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1 Einfihrung

1 Einfihrung

1.1 Einleitung und thematische Einordnung

Es ist bekannt, dass mechanische Belastungen Einfluss auf die Regulation von
Knochenmasse und Knochenstruktur nehmen. Es kommt dabei zu Deformierungen des
Knochens, verbunden mit einer Anderung (AL) der urspriinglichen Knochenlinge (Ly).
Diese Anderung wird auch als Kompression bezeichnet. Die relative Anderung AL/Ly
wird in strain angegeben und ist eine dimensionslose Grofe.

Auf Grund von mechanischen Belastungen reagiert Knochen mit einer Dichtezunahme
und oder mit der Anderung seines trabekuliren Aufbaus. Daraus resultiert eine erhdhte
Widerstandsfahigkeit [65,115]. Die Belastungen konnen dabei direkt oder indirekt
wirken. Verschiedene Studien bestitigen erhdhte Proliferationsraten und
Differenzierungsaktivititen = bestimmter Knochenzellen [9,100]. Bei diesen
Knochenzellen handelt es sich um Osteoblasten, deren Aktivierung eine Zunahme der
Knochendichte bedingt und altersbedingte Knochenabbauprozesse hemmt [67, 68, 79,
80]. Belegt ist dies dadurch, dass korperlich aktive Menschen eine hohere
Knochenmasse und Knochendichte aufweisen [149], wie nicht aktive (z.B.
Astronauten). Bei ihnen ist eine verminderte Knochenneubildung [13,150], sowie ein
geringerer Gehalt an dafiir bendtigten Proteinen [15,99] zu beobachten. Als Empfanger
und Ubertriiger physiologischer Belastungssignale gelten die Osteozyten. Eine weitere
Vorraussetzung fiir eine entsprechende Reaktion des Knochens auf eine mechanische
Belastung ist, dass physiologische Belastungsgrenzen nicht iiberschritten werden. Ist
dies der Fall, kommt es zu einer Degeneration der Knochenstruktur [57].

Diese Phidnomene zeigen, dass Knochen also auf Belastungsreize in bestimmter Form
reagieren, was auch schon von Galileo Galilei (1564-1642) vor ca. 400 Jahren
beschrieben wurde.

Verbunden ist diese Reaktion mit erhdhten Syntheseraten von Matrixproteinen und
erhéhten Mitoseraten.

Um Verstdandnis und Einblick in die Knochenphysiologie zu bekommen, wurden in der
Vergangenheit verschiedene Modelle entwickelt, angefangen bei Zellkulturen [156,159]

iiber Organkulturen [17,70,116] bis hin zu Versuchen am Gesamtorganismus
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1 Einfihrung

[2,18,107,117,142]. Dabei wurden hydraulische Systeme, Hebel, Nockenwellen und
Schrauben verwendet. Knochen wurde mechanisch stimuliert und die physikalischen
Eigenschaften zu bestimmt [3, 40, 41, 77, 82, 118, 140, 144]. Engmaschige Kontrollen
von Kraft und Kompression in Form von Echtzeitmessungen waren wihrend
dynamischer Belastung, bei einer Frequenz iiber 10Hz, in diesen Systemen aber nicht
mehr méglich. Zudem konnten meist nicht alle Faktoren (Amplitude, Richtung, Art und
Frequenz), die in der komplexen Natur der mechanisch dynamischen Belastung
auftreten, imitiert werden. Tierversuche galten zu dem als &uBerst schwierig und
kostentriachtig.

Des weiteren nutzte man Dehnungsmessstreifen. Diese wurden am Knochen oder an
Knochenstiicken fixiert, um die elastische Kompression abzuschédtzen bzw. berechnen
zu konnen.

Durch diese Versuche konnten bereits einige wichtige Erkenntnisse iiber Knochen
verzeichnet werden, doch die durch mechanische Belastung induzierten Verdnderungen
im Knochenmetabolismus, sowie in der Knochenmorphologie und die dahinter
stehenden zelluldiren Mechanismen konnten dadurch noch nicht vollstindig aufgeklart
werden.

Um den Knochen, welcher in seiner Struktur und seinen physikalischen Eigenschaften
einer groflen Variabilitdt unterliegt, mit definierten mechanischen Signalen zu belasten
und alle schon erwédhnten Parameter zu bestimmen, ist ein stabiles, prizises und
sensibles Belastungs- und Messsystem notwendig.

