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Abstract: Das im Rahmen der Industriellen Gemeinschaftsforschung (IGF) geférderte Projekt OsteoMe
beschéftigt sich mit der Entwicklung einer mehrschichtigen Membran, die mucoadhasive, zellexkludi-
erende sowie raumhaltende Eigenschaften durch einen materialseitig und strukturell gradierten
Schichtaufbau kombiniert. Mit diesem Eigenschaftsprofil in Kombination mit der Verwendung biore-
sorbierbarer Materialien sollten alle Anforderungen an Guided-Bone-Regeneration (GBR)-Membranen
in der Dentalmedizin erfillt und bestehende Losungen gezielt verbessert bzw. libertroffen werden. Fir
die Herstellung wurden das Elektrospinnen mit dem 3D-Druck sowie Oberflachenfunktionalisierungen
kombiniert. Im Ergebnis wurden drei Membranschichten entwickelt, die individuell bestimmte Aspekte

des Eigenschaftsprofils abbilden und flexibel miteinander kombiniert werden kénnen.

Einleitung: Die Griinde fiir einen Zahnverlust sind sehr vielfaltig, z. B. Traumata, Tumorentfernungen,
Karies, oder sehr haufig Parodontitis (bakterielle Zahnfleisch-/Kieferknochenentziindung). In Deutsch-
land leiden etwa 50 — 60 % der Bevolkerung an einem mittelschweren bis schweren Verlauf von Paro-
dontitis, wobei die Inzidenz mit zunehmendem Alter steigt und daher auch in Zukunft mit einem wach-
senden Bedarf an kiinstlichen Zahnen zu rechnen ist [1]. Neben der bei Zahnverlust entstehenden Wur-
zelkavitat konnen die genannten Ursachen auch zu Verletzungen grofRerer Bereiche des Kieferkno-
chens fiihren oder deren Entfernung erforderlich machen. Zudem kommt es zu einer Knochenriickbil-
dung auf Grund der fehlenden mechanischen Belastung des Kiefers, wodurch das Setzen eines Implan-
tates ohne vorherige Rekonstruktion des Knochengewebes unmdoglich wird. Da ein Implantat fest im
Kieferknochen verankert sein muss, ist deshalb in den genannten Fallen eine vorangehende Knochen-
augmentation zwingend notwendig, um die Patienten optimal versorgen zu kénnen. In Deutschland
bendtigen liber 50 % der gesetzten Zahnimplantate eine solche Augmentation [2—4]. Bei diesem The-
rapieansatz wird ein Knochenersatzmaterial in die Kavitat gefillt und mit einer GBR-Membran abge-
schirmt. Die Membran ist essentiell fiir den Therapieerfolg, da sie primar das Einwachsen von schnell

proliferierenden Weichgewebezellen in die Kavitat verhindert. Aktuell werden nicht-resorbierbare (z.



B.: PTFE, Titan) und resorbierbare (z. B.: Kollagen) GBR-Membranen eingesetzt, die das geforderte Ei-
genschaftsprofil jedoch nur teilweise abbilden kdnnen. Resorbierbare Membranen werden tendenziell
bevorzugt, da sie nicht in einer zweiten Operation entfernt werden missen, die den Therapieerfolg
gefdahrden kann und ein geringeres Infektionsrisiko besitzen. Jedoch erlauben ihre mechanischen Ei-
genschaften auf Grund der fehlenden Primarstabilitdt bisher keine raumhaltende Funktion im feuch-
ten Milieu. Daher werden weiterhin auch nicht-resorbierbare GBR-Membranen verwendet [5, 6]. Eine
GBR-Membran, die Resorbierbarkeit mit raumhaltenden Eigenschaften anforderungsgerecht kombi-
niert, existiert noch nicht, was auch durch hohe Revisionsraten von etwa 20 % unterstrichen wird [7,

8].

