoch gezeigt werden, dass durch den Kontakt von Rickenmark und
Bandscheibe eine Entzindung initiiert wird, die durch Zellinfiltration und
oxidativen Stress [17, 19] ebenfalls zur Pathogenese beitragt [20, 21]. Ferner
fuhrt die sekundare Affektion an freien Nervenendigungen der Wirbelgelenke zu
Beschwerden [22] und im Sinne einer Arthrose zu mechanischen

Ruckenschmerzen [13].

Typische  Symptome sind, abhangig von der Lokalisation des
Bandscheibenvorfalls, ausstrahlende Schmerzen in das Bein, Paresen, sensible
Stérungen sowie ggf. Blasen- und Mastdarmstdérungen, welche durch die
Kompression und Inflammation des umliegenden neuronalen Gewebes
begriindet werden. Die konkreten Schmerzen im Rucken entstehen durch
Druck auf das hintere Langsband der Wirbelsaule (Lig. longitudinale post.) bei
einer Bandscheibenvorwdlbung in der Medianlinie [6]. Fur den von der
Bandscheibe ausgehenden Schmerz wird der pathologisch innervierte,
degenerative Nucleus pulposus, die Nerven an der Oberflache des Anulus
fiorosus und die schmerzweiterleitende  plexiforme  sinuvertebrale

Nervenstruktur verantwortlich gemacht [18].
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Neben einer genetischen Disposition und mechanischen Uberbeanspruchungen
werden Alter, erhohtes LDL, Ubergewicht [23] Arteriosklerose [24],

Gewebsinfarkte [11] und Herpesinfektionen [25] als Risikofaktoren diskutiert.

Die Therapie des Bandscheibenvorfalls kann bei einer Vielzahl der Patienten
konservativ erfolgen. Eine operative Therapie wird erst bei Versagen der
konservativen Behandlungsmaoglichkeiten sowie eines definierten
morphologischen Korrelats fur die Beschwerden angestrebt [13]. Infrage
kommen je nach Auspragung des Krankheitshildes eine Diskektomie [13] oder,
als Standard der stabilisierenden Verfahren, die interkorporelle Fusion [26, 27].
Neuere Therapieverfahren wollen eine Wiederherstellung der Bandscheibe

mittels Bandscheiben- oder Nukleusersatz erzielen [13, 26].

1.3 Ergebnisse bestehender Nukleusimplantate

Der aktuelle  Goldstandard in der operativen Therapie der
Bandscheibendegeneration ist die korporale Fusion mit dem Ziel die
segmentale Stabilitat wiederherzustellen und schmerzauslésende mechanische
Pathologien zu  beseitigen. Die wenig erfolgreichen  klinischen
Langzeitergebnisse bezuglich der Schmerzproblematik und die sog.
Anschlussdegeneration, eine durch unphysiologische Uberlastung erzeugte
Degeneration benachbarter Wirbelsegmente (20% der Patienten [13]),
veranlassten die Suche nach neuen Behandlungsoptionen [28-32]. Dazu
wandte man sich dynamischen Stabilisierungssystemen zu, um das
physiologische Bewegungsausmall der Wirbelsaule wiederherzustellen und
gleichzeitig den diskogenen Schmerz zu therapieren. Neben dynamischen
pedikelbasierten dorsalen Stabilisierungssystemen wie den interspindsen
Platzhaltern wurden Prothesen fur den Ersatz der Gesamten Bandscheibe, des
Facettengelenks sowie des Nucleus pulposus entwickelt [26, 27]. Im Folgenden

soll hier die Entwicklung der Nukleusprothesen genauer betrachtet werden.

Die Intention zur Entwicklung eines Nukleusersatzes war vor allem die

Mdglichkeit, das Operationstrauma und die damit verbundene Morbiditat zu
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reduzieren. Bandscheibenprothesen sind auf einen anterioren oder lateralen
Operationszugang angewiesen, was bei den kleinen Nukleusimplantaten nicht
zwingend erforderlich ist [27]. Als eine essentielle Voraussetzung gilt ein intakter
Anulus fibrosus [27] sowie weitgehend intakte Facettengelenke [33], so dass
frihere und milde Stadien der Bandscheibendegeneration die therapeutische
Zielgruppe bilden [31, 33]. Ohne intakte Begleitstrukturen scheint ein
symptomatischer Behandlungserfolg nur wenig wahrscheinlich [33, 34]. Zur
Indikationsstellung  sollten  keine  Voroperation, Infektion, Tumoren,
Sponylolisthesen, Stenosen oder Ubergewicht vorliegen. Ferner wird ein
Versagen der konservativen Therapie gefordert [33].

Phillips und Lauryssen (2010) sehen die Anforderungen an ein
Nukleusimplantat darin, dass neben der Wiederherstellung der
biomechanischen Eigenschaften, wie gleichmallige Kraftverteilung im Segment
und Beweglichkeit, das Implantat so stabil und haltbar ist, dass keine Migration
stattfindet, es nicht zum Einsinken kommt oder ausgedehnter Materialabrieb
entsteht. Insbesondere der zentrale Anteil des Anulus fibrosus ist darauf
angewiesen, durch den Pumpmechanismus des Nukleus per diffusion
Nahrstoffe zu erhalten, was durch das Implantat ebenfalls geleistet werden
sollte. Des Weiteren spielt die einfache Implantierbarkeit eine wichtige Rolle fir
die klinische Handhabung [35]. Carl et. al. (2004) betont zuséatzlich, dass ein
Nukleusimplantat Uber entsprechende mechanische und biologische
Eigenschaften verfligen sollte, um sowohl den Schmerz zu behandeln als auch
die Anschlussdegeneration zu vermeiden [33]. Das Implantat soll nach Goins et
al (2005) uber 40 Jahre bis zu 100 Millionen Bewegungszyklen standhalten und
dabei nur minimalen Abrieb zulassen [36]. Die Autoren sind sich dartber einig,
dass die Biokompatibilitit eine essentielle Voraussetzung fur eine in Vivo

Anwendung der Nukleusimplantate darstellt [33, 35-37].

Die Entwicklung begann in der Mitte des 20. Jahrhunderts mit
unterschiedlichsten Herangehensweisen, die sich mit dem physiologischen und
anatomischen Erkenntnisgewinn Uber die Bandscheibe verbesserten [27, 32,

33, 38]. Man unterschiedet hauptsachlich solide Implantate aus Metallen oder
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Polymeren und viskoelastische, z.T. injizierbare, Praparate [27]. Auf dem Gebiet
der soliden Nukleusprothesen leisteten Fernstrom et al. durch die Entwicklung
einer Metallkugel als Nukleusersatz Pionierarbeit [27, 33, 35]. Die Kugel fihrte
jedoch zu verstarkter segmentaler Hypermobilitat und sank in die angrenzenden
Strukturen ein, was den Erfolg dieses ersten Ansatzes schmalerte [27].
Zusatzlich konnte diese Prothese die mechanischen Eigenschaften der
Bandscheibe nur unzureichend wiederherstellen und fand aus diesen Griinden
keine breite Kklinische Anwendung [35]. Die Versuche an préaformierten
viskoelastischen Implantaten begannen ebenfalls wenig erfolgreich mit
Silikonimplantaten, die an Materialermidung scheiterten [39]. Nachteilig ist
ebenfalls die erschwerte GroRBenanpassung und ein  gréReres
Operationstrauma [36]. Gleichzeitig bestand einer der ersten viskoelastischen
Ansatze darin, Elastomere wie Polymethylmethacrylat (PMMA) [36], Silikon
(Nachemson 1962 [36]) oder Dacron [33] in das Lager des Nukleus zu injizieren
[27, 33]. Neuere Varianten sind sog. Hydrogele aus Hyaluronsaure oder
Polysacchariden [40], die entweder gekapselt oder frei appliziert werden und
neben den biomechanischen Eigenschaften auch den osmotischen
Nahrstofftransport wiederherstellen sollen [41], da sie gebundenes Wasser
unter Belastung abgeben und es anschliel3en wieder aufnehmen [36]. Freie
Hydrogele hérten in situ und werden via Katheder in den Hohlraum des Nukleus
injiziert, wodurch diese luckenlos den Raum bei geringem Operationstrauma
ausfullen. Ein Austritt der meist toxischen Komponenten in die Umgebung birgt
dabei jedoch einen Nachteil [36]. Beispiele dafur in der Entwicklung sind die
BioDisc (Cryolife, Kennesaw, GA USA), welche bei Belastungstests nach 10
Millionen Bewegungszyklen einen reversiblen Hohenverlust von 10% zeigte
[33]. Exemplarisch fur ein umhulltes Hydrogel ist Dascor (Disc Dynamics, Eden
Prairie, MN USA), bei welchem das gekihlte Hydrogel in einen vorgeformten
Ballon eingebracht wird [33]. Weitere Ansatze bestanden im Einbringen von
hydrophilen Coils, wie das Newcleus Spiral Implant (Centerpulse Othopedics ,
Winterthur Schweiz), die sich nach dem Einsetzen in die Nukleushdhle zu einer
spirale ausweiten (Abb.: 4). Diese zeigte bisher gute biokompatible sowie

klinische Ergebnisse und ist weiterhin Gegenstand der Entwicklung [36]. Das
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aktuell am haufigsten verwendete Implantat, der Prosthetic Disc Nucleus von
Raymedica inc. (Bloomington, MN), wird bereits seit den spaten achtziger
Jahren des letzten Jahrhunderts entwickelt [27, 33, 36]. Die Prothese ist ein
Kompromiss aus freiem Hydrogel und praformiertem Implantat [36]. Es besteht
aus einem getrocknetem Hydrogel, das in einem Polyethylennetz
eingeschlossen ist [33] (Abb.: 3). Die hydrophilen Komponenten dieses
Implantats nehmen bis zu 80% ihres Gewichts an Wasser auf und Stellen somit
anatomisch die Bandscheibe wieder her, wahrend die straffe Hille eine
Ausbreitung in die horizontale Richtung verhindert. Dabei zeigte die Prothese
gute biomechanische Ergebnisse und erwies sich als biokompatibel [36].
Problematisch war die starke Migrationstendenz und Revisionsraten von 10-
50% [27, 42]. Die mechanische Nucleusprothese NUBAC™ gehért zu den
ersten artikulierenden Prothesen und wird aktuell am zweith&ufigsten implantiert
[27]. Sie besteht aus zwei Deckplatten aus Polyetheretherketonen (PEEK), die
Uber einen Ball in Gelenkpfannen in Verbindung stehen. Im 2-Jahres-Follow—up

konnte die Prothese hinsichtlich des Schmerzes (VAS und ODI) sowie

Komplikationsrate gute Ergebnisse liefern [43].

Abbildung 3: Prosthetic Disc Nucleus (aus Abbildung 4: Newcleus spiral implant (aus
Goins et al. [36]) Goins et al [36])

Zusammenfassend ist zu sagen, das sich eine Vielzahl von Materialien,
Applikationsformen und Modellen gegenwartig in der Entwicklung befinden,
wobei das grofl3te Problem die Migration der Implantate bleibt [27, 44]. Ferner

fehlen klinische Langzeitstudien, die einen konkreten Vorteil dieser Methode
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nachweisen konnen. Das grof3e Potenzial der Nukleusimplantate besteht
weiterhin in einem geringen Operationstrauma bei guten biomechanischen
Ergebnissen und der Wiederherstellung urspringlicher Verhaltnisse. Diese
Methode wird jedoch nur einer kleinen Patientengruppe mit moderaten
Bandscheibendegenerationen vorbehalten bleiben, weil man fir einen
Therapieerfolg nicht auf weitgehend gesunde umliegende Strukturen verzichten
kann [27, 33, 37].

1.4 Die gestrickte Titannukleusprothese der Firma Buck und Co.
GmbH

Eine Neuentwicklung in der Kategorie der mechanischen Nukleusimplantate ist
die gestickte Titannukleusprothese der Firma Buck und Co. GmbH (Abb.: 5).
Das Implantat besteht aus verschlungenen Titanfaden mit einem Durchmesser
von ca. 250 um, welche die Form einer Bandscheibendeckplatte einnehmen.
Der Gedanke, dass gestickte Titanfaden die Funktion einer Bandscheibe
wiederherstellen kénnten, stammt aus der Automobilindustrie, in der gestrickte
Titanfaden laut Hersteller schon seit einiger Zeit als Dampfungselemente

verbaut werden.

Abbildung 5: Die gestrickte Titannukleusprothese (aus Kettler, 2007 [45])

Durch seine makroskopisch raue Oberflache hat dieses Implantat das Potenzial
eines der Kernprobleme in der Nukleusprothetik, die Implantatmigration, zu

lI6sen. Gleichzeitig wird erwartet, dass die Konfiguration der Prothese eine
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optimale Dampfung und damit Lastenverteilung im Segment ermoglicht. Kettler
et al. (2007) untersuchten diese Annahmen sowie Fragen zur Materialermtdung
in einer ersten Machbarkeitsstudie. Dazu wurde die Prothese in lumbale
Bandscheiben vom Kalb implantiert und mechanische Parameter wie die axiale
Steifigkeit, Flexibilitat und Ho6henverlust sowie Migrationstendenz unter
zyklischer Dauerbelastung bestimmt. Nach Abschluss der mechanischen Tests
wurde das Segment erdffnet und nach Ermidungserscheinungen, Abrieb und

Veranderungen im Implantatlager gesucht.

Die Studie zeigte, dass die Prothese in der Lage ist, die Hohe der Bandscheibe
auch nach Dauerbelastung ideal wiederherzustellen, und somit vergleichbar mit
dem erwahnten Prosthetic Disc Nucleus und dem Newleus spiral implant ist.
Ebenfalls vielversprechende Ergebnisse wurden bei der axialen Steifigkeit
beschrieben, die sich nicht signifikant von der einer intakten Probe unterschied.
Schwéchen tauchten bei den Flexibilititstests in Extensions- und
Flexionsbewegungen auf, welche nach Dauerbelastung deutlich, bis um das
doppelte, gesteigert waren. Dies fuhrte man zum einen darauf zurick, dass
bereits nach Implantation die Lordose gesteigert war, was mdglicherweise
durch eine bessere Grollenanpassung des Implantats revidiert werden kénnte.
Eine weitere Ursache fir das schlechtere Abschneiden konnte der
Implantationsdefekt im Anulus fibrosus darstellen. In der Seitneigung zeigte die
Nukleusprothese jedoch deutlich bessere wiederherstellende Eigenschaften.
Die Frage nach der Migration des Drahtgestells sollte mit Réntgenbildern, vor
und nach der Dauerbelastung, sowie der makroskopischen Betrachtungen der
Implantatlager beantwortet werden. Die Untersucher fanden dabei keine
Austreibung des Implantats, jedoch eine Migration nach anterior. Nach ihren
Ergebnissen wird die Migrationstendenz jedoch als vergleichsweise gering
eingeschatzt, wobei diese Abhangig von der chirurgisch konstruierten
Implantathéhle und Lokalisation in der Bandscheibe sei sowie durch bessere
Instrumentarien und chirurgischer Préaparation behoben werden kénne [#]. Bei
der Makroskopischen Betrachtung wurden einzelne Bruchsticke der Titanfaden

detektiert, die womdoglich schwerwiegende Komplikationen erzeugen kénnten.
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In vorausgegangen Tests zur Materialermidung und —abrieb, erwies sich das
Material jedoch als stabil [45].

Neben den mechanischen Anforderungen ist man sich dariber einig, dass die
Biokompatibilitat eine wesentliche Voraussetzung fur die Anwendung der
Implantate in Vivo darstellt [33, 36].

15 Die Ziele der Arbeit

Die vorliegende Arbeit soll die Frage klaren, wie die neuen Titanimplantate in

vitro mit Zellen interagieren und eine Einschatzung der Biokompatibilitat liefern

[#].

Die Uberprifung Biokompatibilitat des Titannukleusersatzes in vitro, soll die
Grundlage schaffen fur die weiterfihrende in vivo Anwendung. Titan hat sich in
der Prothetik bereits als sehr vertragliches Material mit guter Mdglichkeit zur
bildgebenden Kontrolle etablieren kénnen [46]. Trotz dieser
Materialeigenschaften soll der Beweis erbracht werden, dass auch die
gestrickten Titannukleusprothesen der Firma Buck und Co. GmbH mit ihrer
drahtgestellartigen Konfiguration in vitro biokompatibel ist, bevor es zur
weiteren Anwendung in vivo kommt. Des Weiteren sollen Erkenntnisse Uber das
Wachstumsmuster der Zellen, d.h. Zellverteilung, Adhasion am Drahtgestell und
Matrixbildung, gewonnen werden, mit der Frage, inwiefern die biologische
Umgebung mit den mechanischen Eigenschaften interferieren konnte.

Fur die folgenden Untersuchungen zu der in vitro Biokompatibilitat soll diese in
Anlehnung an vergleichbare Studien [47-49] durch die Proliferation, die

Differenzierung und ein adhasives Wachstumsmuster definiert werden.
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2. Material und Methodik

21 Materialen

Das folgende Kapitel stellt die verwendeten Materialien tabellarisch mit Name,

Hersteller und Artikelnummer dar.

2.1.1 Chemikalien

Tab. 1: Chemikalienliste

Buffered Saline (DPBS)

Chemikalie Hersteller Artikelnummer
Alizarin-rot S (C.1.58005) | Carl Roth 0348.2
Calcein Sigma Aldrich M1255
Calcein acetoxymethyl Sigma Aldrich 17783-1MG
ester (Calcein AM)

Calcium chloride Carl Roth CN93.1
Cetylpyridiumchlorid Carl Roth CN27.1
monohydrate 98 %

Dexamethason Sigma Aldrich D2915-100MG
Dimethylsulfoxid (DMSO) | Carl Roth 4720.2

ddH,0O Carl Roth 3175.1
Dulbecco’s Phosphate Sigma Aldrich P8537

Eosin nach Gill

Morphisto GmbH

13733.00250

mM (pNP)

Ethanol Carl Roth 5054.1
Ethidium homodimer Sigma Aldrich 46043-1MG-F
Ethidiumbromid Carl Roth 2218.1
Fetales Kalbserum (FCS) | Gibco 10270-106
Formaldehyd Carl Roth 4979.1
B-Glycerophosphat Sigma Aldrich G9422-10G
Hamatoxylin nach Gill Morphisto GmbH 11773.00250
Hepes Carl Roth HN78.2
Hoechst 33342 Sigma Aldrich 14533-100MG
L-Ascorbinsaure-2- Sigma Aldrich A8960-5G
phosphat

Magnesiumchlorid Carl Roth KK36.2

MEM Alpha Modifikation Gibco 22561-054
mit Glutamine ohne

Nukleoside

NaOH Carl Roth T135.1
4-Nitrophenyl phosphate Carl Roth 4165.1
disodium salt hexahydrate

(PNPP)

4-Nitrophenol solution 10 | Sigma Aldrich N7660
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Penicillin/Streptomycin Sigma Aldrich P0O781
Resazurin Natriumsalz Sigma Aldrich 199303-1G
Technovit 7200 Heraeus Kulzer 51000
Technovit 7210 VLC Heraeus Kulzer 51100
Technovit 7230 VLC Heraeus Kulzer 51300
Tris-Base Sigma Aldrich T1503-1KG
Trypan Blue 0.5 % Carl Roth CN76.1
Trypsin/EDTA Sigma Aldrich T3924
Xylol VWR Chemicals 28973.294
2.1.2 Gerate
Tab. 2: Gerateliste
Gerat Hersteller

Inkubator:
e COs,-Inkubator C150

Binder GmbH, Tuttlingen
Deutschland

Kihllager:
e Liebherr Comfort +4 °C/-20 °C
e Forma 900 Series -80 °C

Liebherr, Bulle Deutschland
Thermo Scientific, Waltham

Mikroskope:
e EVOS fl (Fluoreszenzmikroskop)

e PrimoVert12V DC, 30 W

Advanced Microsopy Group, Mill
Creek WA USA
Zeiss, Oberkoch Deutschland

Schneidesystem

o Exakt Klebepresse

e Exakt 520 Lichtpolimerisationsgerat

o Exakt Diamantbandsége 300/310 CP/R
Profil

e Exakt Schleifsystem 400 CS

e Exakt AW 110 Mess- und Kontrollsystem

e Mikrometerschraube mit Digitalanzeige

EXAKT Apparatebau GmbH & Co.
KG, Norderstedt Deutschland

Schleifpapier mit P800/1000, Durchmesser
270 mm SiC

Nassschleifpapier P2500, Durchmesser 270
mm SiC

Nassschleifpapier K4000, Durchmesser 270
mm SiC

Einbettformen 2 Mulden, klein 16 mm
Objekttrager (25x75x1,5mm)

RESOLAB GmbH, Marburg
Deutschland

Schwenktisch: Shaker DRS-12, Sky Line

EIMI Ltd., Riga Lettland

Sterilbank:
e Safe 2020, Class 2, EN 12469

Thermo Fisher Scientific, Waltham
MA USA

e 0,1-2,5 pul Research Pipette Lambda plus
e 0,5-10 pl Research Pipette Lambda plus
e 10-100 ul Research Pipette Lambda plus

Spektralphotometer FluoStar Omega, BMG Labtech
o Omega plate-reader Ortenberg Deutschland
Pipetten: Corning, New York NY USA
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plus

e 50-200 ul Research Pipette Lambda plus
e 100-1000 pl Research Pipette Lambda

Waagen:

e Laborwaage: Kern PCB 250-3
e Feinwaage: Kern ABJ 120 4M

Kern & Sohn GmbH, Balingen
Deutschland

e Haraeus Megafuge 40R

Wasserbad: Lauda, Lauda, Kénigshofen
e AQUAIine AL 25 Deuschland
Zentrifugen Thermo Fisher Scientific, Waltham

MA USA

2.1.3 Verbrauchsmaterial

Tab. 3: Verbrauchsmaterialiste

Material Hersteller
Mikrotiterplatten Greiner Bio One, Frickenhausen
o 24 Well Deutschland
e 96 Well
Kulturflaschen Greiner Bio One, Frickenhausen
e T25 Deutschland
e T75
e T175

Spritzen (steril):
o 2 mlInjekt
e 10 ml Injekt

B Braun, Melsungen Deutschland

Sterilfilter fur Spritzen
e Millex GP 0,22 pm

Merck Millipore, Billerica, MA, USA

Pipettenspitzen

Starlab Tip One, Hamburg Deutschland

Rohrchen (Tubes)

conical buttom
e 50 ml Cellstar Tubes,
conical buttom

e 15 ml Cellstar Tubes, graduated,

graduated

Corning, New York NY USA

2.1.4 Software

Tab. 4: Softwareliste

Software

Hersteller

Image J 1.48v

Wayne Rasband, National Intsitutes of
Health, Bethesda MD USA

Excel 14.0.7147.5001

Microsoft Office Home and Student 2010,
Redmond WA USA

JMP 11.1.1

SAS Institute Inc., Cary NC USA

Omaga Plate reader Software

BMG Labtech  GmbH, Ortenberg
Deutschland
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2.2 Methoden

In diesem Kapitel sollen zu Beginn die physikalischen Grundlagen der
verwendeten Methoden erlautert und im Anschluss naher auf die speziellen

Methoden eingegangen werden.