Auf Grund der bisherigen Erkenntnisse wurde von Prof. D. B. Jones ein mechanisches
Belastungs- und Messsystem in Kombination mit einer Kultur- und Belastungskammer
entwickelt. Damit konnen ex vivo Studien unter definierten Bedingungen an
trabekuldren Knochen durchgefithrt werden. Uber das System kdénnen bestimmte
Kompressionen und Kréfte auf den Knochen ausgeiibt und gleichzeitig bestimmt
werden. Zum jetzigen Zeitpunkt konnen Knochenproben im Frequenzbereich von 0,1
bis 50Hz dynamisch stimuliert werden. Die Genauigkeit der Kompression betragt +0,5 -
+1,5ustrain.

Auf diesem System basierend, kdnnen somit viele und genaue Messungen mechanischer
Eigenschaften durchgefiihrt werden. Der integrierte piezo-elektrischer Aktor (PEA)
kann zum einen mit periodischen Oszillationsmustern angeregt werden, bei simultaner
Kraft- und Kompressionsbestimmung und zum anderen kann er quasi-statische

Belastungen durchfiihren. So konnen Steifigkeit und physikalisch/physiologische



1 Einfihrung

Anderungen am Knochen wihrend der Kultivierung verfolgt werden. Zu den
periodischen Oszillationsmustern gehdren auch die Imitation von physiologischen
Bewegungsablidufen, wie das Gehen oder das Springen. So wurden in der
Vergangenheit schon die Unterschiede zwischen den Auswirkungen des Gehens und
Springens demonstriert.

Dieser Versuch dient nun dazu, Erkenntnisse dariiber zu erlangen, wie sich nun
verschiedene Belastungsintensititen auf die Knochenproben und deren Stoffwechsel

auswirken und auch mdgliche Grenzen des Systems aufzuzeigen.

Abb.1-1: Der ZETOS

Das System trigt den Namen ZETOS [Smith E.L. and Jones D.B.: Combined perfusion
and mechanical loading system for explanted bone. US patent 6171812; 2001] und
besteht aus zwei Wortanteilen. Der griechische Buchstabe  (Zeta) wird manchmal als
Symbol fiir strain (AL/L,, relative Kompression, s.0.) verwendet. Das lateinische Wort
os bedeutet Knochen.



1 Einfihrung

1.2 Der Knochen

Der Knochen ist ein komplexes Netzwerk aus unterschiedlichen Zelltypen in einer
definierten extrazelluldren Matrix. Man findet ihn in allen héheren Vertebraten, wo er
fiir Formgebung, Fortbewegung und zum Schutz des Korpers (Kopf, Thorax, Becken)
eine wichtige Rolle spielt. Weiterhin gilt er als stoffwechselaktives Gewebe mit einem
Reservoir fiir lonen (Ca>") und ist stindigen Verinderungen und Anpassungsvorgingen
unterworfen. Er ist neben den Zéhnen einer der festesten Bestandteile des Korpers und
besteht aus mineralischer(65%) und organischer Matrix(35%), sowie aus Zellen und
Wasser. Die mineralische Matrix befindet sich in Form kleiner Kristalle zwischen den
kollagenen Fasern und besteht groftenteils aus Hydroxylapatit Cajo(PO4)s(OH),.
Dadurch erkldrt sich Kompressionsfahigkeit des Knochens unter dem Erhalt einer
bestimmten Elastizitdt. Das Hydroxylapatit kann mit Carbonat, Zitrat, Magnesium,
Fluorid und Strontium verunreinigt sein. Auch andere Substanzen wie Tetrazykline,
Polyphosphate, Bisphosphonate und Radionuklide konnen mit hoher Affinitét
inkorporiert werden. [38,63]. Die organische Matrix besteht zu 90 % aus Kollagen vom
Typ I und zu 10 % aus nicht kollagenen Proteinen und Proteoglykanen [15,16]. Zu den
Proteoglykanen gehort zum Beispiel das Chondroitinsulfat. Unter den nicht kollagenen
Proteinen kommen Osteocalcin, Osteonektin, Osteopontin und Bone-sialoprotein (BSP)
reichlich vor. Osteocalcin stellt das am besten charakterisierte Knochenprotein dar.
Harn-, Plasma- und Serumspiegel einiger dieser Proteine werden in der Klinik genutzt
um den Knochenstoffwechsel zu beurteilen [38, 59, 63,].