Im IGF-Projekt OsteoMe wurde die Entwicklung neuartiger, mehrschichtiger GBR-Membranen fiir die
Knochenaugmentation mit einem komplexen, anwendungsorientierten Eigenschaftsprofil angestrebt.
Hierzu bilindelten die Projektpartner ITM und FILK ihre komplementaren Kompetenzen in der Entwick-
lung elektrogesponnener und mittels additiver Fertigung (Fiber Additive Manufacturing, FAM) gefer-
tigter Biopolymerstrukturen, der Funktionalisierung von Chitosanen sowie der zellbiologischen Cha-
rakterisierung. Das im Vorfeld durch Gesprache mit Klinikern und Industrievertretern erarbeitete Ei-
genschaftsprofil sollte durch einen dreischichtigen Membranaufbau realisiert werden, bestehend aus
einer mucoadhasiven Schicht zur Positionsstabilisierung, einer zellexkludierenden Barriereschicht so-
wie einer strukturgebenden, mineralisierten Schicht mit definierten Porositats- und Mineralgradienten
zur biomimetischen Abbildung des Knochentlibergangs und zur Erzeugung raumhaltender Eigenschaf-
ten. Basierend auf den Materialien Polycaprolacton (PCL), Seidenfibroin (SF) und Chitosan (Ch) wurden
simulationsgestiitzte Fertigungsstrategien untersucht, die eine gezielte Einstellung mechanischer,

funktioneller und biologischer Eigenschaften erméglichen.

Ergebnisse:

Mucoadhasive Schicht: Mucoadhdsive Materialien ermdglichen eine verlangerte Verweildauer an
Schleimhduten und sind daher fiir zahlreiche medizinische Anwendungen von Interesse. Chitosan gilt
aufgrund seiner positiven Ladung und der daraus resultierenden Wechselwirkungen mit negativ gela-
denen Mucinen als vielversprechendes mucoadhasives Biopolymer. Zur weiteren Verbesserung der
Haftung wurde die kovalente Anbindung thiolhaltiger Verbindungen untersucht, da diese zusétzlich

die Ausbildung von Disulfidbriicken mit Mucin ermdglichen.

Die Funktionalisierung erfolgte mittels Carbodiimid (EDC/NHS)-vermittelter Kopplung von N-Acetylcys-
tein (NAC) bzw. Cystein an Chitosan mit einem Deacetylierungsgrad von (iber 90 %. Sowohl die direkte
Modifikation von Chitosanfolien als auch die Derivatisierung von geléstem Chitosan wurden unter-

sucht. Wahrend die Funktionalisierung von Folien durch die eingeschrankte Zuganglichkeit der



Aminogruppen innerhalb der festen Polymermatrix erschwert wurde und eine inhomogene Verteilung
der Thiolgruppen zeigte, ermoglichte die Modifikation von geléstem Chitosan die Herstellung repro-
duzierbarer Konjugate mit hohen Thiolgehalten. Das optimierte Chitosan-Konjugat erreichte einen Ge-
samtthiolgehalt von etwa 878 umol/g, wobei rund 311 umol/g als freie Thiolgruppen vorlagen. Auf-
grund der hohen Reaktivitat der Thiolgruppen wurde bei Lagerung an Luft innerhalb von zwei Wochen
ein Verlust von etwa 20 % beobachtet, sodass eine Lagerung unter Sauerstoffausschluss empfohlen
wird. Fir die Herstellung mechanisch stabiler Membranen war die Zugabe von mindestens 70 Gew.-%

unverdandertem Chitosan erforderlich (s. Abbildung 1).

Abbildung 1: Fotografische Aufnahme unterschiedlicher Konjugatfolien auf Basis verschiedener NAC-
Chitosan (NAC_Ch)-Anteile im Bereich von 100-0 %. Hergestellt durch Lésen des Konjugatpulvers mit

Chitosan in 1 % HAc. Gegossene Folien wurden konvektiv getrocknet.