2.2.1 Absorption

Unter Absorption wird die Aufnahme von Teilchen oder elektromagnetischen
Wellen in einen Festkdrper verstanden. Dabei kann das Licht nur absorbiert
werden, wenn die Energiedifferenz der Energieniveaus eines absorbierenden

Mediums der Quantenenergie des auftreffenden Lichtes entspricht.

Die Abschwéchung der Strahlenintensitat durch Absorption kann dabei durch

das Lambert-Beer’'sche Gesetz beschrieben werden [50, 51]:

E=lg(l/l) =€*c*d

E = Extinktion

lo = Intensitat des einfallenden Lichtes in W/m?2
| = Intensitat des ausfallendes Lichtes in W/m?
¢ = Stoffmengenkoeffizient in mol/I

d = Schichtdicke in m

£ = Extinktionskoeffizient

2.2.2 Fluoreszenz

Die Fluoreszenz beschreibt die spontane Emission von Licht eines, durch
elektromagnetische Strahlung, angeregten Elements. Trifft Licht mit einer
bestimmten Wellenlange auf ein Molekul, wird die Energie der Photonen
teilweise absorbiert und die Elektronen in ein energetisch hdheres Niveau
versetzt. Diese Energiedifferenz wird beim Abfallen der Elektronen auf ihr
urspringliches Energieniveau in Form von Warme und elektromagnetischer

Strahlung emittiert [51-53]. Weil die aufgenommene Energie nicht vollstandig
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wieder als elektromagnetische Strahlung abgegeben wird, ist das abgestrahlte
Licht stets 20-50 nm langwelliger und energiedrmer als das Anregungslicht, was
als ,Strokes Shift* bezeichnet wird [51, 54]. Das Fluoreszenzspektrum ist fr
jede Substanz spezifisch und messempfindlich, dabei muss in biologischen
Systemen der Ursprung der Emission nicht gleichzeitig dem Ort der Anregung
entsprechen. An Molekiile in der Nachbarschaft kann dabei ebenfalls Energie
Ubertragen werden [54]. Dabei kann es zum Beispiel zur sog.
Resonanzenergielbertragung, dem Foérster-Mechanismus, kommen. Hier liegt
das Absorptionsspektrum eines 50-100 A entfernten Moleklls im
Emissionsspektrum des angeregten Molekuls, wobei die emittierte Energie

strahlenlos absorbiert wird [50].

2.2.3 SCP-1 Zellen

Die verwendete Zellreihe, erworben von Prof. M. Schiecker (LMU Muinchen,
Deutschland), entspricht humanen, mesenchymalen Stammzellen, die mit Hilfe
von retroviralem Gentransfer (Lentiviren) der humanen Telomerase reversen
Transkriptase (hTERT) durch Bocker et al. 2008 immortalisiert wurden [55]. Das
Potenzial dieser SCP-1-Zellen (single-cell-picked-clone-1) sich zu Adipozyten,
Chondroblasten oder Osteoblasten zu differenzieren [55, 56] wurde im Verlauf
genutzt, um Aspekte der Biokompatibilitatt der Nukleusimplantate zu
untersuchen. Ginstig auf den Versuchsablauf wirkt sich auf3erdem die
schnellere Proliferation der SCP-1-Zellen gegeniber primé&ren humanen

mesenchymalen Stammzellen aus [56].

2.2.4 Zellkultur

Zur Vorbereitung der verwendeten Zellen auf die Anwendung an den
Drahtgestellen wurden die SCP-1 Zellen zunachst in einer Zellkultur
herangezogen. Dies war notig, um nach dem Auftauen der Zelllinie eine

adaquate Zellzahl fur die Aussaat zur Verfigung zu haben.

Samtliche Schritte bei Vorbereitungen und Durchfiihrungen wéhrend der Arbeit

an der Zellkultur wurden unter sterilen Bedingungen durchgefthrt
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2.25 Zellmedien

Tab. 5: Kulturmedien

Medium Inhalt Konzentration

500 ml MEM Alpha
modifiziert mit Glutamin

Kulturmedium ohne Nukleoside

5 ml Penicillin/Streptomycin 1%

50 ml FCS hitzeinaktiviert 10%

500 ml MEM Alpha
Modification mit Glutamin
ohne Nukleoside

5 ml Penicillin/Streptomycin 1%
5 ml FCS hitzeinaktiviert 1%
Differenzierungsmedium L-Ascorbinséure-2-Phosphat 200 uM
B-Glycerolphosphat 10 mM
Hepes 25 mM
Calcium Chloride 1,5mM
Dexamethason-L6sung
(Dexamethason 5mM in 5mM
DMSO)

Alle Medien kénnen bei 4 °C aufbewahrt werden

2.25.1 Auftauen der SCP-1 Zellen

In Vorbereitung auf das Auftauen der SCP-1-Zellen, wurden zunachst das
Kulturmedium auf 37 °C im Wasserbad erwarmt und ein Falcon mit 10 ml DPBS
bei Raumtemperatur bereitgestellt. Nun wurden die Zellen durch wiederholte
Hinzugabe des vorbereiteten DPBS in das zellenbeinhaltende Eppendorfgefald
aufgetaut und in ein 50 ml Falcon Uberfuhrt. Nachdem die Zellsuspension
aufgetaut war, wurde diese bei 600 G 10 min bei Raumtemperatur (20 °C)
zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand aspiriert und das Zellpallet mit
5 ml des erwarmten Kulturmediums resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde
nun in eine T25-Kulturflasche tberfuhrt und bei 37 °C und 5% CO, inkubiert.
Nach 24 Stunden wurde Uberprft, ob die Zellen am Plastik adharierten. Durch
mehrfache Passagierung der Zellkultur konnte diese nach 2 Wochen in eine
T175-Kulturflasche tbertragen werden.
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2.25.2 Zellpassagierung

Aufgrund der starken Proliferation der Zelllinie, wurde die Zellkultur mehrfach
geteilt, um eine, durch Platzmangel induzierte, Apoptose zu vermeiden. Dazu
wurden die Zellen durch fanfminutige Inkubation mit 2 ml Trypsin/EDTA bei
37°C und 5% CO; sowie anschlielBendem manuellem Rutteln der Kulturflasche
vom Boden dieser gelést. Nach der Inaktivierung der Proteasen durch
grof3ziigige Hinzugabe von Kulturmedium wurde die Suspension bei 600 G und
Raumtemperatur fir 10 min zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Uberstand
aspiriert und die zentrifugierten Zellen mit 10 ml Kulturmedium resuspendiert. In
einer neuen T175-Kulturflasche wurde nun die hergestellte Zellsuspension 1:25
verdunnt und bei 37 °C und 5% CO; inkubiert-. Dieser Vorgang musste alle 5-6

Tage zum Erhalt der Zellkultur wiederholt werden.

2.3 Versuchsaufbau

Untersucht wurden verkleinerte Ausfihrungen der Nukleusimplantate in vier
verschiedenen Dichten von 0,4 mg/cm3, 0,45 mg/cm3, 0,5 mg/cm3 und 0,75
mg/cm? [#]. Die ursprungliche Implantatgrof3e musste auf eine Gr63e von ca.
1,3x1x0,5 cm angepasst werden, damit die Versuchsobjekte in die vorhandene
24-Well-Mikrotiter-Platte appliziert werden konnten. Zur Bestimmung der Dichte
wurden die Drahtgestelle mit der Feinwaage gewogen. Der Versuchsaufbau
wird in Abbildung 1 visualisiert. Es wurden jeweils vier technische Replikate
einer Dichte mit Zellen in sechs Versuchsdurchlaufen (n=6, N=4) untersucht
(Abb. 6: 1:A1-D4). Des Weitern gab es in jeder Versuchsanordnung sogenannte
2D-Kontrollen, d.h. Wells ohne Drahtgestell, die ausschlie3lich mit Zellen
versehen wurden (Abb.: 6: A5-D5). Zusatzlich wurden jeweils vier
Hintergrundkontrollen mit zellfreien Kulturmedium mitgefihrt (Abb.: 6: A6-D6)
[#]. Jedes Well enthielt 1 ml Kulturmedium bzw. Zellsuspension. Zu Beginn
jeder Versuchsserie betrug die applizierte Zellzahl jeweils 50.000 Zellen/Well.
Diese Menge wurde speziell im Hinblick auf die Resazurinmessung (siehe

Abschnitt 2.5), nach vorausgegangen Versuchen gewahlt, mit dem Ziel einen
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messbaren Ausgangswert zu erreichen, der zusatzlich sensibel die Proliferation

erkennen lasst.
Dichte nur ohne
in mg/cm® Drahtgestelle mit SCP-1 Zellen | Zellen | Zellen
Legende:
0,4 A ‘ Q ‘ Nucleusimplantat
0’45 B @ Q Well mit
Kulturmedium

Abbildung 6: Versuchsaufbau (eigene Abbildung)

Vor dem Einsetzen wurden die verwendeten Drahtgestelle 3 Stunden in 1 %
Octoxinol 9 (Triton-X-100®) Lésung mit destilliertem Wasser geschwenkt. Nach
anschlieBendem zehnmaligem ausspilen mit Leitungswasser kamen die
Untersuchungsobjekte fir 2 x 8 min in ein Ultraschallbad mit destilliertem
Wasser. Abschlieend wurden die Drahtgestelle ca. 24h Luftgetrocknet und bei
126 °C 15 min. autoklaviert.

Das Einbringen der Zellen mit dem Kulturmedium sowie die Applikation der
Drahtgestelle wurden unter sterilen Bedingungen an der Sterilbank

vorgenommen, um Kontaminationen zu vermeiden.

2.3.1 Zellauszadhlung mit Trypan-Blau

Damit die untersuchten Objekte zu Beginn des Versuchs standardisierten
Bedingungen unterliegen, wurde zunéchst mit Hilfe der Trypan-Blau-Methode
die Zellzahl pro Milliliter in der verwendeten Zellkulturpassage bestimmt. Ziel
war es eine Zellsuspension herzustellen, die 50.000 Zellen/ml enthalt, welche

auf jedes Well verteilt wurde.

28



Trypanblau ist ein anionischer Diazofarbstoff, der von lebenden Zellen nicht
aufgenommen wird, Zellwande toter Zellen jedoch penetriert. Demnach stellen
sich tote Zellen als dunkelblau dar, wahrend viable Zellen hell erscheinen [57].

2.3.1.1 Herstellung der Trypan-L6sung und der Zellsuspension

Tab. 6: Trypan-Féarbelosung

Losung Inhalt Konzentration
0,75 ml Trypan .
Trypanblau Farbel6sung Stammldsung 0,5% 0,125 %
2,25 ml DPBS

Zunachst musste die aktuelle Zellkulturpassage so vorbereitet werden, dass die
Zellen in Suspension vorliegen. Dazu wurde wie bei der Passagierung der
Zellkultur vorgegangen (siehe Abschnitt: 2.2.3.2), bis die Zellen in eine erneute
Kulturflasche tberfiuihrt werden konnten.

2.3.1.2 Durchfuhrung der Zellzéahlung

Die Zellzdhlung erfolgte in einer Neubauerzahlkammer, welche zuvor mit 70%
ethanolhaltiger LOsung zusammen mit dem Deckglas gereinigt wurde.
AnschlieBend wurde das Deckglas auf die Kammer gelegt und durch
mehrmaliges schieben bis zum Erscheinen der sog.: ,Newtonschen Ringe*
fixiert. Anschliel3end wurden die 10 pl der vorbereiteten Zellsuspension 1:1 mit
der hergestellten Trypanldésung gemischt und 10 pl der Mixtur in die beiden
Zahlkammern gegeben. Die Zahlung der lebenden Zellen erfolgte ,L“-férmig
entlang der Zahlquadrate in den vier Zahlgittern. In beiden Zahlkammern wurde
nun der Durchschnitt n der jeweiligen vier Zahlquadrate berechnet und die

Zellzahl pro Milliliter mit folgender Formel ermittelt:
Zahl der lebenden Zellen / ml=n.V;-10*

n: Durchschnitt viabler Zellen

Vt. Verduinnungsfakter (in diesem Fall: 2)
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2.4 Zeitlicher Versuchsablauf

Der zeitliche Rahmen eines Versuchsdurchlaufs erstreckt sich tber 5 Wochen
und wurde sechsmal wiederholt (Abb.: 7). An Tag eins wurde der oben
genannte Versuchsaufbau erstellt und die Wells mit jeweils 50.000 Zellen in 1ml
Kulturmedium bzw. ausschlieB3lich Kulturmedium befillt. Nach 24h
Adhasionszeit, wurden die Drahtgestelle, nach entsprechenden Dichten sortiert,
in die Wells eingesetzt. Nun folgten wdchentliche Resazurinmessungen in den
Wochen 1-3 mit anschlieendem Kulturmediumwechsel. Nach der dritten
Messung sollte mit dem Wechsel des Kulturmediums auf das
Differenzierungsmedium die Differenzierung der Zellen stimuliert werden. Nach

weiteren 14 Tagen erfolgte die abschlieliende Resazurinmessung.

-24-well Platte mit jeweils

50,000 SCP1-cells/Well ) .
-Differenzierung zu

- Vier verschiedene Osteoblasten durch
Dichtnen: 0.4; 0.45; 0.5, pifferenzierungsmedium - AP-Aktivitat
0.75 mg/cm?®

- Lebend/Tod-Farbung
- Matrix Farbungen

- Fixierung und
Schneiden der
Drahtgestelle

- Farbung der Schnitte
Abbildung 7: Versuchsablauf (eigene Abbildung)

Die AP-Messung, sowie die Alizarin-rot-Bestimmung. konnten aufgrund ihrer
Zytotoxizitat und der begrenzten Kapazitat an Untersuchungsobjekten nicht bei
jedem Versuchsdurchgang vorgenommen werden. Zusatzlich wurden am Ende
die Farbungen sowie die Fixierungen flr die weitere Aufarbeitung der Praparate

vorgenommen [#].
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2.5 Messung des Resazurin Umsatzes

Der Redoxfarbstoff Resazurin (auch Alarma Blau) dient zur indirekten
Bestimmung der Proliferation, Zellviabilitdt sowie Toxizitat bei Zellen [58]. Dabei
macht man sich den Mechanismus zu Nutze, dass Resazurin vermutlich durch
mitochondriale Enzyme [59] oder andere zellinterne Mechanismen [58] in
viablen Zellen zu Resorufin, ebenfalls ein Farbstoff, metabolisiert wird. Anhand
der Emission in der Fluoreszenzmessung bei einer Anregungs-Wellenlange von
530-560 nm und einer Emission bei 590 nm [60] kann dabei auf die Zellzahl
viabler Zellen und damit indirekt auf die Proliferation geschlossen werden. Die
Vorteile dieser Methode liegen in der fehlenden Zytotoxizitat des Farbstoffes,
der einen Fortlauf des Experiments ermdglicht, sowie der Sensitivitdt und
Reproduzierbarkeit [61]. Nachteilig wurden eine Akkumulation des Farbstoffes
sowie ein verstarkter Abbau des Farbstoffes beobachtet, die zu
Fehleinschatzungen der Zellzahl fihren konnten [58]. Deshalb wurden die
vorgenommenen Messungen stets in standardisierten Inkubationszeiten

durchgefuhrt.

2.5.1 Verwendete Losungen und Gerate zur Messung des

Resazurinumsatzes

Tab. 7: Resazurin-Féarbeldsung

L6sung Inhalt Konzentration
0,125 g Resazurin-Natriumsalz 0,025 %
Resazurin-Farbeldsung 500 ml DPBS
Steril filtriert, in 2 ml Aliquots, bei -20 °C gelagert

Die Fluoreszenzmessung wurde im Omega®-Platereader vorgenommen und bei

Omega Platereader (Software) in eine Excel®-Datei (iberfiihrt.

2.5.2 Durchfiihrung

Die Vorbereitung der Farbung bestand darin, die benétigte Menge an
Farbelosung bei RT zu erwéarmen bis diese flussig wurde. Gleichzeitig wurde

neues Kulturmedium zum spéateren Austausch im Wasserbad auf 37 °C
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erwarmt. Nun wurden unter sterilen Bedingungen 60 pl der Resazurin-Ldsung in
jedes Well mit darin befindlichen 1 ml Kulturmedium pipettiert und anschliel3end
fur 30 min bei 37 °C und 5 % CO, inkubiert.

Nach Abschluss der Inkubation wurde zur Fluoreszenzmessung ein 96-Well-
Mikrotiter-Platte verwendet. Dabei wurden aus jedem Well der 24-Well-
Mikrotiterplatte mit den Drahtgestellen jeweils 3 mal 100 pl in die 96-Well-
Mikrotiterplatte  pipettiert. AnschlieRend wurde die Fluoreszenz im
Photospektrometer gemessen. Das Kulturmedium der Drahtgestelle wurde
darauffolgend einmalig abgesaugt und gegen 1 ml frisches Nahrmedium
ausgetauscht, so dass der Farbstoff entfernt wurde und die Zellen geschont
werden konnten. Mit Abschluss der Prozedur wurden die Implantate fur weitere
ein bzw. zwei Wochen bei 37 °C und 5% CO; inkubiert.

Zur Messwertberechnung, wurde der Durchschnitt der jeweiligen Triplikate

gebildet und die Messwerte als Vielfaches zur Kontrolle aufgetragen.