Durch sich permanent verdndernde mechanische Beanspruchungen werden
Umbauvorgéinge induziert, die zu einer trajektoriellen Ausrichtung des Knochens
fiihren. Die Zellen interagieren untereinander und mit der extrazelluldren Matrix. Die
aktuelle  Knochenmasse  resultiert dabei aus  Knochenformation  durch
matrixproduzierende Osteoblasten und Knochenresorption durch matrixabbauende
Osteoklasten. Bekannt ist dieses Phdnomen auch unter der Bezeichnung Modeling und
Remodeling. [5,27,32,49,50,60,91]

Diese permanenten Umbauvorgdnge werden durch mechanische Belastung provoziert
oder sind durch den Einfluss von Hormonen induziert bzw. gesteuert. Zu den
wichtigsten = Hormonen  zdhlen das  Parathormon (PTH), das  1,25-

Dihydroxycholecalziferol und das Thyreocalzitonin. Uberwiegend dienen sie der
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1 Einfihrung

Erhaltung eines konstanten Kalziumspiegels im Blut. PTH wirkt iiber G-Protein
gekoppelte Phospholipase C — Rezeptoren. Physiologische Konzentrationen zeigen
anabole Effekte am Knochen durch Aktivierung der Phospholipase C [26,120],
Stimulation der Osteoblastenproliferation [121] und Verstirkung des Antwortsignals
auf mechanische Belastung [104].

Hohe Konzentrationen von PTH bewirken durch Osteoklastenaktivierung eine
Kalziumfreisetzung aus dem Knochen, eine Verminderung der renalen Elimination und
eine gesteigerte Resorption im Gastrointestinaltrakt. Thyreocalzitonin wirkt PTH-
antagonistisch und reduziert die Osteoklastenanzahl. 1,25-Dihydroxycholecalziferol
bewirkt eine gesteigerte Kalziumresorption. Da diese Hormone in einem bestimmten
Gleichgewicht zu einander stehen, resultieren aus Abweichungen dieses System meist

schwere Storungen im Knochen- und Skelettaufbaus.

Abb.1-2: Knochengewebe und Zellen
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1 Einfihrung

1.3 Die Knochenzdllen

Bei den im Knochengewebe enthaltenen Zellen handelt es sich um Vorlduferzellen,
Osteoblasten (OB), Osteozyten, Osteoklasten (OK), Bone-lining Zellen (BLZ),

Monozyten, Fett- und Nervenzellen.

1.3.1 Die Osteoblasten

Osteoblasten  leiten sich  von lokalen mesenchymalen  Vorlduferzellen
(Osteoprogenitorzellen) ab [134-136]. Eine Zwischenstufe in der Entwicklung stellen
die Priosteoblasten dar.

Osteoblasten synthetisieren, sezernieren und formieren die unmineralisierte
Knochenmatrix (Osteoid) und beteiligen sich bei der Kalzifizierung. Sie sind auch an
der Regulierung des Kalzium- und Phosphathaushalts beteiligt. An der Oberfldche des
trabekuldren Knochens gelegen erscheinen sie als einschichtige Zelllinie. Die
Osteoblasten sind tiber feine Zellfortsdtze miteinander verbunden. Im aktiven Zustand,
erscheinen sie in kuboidaler Form mit einer Dicke von 15-30um [64,103]. Nichtaktive
Osteoblasten erscheinen eher flach. Thre Aktivitdt wird zum groBten Teil iber Hormone,
wie z.B. das somatotrope Hormon (STH), und iiber Zellinteraktionen gesteuert.
Wihrend der Synthesephase zeichnen sich die Osteoblasten durch einen prominenten
Golgi-Apparat und ein gut entwickeltes raues endoplasmatische Retikulum aus. Im
Lichtmikroskop erscheinen sie basophil.

Wiéhrend Osteoblaten aktiv sind, wird von ihnen alkalische Phosphatase (AP)
sezerniert. Je hoher die Freisetzung, desto hoher die Aktivitit. Dies ist vor allem
wihrend Wachstumsphasen und bei Frakturheilungen der Fall. Aufgabe der Alkalischen
Phosphatase ist die Spaltung von anorganischen Pyrophosphaten [47,51], welche die
Knochenmineralisierung hemmen konnen. Die PAS-positiven Granula im Zytoplasma
der Osteoblasten enthalten aus heutiger Sicht neutrale Glykoproteine fiir die
Knochengrundsubstanz. Die Sezernierung dieser und anderer Syntheseprodukte findet
an der Kontaktstelle von Zelle und Knochenmatrix statt. Die zunédchst noch nicht
mineralisierte Grundsubstanz wird als Osteoid bezeichnet. Die Mineralisierungsdauer
beim Erwachsenen betrigt ca. 10 Tage [16]. In zeitlich bestimmten Abstidnden lésst sich

beobachten, dass die Osteoblasten in der sezernierten Matrix verbleiben und von ihr
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1 Einfihrung

umgeben werden. Diese in die Knochenmatrix eingemauerten Osteoblasten bezeichnet
man jetzt als Osteozyten. Durch weitreichende Zellausldufer stehen sie einerseits in
Kontakt mit anderen Knochenzellen und gewéhrleisten andererseits auch ihre
Versorgung, da die Knochenmatrix nach der Mineralisation impermeabel geworden ist.
Andere Osteoblasten wiederum gehen in den Ruhezustand iiber (Transformation zu
Bone-lining Zellen) oder gehen durch Apoptose zu Grunde [84, 133, 146].