Die mucoadhdsiven Eigenschaften wurden mithilfe eines speziell entwickelten Priifaufbaus an einem
Texture Analyzer unter Verwendung von Schweinedarmschleimhaut als Modellsubstrat untersucht.
Die Haftkrafte wurden relativ zu nicht modifiziertem Chitosan bestimmt. Dabei zeigten insbesondere
sauer eingestellte Chitosanfolien hohe Haftkrafte, die sich durch Variation von Anpressdruck und Kon-
taktzeit gezielt beeinflussen lieBen. Neutralisierte Folien erreichten hingegen die angestrebten Haft-
krafte nicht. Auch die Einfihrung von Thiolgruppen fiihrte unter neutralen Bedingungen zu keiner sig-

nifikanten Verbesserung der Mucoadhasion (s. Abbildung 2 und 3).
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Abbildung 2: Mucoadhdsionsuntersuchungen trockener, neutraler und saurer Chitosanfolien unter-

schiedlichen Molekulargewichts, unter Variation der Messparameter Anpressdruck und Anpresszeit.
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Abbildung 3: Mucoadhdsionsuntersuchungen verschiedener Konjugatfolien (oben) und NAC/Cys-funk-

tionalisierter Folien (unten) mittels Texture Analyzer CT3 am Schweinedarm bei RT. Darminnenseite mit

PBS gewaschen und vor jeder Messung mit 5 % (w/v) Mucinlésung benetzt. Messparameter: Anpress-

druck 0,05 N, Wartezeit 10 s, Riickzuggeschwindigkeit 1 mm/s, [n=3].

Obwohl die Ausbildung von Disulfidbriicken zwischen Thiolgruppen und Mucin als etablierter Mecha-

nismus zur Steigerung der Mucoadhasion gilt, konnte dieser Effekt in den vorliegenden Untersuchun-

gen nicht nachgewiesen werden. Als mogliche Ursachen werden eine zu geringe Dichte reaktiver Thi-

olgruppen an der Oberflache sowie deren eingeschrankte Reaktivitdt unter physiologischen Bedingun-

gen diskutiert.



Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass thiolmodifizierte Chitosanmaterialien erfolgreich her-
gestellt werden konnen. Die héchsten Haftkrafte wurden jedoch nicht durch die chemische Funktiona-
lisierung, sondern durch sauer eingestellte Chitosanfolien erzielt. Fiir eine zukiinftige Anwendung stel-
len daher insbesondere Strategien zur Stabilisierung und kontrollierten Neutralisation dieser hochad-

hasiven Materialien einen vielversprechenden Entwicklungsansatz dar.

Barriereschicht: Zur Realisierung submikroskaliger Poren wurden zunachst die Wechselwirkungen zwi-
schen Prozess- und Spinnlésungsparametern sowie Faserdurchmessern detailliert untersucht. Es wur-
den die Spinnlésungskonzentration (2 — 15 %), das Seidenfibroin (SF)- Polycaprolacton (PCL)-Verhaltnis
(0—100 % SF), der Einfluss von Salzadditiven (bis zu 5 wt-% Kaliumchlorid - KCl), die Flussrate (0,5 — 2
ml/h) und Feldstarke (0 — 1,5 kV/cm) systematisch variiert. Dabei wurde festgestellt, dass insbesondere
durch Senkung der Flussrate, der Spinnlésungskonzentration (Abbildung 4 A) sowie die Zugabe von bis
Zu 66 % SF die Faserdurchmesser gezielt verringert werden konnen. Hohere SF-Anteile sowie Salzaddi-
tive fihren zu Inhomogenitaten der entstehenden Faserdurchmesser und -formen sowie teilweise zur
Versprodung der Membranen. Eine Variation der Feldstarke (0 — 40 kV) fiihrte ebenso zur Beeinflus-
sung der Faserdurchmesser, allerdings nur in sehr kleinen GroRenordnungen (ca. = 22 nm), weshalb
hier die Auswahl der Vorzugslosung auf Basis von Handhabungsunterschieden bei der Membranher-
stellung getroffen wurde. Konzentrationen unter 3 % waren nicht spinnbar oder fiihrten zu unregel-
maRigen Strangabbriichen. Auf Basis der Erkenntnisse wurde die Fallgruppe SF:PCL_1:2_3% als Vor-
zugslosung ausgewadhlt. Diese Fallgruppe wies nahezu normalverteilte PorengréfRen mit einem Mittel-
wert von 613 nm auf (Abbildung 4 B). Etwa 6 % der Poren wiesen einen Durchmesser unterhalb des
angestrebten Zielwerts von 200 nm auf. Zur Untersuchung des Migrationsverhaltens wurden die
Membranen in Zellkultur-Einsitze (CellCrown™ Einsatz) eingespannt und fir 72 h mit gingivalen
Epithelzellen besiedelt. Nach der Kultivierung wurden Kryoschnitte angefertigt und das Zytoskelett so-
wie die Kerne der Zellen angeférbt. Die Barrierefunktion konnte tiber einen Zeitraum von 72 h nach-