2.6 Messung der AP-Aktivitat

Die alkalische Phosphatase ist ein Enzym dass in zahlreichen Organen, wie
Leber, Plazenta und Knochen exprimiert wird [62] und sollte damit als
Parameter fur die Differenzierung dienen. In der frihen Reifungsphase der
Osteoblasten kommt es mit dem Sistieren der Proliferation in vitro zu einem
starken Anstieg der AP-Expression, welcher mit dem Beginn der Mineralisierung
wieder abféllt (siehe Abb.: 3) [63]. Aufgrund dieser Eigenschaft wurde die
Bestimmung der AP-Aktivitdt gewahlt, um die Differenzierungsfahigkeit der
SCP-1-Zellen in Interaktion mit den Implantaten zu untersuchen. Die Messung
wurde entsprechend dem Verlauf der AP-Expression reifender Osteoblasten
zwei Wochen nach Initiation der Differenzierung vorgenommen. Aufgrund der
Zytotoxizitdt der Losung konnte dieser Versuch nur am Ende der jeweiligen
Versuchsreihe durchgefuhrt werden. Dabei wurde als Substrat der alkalischen
Phosphatase 4-Nitrophenyl-Phosphat verwendet, da es durch das Enzym zu 4-

Nitrolphenol und Phosphat hydrolysiert wird [64]. Die Absorption des
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Reaktionsprodukts, 4-Nitrophenol, kann schlief3lich photospektrometisch bei
einer Wellenlange von 405 nm ermittelt werden [64].

Proliferation  / Reifung  / Mineralisierung

120
100
80
60
40
20

== AP

—— Kollagen
Osteocalcin

—¥— Calcium

% der maximalen
Expression

Zeit in Tagen

Abbildung 8: Substratexpression wahrend der Osteoblastendifferenzierung modifiziert nach
Lian und GS , JB Stein, 1995

2.6.1 Verwendete Losungen und Gerate zur Bestimmung der AP-Aktivitat

Tab. 8: AP-L6sung

Lésung Inhalt Konzentration
3,75 g Glycin (MW: 75,07 g/mol) 50 mM
AP-Puffer 12,11 g Tris-Base (MW: 121,1 g/mol) 100 mM
203 mg MgCl, (MW: 203,3 g/mol) 1 mM
900 ml ddH,O
Titration mit NaOH bis pH 4
11 ddH,0
1,3 mg 4-
Substratlésung Nitrophenyldisodiumphosphat- 3,5 mM
hexahydrat (pNPP)
1 ml AP-Aktivitat Assay Puffer 0,1 M

Die Absorptionsmessung erfolgte am Omega® Platereader

2.6.2 Durchfihrung

Vor jeder AP-Messung wurde zur Viabilitatsbestimmung eine
Resazurinmessung durchgefuhrt (siehe Abschnitt 2.5). Nach dem Absaugen
des restlichen Nahrmediums wurden die Drahtgestelle einmalig mit 1 ml DPBS
gewaschen. Im Anschluss wurden die untersuchten Drahtgestelle mit 1 ml
Substratlosung bedeckt und 90 min bei 37 °C, 5% CO, und Lichtschutz
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inkubiert. Die Absorption der inkubierten Ldsung konnte nach Ubertragung
jedes Wells aus der 24-Well-Mikrotiterplatte in Triplikate aus 3 Wells in der 96-
Well-Mikrotiterplatte mit je 100 pl im Photospektrometer bei einer Wellenlange

von 405 nm gemessen werden.

Zur Bestimmung der 4-Nitrophenolkonzentration aus den Messwerten der
Absorption musste zusatzliche eine Standardreihe erstellt

werden.
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Abbildung 9: Standardkurve AP-Aktivitat

Die Berechnung erfolgte anhand der Standardkurve sowohl in Form der
gesamten AP-Aktivitat des entsprechenden Wells, also auch der AP-Aktivitat
pro Zelle. Dazu wurde ein Quotient der Gesamtaktivitat als Faktor zum

entsprechenden Resazurin-Umsatz ermittelt.

2.7 Alizarin-rot Bestimmung

Eine weitere Methode, welche dem Nachweis der Differenzierung und der

Biokompatibilitat dienen sollte, bestand darin die ggf. produzierte Matrix mittels
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Alizarin-rot anzufarben und durch das Extrahieren des matrixgebundenen
Farbstoffes mittels Cetylpyridiniumchlorid eine Quantifizierung vorzunehmen
[65, 66]. Alizarin besitzt die Eigenschaft Kalziumionen in einem Chelatkomplex
zu binden, wobei die Probe fixiert werden muss und damit der Versuch an das

Ende des Ablaufes gesetzt werden musste [67].

2.7.1 Losungen und Gerate zur Alizarin-rot Bestimmung

Zur Durchfihrung wurden folgende zwei Losungen bendtigt [68]:

Tab. 9: Alizarin-rot-L6sungen

Losung Inhalt Konzentration
200 mg Alizarin-rot S 0,5%
. ; , 40 ml ddH,0
Alizarin rot-Farbelosung Titration bis pH 4, lichtgeschiitzte
Lagerung
109
Cetylpyridiniumchlorid 10%
Cetylpyridiniumchloridlésung monohydrat
100 ml Leitungswasser

Erhitzen im Wasserbad, Lagerung bei RT

Zusatzlich 99% Ethanol

Die Absorption wurde mit dem Omega®Platereader gemessen.

2.7.2 Durchfuhrung

Nach der letzten Resazurinmessung wurde das ubrige Kulturmedium aspiriert
und die Zellen mit 99% Ethanol fiir 60 min bei -20 °C fixiert. Im n&chsten Schritt
wurden die Zellen dreimal mit Leitungswasser gewaschen und die Alizarin-rot
Farbelésung hinzugegeben. Nach einer lichtgeschitzten Inkubation von 30 min
bei Raumtemperatur wurden die Zellen wiederholt dreimal mit Leitungswasser
gewaschen und luftgetrocknet. Die Extraktion der Farbelésung erfolgte nun,
durch die Hinzugabe der Cetylpyridiumchlorid-Losung und 30 minltiges
Schwenken. Im letzten Schritt wurden die Losungen als Triplikate in 96-Well-
Mikrotiterplatten mit je 100 pl Ubertragen (s.0.) und die Absorption im

Photospektrometer bei einer Wellenlange von 560 nm bestimmt.
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Mittels einer Standardkurve kann aus den ermittelten Absorptionswerten die

Alizarin-rot-Konzentration ermittelt werden.
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Abbildung 10: Standardkurve Alizarin-rot

2.8 Epifluoreszenz

Die Fluoreszenzmikroskopie bietet durch ein breites Spektrum an verfiigbaren
Farbelésungen vielfaltige Mdoglichkeiten der Zell- sowie Matrixdarstellung.
Deshalb sollte die Mdglichkeit des Nachweises von viablen sowie toten Zellen
[69, 70] und der Mineralisierung [71] genutzt werden. Das Verfahren diente
dadurch der Beurteilung des Wachstumsmusters der Zellen am Drahtgestell.
Ein weiterer Grund fur die Wahl dieser Methode ist die Intransparenz der
Drahtgestelle, die eine konventionelle Lichtmikroskopie verhindert. Die
Betrachtung der Untersuchungsobjekte erfolgte dabei lediglich von einer
Oberflache, wobei je nach eingestellter Fokusebene ein tieferer Blick in die

Drahtzwischenraume maoglich war.
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2.8.1 Lebend/Tod-Farbung

Bei der gleichzeitigen Farbung viabler und abgestorbener Zellen wurden die
Farbstoffe Calcein Acetoxymethylester (AM) und Ethidium-homidimer-1
verwendet. Das farblose Calcein AM penetriert durch die Zellmembran und wird
durch intrazellulare Enzyme in den calciumbindenden Farbstoff Calcein
gespalten [69]. Das intrazellulare Calcein bindet an vorliegende Kalziumionen
und fluoresziert griin bei einer Anregungswellenlange von 485 nm mit einer
Exitationswellenlange von 530 nm [72]. Aufgrund der vorausgesetzten
enzymatischen Spaltung werden hier kurzzeitig vorwiegend lebende Zellen
gefarbt, wobei Calcein selbst zytotoxische Eigenschaften besitzt [69]. Der
Farbstoff Ethidium homodimer hingegen penetriert durch die Membranen
abgestorbener Zellen und interkaliert mit RNA und DNA, so dass hier
Uberwiegend tote Zellen gegengefarbt werden [73, 74]. Ethidium homodimer
fluoresziert rot bei einer Exzitationswellenlange von 530 nm mit einer

Emissionswellenlange von 645 nm [72].

2.8.1.1 Verwendete Loésungen und Gerate

Folgende Losungen wurden fur diese Farbung bendétigt:

Tab. 10: Lebend/Tod-Farbeldsung

Lésung Inhalt Konzentration
1 g Calcein AM 4 mM
Calcein-Stammlésung 251 yl DMSO
Lagerung bei 20 °C

Ethidium-Homodimer- 1mg Ethidium homodimer 2 mM

Stammldsung 581 yul DMSO/ddH,0 (1:4)
0,5 pl Calcein AM 2 UM
Arbeitslésung 2ul Ethidium homodimer 4 UM

1 ml DPBS

Die Fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden am Evos fl

Fluoreszenzmikroskop vorgenommen.
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2.8.1.2 Durchfuhrung

Die in den Wells befindlichen Préparate wurden zweimal mit DPBS gewaschen
und mit einer jeweils 1 ml Arbeitsldsung bedeckt, bevor sie fir 30 min bei 37 °C
und 5% CO; unter Lichtschutz inkubiert wurden. Die inkubierten Praparate
wurden anschlieBend noch einmal mit DPBS gewaschen und unter dem
Mikroskop fotografiert. Die Fluoreszenz der einzelnen Farbstoffe wurde separat
aufgenommen und anschlie3en grafisch Uberlagert, so dass beiden Farbungen
gleichzeitig dargestellt sind. Die Bilder wurden im Tiff-Format mit 1360 x 1024
Pixel und einer horizontalen wie vertikalen Auflosung von 96 dpi gespeichert.

Calcein AM

Ethidium homodimer

Abbildung 11: Lebend/Tod-Farbung, Calcein AM = griin, Ethidium homodimer = rot

2.8.2 Calcein/Ethidiumbromid-Farbung

Bei dieser Farbung wird die calciumbindende Eigenschaft des Calceins (s.0.)
zur Farbung der mineralisierten extrazellularen Matrix genutzt, da in diesem Fall
kein Acetoxymethylester vorliegt, welcher die Penetration nach intrazellular
ermoglicht. Die Zellen werden mit rot fluoreszierendem Ethidiumbromid
dargestellt [75], welches durch geschadigte und nach einiger Zeit auch intakte

Zellmembranen penetriert und mit der DNA interkaliert [76].
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2.8.2.1 Verwendete L6ésungen und Gerate

Tab. 11: Calcein/Ethidiumbromid-Féarbelésung

L6sung Inhalt Konzentration
: o Calcein 30 mM 150 mM

Calcein-Arbeitslésung ddH,0

Ethidiumbromid- 1mg Ethidiumbromid 2 mM

Arbeitslosung 581 yl DMSO/ddH,0 (1:4)

Calcein 0,1%

Arbeitslésung Ethidium homodimer 0,1%
Kulturmedium

Die fluoreszenzmikroskopische Untersuchung wurde am Evos fl

Fluoreszenzmikroskop vorgenommen.

2.8.2.2 Durchfuhrung

Nach Aspiration des Kulturmediums, wurden die Implantate jeweils mit 1 ml
Farbelésung bedeckt und 30 min bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert, bevor die
Fluoreszenz der einzelnen Farbungen mit 1360 x 1024 Pixel und einer
horizontalen wie vertikalen Auflosung von 96 dpi fotografiert wurde und diese

anschlieBend grafisch Uberlagert wurden.

—

Ethidiumbromid

Abbildung 12: Calcein/Ethidiumbromid-Farbung, Calcein = griin, Ethidiumbromid = rot
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2.8.3 Alizarin-rot/Hoechst-Farbung

Neben der Mdglichkeit der Quantifizierung der mineralisierten Matrix [77] kann
die Matrix mit Hilfe von Alizarin-rot und dem Fluoreszenzmikroskop rot
dargestellt werden [78, 79]. Die Zellkerne werden dabei mit Hoechst 33342 blau
gegengefarbt, aufgrund der zellpermeablen Eigenschaft dieses Farbstoffes und
der Interaktion mit der DNA [80, 81].

2.8.3.1 Verwendete Loésungen und Gerate

0,5 % Alizarin-rot Farbel6sung:

Tab. 12: Alizarin-rot Farbeldsung

Losung Inhalt Konzentration
200 mg Alizarin-rot S 0,5 %
Alizarin-rot Farbel6sung 40 ml ddH,0
Titration bis pH4, lichtgeschitzte Lagerung
; ; 20 mg Hoechst 33342 2 pg/ml
Hoechst-Farbelosung >mI DMSO

Alizarin-rot 0,1%

Arbeitslosung Hoechst 0,1%

Kulturmedium

Ethanol 99 %

Bildaufnahmen erfolgten mit dem Evos fl Fluoreszenzmikroskop.

2.8.3.2 Durchfuhrung

Auf das Aspirieren des Nahrmediums folgte die Fixierung der Zellen durch
Hinzugabe von 99% Ethanol tGber 60 min bei -20 °C. AnschlieRend wurden die
Wells dreimal mit Leitungswasser gewaschen und mit der Arbeitslésung 30 min
bei Raumtemperatur unter Lichtschutz inkubiert. Die Farbung wurde mit dem
Fluoreszenzmikroskop im Tiff-Format mit 1360 x 1024 Pixel und einer

horizontalen wie vertikalen Auflosung von 96 dpi dokumentiert.
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Alizarin-rot

Hoechst 33342

Abbildung 13: Alizarin-rot/Hoechst 33342-Farbung, Alizarin-rot = rot, Hoechst 33342 = blau

2.9 Schneiden der Drahtgestelle

Die begrenzte, oberflachliche Betrachtungsmaglichkeit der Epifluoreszenz gab
Anlass zur Suche nach weiteren Methoden zur Darstellung des
Prothesenkerns. Dazu sollten die Implantate mit Hilfe der ,Trenn-Dunnschiliff-
Technik zur Herstellung histologischer Praparate von nicht schneidbaren
Geweben und Materialien“ nach K. Donath, 1987 [82] zu lichtmikroskopischen
Schnitten  prozessiert werden und damit eine Betrachtung des
Zellwachstumsmusters im Inneren der Drahtgeselle ermdglicht werden. Die
Darstellung der Zellen und der extrazellularen Matrix wurde mit konventionellen

lichtmikroskopischen Farbungen sowie Fluoreszenzfarbungen unternommen.

Die Durchfihrung der damit verbundenen Versuche erfolgte in enger
Zusammenarbeit mit dem klinischen Forschungslabor der Thorax-, Herz- und
Gefal3chirurgie der Universitatsklinik Tubingen unter der Leitung von Prof. Dr.
rer.-nat. H.P. Wendel.

2.9.1 Praparation der Implantate fir den Schnitt

Voraussetzung fur den Schnitt war zum einen die Fixierung der Zellen sowie die

Einbettung der Drahtgestelle in ein geeignetes Medium, das sowohl den Schnitt
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als auch die Farbung ermoglicht. Die Fixierung konnte dabei mit jeglicher auch
fur die konventionelle Lichtmikroskopie ublichen Form durchgefihrt werden. In
diesem Fall wurden die Praparate 24 h in 10% Formaldehyd fixiert und
anschlieBend in Technovit 7200, ein lichthartender Kunststoff auf

Methacrylatbasis, eingebettet [83].

2.9.1.1 Materialien und Geréate

10 % Formaldehyd in ddH,O

Ethanol in aufsteigenden Konzentrationen

Technovit 7200 (Einbettungsmedium)
Préazisionskleber (lichthartend) Technovit 7210 VLC
Fixationskleber Technovit 7230 VLC
Kunststoffobjekttrager

Exakt Klebepresse

Exakt 520 Lichtpolimerisationsgerat

Einbettformen

Tab. 13: Préinfiltrationsldsung

Lésung Inhalt Konzentration

Technovit 7200

Prainfiltrationslésung

Ethanol 100%

2.9.1.2 Durchfuhrung

Nach der Formaldehydfixierung der Drahtgestelle, wurden diese 15 min bei
flieBendem Wasser gewaschen und anschlieBend in aufsteigenden
Konzentrationen von Ethanol von 50, 70, 80, 90, 96 und 100% jeweils 30-45
min entwassert. Daraufhin folgte die Prainfiltration bei der die Objekte 24
Stunden in der Prainfiltrationslésung bei 4 °C inkubiert wurden. Es folgten
weitere 24 Stunden bei 4 °C in reinem Technovit 7200 bis zur Infiltration, bei
welcher die Objekte nochmals in einer neuen Ldsung Technovit 7200 unter
Lichtschutz bei 4 °C fiur 24 Stunden inkubiert wurden. Zur Einbettung wird das
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infiltrierte Objekt in eine entsprechende Einbettform mit einem Tropfen
Technovit 7230 geklebt und blasenfrei mit Technovit 7200 ubergossen. Die
Polymerisation erfolgte im Exakt 520 Uber 10 Stunden bei Weildlicht und weitere
10 Stunden bei UV-Licht. Nun konnte der Block mit dem Préazisionskleber
Technovit 7210 auf einem Kunststoffobjekttrager fixiert werden und 5-10
Minuten unter UV-Licht ausharten. Vor dem eigentlichen Schneiden wurde das
Praparat in der Mitte durchtrennt und ein zweiter Objekttrdger angebracht,
damit die Schnitte nicht am Rand sondern im Inneren des Drahtgestells

vorgenommen werden konnten.

2.9.2 Schneideprozess der Drahtgestelle

Die eingebetteten Préparate wurden nun mit einem Trennschleifsystem durch
eine Diamantbandséage unter stdndigem spulen in lichtmikroskopische Schnitte
geschnitten. Dabei wird die Vorschubkraft, welche sich aus der Summe des
Druckes der Probe auf das Sageband zusammensetzt bzw. eine Funktion der
Vorschubgeschwindigkeit darstellt, mit der die Probe auf das Band trifft
maoglichst konstant gehalten. Da jedes Material seine individuelle minimale
Vorschubkraft, die zum Schneiden der Probe nétig ist, besitzt, kann eine
konstante Vorschubgeschwindigkeit bei Proben mit unterschiedlichen
Materialharten zu ausgepragten Trennkraften fihren, die das Sageband
schadigen [84]. Dieses Problem wurde vom Hersteller geldst, indem die
erwahnte Vorschubgeschwindigkeit durch variables Gewicht der Materialharte
angepasst wird und damit die Vorschubkraft konstant bleibt. Gleichzeitig wird
das eingebettete Implantat ahnlich dem Prinzip einer Rotationssdge wéahrend
des Vorgangs rotiert, um eine punktuelle Kraftwirkung auf das Praparat zu
erzielen und damit stérende Reibungsartefakte zu reduzieren [84]. Zudem sollte
der Vorschub moglichst gleichmallig erfolgen und keine Schnittunterbrechung
zugelassen werden, da sonst eine Stufenbildung an der Oberflache die Folge
sein kann. Das Trennband ist einschichtig mit Diamanten besetzt und wird
durch fortlaufende Spulung von stérendem Abrieb gereinigt, so dass eine
moglichst glatte Oberflache entsteht [82].
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Nach dem Schnitt musste das Praparat mit einem Mikroschleifsystem, das aus
einem Gehause mit rotierendem Schleifteller mit einem Schleifpapier bestand,
auf die gewiinschte Dicke geschliffen werden. Dazu wurde fir jedes Préparat
der individuelle Nullpunkt festgelegt, d.h. der Punkt, an dem das Praparat die
Schleifpapieroberflache gerade berthrt. AnschlieBend kann die gewinschte
Differenz abgeschliffen werden, bis das Gerat automatisch stoppt. Der Druck
des Praparates auf die Schleifoberflache wird durch individuell gewahlte
Gewichte bestimmt [82].

2.9.2.1 Materialien und Geréate

Exakt Diamantbandsage 300/310 CP/R Profil
Exakt Schleifsystem 400 CS

Schleifblatter mit 800/1000/2500 Kornung
Exakt AW 110 Mess- und Kontrollsystem
Mikrometerschraube mit Digitalanzeige

Polierpapier mit 4000 Kérnung

2.9.2.2 Durchfuhrung

Auf dem vorbereiteten Praparat wurde zunachst die Schichtdicke von etwa 100

pum mit einem Stift markiert und auf dem Schnitttisch angebracht.

Durch ein Vakuum von 400-600 mbar an der Halterung fixiert, wird das Préaparat
mit den zwei Objekttragern an das Trennband im Bereich der markierten
Schnitthéhe herangefuhrt. Nun erfolgte der automatische Schnitt bei dem die
Probe alternierend, mit aufsteigendem Radius (Stufe 1-3), rotierte und durch ein
Gewicht an das Trennband gedrickt wurde. Das Sageband wurde dabei
fortlaufend mit Leitungswasser gespult, um die Diamantzwischenraume der
Bandsage vom Abrieb zu reinigen und durch Abkihlung das Diamantband vor

schadlicher Uberhitzung zu schutzen.
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Nach der erfolgreichen Trennung, wird das Praparat durch das
Dunnschleifsystem auf die gewilnschte Dicke gebracht. Das Schleifgerat
musste 5 min warm laufen, bis anschliel3end die Schleifpapiere in aufsteigender
Kérnung aufgelegt wurden. Das Praparat wurde mit dem Objekttrager an der
Vakuumhalterung (600-800 mbar) fixiert und durch Gewichte auf die rotierende
Schleifoberflache gepresst. Dabei war die Schleifdauer von der individuellen
Schnittdicke des Praparates abhangig. Der Vorgang wiederholte sich mit
zwischenzeitlichen Kontrollen am digitalen Mikrometer, bis die gewinschte
Dicke von ca. 100 um erreicht wurde. Durch Ungenauigkeiten beim Schneiden,
die das Praparat zu dinn abtrennten, war auch durch nachtréaglichen schleifen
die Zielobjektdicke von 100 pm nicht regelmalig erreichbar. Zum Schluss

wurden die Praparate mit dem Silikonpolierpapier ca. 5 min poliert.

2.10 Farbung der Drahtschnitte

Zur besseren Beurteilung des Wachstumsmusters der Zellen und der
Extrazellularen Matrix wurde zunachst auf konventionelle Farbemethoden der
Histologie wie der Hamatoxylin/Eosin-Farbung zurickgegriffen. Aufgrund der
unzureichenden Resultate und geringem Informationsgewinn wurden zusétzlich
die Kollagenautofluoreszenz sowie eine Calcein/Ethidiumbromid-

Fluoreszenzfarbung untersucht.

2.10.1 Hamatoxylin/Eosin

Die Anwendung der in der Histologie weit verbreiteten Hamatoxylin/Eosin-
Farbung wurde bereits von Donath, K. 1987 in der Methode der ,Trenn-
Dunnschliff-Technik® [82] beschrieben. Hamatoxylin farbt azide Strukturen die
Zellkerne blau, wahrend Eosin durch die Affinitat zu basischen Ladungen das
Zytoplasma und Kollagen rot farbt [85].
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2.10.1.1 Verwendete Losungen und Gerate

Tab. 14: Hamatoxylin/Eosin-Farbung

Losung Inhalt Konzentration
6 g Hamatoxylin 0,42 %
0,6 g Natriumjodat 0,042%
Hamatoxylin nach Gill 52,8 g Aluminiumsulfat 3,6 %
690 ml ddH,O
690 ml Ethylenglykol
60 ml Eisessig
0,5gEosinyY 0,5 %
Eosin 100 ml Ethanol 96%

2 Tropfen Eisessig

Die Aufnahmen erfolgten mit der Funktion des Durchlichtmikroskops am Evos fl

Fluoreszenzmikroskop

2.10.1.2 Durchfuhrung

Die Praparate wurden 15 min in Hamatoxylin nach Gill und anschliel3end 10
min in Leitungswasser eingelegt. Danach wurden die Objekte mit destilliertem
Wasser gespult und fir 5 min in Eosin Y gefarbt. Am Schluss wurden die

Praparate mit Ethanol 96% sowie Ethanol 100% entwassert und Xylen geklart.

2.10.2 Calcein/Ethidiumbromid

In dieser Methode wurde eine Farbung der Epifluoreszenz wieder aufgegriffen,
bei welcher Calcein zur Farbung der mineralisierten, kalziumhaltigen
extrazellularen Matrix verwendet wurde [71] und die Zellkerne mittels
Ethidiumbromid [76] gegengefarbt wurden. Diese Methode wurde gewahlt, weil

sie bei den Versuchen zur Epifluoreszenz bereits sehr gute Ergebnisse zeigte.
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2.10.2.1 Verwendete Losungen und Gerate

Tab. 15: Calcein/Eithidiumbromid-Farbeldsung

L6sung Inhalt Konzentration
. o 1 g Calcein 4 mM
Calcein-Arbeitslésung 251 ul DMSO

Ethidiumbromid- 1mg Ethidiumbromid 2 mM
Arbeitslosung 581 pl DMSO/ddH,0 (1:4)

Calcein AM 0,1%

Arbeitslésung Ethidium homodimer 0,1%

Kulturmedium

Die Aufnahme erfolgte am Evos fl Fluoreszenzmikroskop.

2.10.2.2 Durchfuhrung

Die Schnitte wurden jeweils mit 2 ml Farbeldsung so bedeckt, dass die gesamte
Flache des Praparates eingeschlossen war. Unter lichtgeschitzter Abdeckung
wurden die Objekte 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss
konnten die die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop mit 1360 x 1024 Pixel

und einer horizontalen wie vertikalen Auflosung von 96 dpi aufgenommen

' |

werden.

Ethidiumbromid

Abbildung 14: Calcein/Ethidiumbromid-Schnittfarbung, Calcein = griin, Ethidiumbromid = rot
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2.10.3 Autofluoreszenz von Kollagen

In der Diagnostik von Gewebsveranderungen ist die Anwendung der
Autofluoreszenz durch endogene Fluorophore verschiedener Geweben, wie
Kollagen, Elastin oder Tryptophan Gegenstand vielfaltiger Forschungen [50, 86-
88]. Fur die Untersuchung der Osteoblastendifferenzierung und der Ausbreitung
von extrazellularer Matrix spielt speziell das Kollagen, mit Anregungsmaxima
von 280, 330, 450 nm und Emissionsmaxima von 310, 390, 530 nm [87], eine
vordergrindige Rolle. Diese Untersuchung erméglichte dadurch die zuséatzliche

Darstellung von nicht-mineralisierter organischer Matrix.

2.10.3.1 Verwendete Gerate

Evos fl Fluoreszenzmikroskop

2.10.3.2 Durchfiuhrung

Die Schnitte der jeweiligen Dichten wurden zunachst unter dem
Durchlichtmikroskop systematisch aufgenommen und anschlieRend mit Licht
bei einer Wellenlange von 485 nm. Das emittierte Licht wurde anschlie3end
fotografisch im Tiff-Format mit einer GréRe von 1360 x 1024 Pixel und einer
horizontalen wie vertikalen Auflosung von 96 dpi dokumentiert und mit den

Durchlichtmikroskopischen Bildern am Mikroskop Uberlagert.

Kollagenauto- r
fluoreszenz

° obe nﬁ ..-‘

Abbildung 15: Kollagenautofluoreszenz, Kollagen (griin), Titanfaden (schwarz)
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2.11 Mikroskopische Untersuchung struktureller Eigenschaften der
Implantate

Weiterhin boten die lichtmikroskopischen Schnitte im ungefarbten Zustand die
Maoglichkeit, zusatzliche technische Daten Uber die Drahtgestelle zu sammeln,
die zur Interpretation der Biokompatibilitat beitragen sollten. Hierbei wurden die
technischen Unterschiede der Implantate auf mikroskopischer Ebene evaluiert
und dadurch Informationen dber den tatsé&chlichen Freiraum bzw. die
PorengréRe des Gewebes innerhalb des Drahtgestells erlangt. Die
Drahtgestelle wurden systematisch als durchlichtmikroskopischen Aufnahmen
mit einer GroRe von 1360x 1024 Pixeln und einer Auflésung von 96 dpi
rasterformig bei einer 5x VergroRerung dokumentiert (siehe Abbildung 16). Die
Open Source Software ,ImageJ“ des NIH ist eine etablierte Methode zur
quantitativen Analyse mikroskopischer Bilder [89-91] und besitzt eine hohe
Reliabilitat in der Bestimmung von Grollenmal3en wie Ladnge und Flache [92,
93]. Deshalb wurde diese zur Analyse der Aufnahmen hinsichtlich der Flache
der Drahte im 2D-Querschnitt sowie der Distanz zwischen den Drahten
verwendet. Die Bilder wurden in ihrer Helligkeit und dem Kontrast individuell
bearbeitet, damit eine automatische Analyse mittels Makro durch ImageJ
erfolgen konnte.

Abbildung 16: systematische Aufnahme des Schnittes (eigene Abbildung)

2.11.1 Software und Gerate

ImageJ 1.48

Evos fl Fluoreszenzmikroskop
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2.11.2 Bestimmung der Drahtzwischenrdume

Eine Einschatzung der Drahtzwischenrdume sollte mit Hilfe des Abstandes
zwischen den Drahten in der 2D-Aufnahme erfolgen. Dazu wurden in Image J
von jeder Dichte jeweils mindestens 35% der Aufnahmen (n=10) in 5x
VergroRerung zufallig ausgewahlt und 25 Abstande zwischen den Dréahten mit
der Funktion ,Measure® vermessen [94]. Die Messungen wurden einheitlich am
Rand von, im Querschnitt getroffenen, Drahtabschnitten durchgefiihrt und
jeweils im Winkel von 90° vorgenommen. Die Skalierung erfolgte zuvor am
Mal3stab, der durch das Mikroskop in der Aufnahme vorgegeben wurde mit der
Funktion ,set scale“ [91, 94].

Image) £ Image)

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help File Edt Image Process Analyze Plugins Window Help
QOGUF&A\ARWDIS PALIV » OolcloE 4| +/A[Ala|a|0) =js|s]e|2] | ||
04.RGB_0001.1f (G) (50%) - ol d 04.RGB.0001.5t (6) (50%) -B

4358.97x3282.05 ym (1360x1024). RGB; 5.3M8 4358 97x3282 05 ym (1360x1024); RGB; 5.3MB

,
e F

| Fle Edt Font Resuls — .
|Area Mean  |StdDev |Min [Max Jange JLength |

N 1 743518 249187 20188 120333 235 -90 2307 HJ

Abbildung 17: Abstandsmessung

Zur Auswertung wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen der

jeweiligen Dichten ermittelt.

2.11.3Bestimmung der Drahtflache

Zur mikroskopischen Untersuchung der Herstellerangaben bezlglich der
verschiedenen Dichten auf mikroskopischer Ebene wurden mindestens 35%
der Aufnahmen, in 5x VergroRerung, jeder Dichte (n=10) automatisch

analysiert. Dazu wurde zunadchst das MalR mit Hilfe des vom Mikroskop
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angegebenen Mal3stabs skaliert [94]. AnschlielRend wurden die Bilder in eine 8-
bit Datei und im n&chsten Schritt in ein binares Bild transformiert. Nun konnten
die abgebildeten Flachen mit der Funktion ,Analyse Particle® ermittelt werden
[95]. Dieser Vorgang wurde durch Anwendung eines Makros automatisiert,
wobei der Untersucher stets die Ergebnisse im Hinblick auf das Bild hinsichtlich
der Plausibilitat validieren musste. Zur Auswertung wurden der Mittelwert und

die Standardabweichung berechnet.

- A&

Skalierung

Messung
Abbildung 18: Flachenberechnung
Auszug aus dem verwendeten Makro:

Lsopen("C:A\..\\Area\\0,4\\0,4_ RGB_0001.tif");
/IsetTool("line");

makeLine(680, 890, 1304, 890);

run("Set Scale...", "distance=624 known=2000 pixel=1 unit=um global");
run("8-bit");

setOption("BlackBackground", false);

run("Make Binary");

run("Analyze Particles...", "size=25000 display summarize");
selectWindow("Results");

saveAs("Results", "C:\\...\\Area\\0,4\\Results0,4_1.txt");
run("Open Next");

[...]"
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2.12 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte in SAS-JMP®. Zunachst wurden die
Messwerte auf ihre Verteilung geprift. Bei normalverteilten Werten wurden der
Mittelwert und die einfache Standardabweichung bzw. der einfache
Standardfehler ermittelt. Die Signifikanztests erfolgten mit dem Students t-Test.

Die festgelegten Signifikanzniveaus waren p=0,05 (*) und 0,01 (**) [#].
3. Ergebnisse

Die Biokompatibilitdt sollte entsprechend der einleitenden Definition hinsichtlich
der Zellproliferation, der Differenzierung und dem Wachstumsmuster untersucht
werden. Der folgende Abschnitt stellt die Ergebnisse bezlglich der einzelnen

Punkte vor.

3.1 Nachweis der Zellproliferation

Das Zellwachstum wurde zum einen durch die quantifizierende Methode der
Resazurinmessung und zum anderen qualitativ.  mit Hilfe der

Fluoreszenzmikroskopie genauer untersucht.

3.1.1 Resazurin-Umsatz als indirekter Marker fur Zellproliferation

Die indirekte Bestimmung der Proliferation mittels Resazurinumsatz erfolgte in
regelmaRigen Abstanden uber finf Wochen. In der folgenden Ubersicht (Abb.:
19) wurden die ermittelten Messwerte als Faktor zur Kontrolle, dem jeweiligen
ersten Wert an Tag 1 des Versuchsdurchgangs, fur die unterschiedlichen

Dichten aufgetragen.
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Abbildung 19: Ubersicht Resazurinumsatz aller Dichten tiber 5 Wochen, Mittelwerte und erster
Standardfehler, N=7, n=4

Es wird deutlich, dass alle Dichten Uber den gesamten Versuchszeitraum ein
Zellwachstum im Bereich der 2D-Matrix aufweisen und ein erster Gipfel der
Zellzahl nach zwei Wochen erreicht ist. Das Wachstum in der Anfangsphase
weist nur geringe Unterschiede auf und trennt sich erst im weiteren Verlauf. Bis
zur Hinzugabe des Differenzierungsmediums, weisen jedoch alle Graphen
ahnliche Tendenzen auf. In den folgenden Darstellungen werden die jeweiligen

Messzeitpunkte genauer betrachtet.
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Resazurinumsatz als Faktor zur Kontrolle

04 0,45 0,5 0,75 2D

Dichte in mg/cm?3

Abbildung 20: Resazurinumsatz an Tag 14 alle Dichten, Mittelwerte und erster Standardfehler,
N=7, n=4

Abbildung 20 verdeutlicht, dass nach zwei Wochen das Drahtgestell der Dichte
0,45 mg/cm® mit dem Faktor 6,57(+/-1,54) die tendenziell hdchste
Proliferationsrate erreicht, wahrend die Dichte 0,75 mg/cm3 mit 3,25(+/-0,47)
einen Resazurinumsatz zeigt, der noch unter der zweidimensionalen
Umgebung mit 3,91(+/-0,78) liegt. Insgesamt lasst sich jedoch erkennen, dass
die Drahtgestelle mit den niedrigeren Dichten eine gesteigerte Proliferation
gegenuber der 2D-Kontrolle aufweisen, sich jedoch untereinander nicht
signifikant unterscheiden [#].

Nachdem die hochste Zellzahl, vor der Differenzierung, Gberschritten wurde,
fallt die Proliferationsrate synchron bei allen Dichten bis zum Wechsel des

Nahrmediums an Tag 21 ab.
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8,0
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Resazurinumsatz als Faktor zur Kontrolle

04 0,45 0,5 0,75 2D

Dichte in mg/cm3

Abbildung 21: Resazurinumsatz an Tag 21 alle Dichten, Mittelwert und erster Standardfehler,
N=7, n=4 (*: p<0,05)

Der Resazurinumsatz bei 0,45 mg/cm3 zeigt sich zu diesem Messzeitpunkt
signifikant gesteigert gegentber der Dichte 0,75 mg/cm? und der 2D-Matrix
(p<0,05). Die Zellviabilitat liegt nun tendenziell bei allen Drahtgestellen tUber der

der 2D-Umgebung.

Das Ergebnis der Messung am Tag 21 (Abb.: 22) zeigt den Ruckgang der
Proliferation sowohl in allen Dichten als auch in der 2D-Kontrolle im Vergleich
zum 14. Tag, welcher am deutlichsten im Drahtgestell mit 0,45 mg/cm3 Dichte
mit einer Differenz von 1,54 ist. Der geringste Wachstumsriickgang zeigt sich

bei der Dichte 0,75 mg/cm?3 mit einer Differenz im Mittelwert von 0,29 [#].
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Abbildung 22: Differenz des Resazurinumsatzes von Tag 14 auf Tag 21, Mittelwerte und erster
Standardfehler N=7, n=4

Im Anschluss an diese Messung wurde das Kulturmedium gegen das
Differenzierungsmedium ausgetauscht, um die Entwicklung der SCP-1-Zellen
zu Osteoblasten zu initieren. Nach weiteren 14 Tagen erfolgte die letzte
Messung des Resazurinumsatzes. Abbildung 23 zeigt, dass gegenuber 0,75
mg/cm3 bei den anderen Dichten und der 2D-Kontrolle der Resazurinumsatz
nach funf Wochen wieder ansteigt (Abb.: 19). Ein signifikanter Unterschied der
Proliferation besteht zwischen der Dichte 0,75 mg/cm® und 0,45 mg/cms3
(p<0,05) sowie der 2D-Matrix (p<0,05).
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Resazurinumsatz als Faktor zur Kontrolle

04 0,45 0,5 0,75 2D

Dichte in mg/cm3

Abbildung 23: Resazurinumsatz an Tag 35 aller Dichten, Mittelwerte und erster Standardfehler,
N=7, n=4 (*: p<0,05)

In dieser Zeit kommt es, wie in Abbildung 24 ersichtlich, zu einem signifikanten
Anstieg des Wachstums in der 2D-Matrix (p<0,01). Die Drahtgestelle haben, bis
auf die Dichte 0,75 mg/cm?é, ebenfalls eine tendenziell positive
Wachstumsdifferenz. Das Implantat mit der Dichte 0,45 mg/cm? zeigt die grolite

Wachstumsdifferenz der Drahtgestelle im Mittelwert mit 1,71 [#].
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Messzeit in Tagen
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Abbildung 24: Differenz des Resazurinumsatzes von Tag 21 auf Tag 35, Mittelwerte und erster
Standardfehler, N=7, n=4 (**: p<0,01)

3.1.2 Fluoreszenzmikroskopischer Nachweis der Zellproliferation

Die morphologische Analyse des Zellwachstums erfolgte mit Hilfe der
Fluoreszenzmikroskopie. Die Lebend/Tot-Farbung nach finf Wochen in
Abbildung 25 liefert dabei sowohl einen Eindruck tber das Zellwachstum als

auch Uber das Verhaltnis von viablen Zellen zu abgestorbenen Zellen.

In allen Dichten ist ein ausgepréagtes Zellwachstum an der Vielzahl griiner,
viabler, und weniger roter, abgestorbener, Zellen erkennbar, welches sich
adharent entlang der Titandrédhte auszubreiten scheint. Stellenweise sind
zwischen den Drahten netzartige Strukturen erkennbar, die auf eine
Matrixbildung hinweisen und ebenfalls mit Zellen bewachsen sind. Der dichte

Zellrasen spiegelt die ausgepréagte Proliferation wider. Durch die Farbung wird
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ein deutliches Uberwiegen der viablen Zellen gegeniiber abgestorbenen Zellen
erkennbar [#].

0,4 mg/cm3

0,45 mg/cm3

0,5 mg/cm3

Abbildung 25: Lebend/Tot-Féarbung (Calcein AM/Ethidium homodimer), lebende Zellen (Calcein
AM) = grin, tote Zellen (Ethidium homodimer) = rot, Maf3stabsbalken entspricht 1000 um

3.2 Differenzierungsfahigkeit der multipotenten SCP-1-Zellen

Die Differenzierungsfahigkeit wurde ebenfalls durch eine quantifizierende
Messung, wie die AP-Aktivitat und Alizarin-rot Farbung, sowie eine

mikroskopische Visualisierungen untersucht.

3.2.1 AP-Aktivitat zur Bestimmung der Zelldifferenzierung

Die Bestimmung der Aktivitdt der alkalischen Phosphatase soll, als ein friher

Marker, die Differenzierungsfahigkeit der Stammzellen nachweisen und wurde
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dazu nach 5 wdchiger Zellkultur und 14 Tage nach Initiation der Differenzierung

gemessen.
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Abbildung 26: Gesamt AP-Aktivitdt nach 2 Wochen Differenzierung, Mittelwerte und erster
Standardfehler, N=4 n=3 (**: p<0,01)

Die Gesamtaktivitat der alkalischen Phosphatase der 2D Matrix zeigt einen
signifikanten Unterschied zu den Drahtgestellen séamtlicher Dichten. Tendenziell
weildt das Drahtgestell mit der Dichte 0,45 mg/cm? die hdchste AP-Aktivitat mit
33  (+/-11,82) puM pNP auf, wobei alle Drahtgestelle eine
Differenzierungstendenz zeigen. Die Gesamtaktivitat der AP ist sehr abhangig
von der Zellzahl. Umso hoéher die Zellzahl, desto mehr AP-Enzyme sind
vorhanden. Zur Normalisierung dieser Messung wurde deshalb die AP-Aktivitat
pro Zelle ermittelt. Dazu ist in Abbildung 27 die AP-Aktivitat als Faktor zum

zeitlich koharenten Resazurinumsatz aufgetragen.
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Abbildung 27: AP-Aktivitat pro Zelle, Mittelwerte und erster Standardfehler, N=4 n=3

Die AP-Aktivitat pro Zelle zeigt keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Drahtgestellen und der 2D-Kontrolle. Tendenziell weil3t die 2D-Matrix weiterhin
die starkste Differenzierungsaktivitat auf. Im Gegensatz zur Gesamtaktivitat
zeigt hier die Dichte 0,4 mg/cm3 mit 0,0065 (+/- 0,0011) uM pNp/Zelle die
starkste Enzymaktivitat. Aul3erdem sind zwischen den einzelnen Dichten
tendenziell deutlichere Unterschiede erkennbar als in der Gesamt-AP-Aktivitat.
Die geringste Enzymaktivitat scheint bei dem Drahtgestell mit 0,45 mg/cm?3 und
0,0042 (+/- 0,0012) uM pNP/Zelle vorzuliegen [#].