gewiesen werden (Abbildung 4 C).
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Abbildung 4: (A) Einfluss der Spinnlésungskonzentration auf die resultierenden Faserdurchmesser wdéh-
rend des Elektrospinnens einer Seidenfibroin-Polycaprolacton-Lésung im Verhdltnis 1:2; e = Mittel-
werte; + = Maxima; — = Minima; (B) Porendurchmesserverteilung der Fallgruppe SF:PCL_1:2 3% aus
Simulation; (C) Zellbesiedlung der elektrogesponnenen Membran mit gingivalen Epithelzellen nach 72

h zur Untersuchung des Migrationsverhaltens; Zellkerne eingefdrbt (gelb).

Mineralschicht: Zum definierten Aufbau makropordser Verstarkungsstrukturen wurde eine Tricalci-
umphosophat (TCP)-haltige Druckpaste auf Basis von PCL fiir das FAM entwickelt. Dabei konnten Mi-
neralgehalte von bis zu 50 % erreicht werden, ohne die Druckbarkeit zu verhindern. Mit dem FAM
wurden Konstrukte mit dreieckigen Porengeometrien hergestellt, da diese sich vorteilhaft hinsichtlich
der operativen Handhabung, insbesondere hinsichtlich der Flexibilitat, auszeichneten. Die 3D-gedruck-
ten Probekorper wurden Gber 8 Wochen hinweg enzymatisch-katalysiert degradiert und in Abhangig-
keit des Degradationsgrades im feuchten Milieu mechanisch charakterisiert sowie mit kommerziell
verfligbaren, nicht-degradierten GBR-Membranen (BioGuide, CollProtect, Mucoderm) verglichen. Da-
flir wurden je Woche vier Probekérper tiber 8 Wochen in einer Degradationslosung (physiologisch
phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) und ein Enzymcocktail aus Protease XIV und Lipase) inkubiert.
Jede Woche wurden zwei Medienwechsel durchgefiihrt, um eine Sattigung der Degradationslosung
mit Degradationsprodukten zu vermeiden. Die Enzymkonzentration wurde mit 2,5 U/L je Enzym so ge-
wahlt, dass sowohl die Lipase als auch Protease allein gesehen die Gesamtheit der Enzymkonzentration
im menschlichen Speichel widerspiegeln [9]. Dieses erhdhte Enzymangebot ermdglicht eine zligige De-
gradation und gleichzeitig eine gesicherte Aussage zur Mindesthaltbarkeit der entwickelten GBR-
Membran im menschlichen Mundraum. Initial wurde eine leichte Erhéhung der Masse und Zugfestig-
keit im feuchten Zustand beobachtet, was vermutlich auf die Abscheidung von Salzen auf der Oberfla-
che zurilckzufiihren ist (Abbildung 5). Ab Woche 3 ist ein kontinuierlicher Rickgang der Masse und
Mechanik zu beobachten, der jedoch vergleichsweise gering ausfallt. Auch nach 7 Wochen ist die Zug-
festigkeit weiterhin im Bereich von 8 MPa und damit vergleichbar mit der initialen Festigkeit vor der
Degradation. Somit wurde die raumhaltende Fahigkeit der entwickelten GBR-Membran fir ca. 2 Mo-
nate nachgewiesen, was fiir eine Remodellierung der natirlichen Knochensubstanz ausreichend ist.
Der Zielwert von > 5 MPa im feuchten Milieu wurde Gber den gesamten Degradationszeitraum auf-
rechterhalten. Weiterhin wurde ein Vergleich mit nicht-degradierten kommerziell verfligbaren GBR-
Membranen durchgefiihrt, die eine Vergleichbarkeit der entwickelten Membran aufzeigt. Zusatzlich
konnte Uber den Zeitraum der Degradation eine kontinuierliche Calciumfreisetzung nachgewiesen

werden, die sich positiv auf die Knochenregeneration auswirken kann.
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Abbildung 5: Darstellung der Zugfestigkeit im feuchten Zustand (kiinstlicher Speichel) widhrend des De-
gradationsversuchs lber acht Wochen und Vergleich mit kommerziell verfiigbaren, nicht-degradierten

GBR-Membranen (BioGuide, CollProtect, Mucoderm).

Zur Uberpriifung der osteokonduktiven Wirkung der Mineralschicht, wurde die Differenzierung von
Knochenvorlauferzellen (mesenchymale Stammzellen MSC) in Richtung osteogene Zellen untersucht.
Anhand der Farbung von Calcium-Ablagerungen im mineralisierten Gewebe (Alizarinrot-S-Farbung)
und der quantitativen Analyse der osteogenen Marker-Expression (QPCR von Kollagen | (Col1,) Alkali-
sche Phosphatase (ALP), Osteocalcin (BGLAP) und Osteopontin (SPP1)) konnte ein positiver Einfluss
der im Projekt entwickelten Membran auf die Regeneration des Knochengewebes nachgewiesen wer-
den. Die osteogene Induktion erfolgte mithilfe der Zugabe von Dexamethason, B-Glycerophosphat und

Ascorbinsaure fiir 28 Tage. Die Differenzierungskontrolle erfolgte mittels MSC ohne Materialeinfluss.

Zusammenfassung: Im Ergebnis des Projekts OsteoMe konnten drei Membranschichten entwickelt

werden, die jeweils essentielle Aspekte des Anforderungsprofils an GBR-Membranen fir die Dental-
medizin erfiillen. Die mucoadhésive Schicht entwickelt in Abhdngigkeit vom sauren Charakter des Chi-
tosans sowie von Anpresszeit und -druck Haftkrafte im Bereich von 1 bis 4 N, die mit etablierten Fib-
rinklebern vergleichbar sind. Dadurch wird eine positionsstabile Applikation der Membran an der De-
fektstelle ermdglicht, ohne dass zuséatzliches Nahtmaterial oder Pins erforderlich sind. Die Barriere-
schicht ist offenporig gestaltet, sodass ein Ndhr- und Botenstoffaustausch moglich ist, was die Rege-
neration positiv beeinflussen kann. Gleichzeitig wurde gezeigt, dass die PorengroéRe ausreichend klein
ist, um als Barriere fiir schnell proliferierende Mundschleimhautzellen zu wirken und so den langsam
wachsenden Knochengewebszellen ausreichend Zeit fiir die Regeneration bereitzustellen. Die 3D-ge-
druckte Mineralschicht weist ausreichend hohe mechanische Eigenschaften in simuliertem Speichel

auf um eine raumhaltende Funktion zu gewdhrleisten. Dabei sind die erzielten Zugfestigkeiten



vergleichbar zu kommerziell verfligbaren GBR-Membranen und weisen nahezu keine Abnahme wéah-

rend einer enzymatisch-katalysierten Degradation lber acht Wochen auf. Zudem konnte gezeigt wer-

den, dass die Mineralschicht osteoinduktive Eigenschaften aufweist und so die Knochenregeneration

aktiv unterstiitzen kann. AbschlieRend wurden Methoden entwickelt, die eine delaminationsfreie Ver-

bindung der Einzelschichten gewahrleisten. Dabei kénnen die Schichten flexibel miteinander kombi-

niert und so das erzielbare Anwendungsspektrum erweitert werden.
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