3.2.2 Alizarin-rot zur Bestimmung der Mineralisierung

Ein weiteres Mittel zum Nachweis einer Zelldifferenzierung ist die Bestimmung
von mineralisierter Matrix, welche durch Osteoblasten gebildet wurde. Des

Weiteren kann der Reifungsfortschritt der Zellen wahrend des
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Differenzierungsvorgangs durch diesen zweiten Parameter besser eingegrenzt
werden. Die Messung erfolgte zum selben Zeitpunkt wie die AP-Aktivitats-

Bestimmung nach finf Wochen in Kultur mit zweiwdchiger Differenzierung.

0,006

0,005

0,004

0,003

0,002

Alizarin-rot Konzentration in %

0,001

0,000

04 0,45 0,5 0,75 2D

Dichte in mg/cm3

Abbildung 28: Alizarin-rot-Bestimmung, Mittelwerte und erster Standardfehler, n=4 N=2 (*:
p<0,05)

Die Auftragung der Messwerte jeder Dichte in Abbildung 28 zeigt eine
tendenziell gesteigerte Mineralisierung der Drahtgestelle gegeniiber der 2D-
Umgebung, wobei der Unterschied ausschliel3lich bei der Dichte 0,75 mg/cms3
signifikant ist. Ein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen

Drahtgestellen liel3 sich nicht nachweisen [#].
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3.2.3 Epifluoreszente Nachweis von Matrixbildung

Zusatzlich zu den quantitativen Methoden wurde die Matrixbildung

mikroskopisch untersucht.

Der fluoreszenzmikroskopische Nachweis der Matrixbildung gelang mittels
Alizarin-rot/Hoechst-Farbung sowie der Calcein/Ethidiumbromid-Farbung. Das
Ziel beider Fluoreszenzfarbungen war die abgegrenzte Darstellung von
mineralisierter Matrix gegenuber den Zellkernen.

3.2.3.1 Der Nachweis mineralisierter Matrix mit Calcein

Der Farbstoff Calcein wurde als Acetoxymethylester bereits bei der Lebend/Tod-
Farbung verwendet. Je nach Farbstoff werden die Bilder einzeln

aufgenommenen und Uberlagert dargestellt.

Die Abbildung 29 zeigt an dem Drahtgestell der Dichte 0,4 mg/cm3 beispielhaft
den morphologischen Nachweis der Matrixbildung. Die toten Zellen werden mit
Hilfe von Ethidiumbromid rot dargestellt und wachsen entlang der Titanfaden.
Dazwischen finden sich einzelne (griine) Matrixansammlungen, in der Nahe der
Zellen. Die Matrix bildet inhomogene Knotchen zwischen den gleichmaliger
verteilten Zellkernen [#].
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Die Zellkerne in orange
(Ethidiumbromid)

Die mineralisierte

Matrix in griin (Calcein)

Calcein und
Ethidiumbromid

Abbildung 29: Calcein/Ethidiumbromid-Farbung bei 0,4 mg/cm?3 Drahtgestell, mineralisierte
(Calcein) = grun, Zellkerne (Ethidiumbromid) = rot, 10x VergroRerung, Malistabsbalken

entspricht 400 pm

3.2.3.2 Der Nachweis mineralisierter Matrix mit Alizarin-rot

Die rot-fluoreszierende Eigenschaft des kalziumbindenden Alizarin-rot stellt in
der folgenden Abbildung 30 die mineralisierte Matrix rot dar, wahrend Hoechst
33342 die Zellkerne blau anfarbt. Die Bilder des jeweiligen
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Fluoreszenzfarbstoffes wurden einzeln aufgenommen und anschlie3end

uberlagert.

Man erkennt in allen Dichten eine ausgepragte (rote) Matrixbildung entlang der
Titandrahte. In der Nahe dieser Mineralisationsknoten finden sich zahlreiche
gleichmalig verteilte blaue Zellkerne. Es lasst sich demnach neben einer
ausgepragten  Proliferation auch die Bildung mineralisierter Matrix

morphologisch nachweisen.

0,4 mg/cm3 0,45 m‘/cm3
0,5 mg/cm3 0,75 m‘/cm3

Abbildung 30: Alizarin-rot/Hoechst-Farbung, Zellen (Hoechst 33342) = blau, mineralisierte

Matrix (Alizarin-rot) = rot, 5x VergréRerung, Maf3stabsbalken entspricht 21000 pum

Die Aufnahmen zeigen zuféllig gewéhlte, exemplarische Ausschnitte aus den
untersuchten Drahtgestellen und korrelieren deshalb nicht zwangslaufig mit den

erhobenen Messwerten.
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3.3 Zellwachstumsmuster auf den Drahtgestellen

Die Untersuchung des Wachstumsmusters gibt weitere Hinweise auf die
Interaktion der Zellen mit den Drahtgestellen beziglich der Biokompatibilitat
sowie des mdglichen Einflusses auf die biomechanischen Eigenschaften des

Implantats.

Die epifluoreszenten Aufnahmen haben nur eine begrenzte Aussagekraft Uber
das Zellwachstum im Inneren der Drahtgestelle. Zur besseren Darstellung der
Ausbreitung der Zellen im Implantatkern, wurden die Drahtgestelle geschnitten
und mit konventionell lichtmikroskopischen sowie fluoreszenzmikroskopischen

Methoden untersucht.

3.3.1 Mikroskopische Bestimmung des Zellwachstums mit Hilfe der

Epifluoreszenz

Die Betrachtung der Implantatoberflache in 2x Vergréf3erung (Abb.: 31) zeigt ein
dichtes Netz aus viablen Zellen die Uber eine matrixartige Struktur mit griner
Fluoreszenz miteinander verbunden werden, was auf eine Kollagenbildung
hinweist. Die Zellen wachsen somit nicht nur entlang der Drahtfaden, sondern

auch auf der eigenen extrazellularen Matrix.

a

Abbildung 31: Calcein AM-Farbung, 2x VergréRerung, Mal3stabsbalken entspricht 2000 pum

viable Zellen (griin), Kollagen (griin)
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Im Hintergrund der Ubersicht, d.h. im Inneren des Implantats, zeigt sich eine
Rarifizierung des Zellwachstums, welches sich bei ndherer Betrachtung (Abb.:
32) verdeutlicht. Die Zellen liegen den Titanfaden homogen an, zeigen aber
zwischen den verschiedenen Drahten unterschiedlich starke

Wachstumsauspragungen.

5x 10x 20x
Malf3stabsbalken: 1000 um Malstabsbalken: 400 pm Mafstabsbalken: 200 pm

Abbildung 32: Calcein AM-Farbung, viable Zellen (grtin) in aufsteigenden VergréRerungen, die

linke Seite weist zur Oberflache

Die Matrixbildung zeigt sich in der Ubersichtlichen Betrachtung (Abb.: 33)
ungleichmafiig verteilt, mit umgebenden Zellen und ebenfalls einer Abnahme im
Inneren des Implantates. Dabei ist die mineralisierte Matrix zu kleinen Knoten

verdichtet und Uber eine netzartige Struktur verteilt.

5x 5x 10x
Malstabsbalken: 1000 pm MaRstabsbalken: 1000 pm MalRstabsbalken: 400 pm

Abbildung 33: Alizarin-rot/Hoechst-Farbung: Zellkerne (blau, Pfeil 1), mineralisierte Matrix (rot,

Pfeil 2) in aufsteigenden VergréRerungen

Am Rand der Implantate findet sich, wie in Abbildung 34 dargestellt, eine
regelméRigere Mineralisierung der Matrix in Form kleiner Mineralisationsknoten

statt.
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2X 5x 10x
MafRstabsbalken: 2000 um Malstabsbalken: 1000 pm Malstabsbalken: 400 um

Abbildung 34: Calcein/Ethidiumbromid-Farbung, Zellkerne (rot), mineralisierte Matrix (grun), in

aufsteigenden VergréRerungen

3.3.2 Lichtmikroskopische Untersuchung der Zellausbreitung an

gefarbten Schnitten

Die Untersuchung des Implantats im Querschnitt ermdglichte den Nachweis des
Zellwachstums, extrazellularer Matrix sowie eine Ubersicht Uber das

Wachstumsmuster bis in die zentralen Anteile des Implantats hinein.

Die Darstellung der Zellen wurde mit der Hamatoxylin/Eosin-Farbung und
Calcein/Ethidiumbromid vorgenommen. Die Verteilung der Matrix sollte mittels
der Kollagenautofluoreszenz sowie der Calcein-Farbung eruiert werden, um
sowohl mineralisierte als auch nicht-mineralisierte Anteile identifizieren zu

koénnen.

3.3.2.1 Hamatoxylin/Eosin-Farbung der lichtmikroskopischen

Implantatschnitte

Abbildung 35 zeigt, dass nur vereinzelt Zellkerne und wenig Matrix zur
Darstellung kamen. Es zeigten sich lediglich in den Dichten 0,4 mg/cm3 und 0,5

mg/cm? geféarbte Strukturen.
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Abbildung 35: Hamatoxylin/Eosin-Farbung, Verschiedene Vergré3erungen, Zellkerne (blau),
Matrix (rot), Titandrahte (schwarz)

Trotz der wenigen erkennbaren Strukturen geben diese Aufnahmen (Abb.: 35)
erste Hinweise darauf, dass auch in den Schnitten Zellen und Matrix vorhanden
sind. Die detektierten Zellkerne und Matrixbestandteile lagen alle den
Titandrahten an. Es lasst sich jedoch keine Aussage Uber die Verteilung oder

das Wachstumsmuster der Zellen treffen.

3.3.2.2 Calcein/Ethidiumbromid-Farbung der lichtmikroskopischen

Implantatschnitte

Bereits in der Epifluoreszenz konnten sowohl Matrix als auch Zellen erfolgreich

mit Calcein und Ethidiumbromid angefarbt werden. Diese Mdglichkeit sollte
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auch bei den lichtmikroskopischen Schnitten angewendet werden. Die
Aufnahmen der einzelnen Farbstoffe sowie das Durchlichtbild werden in den

Abbildungen 36-38 Uberlagert dargestellt.

Abbildung 36: Calcein/Ethidiumbromid Farbung: mineralisierte Matrix (griin, Pfeil 1), Zellkerne
(rot, Pfeil 2), Kollagen (grin, Pfeil 3), 10x VergréRerung, Mal3stabsbalken: 400 um

Abbildung 36 hebt beispielhaft an der Dichte 0,45 mg/cm3 die angefarbten
Strukturen hervor. Die Zellkerne liegen als kleine rote Punkte (Pfeil 2) an den
Titandrahten, neben der mineralisierten Matrix, die, wie bereits beschrieben, an
den grinen unregelmalig geformten Knoten erkennbar ist (Pfeil 1). Zusatzlich
existiert eine flachige grine Farbung, welche durch die Autofluoreszenz des

Kollagens zustande kommt (Pfeil 3).

Diese beschriebenen Strukturen konnten in allen Dichten aufgefunden werden.

Die Beispiele fur jede Dichte sind in Abbildung 37 gegenibergestellt.
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Abbildung 37: Calcein/Ethidiumbromid-Farbung, Ubersicht aller Dichten, Zellkerne (rot),

extrazellulare Matrix (griin)

3.3.221 Wachstumsmuster im Calcein/Ethidiumbromid gefarbten

Querschnittpréaparat

Das Wachstumsmuster wird in der 2x Vergré3erung des Querschnitts des 0,75

mg/cm?3 Drahtgestells in Abbildung 38 deutlich.
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aufden

— Zellen und EZM

Abbildung 38: Dichte 0,75 mg/cm3, 2x VergroRerung, Mal3stabsbalken: 2000um, Zellkerne

(rot), extrazellulare Matrix (grtin)

Die Verteilung der Zellen sowie extrazellularen Matrix (EZM) zeigt eine deutlich
hohere Dichte am Rand des Praparates [#]. Die Menge geféarbter Zellen sowie
mineralisierter Matrix nimmt sukzessive zur Mitte des Praparates ab. Es wird
demnach der Eindruck aus der Epifluoreszenz bestétigt. Die mineralisierte
Matrix konnte nur geringflgig in zentralen Implantatarealen detektiert werden,
wahrend die rein organische Matrix, erkennbar an der Kollagenautofluoreszenz,

vorhanden war.
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3.4 Mikroskopisch bestimmte technische Daten der Implantate

Die unterschiedlichen mikroskopischen Eigenschaften der Implantate
bestimmen unmittelbar die Umgebungsbedingungen fir das Wachstum und die
Differenzierung der Zellen. Es sollte die Frage beantwortet werden, wie sehr
sich die Implantate in ihren Umgebungseigenschaften fur die Zellen durch die
unterschiedlichen Dichten voneinander unterscheiden. Zur Beschreibung der
unterschiedlichen Wachstumsvorrausetzung wurden die Abstande zwischen
zufallig ausgewahlten Drahten jeder Dichte sowie die Flache, welche die
Titandrahte im Querschnitt auf dem Objekttrager einnehmen, in ImageJ

bestimmt.

3.4.1 Drahtzwischenraume der Dréhte

Fur jede Dichte wurden zufallig 10 Schnitte ausgewahlt und jeweils 25 Abstande
im Winkel von 90° in der Schnittebene gemessen. Die Ergebnisse sind in Form

eines Box plot in Abbildung 39 aufgetragen.
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Abbildung 39: Abstande zwischen den Drahten jeder Dichten, N=10, n=3 (*: p<0,05; **:
p<0,01)

Alle Dichten zeigen untereinander einen tendenziellen Unterschied zwischen
den durchschnittlichen Drahtabstdnden im Querschnitt, der mit zunehmender
Dichte abnimmt. Bis auf die Dichten 0,75 mg/cm3 und 0,5 mg/cm3
unterscheiden sich alle Dichten in diesem Parameter signifikant voneinander.
Die Dichte 0,4 mg/cm3® erreicht dabei durchschnittich den maximalen
Drahtabstand von 474,71 (+/- 92,63) um, wahrend dieser bei 0,75 mg/cm3 mit
321,72 (+/- 70,35) um am geringsten ist.
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3.4.2 Flache der Titandrahte im Querschnitt

In 10 zufallig ausgewahlten Schnitten wurde automatisiert die Flache bestimmt

und ist in Abbildung 40 fur jede Dichte aufgetragen.

*%*

**

7.000.000

6.000.000

5.000.000

Flache in umz

4.000.000

3.000.000

0,4 0,45 0,5 0,75
Dichte in mg/cm?3

Abbildung 40: Flache jeder Dichte, N=10, n=3 (*: p<0,05, **: p<0,01)

Die Flache, welche die Praparate auf dem Objekttrager einnehmen, steigt mit
zunehmender Dichte tendenziell an. Der Unterschied ist innerhalb der niedrigen
Dichten zwischen 0,45 mg/cm3® und 0,5 mg/cm3® sowie 0,4 mg/cm3 nicht
signifikant. Die maximale Flache wird im Mittel bei einer Dichte von 0,75 mg/cm?3
bei 5,641 (+/- 1,02) mm?2 erreicht. Das Minimum liegt durchschnittlich bei der
Dichte 0,4 mg/cm3 mit 4,257 (+/- 0,86) mm2,
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4. Diskussion

Die hohe klinische und volkswirtschaftliche Relevanz von Rickenschmerzen
sowie den damit verbundenen strukturellen Schaden an der Wirbelséule treiben
die Bestrebungen zur Entwicklung neuer Therapien im Bereich der
Wirbelsaulenchirurgie stets voran. Die Schwachen der aktuellen
Standardtherapie, der interkorporellen Fusion, in der chirurgischen Behandlung
des Bandscheibenprolaps, wie zum Beispiel die Anschlussdegeneration,
erfordern fir das verhaltnismaRig junge Patientenklientel neue therapeutische
Ansétze. Mit steigender Lebenserwartung und anderen Risikofaktoren in der
Bevdlkerung, wie Adipositas, wird die Nachfrage nach l|angerfristig
zuverlassigen Verfahren weiter zunehmen. Die gestrickte Nukleusprothese der
Firma Buck und Co GmbH konnte bereits in den biomechanischen Tests
Uberzeugende Ergebnisse liefern und wies vor allem eine geringe
Implantatmigration auf, welche bisher eines der Kardinalprobleme in der
Nukleusprothetik darstellt [27], [#]. Im nachsten Schritt sollte in dieser Arbeit die
in vitro Biokompatibilitdt dieser neuartigen Nukleusprothese untersucht werden.
In Anlehnung an Arbeiten von Jung, Zhang und Yang [47-49] wurde die
Biokompatibilitat anhand der Proliferation, Differenzierung und des

Wachstumsmusters bestimmt.

Die Proliferation wurde indirekt durch die Messung des Resazurinumsatzes
bestimmt und zusatzlich fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Das Wachstum
an den Implantaten wurde dabei mit einer zweidimensionalen Kontrolle, ohne
Drahtgestell, Uber finf Wochen mit vier verschieden Implantatdichten
verglichen, wobei in den letzten zwei Wochen zusatzlich die Differenzierung der
Zellen eingeleitet wurde. Nach sieben Tagen zeigte sich eine ahnliche
Wachstumstendenz bei allen Dichten sowie der 2D-Kontrolle mit jeweils
unterschiedlichen Anstiegen, welche bis zum 14. Tag anhielt. Das Wachstum
lag dabei erwartungsgemaf bei den meisten Dichten, bis auf 0,75 mg/cms,
oberhalb der 2D-Kontrolle, da jene eine groRere Wachstumsoberflache fir die
Zellausbreitung bieten als die zweidimensionale Umgebung. Das Implantat mit

0,75 mg/cm? Dichte zeigte eine reduzierte Wachstumstendenz gegenuber der
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2D-Kontrolle. Methodisch kdnnte eine erschwerte Verteilung des Resazurins in
diesem Drahtgestell in Frage kommen, so dass die Zellen weniger mit dem
Redoxfarbstoff in Kontakt kommen konnten, um diesen umzusetzen. In der
Literatur zum Zellwachstum an gerlUstahnlichen Wachstumsumgebungen,
werden diese Ergebnisse bestatigt. GroRere Hohlraume, wie sie in den
niedrigeren Dichten vorliegen, fordern das Zellwachstum wahrend es in kleinen
Poren stagniert [96, 97]. Nach zwei Wochen erreichte die Dichte 0,45 mg/cm3
die hochste Wachstumsdifferenz mit 6,57(+/-1,54)-fachen Resazurinumsatz
zum Tag 1. Es zeigte sich zu diesem Zeitpunkt jedoch kein signifikanter
Unterschied zwischen den Drahtgestellen und der 2D-Kontrolle, was darauf
hinweist, dass das Zellwachstum durch die Drahtgestelle nicht deutlich
behindert wurde und die Zellen die Titanoberfliche als Wachstumsmatrix
angenommen haben. In der dritten Versuchswoche kam es zum tendenziell
unterschiedlichen Wachstumsabfall sowohl bei Implantaten als auch der
Kontrolle. Dabei war die Wachstumsreduktion in der Dichte 0,45 mg/cm3 mit
einer Differenz von 1,54 im Mittelwert am hoéchsten, wahrend es in der Dichte
0,75 mg/cm3 mit einer Reduktion im Mittelwert um 0,29 nur zu geringfugigen
Anderungen kam. Einerseits konnte es zur selbstinduzierten Apoptose
gekommen zu sein, die zum einen durch ein massives Zellwachstum wie
beispielsweise bei der Dichte 0,45 mg/cm3 oder eine kleinere Oberflache wie
bei der 2D-Kontrolle verursacht wurde andererseits wéare auch Kontaktinhibition
als weitere Ursache moglich [98]. Die Dichte 0,45 mg/cm? zeigte trotz des
Abfalls nach drei Wochen ein signifikant gesteigertes Wachstum gegentber der
2D-Kontrolle und 0,75 mg/cm3® (p<0,05). Demnach scheint 0,45 mg/cm3 die
besten Eigenschaften fur das Zellwachstum zu besitzen. Insgesamt zeigten vor
der Differenzierung alle Drahtgestelle einen tendenziell hoheren
Resazurinumsatz als die 2D-Matrix. Es lasst sich nach den ersten drei Wochen
mit multipotenten SCP-1 Zellen zusammenfassend feststellen, dass die
Drahtgestelle quantitativ vergleichbare und die Dichte 0,45 mg/cm? signifikant
hohere Proliferationsraten zeigen als die zweidimensionale Kontrolle. Dies gibt
bereits positive Hinweise auf eine mogliche in vitro Biokompatibilitat der

Implantate. In zahlreichen Arbeiten wurde ebenfalls der wachstumsfordernde
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Einfluss knochenahnlicher Gerliste beschrieben [97, 99, 100]. Der
Wachstumsabfall entspricht einer normalen Wachstumskurve in vitro kultivierter
Zellen, wobei die Anlauf- und stationdre Phase aufgrund der langen
Messintervalle nicht deutlich zur Darstellung kamen [98]. Nach der dritten
Woche wurde anschlie3end die Differenzierung der Zellen eingeleitet und nach
weiteren zwei Wochen die Proliferation wiederholt indirekt mittels
Resazurinumsatz bestimmt sowie morphologisch in der
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. In der funften Woche zeigte sich ein
moderater Anstieg der Proliferation in den Dichten 0,4; 0,45 und 0,5 wéhrend
die Dichte 0,75 mg/cm?3 weiter im Wachstum abfiel. Die 2D-Kontrolle erfuhr im
Gegensatz zu den Drahtgestellen einen hochsignifikanten Wachstumsanstieg
um den Faktor 3,15 im Mittelwert (p<0,01). Dies weist darauf hin, dass die
Differenzierung in den Implantaten, im Gegensatz zur Kontrolle, zum
Messzeitpunkt bereits stattfindet bzw. schon weiter fortgeschritten ist, wodurch
die Proliferation im Vergleich sistiert. Dieser Zusammenhang lasst sich anhand
des Zellzyklus erklaren, bestehend aus einer mitotischen Phase, in welcher die
Zellteilung stattfindet und einer Interphase in der vermehrt Transkription
stattfindet und die Zelle in ein ausdifferenziertes Stadium (Go) Ubertreten kann.
In der Interphase kommt es zur hohen metabolischen Aktivitdit und dem
Wachstum der Zelle, es findet jedoch keine Zellteilung und dementsprechend
keine Proliferation statt, so dass es zu keiner Zunahme der Zellzahl kommt
[101]. Das es nach dem Abfall in Woche 3 uberhaupt wieder zum Anstieg des
Resazurinumsatzes kommt ist moglicherweise dem Versuchsablauf geschuldet,
bei dem das Nahrmedium mit dem entstandenen Zelldendritus abgesaugt
wurde und somit eventuell neuer Freiraum flr eine Proliferation geschaffen
wurde. Die Differenzierung als Parameter fir die Biokompatibilitdt wird spater in
diesem Kapitel genauer besprochen. In der Fluoreszenzmikroskopie konnte mit
der Lebend/Tod-Farbung das Wachstum der Zellen morphologisch bestétigt
werden. Zusatzlich wurde in allen Dichten deutlich, dass sich die Zellen
einschichtig an den Titandrdhten der Implantate entlang ausbreiten und nicht
beschrankt auf dem Grund der Mikrotiterplatte wuchsen. Dieses

Wachstumsverhalten konnte in ahnlichen Arbeiten zum Wachstum von
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osteogenen Stammzellen beobachtet werden [102]. Des Weiteren tUberwog die
Anzahl der viablen Zellen, welche den Farbstoff Calcein AM umsetzten,
gegenuber den abgestorbenen Zellen. Diese Beobachtung unterstreicht

zusatzlich die Biokompatibilitat der Drahte hinsichtlich der Proliferation.

Die ersten indirekten Hinweise auf eine Differenzierung durch den
Resazurinumsatz wurden durch spezifischere Messverfahren naher untersucht.
Dazu wurde mit Hilfe der Messung der AP-Aktivitat und des quantitativen
Nachweises  von mineralisierter ~ Matrix  mittels  Alizarin-rot  der
Differenzierungsfortschritt anhand des Schemas von Lian und GS , JB Stein,
(1995) [63] (siehe Kap.: 2.6) in den jeweiligen Dichten nach zweiwd6chiger
Differenzierung bestimmt. Laut Lian und Stein kommt es in der Reifungsphase
der Osteoblasten zur hdochsten Aktivitat der alkalischen Phosphatase, wahrend
Kalzium erst wahrend der Mineralisierung messbar wird. Es lasst sich demnach
mit den verwendeten Parameter eine relativ zuverlassige Einschatzung dariber
abgeben, in welchem Stadium der Differenzierung sich die Zellen zum
Messzeitpunkt befinden. Die gesamt AP-Aktivitat zeigt eine signifikant hohere
Aktivitat der 2D-Kontrolle (p<0,01) gegentuber den Drahtgestellen. Zu beachten
ist dabei, dass die Zellanzahl dabei rechnerisch wesentlichen Einfluss auf die
Menge der AP-Enzyme hat. Deshalb wurde zur idealen Betrachtung die AP-
Aktivitat pro Zelle errechnet. In dieser Betrachtung zeigt sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Drahtgestellen und der 2D-Kontrolle, wobei die
Drahtgestelle weiterhin eine tendenziell verringerte AP-Aktivitdt zeigten. Die
Dichte 0,4 mg/cm?3 hatte innerhalb der Implantate die hdchste AP-Aktivitat pro
Zelle mit 0,00651 (+/- 0,0011) uM/Zelle wahrend die Dichte 0,45 mit 0,0042 (+/-
0,0012) puM/Zelle die niedrigste Aktivitdt erreichte. Diese Ergebnisse
verdeutlichen zwar, dass eine Differenzierung in allen Drahtgestellen und der
Kontrolle stattfindet, jedoch kann eine niedrige AP-Aktivitat entsprechend Lian
und Stein (1995) [63] sowohl ein verminderten Reifungsfortschritt als auch eine
bereits wieder abgefallene Enzymaktivitat bei eingesetzter Mineralisierung
anzeigen. Zur genaueren Einschatzung diente deshalb die Alizarin-rot-Messung
zur Bestimmung der Mineralisierung. Die Ergebnisse zeigen eine signifikant

gesteigerte Mineralisierung in den Implantaten mit der Dichte 0,75 mg/cms3
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gegenuber der 2D-Kontrolle mit einer Konzentration von 0,0043 (+/- 0,0011)%
(p<0,05). Im direkten Vergleich der AP-Aktivitat und Alizarin-rot-Féarbung
innerhalb der Drahtgestelle zeigt sich, dass jene Dichten, die eine hohe AP-
Aktivitat pro Zelle zeigten (0,4 mg/cm3 und 0,5 mg/cm3) vergleichsweise
niedrige Alizarin-rot Werte aufweisen. Umgekehrt zeigen die Dichten 0,45
mg/cm?3 und 0,75 mg/cm? eine niedrigere AP-Aktivitat bei erhdhten Alizarin-rot
Werten. Dieser Zusammenhang spricht dafir, dass die Dichten 0,4 mg/cm3 und
0,5 mg/cm? sich noch in einer frihen Phase der Mineralisierung befinden,
wahrend die Zellen der Drahtgestelle mit 0,45 mg/cm? und 0,75 mg/cm?3 Dichte
die Differenzierung weitgehend abschlossen haben. Die Zellen der
zweidimensionalen Kontrolle scheinen sich, mit einer deutlich gesteigerten AP-
Aktivitat bei einer stark reduzierten mineralisierten Matrix, im friihen Stadium
des Reifungsprozesses zu befinden. Dazu passt die signifikante
Proliferationssteigerung im Vergleich zu den Drahtgestellen (Abb.: 24). Der
morphologische Nachweis einer mineralisierten Matrix erfolgte durch die
Farbungen Calcein/Ethidiumbromid sowie  Hoechst/Alizarin-rot.  Beide
Farbungen zeigten in allen Dichten eine ausgepragte, zum Teil inhomogene,
Verteilung von Matrixkristallen auf den Titandréhten und organischen
Matrixstrukturen an den Drahtgestellen. Sie bestatigen damit die
vorausgegangenen Messergebnisse insofern, dass eine Mineralisierung und
damit auch eine Differenzierung der Zellen stattgefunden haben. Mit Alizarin-rot
gefarbte Matrix erscheint wie in vorausgegangen Arbeiten als rote Punkte [67],
wahrend Calcein die unregelmafdig geformten Mineralisationskristalle sowohl in
der Epifluoreszenz als auch in den Schnitten griin anfarbt, wie es bereits in der
Arbeit von Hale und Santerre (2000) [71] dargestellt wurde. Es lasst sich
beziglich der Differenzierung festhalten, dass die Drahtgestelle offenbar die
Reifung der Osteoblasten nicht nur erméglichen sondern gegentber der 2D-
Kontrolle sogar fordern kénnen. Zu diesem Schluss kamen auch andere
Arbeiten von Hirota et al. (2015) [103]. Der Zusammenhang zwischen dem
Hohlraumgehalt des Implantates und dem Differenzierungsverhalten
diskutierten bereits andere Arbeiten von Karageorgiou et al. (2005) [97],

Hutmacher et al. (2007) [104] sowie Kasten et al. [105]. Die Ergebnisse von
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Mygind et al. (2007) [96] stimmen mit den Ergebnissen dieser Arbeit tberein,
dass niedrige Zwischenrdaume die Differenzierung fordern, wahrend grofRere
Hohlraume das Wachstum der Zellen steigern. Dabei scheinen im Fall der
Drahtgestelle vor allem die Dichten 0,45 mg/cm3 sowie 0,75 mg/cm? tendenziell
am starksten eine Differenzierung voranzutreiben. Ursachlich kdnnte im
Beispiel der Dichte 0,45 mg/cm? die gesteigerte Zelldichte aufgrund der hohen
Zellzahl nach 21 Tagen sein, welche auch von anderen Autoren als
stimulierender Faktor fir die Differenzierung beschrieben wird [106]. Eine
Ursache fir die fortgeschrittene Differenzierung der Dréhte mit 0,75 mg/cm? ist
maoglicherweise die niedrige Porigkeit durch eine héhere Drahtdichte, wie sie in
der mikroskopischen Untersuchung der Drahtzwischenrdume bestatigt wurde,
(Kap.: 3.4.1), was von Mygind et al (2007) sowie Nasim et al. (2014) [96, 107]
ebenfalls beschrieben wurde. Die Differenzierung fordert zwar die Verankerung
des Implantats, konnte sich jedoch im Hinblick auf die biomechanischen
Eigenschaften der Prothesen, durch eine erhdhte Festigkeit, storend auf die
Dampfungseigenschaften auswirken. Es ist durch die histologischen
Eigenschaften der Bandscheibe jedoch anzunehmen, dass bis auf den Bereich
der Deckplatten vermehrt Chondroblasten das zellulare Milieu der Prothese
bestimmen und damit eine komplette Mineralisierung des Implantates

unwahrscheinlich ist [12].

Weitere Erkenntnisse zur Interaktion der Zellen und Zellmatrix mit den
Prothesen lieferten die Betrachtungen des Wachstumsmusters. Dabei wurden
die Drahtgestelle epifluoreszenzmikroskopisch in der Ubersicht betrachtet.
Zusatzlich fand eine Untersuchung der Prothese in lichtmikroskopischen
Schnitten statt, um den Querschnitt und damit auch das Innere der
Drahtgestelle beurteilen zu kdnnen. Bei Ubersichtlicher Betrachtung zeichnet
sich eine umhillende Wachstumsform der Zellen mit entsprechender Matrix ab.
Die Zellen scheinen eine netzartige organische Matrix zu synthetisieren, welche
gleichzeitig zur OberflachenvergrofRerung fuhrt und damit zum Wachstum
beizutragen scheint. Aufgrund der Autofluoreszenz dieser extrazellularen
Substanz und den Syntheseeigenschaften von Osteoblasten handelt es sich

dabei um Kollagen [50]. Da die mineralisierte Matrix auf dem Boden einer
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organischen Vorlauferstruktur entstent haben diese Strukturen stets das
Potenzial zum weiteren Knochenwachstum [106]. Die Betrachtung der
Praparate in einer starkeren VergroR3erung zeigte eine Abnahme des
Wachstums hin zum Inneren des Implantats. Dieser Beobachtung wurde bei der
Mikroskopie der Schnitte weiter nachgegangen und es bestatigte sich eine
Abnahme des Zellwachstums und der mineralisierten Matrix im Inneren der
Prothese. Dies zeigt, dass die Zellen wahrend der gesamten Dauer des
Versuches das Implantat nicht durchwachsen haben und es nur randstandig
mineralisiert wurde. Mygind et al. (2007) beschreiben ebenfalls dieses
Wachstumsmuster in der Tiefe des Implantats unter statischen Bedingungen,
das eine Tiefe von ca. 250 um nicht Uberschreitet [96]. Mdglicherweise schrankt
in vivo wie auch in vitro die Nutrition der Zellen durch Diffusion das
intraprothetische Tiefenwachstum ein und verhindert einen stérenden Einfluss
der organischen Strukturen beim Einwachsen des Implantates [108]. Dieses
Ergebnis kénnte sich in Bezug auf die Interaktion mit den biomechanischen
Eigenschaften der Prothese als Vorteil erweisen. Es bleibt jedoch fraglich, in
wie weit eine tatsachliche raumliche Grenze fur die Proliferation und
Mineralisation besteht oder ob lediglich die zeitliche Begrenzung das Wachstum
eingeschrankt hat.

Die Untersuchung der technischen Eigenschaften der Drahtgestelle auf
lichtmikroskopischer Ebene diente dazu, die unterschiedlichen Eigenschaften
durch die verschiedenen Dichten zu validieren und die entsprechend
unterschiedlichen physikalischen Umgebungseigenschaften der Zellen
einschatzen zu kdnnen. Es konnten signifikante Unterschiede in der Grol3e der
Drahtzwischenrdume festgestellt werden, wobei diese mit zunehmender Dichte
kleiner werden. Erwartungsgemald nimmt die Flache der Drahte mit
ansteigenden Dichten zu. Es lassen sich demnach auch auf mikroskopischer
Ebene die Unterschiede der einzelnen Dichten nachweisen, so dass die Dichte
als reliables Unterscheidungsmerkmal angesehen werden kann. Der
durchschnittlich kleinste gemessene Drahtzwischenraum lag bei der Dichte 0,75
mg/cm?3 bei 321,72 (+/- 70,35) um was raumlich das Zellwachstum bei einer

maoglichen ZellgréZe von ca. 100 uM [55] nicht einschranken sollte. Dieser Wert
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liegt Gber der Mindestgrof3e der Hohlraume, die in vorausgegangen Arbeiten bei
ca. 100 um (50-150 pm) ermittelt wurde [97]. Hinsichtlich der Bedeutung der
PorengréRe beschreiben einige Autoren eine Diskrepanz im Einfluss der
Porengrol3e auf die Osteogenese in vitro und in vivo. Wahrend in vitro kleinere
PorengréRen (<100 pm) eine Osteogenese durch Zellaggregation und
verminderte Zellproliferation fordern, verstarken in vivo grol3ere Poren die
Osteogenese durch bessere Vaskularisation, so dass Porengrof3en von >300
um empfohlen werden [97, 104]. Niedrigere Porengréf3en fihren Uber den
Umweg der Chondrogenese zur Osteogenese [109]. Die optimale
Zwischenraumgrol3e fur die Differenzierung wird mit 250-350 pm angegeben
[99]. Alle untersuchten Implantate besitzen im Mittel Porengréf3en im optimalen
Bereich fir eine in vivo Anwendung oder groR3er. Die osteointegrativen
Eigenschaften der Dichten 0,75 mg/cm3 und 0,5 mg/cm3 kénnten in vivo denen
der niedrigeren Dichten, aufgrund ihrer Porengrdl3e, uberlegen sein. Jedoch
kann die Auspragung der organischen Matrix wie Kollagen als zusatzlicher
Faktor fur die Oberflache, welche zur Proliferation zur Verfiigung steht, eine
wichtige Rolle spielen [110]. Die Produktion von Wachstumsfaktoren wie TGF-3
[97] oder BMP-2 [111] wurden bereits in anderen Studien genutzt, um das
Wachstum zusatzlich zu fordern respektive zu kontrollieren. Dartber hinaus
wird im Bereich der kardiovaskularen Stentforschung diesbeziglich bereits die

Anwendung von mRNA erprobt [112].

4.1 Schlussfolgerung

Zusammenfassend konnte die Biokompatibilitat der Nukleusimplantate der
Firma Buck und Co. GmbH in vitro sowohl quantitativ als auch qualitativ
nachgewiesen werden. Neben einer ausgepragten Proliferation weisen die
Testobjekte eine moderate randstandige Differenzierung auf. Weitere
Anforderungen, die an die potenziellen Implantate gestellt werden, wie eine
sichere  Verankerung, welche durch ausgepragte Proliferation und
Differenzierung augmentiert wird, kbnnten die Implantate erfiilllen, ohne dass

eine zu starke Mineralisierung die mechanischen Eigenschaften des
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Implantates kompromittieren wirde [#]. Das biologische Verhalten in vivo kann
nur sehr eingeschrankt eingeschatzt werden, da mechanische Alterationen
sowie das realistische Wachstumsumfeld nicht simuliert wurden. In
vergleichender Zusammenschau der Daten, erzeugen nicht alle Dichten ein
optimales Wachstumsmilieu. Das Implantat mit der Dichte 0,5 mg/cm? scheint
insbesondere fir eine weitere Anwendung in vivo geeignet, weil es eine
moderate Differenzierung bei mittlerer Proliferation aufweist. Es kénnte damit
den besten Kompromiss zwischen matrixvermittelter Stabilitdt bei geringer,

biologisch bedingter, mechanischer Beeinflussung darstellen.

4.2 Ausblick

Durch die mechanischen und biologischen Eigenschaften der neuartigen
Nukleusprothese erscheint die Prothese der Firma Buck und Co. GmbH als
sehr geeignetes Produkt flr Patienten mit Bandscheibenprolaps bei weitgehend
intakten knochernen Begleitstrukturen. Bevor es zu einer Anwendung der
Implantate in vivo kommen kann, sollten in vitro die Immuntoleranz sowie die
Interaktion der Implantate mit primaren Chondrozyten untersucht werden, um
eine bessere pradiktive Aussage Uber den biologischen Effekt der Implantate in
vivo treffen zu kénnen. Angeregt durch weitere Arbeiten stellt sich die Frage, in
wie weit die Matrixbildung durch eine zusatzliche mechanische Stimulation [113]
sowie dynamische Umgebung verandert wird [96]. Die Erkenntnis, dass
Drahtgestelle, ahnlich unserer Praparate das Zellwachstum und die
Differenzierung férdern, ist ebenfalls ein wichtiger Gegenstand auf dem Gebiet
des Tissue engineering [111]. Perspektivisch kénnten die Drahtgestelle
Funktionen in der allogenen Knochentransplantation oder auch als
heilungsférdernder Platzhalter bei gréferen Knochendefekten tbernehmen,

beispielsweise als lokales Reservoir fir Wachstumsfaktoren wie BMP-2 [109].
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5. Zusammenfassung

Die epidemiologische und soziobkonomische Bedeutung von
Ruckenschmerzen hat den Rang einer Volkskrankheit. Der demographische
Wandel mit einer zunehmenden Anh&aufung an Risikofaktoren, flhrt zu einem
steigenden Bedarf an fortschrittlichen Losungen fur die Therapie der Lumbalgie.
Nach Versagen aller konservativen Behandlungsansatze hoffen die Betroffenen
auf eine zuverlassige chirurgische Alternative. Das Gebiet der Nukleusprothetik
ist ein vielversprechender neuer Ansatz zum Ersatz der Standardtherapie des
Bandscheibenprolapses. Durch eine dynamische Wiederherstellung der
Beweglichkeit bei kleinem Operationstrauma, sollen die Schmerzen genommen
und eine Anschlussdegeneration vermieden werden. Die klinische Anwendung
der derzeit etablierten Nukleusprothesen ist trotz der zufriedenstellenden
biomechanischen Eigenschaften durch die Implantatmigration und fehlende
Langzeitstudien limitiert. Die gestrickte Titannukleusprothese der Firma Buck
und Co GmbH, hat sich biomechanisch profilieren kbnnen und zeigt zudem eine
vielversprechend geringe Implantatmigraton. Die Aufgabe dieser Arbeit war es,
auf dem Weg zur Anwendung dieser Prothese, die Biokompatibilitat in vitro zu
Uberprufen. Dazu wurde die Proliferation, die Zelldifferenzierung sowie das
Wachstumsmuster an den vier verschieden Dichten 0,4; 0,45; 0,5 und 0,75
mg/cm3 mit Hilfe multipotenter (SCP-1-)Zellen Gber 5 Wochen untersucht. Die
Proliferation wurde woéchentlich quantitativ indirekt tber den Resazurinumsatz
sowie am Ende des Versuches qualitativ-morphologisch  mittels
Fluoreszenzfarbung untersucht. Es zeigte sich in allen Implantaten ein
ausgepragtes Zellwachstum, welches tendenziell héher als in der
zweidimensionalen Kontrolle war und nach 14 Tagen sein erstes Maximum
erreichte. Dies konnte anhand der Fluoreszenzfarbung mit Calcein AM/
Ethidium homodimer bestatigt werden. Am stéarksten proliferierten die Zellen im
Implantat mit der Dichte 0,45mg/cm3 wahrend 0,75 mg/cm? nach drei Wochen
nur knapp Uber der 2D-Kontrolle lag. Zwei Wochen nach der Einleitung er
Differenzierung wurde mittels Messung der alkalischen Phosphatase, Alizarin-

rot-Bestimmung und Fluoreszenzfarbungen mit Calcein/Ethidiumbromid sowie
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Alizarin-rot/Hoechst die Zellreife bestimmt. Die Ergebnisse zeigen, dass eine
Differenzierung in allen Implantaten stattgefunden hat. Anhand der alkalischen
Phosphatase und Alizarin-rot konnte festgestellt werden, dass die
Differenzierung in den Drahtgestellen mit der hochsten Drahtdichte (0,75
mg/cm3) sowie der hochsten Zelldichte (0,45 mg/cm3) am weitesten
fortgeschritten war. Die zweidimensionale Kontrolle blieb dabei in einem friihen
Stadium der Differenzierung zurick und zeigt passend dazu die starkste
Proliferationsaktivitdt. Auch die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen
unterstreichen die Differenzierung der Zellen durch den Nachweis von
mineralisierter Matrix in beiden Farbungen. Als weiterer Parameter fur die
Biokompatibilitat galt die Beurteilung des Wachstumsmusters. Dazu wurden
zum einen die Drahtgestelle fluoreszenzmikroskopisch in ihrer Mikrotiterplatte
mit Hilfe von Calcein AM und der Autofluoreszenz von Kollagen in einer
UbersichtsvergroRerung untersucht. Aufgrund der Intransparenz der Praparate
mussten diese zusatzlich mit Hilfe einer Diamantsage in lichtmikroskopische
Schnitte prozessiert werden, um das Wachstum im Implantatkern durch
Fluoreszenzfarbungen (Calcein/Ethidiumbromid) beurteilen zu koénnen. Es
wurde eine vorwiegend randstandige Besiedlung der Implantate beobachtet, mit
nach zentral abnehmender Mineralisierung. Dadurch kann die Verankerung der
Implantate geférdert werden, ohne die biomechanische Funktion zu
beeintrachtigen. Die technische Uberprifung der Implantate auf
mikroskopischer = Ebene  zeigte, dass die Dichte als reliabler
Unterscheidungsparameter fir die jeweiligen Umgebungsbedingungen
herangezogen werden kann und die Zwischenrdume ausreichend Raum fir die
Ausbreitung der Zellen bieten. Es lasst sich Schlussfolgern, dass der gestrickte
Nukleus sich als biokompatibel erweist und durch sein Wachstumsmuster eine
Integration des Implantates ohne umgebungsbedingte
Funktionseinschrankungen anzunehmen ist. Als né&chster Schritt gilt es die
Immuntoleranz sowie die Interaktion mit primaren Chondrozyten zu tberprifen.
Des Weiteren sollte die Anwendung modifizierter Drahtgestelle im Bereich

Tissue engineering oder Frakturheilung in Erwagung gezogen werden.

86



6. Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Geschlechtsspezifische Schmerzpravalenz nach Kérperregionen aus Daten des

Bundesgesundheitssurvey 1998 nach Bellach et al.[7]......ccccceeeiiiiiiiiiiiie e, 10
Abbildung 2: Aufbau der Bandscheibe modifiziert nach Kafer, W. et al. und Ulfig, N. [9, 13].....10
Abbildung 3: Prosthetic Disc Nucleus (aus Goins et al. [36]).......ccouiurrirriiiieiiiiieee e 17
Abbildung 4: Newcleus spiral implant (aus Goins et al [36]).....cccceeveeeviiiiiiiiriiee e 17
Abbildung 5: Die gestrickte Titannukleusprothese (aus Kettler, 2007 [45])...ccceeeeiiiiiiineereeeiiinnnns 18
Abbildung 6: Versuchsaufbau (eigene AbbildUNg) .........cocoeiiiiiiiiiiii e 28
Abbildung 7: Versuchsablauf (eigene AbDilduNng)...........cooueiiiiiiiiiiii e 30
Abbildung 8: Substratexpression wahrend der Osteoblastendifferenzierung modifiziert nach Lian
UNA GS , IB SEEIN, 1905 .. ittt ettt e et e e e e e e e st e e e e e e s eeeaab s eeeeeseesbaansaeeeaees 33
Abbildung 9: Standardkurve AP-AKLVItAL.............cco oo 34
Abbildung 10: Standardkurve AliZzarin-rot............cccco oo, 36
Abbildung 11: Lebend/Tod-Féarbung, Calcein AM = griin, Ethidium homodimer =rot................. 38
Abbildung 12: Calcein/Ethidiumbromid-Farbung, Calcein = grin, Ethidiumbromid = rot............ 39

Abbildung 13: Alizarin-rot/Hoechst 33342-Farbung, Alizarin-rot = rot, Hoechst 33342 = blau ... 41

Abbildung 14: Calcein/Ethidiumbromid-Schnittfarbung, Calcein = grin, Ethidiumbromid = rot.. 47

Abbildung 15: Kollagenautofluoreszenz, Kollagen (griin), Titanfaden (schwarz) ....................... 48
Abbildung 16: systematische Aufnahme des Schnittes (eigene Abbildung) ..........ccccceeeiieeins 49
Abbildung 17: AbStandSMESSUNG .......ccoeeiiii e 50
Abbildung 18: FI&chenberechnung................ 51

Abbildung 19: Ubersicht Resazurinumsatz aller Dichten tiber 5 Wochen, Mittelwerte und erster
Standardfehler, NT7, NT4 .ottt e e e e e st e e e e e e e s 53

Abbildung 20: Resazurinumsatz an Tag 14 alle Dichten, Mittelwerte und erster Standardfehler,
N A PP OO PPPPTRRRPRPPPINE 54

Abbildung 21: Resazurinumsatz an Tag 21 alle Dichten, Mittelwert und erster Standardfehler,
N A o B G o I 0 01 PSPPI 55

Abbildung 22: Differenz des Resazurinumsatzes von Tag 14 auf Tag 21, Mittelwerte und erster
Standardfehler N=7, NT4 ..ottt e e e nees 56

87



Abbildung 23: Resazurinumsatz an Tag 35 aller Dichten, Mittelwerte und erster Standardfehler,
N A o B (O o I O 0 1) O ST PO PPPPTOPPPIN 57

Abbildung 24: Differenz des Resazurinumsatzes von Tag 21 auf Tag 35, Mittelwerte und erster
Standardfehler, N=7, N=4 (**: P<O,01) ....eviiiiiiiiieiiiiee e 58

Abbildung 25: Lebend/Tot-Farbung (Calcein AM/Ethidium homodimer), lebende Zellen (Calcein
AM) = grun, tote Zellen (Ethidium homodimer) = rot, MaR3stabsbalken entspricht 2000 um ...... 59

Abbildung 26: Gesamt AP-Aktivitdt nach 2 Wochen Differenzierung, Mittelwerte und erster
Standardfehler, N=4 N=3 (**: P<O,0L) .uuuiiiiieiiiiiiieee e e e e e s st r e e e e e e e snranaee s 60

Abbildung 27: AP-Aktivitat pro Zelle, Mittelwerte und erster Standardfehler, N=4 n=3............... 61

Abbildung 28: Alizarin-rot-Bestimmung, Mittelwerte und erster Standardfehler, n=4 N=2 (*:
SR 003 OO PR P PT PR PPRO 62

Abbildung 29: Calcein/Ethidiumbromid-Farbung bei 0,4 mg/cm3 Drahtgestell, mineralisierte
(Calcein) = grun, Zellkerne (Ethidiumbromid) = rot, 10x Vergré3erung, Malstabsbalken
ENESPHICHT A0 UM L. s 64

Abbildung 30: Alizarin-rot/Hoechst-Farbung, Zellen (Hoechst 33342) = blau, mineralisierte
Matrix (Alizarin-rot) = rot, 5x VergréRerung, Mal3stabsbalken entspricht 2000 um .................... 65

Abbildung 31: Calcein AM-Farbung, 2x Vergrol3erung, Mal3stabsbalken entspricht 2000 pm
viable Zellen (grun), Kolagen (GrUN) ....... ettt e e sbbe e e sbneeeeanes 66

Abbildung 32: Calcein AM-Farbung, viable Zellen (griin) in aufsteigenden VergréRerungen, die
linke Seite Weist ZUr ODErfIACNE ...........eviiie e 67

Abbildung 33: Alizarin-rot/Hoechst-Farbung: Zellkerne (blau, Pfeil 1), mineralisierte Matrix (rot,
Pfeil 2) in aufsteigenden VergroREerUNGEN............uuuvevieieieeiieieieeeeeeeeeeeeeseseeeeeseresseeeererererere———————.. 67

Abbildung 34: Calcein/Ethidiumbromid-Féarbung, Zellkerne (rot), mineralisierte Matrix (grin), in
aufsteigenden VergrOlREIUNGEN .......cccoii i e e e s 68

Abbildung 35: Hamatoxylin/Eosin-Farbung, Verschiedene VergroRerungen, Zellkerne (blau),
Matrix (rot), THandrahte (SCRWAIZ) ..........ovvviiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeee ettt ve e eaeseseresesesesenerenes 69

Abbildung 36: Calcein/Ethidiumbromid Farbung: mineralisierte Matrix (grin, Pfeil 1), Zellkerne
(rot, Pfeil 2), Kollagen (grin, Pfeil 3), 10x VergréRerung, Mal3stabsbalken: 400 um ................. 70

Abbildung 37: Calcein/Ethidiumbromid-Farbung, Ubersicht alle Dichten, Zellkerne (rot),
extrazellul&re MatriX (GIUN) ... .eeeo ettt e et e e et e e e b e e e e nnens 71

Abbildung 38: Dichte 0,75 mg/cm3, 2x VergréR3erung, Mal3stabsbalken: 2000um, Zellkerne (rot),
extrazellulare MatriX (GIUN) .. ....oe oottt e e et e e et e e et e e e e enbes 72

Abbildung 39: Abstande zwischen den Drahten jeder Dichten, N=10, n=3 (*: p<0,05; **: p<0,01)
..................................................................................................................................................... 74

88



7.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tab.

Tabellenverzeichnis

1: ChemiIKAlIENIISTE .....cco e e e e e 21
2: GEIALEIISTE ...ooiveiieeee et 22
3: VerbrauChsSmaterialiSte ........cvviiiiieiie e 23
A SOTIWATEIISTE ...ttt e e b e e e e s nnnee s 23
B KURUIMEIEN .ottt e et e e e st e e e e s bbe e e e sbreeeeanes 26
6: Trypan-FArDEIOSUNG .....oviii e e e e e e e e e e e s e e nanrranees 29
7: Resazurin-Farbelosung ... 31
8L AP -LOSUNGD ..ttt r e e e et e e e s 33
9. AlIZArIN-TO-LOSUNGEN......eiiiiiitiiee ettt e et e e e s bb e e e e sbe e e e e sabbe e e e snbbeeeesbneeeeanes 35
10: Lebend/Tod-FArDEIOSUNG......ccoiviiieiiiiie et 37
11: Calcein/Ethidiumbromid-FarbeldsSung .........ccooooiioiiiiiiee e 39
12: Alizarin-rot FArDElOSUNG. .......cooeeieiiee e 40
13: PrainfiltrationNSIOSUNG ......ooveiieiiiice ettt 42
14: HEAMatoxyliN/EOSIN-FAIDUNG .......ooiiiiiiii e 46
15: Calcein/Eithidiumbromid-Farbelosung .......ccooooeeioieiiicecece e 47

89



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Literaturverzeichnis

Neuhauser, H., U. Ellert, and T. Ziese, Chronische Riickenschmerzen in der
Allgemeinbevoélkerung in Deutschland 2002/2003: Pravalenz und besonders betroffene
Bevolkerungsgruppen. Gesundheitswesen, 2005. 67(10): p. 685-693.

Schmidt, C.O. and T. Kohlmann, Was wissen wir tGber das Symptom Ruckenschmerz?
Z Orthop lhre Grenzgeb, 2005. 143(03): p. 292-298.

Maetzel, A. and L. Li, The economic burden of low back pain: a review of studies
published between 1996 and 2001. Best Pract Res Clin Rheumatol, 2002. 16: p. 23-30.
Elfering, A., et al., Young Investigator Award 2001 Winner: Risk Factors for Lumbar Disc
Degeneration: A 5-Year Prospective MRI Study in Asymptomatic Individuals. Spine,
2002. 27(2): p. 125-134.

Von Korff, M., et al., Grading the severity of chronic pain. Pain, 1992. 50(2): p. 133-49.
Glocker, F.X., AWMF Leitlinie lumbale Radikulopathie. Leitlinien fur Diagnostik und
Therapie in der Neurologie, 2012. S2k: p. 1-14.

Bellach, B.M., U. Ellert, and M. Radoschewski, Epidemiologie des Schmerzes —
Ergebnisse des Bundes-Gesundheitssurveys 1998. Bundesgesundheitsblatt -
Gesundheitsforschung - Gesundheitsschutz, 2000. 43(6): p. 424-431.

Aumdller, G., Anatomie, G. Aumdiller, et al., Editors. 2010, Georg Thieme Verlag:
Stuttgart, New York.

Ulfig, N., Histologie. 2011, Georg Thieme Verlag: Stuttgart, New York.

Revell, P.A., et al., Tissue engineered intervertebral disc repair in the pig using
injectable polymers. J Mater Sci Mater Med, 2007. 18(2): p. 303-8.

Roberts, S., et al., Histology and pathology of the human intervertebral disc. J Bone
Joint Surg Am, 2006. 88 Suppl 2: p. 10-4.

Kramer, R.e.a., Allgemeine Anatomie, Physiologie und Biomechanik, in
Bandscheibenbedingte Erkrankungen, R. Kramer, J. Matussek, and T. Theodoridis,
Editors. 2014, Georg Thieme Verlag: Stuttgart.

Kafer, W., B. Cakir, and H.J. Wilke, Bandscheibenendoprothetik und andere
bewegungserhaltende Stabilisierungsverfahren der Lendenwirbelsaule — klinische
Aspekte. Orthopadie und Unfallchirurgie up2date, 2012. 7(02): p. 83-95.

Boos, N., et al., Classification of age-related changes in lumbar intervertebral discs:
2002 Volvo Award in basic science. Spine (Phila Pa 1976), 2002. 27(23): p. 2631-44.
latridis, J.C., et al., Is the nucleus pulposus a solid or a fluid? Mechanical behaviors of
the nucleus pulposus of the human intervertebral disc. Spine (Phila Pa 1976), 1996.
21(10): p. 1174-84.

Haefeli, M., et al., The course of macroscopic degeneration in the human lumbar
intervertebral disc. Spine (Phila Pa 1976), 2006. 31(14): p. 1522-31.

Nerlich, A.G., E.D. Schleicher, and N. Boos, 1997 Volvo Award winner in basic science
studies. Immunohistologic markers for age-related changes of human lumbar
intervertebral discs. Spine (Phila Pa 1976), 1997. 22(24): p. 2781-95.

Faustmann, P.M., [Neuroanatomic basis for discogenic pain]. Z Orthop Ihre Grenzgeb,
2004. 142(6): p. 706-8.

Podichetty, V.K., The aging spine: the role of inflammatory mediators in intervertebral
disc degeneration. Cell Mol Biol (Noisy-le-grand), 2007. 53(5): p. 4-18.

Olmarker, K. and B. Rydevik, Selective inhibition of tumor necrosis factor-alpha
prevents nucleus pulposus-induced thrombus formation, intraneural edema, and
reduction of nerve conduction velocity: possible implications for future pharmacologic
treatment strategies of sciatica. Spine (Phila Pa 1976), 2001. 26(8): p. 863-9.
Olmarker, K., B. Rydevik, and C. Nordborg, Autologous nucleus pulposus induces
neurophysiologic and histologic changes in porcine cauda equina nerve roots. Spine
(Phila Pa 1976), 1993. 18(11): p. 1425-32.

Cavanaugh, J.M., Neural mechanisms of lumbar pain. Spine (Phila Pa 1976), 1995. 20:
p. 1804-1809.

90



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.
39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

Hangai, M., et al., Factors associated with lumbar intervertebral disc degeneration in the
elderly. Spine J, 2008. 8(5): p. 732-40.

Kauppila, L.1., Atherosclerosis and disc degeneration/low-back pain--a systematic
review. Eur J Vasc Endovasc Surg, 2009. 37(6): p. 661-70.

Alpantaki, K., et al., Herpes virus infection can cause intervertebral disc degeneration: a
causal relationship? J Bone Joint Surg Br, 2011. 93(9): p. 1253-8.

Gravius, S., et al., Die lumbale Bandscheibenprothese: Eine narrative Ubersicht. Dtsch
Arztebl International, 2007. 104(38): p. 2592-98.

Kafer, W., H.J. Wilke, and B. Cakir, Bandscheibenendoprothetik und andere
bewegungserhaltende Stabilisierungsverfahren der Lendenwirbelsaule — klinische
Aspekte. Orthopadie und Unfallchirurgie up2date, 2012. 7(02): p. 99-125.

Park, P., et al., Adjacent segment disease after lumbar or lumbosacral fusion: review of
the literature. Spine (Phila Pa 1976), 2004. 29(17): p. 1938-44.

Zhang, Z.M., et al., Artificial nucleus replacement: surgical and clinical experience.
Orthop Surg, 2009. 1(1): p. 52-7.

Bao, Q.B. and H.A. Yuan, Prosthetic disc replacement: the future? Clin Orthop Relat
Res, 2002(394): p. 139-45.

Dahl, M.C., et al., The restoration of lumbar intervertebral disc load distribution: a
comparison of three nucleus replacement technologies. Spine (Phila Pa 1976), 2010.
35(15): p. 1445-53.

Errico, T.J., Why a mechanical disc? Spine J, 2004. 4(6 Suppl): p. 151s-157s.

Carl, A., et al., New developments in nucleus pulposus replacement technology. Spine
J, 2004. 4(6 Suppl): p. 325s-329s.

Lee, C.K. and V.K. Goel, Artificial disc prosthesis: design concepts and criteria. The
Spine Journal, 2004. 4(6, Supplement): p. S209-S218.

Phillips, F.M.L., Carl Nucleus Augmentation, in The Lumbar Intervertebral Disc. 2010,
Phillips, Frank M.; Lauryssen, Carl Verlagsgruppe Georg Thieme, Stuttgart, New York,
Delhi, Rio p. 185-187.

Goins, M.L., et al., Nucleus pulposus replacement: an emerging technology. Spine J,
2005. 5(6 Suppl): p. 317s-324s.

Sieber, A.N. and J.P. Kostuik, Concepts in nuclear replacement. The Spine Journal,
2004. 4(6, Supplement): p. S322-S324.

Gamradt, S.C. and J.C. Wang, Lumbar disc arthroplasty. Spine J, 2005. 5(1): p. 95-103.
Hou, T.S., et al., Lumbar intervertebral disc prosthesis. An experimental study. Chin
Med J (Engl), 1991. 104(5): p. 381-6.

Reitmaier, S., et al., In vivo biofunctional evaluation of hydrogels for disc regeneration.
Eur Spine J, 2014. 23(1): p. 19-26.

Ambrosio, L., R. De Santis, and L. Nicolais, Composite hydrogels for implants. Proc Inst
Mech Eng H, 1998. 212(2): p. 93-9.

Jin, D., et al., Prosthetic disc nucleus (PDN) replacement for lumbar disc herniation:
preliminary report with six months' follow-up. J Spinal Disord Tech, 2003. 16(4): p. 331-
7.

Balsano, M., et al., Nucleus disc arthroplasty with the NUBAC device: 2-year clinical
experience. Eur Spine J, 2011. 20 Suppl 1: p. S36-40.

Kramer, J., et al., Bandscheibenprothesen: Rickblick, Augenblick, Ausblick. Z Orthop
Ilhre Grenzgeb, 2005. 143(03): p. 281-286.

Kettler, A., et al., Biomechanical Behavior of a New Nucleus Prosthesis Made of Knitted
Titanium Filaments. SAS Journal, 2007. 1(4): p. 125-130.

Taksali, S., J.N. Grauer, and A.R. Vaccaro, Material considerations for intervertebral
disc replacement implants. The Spine Journal, 2004. 4(6, Supplement): p. S231-S238.
Jung, H.D., et al., Reinforcement of polyetheretherketone polymer with titanium for
improved mechanical properties and in vitro biocompatibility. J Biomed Mater Res B
Appl Biomater, 2015p.1-8.

Zhang, H.X., et al., Biocompatibility and osteogenesis of calcium phosphate composite
scaffolds containing simvastatin-loaded PLGA microspheres for bone tissue
engineering. J Biomed Mater Res A, 2015. p. 1-34,'Accepted Article’, doi:
10.1002/jbm.a.35463

91



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Yang, H.W., et al., Osteogenesis of bone marrow mesenchymal stem cells on strontium-
substituted nano-hydroxyapatite coated roughened titanium surfaces. Int J Clin Exp
Med, 2015. 8(1): p. 257-64.

Arens, C., Die Bedeutung der Autofluoreszenz in der Frihdiagnose des
Larynxkarzinoms, in Universitatsklinik fur Hals-Nasen-Ohrenheilkunde, Kopf- und
Halschirurgie des Universitatsklinikums Gie3en. 2005, Medizinische Habilitationsschrift,
Universitat GieRRen. p. 15,16,30-33.

Kiefer, J., Bensel, J., Kiefer , J. Editor, Ultraviolette Strahlen. 1977: Walter de Gruyter.,
Berlin

Hermann, B., Fluorescence Microscopy. Royal Microscopical Society Microscopy
Handbooks 40. Vol. 2. 1998: BIOS Scientific Publishers Ltd, Oxford, UK.

Wang, Y., Lansing-Taylor, D., Fluorescence Microscopy of Living Cells in Culture. Part
A: Fluorescent Analogs, Labeling Cells, and Basic Microscopy. Methods in Cell Biology,.
Vol. 29. 1989: Academic Press, Inc., San Diego.

Lakowicz, J.R., Principles of Fluorescence Spectroscopy. Vol. 3. 2010: Springer-Verlag,
Berlin.

Bdcker, W., et al., Introducing a single-cell-derived human mesenchymal stem cell line
expressing hTERT after lentiviral gene transfer. Journal of Cellular and Molecular
Medicine, 2008. 12(4): p. 1347-1359.

Volkmer, E., et al., Hypoxic preconditioning of human mesenchymal stem cells
overcomes hypoxia-induced inhibition of osteogenic differentiation. Tissue Eng Part A,
2010. 16(1): p. 153-64.

Strober, W., Trypan blue exclusion test of cell viability. Curr Protoc Immunol, 2001.
Appendix 3: p. 21:3B:A.3B.1-A.3B.2, DOI: 10.1002/0471142735.ima03bs21.

O'Brien, J., et al., Investigation of the Alamar Blue (resazurin) fluorescent dye for the
assessment of mammalian cell cytotoxicity. Eur J Biochem, 2000. 267(17): p. 5421-6.
de Fries, R. and M. Mitsuhashi, Quantification of mitogen induced human lymphocyte
proliferation: comparison of alamarBlue assay to 3H-thymidine incorporation assay. J
Clin Lab Anal, 1995. 9(2): p. 89-95.

McMillian, M.K., et al., An improved resazurin-based cytotoxicity assay for hepatic cells.
Cell Biol Toxicol, 2002. 18(3): p. 157-73.

Voytik-Harbin, S.L., et al., Application and evaluation of the alamarBlue assay for cell
growth and survival of fibroblasts. In Vitro Cell Dev Biol Anim, 1998. 34(3): p. 239-46.
Harris, H., The human alkaline phosphatases: what we know and what we don't know.
Clin Chim Acta, 1990. 186(2): p. 133-50.

Lian, J.B. and G.S. Stein, Development of the osteoblast phenotype: molecular
mechanisms mediating osteoblast growth and differentiation. lowa Orthop J, 1995. 15:
p. 118-40.

Bowers, G.N., Jr., R.B. McComb, and A. Upretti, 4-nitrophenyl phosphate--
characterization of high-purity materials for measuring alkaline phosphatase activity in
human serum. Clin Chem, 1981. 27(1): p. 135-43.

Paul, H., A.J. Reginato, and H.R. Schumacher, Alizarin red S staining as a screening
test to detect calcium compounds in synovial fluid. Arthritis Rheum, 1983. 26(2): p. 191-
200.

Sheehan, D.C. and B.B. Hrapchak, Theory and Practice of Histotechnology. 1987:
Battelle Press, Columbia.

Wang, Y.H., et al., Examination of mineralized nodule formation in living osteoblastic
cultures using fluorescent dyes. Biotechnol Prog, 2006. 22(6): p. 1697-701.

Yan, X., Verbesserte hepatische und osteogene Differenzierung humaner Ad-MSCs
alterer Spender durch epigenetische Modifikation mit 5-Azacytidin und BIX 01294, in
Klinik und Poliklinik fur Unfallchirurgie am Klinikum rechts der Isar. 2012, Medizinische
Dissertationsschrift Technische Universitat Minchen.

Liminga, G, et al., On the mechanism underlying calcein-induced cytotoxicity. Eur J
Pharmacol, 1999. 383(3): p. 321-9.

Seo, H.Y,, et al., Cellular attachment and differentiation on titania hanotubes exposed to
air- or nitrogen-based non-thermal atmospheric pressure plasma. PLoS One, 2014.
9(11): p. €113477.

92



71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

Hale, L.V., Y.F. Ma, and R.F. Santerre, Semi-quantitative fluorescence analysis of
calcein binding as a measurement of in vitro mineralization. Calcif Tissue Int, 2000.
67(1): p. 80-4.

Lund, K.C., L.L. Peterson, and K.B. Wallace, Absence of a universal mechanism of
mitochondrial toxicity by nucleoside analogs. Antimicrob Agents Chemother, 2007.
51(7): p. 2531-9.

Glazer, A.N., K. Peck, and R.A. Mathies, A stable double-stranded DNA-ethidium
homodimer complex: application to picogram fluorescence detection of DNA in agarose
gels. Proc Natl Acad Sci U S A, 1990. 87(10): p. 3851-5.

Kim, J.H., et al., Necrotic cell death caused by exposure to graphitic carbon-coated
magnetic nanoparticles. J Biomed Mater Res A, 2015, p.1-12.

Ozluer, C. and H.E. Kara, In vitro DNA binding studies of anticancer drug idarubicin
using spectroscopic techniques. J Photochem Photobiol B, 2014. 138: p. 36-42.
Decker, E.M., The ability of direct fluorescence-based, two-colour assays to detect
different physiological states of oral streptococci. Lett Appl Microbiol, 2001. 33(3): p.
188-92.

Gregory, C.A., et al., An Alizarin red-based assay of mineralization by adherent cells in
culture: comparison with cetylpyridinium chloride extraction. Anal Biochem, 2004.
329(1): p. 77-84.

Amat, A., et al., DFT/TDDFT investigation on the UV-vis absorption and fluorescence
properties of alizarin dye. Phys Chem Chem Phys, 2015. 17(9): p. 6374-82.

Chen, X., et al., Acoustic-Frequency Vibratory Stimulation Regulates the Balance
between Osteogenesis and Adipogenesis of Human Bone Marrow-Derived
Mesenchymal Stem Cells. Biomed Res Int, 2015. 2015: p. 540731.

Shapiro, H.M., Flow cytometric estimation of DNA and RNA content in intact cells
stained with Hoechst 33342 and pyronin Y. Cytometry, 1981. 2(3): p. 143-50.

Lalande, M.E., V. Ling, and R.G. Miller, Hoechst 33342 dye uptake as a probe of
membrane permeability changes in mammalian cells. Proc Natl Acad Sci U S A, 1981.
78(1): p. 363-7.

Donath, K., Die Trenn-Diinnschliff-Technik zur Herstellung histologischer Préaparate von
nicht schneidbaren Geweben und Materialien. Der Praparator, 1987(Bd. 34): p. 197—
206.

Heraeus Kulzer, G., Gebrauchsinformationen Technovit 7200/7210/7230VLC. 2007: p.
1-2. (http://kulzer-
technik.de/de_kt/kt/maerkte/metallographie/metallographie_downloads_1/produktinform
ationen_metallographie/metallographie_produktinformationen.aspx, letzter Zugriff:
10.11.2015)

pM: llka Degenkolbe: Exakt Apparatebau GmbH & Co KG, EXAKT Trennschleif-
Technologie, 2015 p. 7-9.

Avwioro, G., Histochemical uses of haematoxylin - A review. Journal of Pharmacy and
clinical Sciences, 2011. 1: p. 24-34.

Hohla, A., UV-angeregte Autofluoreszenz: Spektroskopische und
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zur Tumorselektivitat endogener
Gewebefarbstoffe, in Laser-Forschungslabor der Urologischen Klinik und Poliklinik.
2003, Medizinische Dissertationsschrift, Ludwig-Maximilians-Universitéat Miinchen. p. 9-
11.

Richards-Kortum, R. and E. Sevick-Muraca, Quantitative optical spectroscopy for tissue
diagnosis. Annu Rev Phys Chem, 1996. 47: p. 555-606.

Kollias, N., et al., Endogenous skin fluorescence includes bands that may serve as
quantitative markers of aging and photoaging. J Invest Dermatol, 1998. 111(5): p. 776-
80.

Albrechtova, J., et al., Image analysis: basic procedures for description of plant
structures. Methods Mol Biol, 2014. 1080: p. 67-76.

Banszegi, O., et al., New method for automatic body length measurement of the
collembolan, Folsomia candida Willem 1902 (Insecta: Collembola). PLoS One, 2014.
9(6): p. €98230.

Jabbour, N., et al., A new approach to geometrical measurements in an animal model of
vocal fold scar. J Voice, 2009. 23(1): p. 88-94.

93



92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

Dos Reis, F.J., et al., Measuring the Pain Area: An Intra- and Inter-Rater Reliability
Study Using Image Analysis Software. Pain Pract, 2014, p. 1-6, doi:
10.1111/papr.12262.

Persson, A.L., S. Garametsos, and J. Pedersen, Computer-aided surface estimation of
pain drawings - intra- and inter-rater reliability. J Pain Res, 2011. 4: p. 135-41.

Reinking, L., ImageJ Basics, M.U. Department of Biology, Editor. 2007: imagej.nih.gov.
(letzter Zugriff: 09. November 2015)

Reinking, L., Examples of Image Analysis Using ImageJ - Area Measurements of a
Complex Object, in Tutorials and Examples, M.U. Department of Biology, Editor. 2007:
imagej.nih.gov. p. 2. (letzter Zugriff: 09. November 2015)

Mygind, T., et al., Mesenchymal stem cell ingrowth and differentiation on coralline
hydroxyapatite scaffolds. Biomaterials, 2007. 28(6): p. 1036-47.

Karageorgiou, V. and D. Kaplan, Porosity of 3D biomaterial scaffolds and osteogenesis.
Biomaterials, 2005. 26(27): p. 5474-91.

Gerhard Gstraunthaler, T.L., Wachstumskurven, in Zell- und Gewebekultur: Allgemeine
Grundlagen und spezielle Anwendungen. 2013, Springer Spektrum. p. 314-316, Berlin,
Heidelberg.

Bose, S., M. Roy, and A. Bandyopadhyay, Recent advances in bone tissue engineering
scaffolds. Trends Biotechnol, 2012. 30(10): p. 546-54.

Haugen, H.J., et al., Porous ceramic titanium dioxide scaffolds promote bone formation
in rabbit peri-implant cortical defect model. Acta Biomaterialia, 2013. 9(2): p. 5390-5399.
Schafer, K.A., The cell cycle: a review. Vet Pathol, 1998. 35(6): p. 461-78.

Marycz, K., et al., The osteogenic properties of multipotent mesenchymal stromal cells
in cultures on TiO(2) sol-gel-derived biomaterial. Biomed Res Int, 2015. 2015: p.
651097.

Hirota, M., et al., High porous titanium scaffolds showed higher compatibility than lower
porous beta-tricalcium phosphate scaffolds for regulating human osteoblast and
osteoclast differentiation. Mater Sci Eng C Mater Biol Appl, 2015. 49: p. 623-31.
Hutmacher, D.W., et al., State of the art and future directions of scaffold-based bone
engineering from a biomaterials perspective. J Tissue Eng Regen Med, 2007. 1(4): p.
245-60.

Kasten, P., et al., Porosity and pore size of beta-tricalcium phosphate scaffold can
influence protein production and osteogenic differentiation of human mesenchymal
stem cells: an in vitro and in vivo study. Acta Biomater, 2008. 4(6): p. 1904-15.

Pautke, C., Charakterisierung von humanen mesenchymalen Stammzellen und Zellen
der osteoblastaren Differenzierungskaskade, in Medizinische Fakultat. 2004,
Medizinische Dissertation,Ludwig-Maximilians-Universitat zu Minchen:Minchen.p.9-10.
Nasim, A., et al., Engineering Biomimetic Scaffolds, in Scaffolds for Tissue Engineering.
Migliaresi, C, Motta, A. 2014, Pan Stanford Publishing. p. 223-262, d0i:10.1201/b15649-
8 10.1201/b15649-8

Zou, X., et al., Engineering of bone tissue with porcine bone marrow stem cells in three-
dimensional trabecular metal: in vitro and in vivo studies. APMIS Suppl, 2003(109): p.
127-32.

Sundelacruz, S. and D.L. Kaplan, Stem cell- and scaffold-based tissue engineering
approaches to osteochondral regenerative medicine. Seminars in Cell & Developmental
Biology, 2009. 20(6): p. 646-655.

Yang, X.B., et al., Biomimetic collagen scaffolds for human bone cell growth and
differentiation. Tissue Eng, 2004. 10(7-8): p. 1148-59.

Alvarez, K. and H. Nakajima, Metallic Scaffolds for Bone Regeneration. Materials, 2009.
2(3): p. 790-832.

Abraham, M.K., et al., In vitro Study of a Novel Stent Coating Using Modified CD39
Messenger RNA to Potentially Reduce Stent Angioplasty-Associated Complications.
PLoS One, 2015. 10(9): p. €0138375.

Kang, K.S., et al., Effects of combined mechanical stimulation on the proliferation and
differentiation of pre-osteoblasts. Exp Mol Med, 2011. 43: p. 367-373.

94



9. Erklarung zum Eigenanteil

Die Arbeit wurde in der Klinik fur Unfallchirurgie der berufsgenossenschaftlichen
Unfallklinik im Siegfried Weller Institut flr Unfallmedizinische Forschung unter
der Betreuung von Prof. Dr. A. K. Nussler durchgefthrt.

Die Konzeption der Studie erfolgte in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. H. P. Kaps
(ehemaliger arztlicher Leiter der Abteilung fur Querschnittgelahmte, Technische
Orthopéadie und Wirbelsaulenchirurgie), Dr. Sabrina Ehnert (Gruppenleiterin)
sowie Prof. Dr. A.K. Nussler (Institutsdirektor). Das Manuskript wurde von Prof.
Dr. A. K. Nussler und Dr. S. Ehnert korrigiert.

Bis auf die Versuche zum Schneiden der Drahtgestelle (2.9) wurden samtliche
Experimente nach Einarbeitung durch die Labormitglieder Jessica Graser,
Bianca Braun, Dr. Sabrina Ehnert, Mario Hausmann sowie llka Degenkolbe
(Forschungslabor der Thorax-, Herz- und Gefal3chirurgie der Universitatsklinik
Tldbingen) von mir eigenstandig durchgefiihrt. Die Methode Schneiden der
Drahtgestelle (2.9) wurde von llka Degenkolbe durchgefuhrt.

Die statistische Auswertung erfolgte eigenstandig in Beratung mit Dr. Sabrina
Ehnert durch mich.

Ich versichere, das Manuskript selbstandig verfasst zu haben und keine

weiteren als die von mir angegebenen Quellen verwendet zu haben.

Teile der Dissertationsschrift wurden im Rahmen der 19. Chirurgischen
Forschungstage in Form eines Vortrags prasentiert. Das Abstract wurde im
Journal: European Surgical Research, unter dem Titel ,The knitted Titan
prosthesis, the future of Nucleus implants?“ 2015, Ausgabe 55(3), Seite 275
veroffentlicht. Dieses wurde von mir eigenstandig unter Beratung und Korrektur
von Dr. Sabrina Ehnert, Prof. Dr. A. K. Nussler A. Buck, A. Buck jun., .
Degenkolbe, Prof. Dr. H.P. Wendel, PD Dr. A. Badke und Prof. Dr. H.P. Kaps

verfasst.

95



10. Veroffentlichungen

The knitted Titan prosthesis, the future of Nucleus implants?

Autor: P. Grau®, Co-Autoren: S. Ehnert?, A. Buck®, A. Buck jun.?,l. Degenkolbe®, H.P.
Wendel®, A. Badke' H.P. Kaps®, A.K. Niissler?

% Siegfried Weller Institute, BG Trauma Center, University of Tubingen, Germany

® Buck GmbH & Co. KG., Bondorf, Germany

¢ Dept. of Thoracic and Cardiovascular Surgery, University Hospital Tibingen, Germany

19th Surgical Research Days. Section of Surgical Research of the German Society of Surgery.
October 8-10, 2015, Wurzburg, Germany: Abstracts. Eur Surg Res, 2015. 55(3): p. 198-289.

Vorstellung am 08.10.2015 auf den 19. Chirurgischen Forschungtagen 2015 in

Wirzburg
Anmerkung: inhaltliche Ausziige sind in dieser Arbeit mit # gekennzeichnet.

96



11. Danksagung

Ich mochte besonders Herrn Prof. Dr. Nussler danken, dass er mir die
Moglichkeit gegeben hat, mich in seinem Institut diesem interessanten Thema
zu widmen und mir dabei stets seine animierende und sehr konstruktive
Unterstitzung zukommen liel3. Des Weiteren danke ich Frau Dr. Ehnert fur ihre
aulRerordentlich zuverlassige und motivierte Betreuung sowie Hilfestellung mit
einer Vielzahl inspirierender und voranbringender Hinweise. Mein grof3er Dank
geht ebenfalls an Herrn Prof. Kaps fir die engagierte Initiation dieses Projektes

sowie seine produktive und kritische Unterstutzung.

Ich danke dem gesamten Laborteam, insbesondere Bianca Braun, Mario
Hausmann und Luc Koster, dass sie mich so geduldig bei der Arbeit unterstitzt
haben und mit viel Verstandnis meine ersten Schritte im Labor begleiteten.
DarlUber hinaus danke ich Karsten Buringer und Martin Radermacher, die mir
bei der Arbeit im Labor stets mit ihrer fachlichen und moralischen Unterstlitzung

beiseite standen.

Ich bin ebenfalls den Mitgliedern des klinischen Forschungslabors der Herz-,
Thorax- und Gefalichirurgie unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. Wendel sehr
dankbar dafir, dass sie meine Arbeit durch ihr sehr freundliches
Entgegenkommen und die auRerordentlich unkomplizierte Zusammenarbeit

forderten, allen voran Herr Prof. Dr. Wendel und Illka Degenkolbe.

Mein ganz besonderer Dank gilt meiner geliebten Familie. Ihre bedingungslose
und liebevolle Unterstitzung in allen Lebenslagen hat mir erst die Moglichkeit
gegeben, mich meiner Leidenschaft der Medizin zu zuwenden und erméglichte
damit diese Arbeit. Das Wissen sie und ihr Vertrauen an meiner Seite zu haben,

gibt mir stets die Zuversicht diesen Weg zu wagen.

Ich bin meiner Freundin Yvonne Schumacher und ihrer Familie flr ihre
Warmherzigkeit, ihr Verstandnis, Vertrauen und Optimismus sehr dankbar. Mit
ihrer so liebenswerten Art bleibt das Glas immer halbvoll.

97