Neben den bereits erwdhnten anorganischen Pyrophosphaten [10] existieren noch
weitere Makromolekiile, welche die physiologische und pathologische Kalzifizierung,
die Knochenmineralisierung und die Knochenresorption beeinflussen kdnnen. Dazu
gehoren Nukleosidtriphosphate [137], Pyrophosphatanaloga wie Bisphosphonate [33]
und andere anionische Proteine[105]. Bisphosphonate hemmen z.B. die
Knochenresorption.

Osteoblasten konnen durch Sezernierung von Kollagenasen, Metalloproteasen und
Plasminogen-Aktivatoren die Knochenresorption durch Osteoklasten initiieren. Sie
entfernen die schiitzende Kollagenschicht von der Knochenoberfliche, wonach

Osteoklasten wirksam werden konnen [6, 64, 75].

1.3.2 Die Osteozyten

Osteozyten kommen im adulten Knochen am héufigsten vor. Sie entsprechen
postmitotischen [160] maturen Osteoblasten [86,94] und weisen eine mandelartige
Form mit dendritischen Ausldufern auf. Sie wurden im Zuge der Knochenbildung in die
mineralisierte Matrix eingebaut. Wéhrend dieser Differenzierung in Osteozyten gehen
viele osteoblastische Zellorganellen verloren. Demnach besitzen Osteozyten eine
geringere Zellaktivitit. Sie sind flach und haben weniger raues endoplasmatisches
Retikulum und einen kleineren Golgi-Apparat. Der Kern ist dicht und chromatinreich.
Die Osteozytenzahl ist etwa 10mal hoher als die der grundsubstanzbildenden
Osteoblasten [98]. Vitale Osteozyten sind in der mineralisierten Knochensubstanz
schichtweise eingebaut. Da diese impermeabel ist, bilden Osteozyten filopodienartige
Fortsdtze aus. Die Fortsitze liegen in feinen Knochenkanédlchen und dienen der
Kommunikation und dem Stoffaustausch zwischen den Osteozyten. Sie sind {iber gap
junctions miteinander verbunden [24,52]. In den ausgebildeten Fortsdtzen konnen Ionen

und kleine Molekiile {iber etwa 15 Zellen transportiert werden. Zudem vergroBern sie
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1 Einfihrung

die Zelloberfliche. Aus der vergroferten Zelloberfliche leitet sich eine der
Hauptaufgaben der Osteozyten, ndmlich die der Mechanotransduktion ab [8,19]. Dieser
Sachverhalt wurde in mehreren Studien bestétigt. [66,100,107,108,122]

Gegenstand derzeitiger Forschung ist die Untersuchung der Kontakte zwischen den
Osteozyten einerseits, sowie den Bone-lining Zellen und Osteoblasten andererseits.
TURNER et al. (2002) beschrieben diesen Kontakt als eine Art neuronales Netzwerk, in
welchem Glutamat als Transmitter eine entscheidende Rolle spielen soll. Eine von
Osteozyten registrierte Stressbelastung konnte dann iiber Signaltransduktion an
Osteoblasten und Bone-lining Zellen weitergeleitet werden und eine entsprechende
Reaktion an diesen Zellen induzieren. Des weiteren unterscheidet man die Osteozyten

noch funktionell in osteoblastische und osteolytische Osteozyten.

In Osteoblastischen Osteozyten wurde durch histochemische Untersuchungen protein-
und glykoproteingebundenes Kalziumphosphat nachgewiesen. Da Kalzium und
Phosphat dem Aufbau der interzelluldren Hartsubstanz dienen, wird diesen Osteozyten

eine Aufgabe bei der Erhaltung der mineralisierten Knochenmatrix zugeschrieben.

Osteolytische Osteozyten, welche eher in den tieferen Schichten der Knochenmatrix zu
finden sind, weisen einen hohen Gehalt an Lysosomen auf. Damit sind sie in der Lage
Hartsubstanz abzubauen und Kalzium aus dem Knochen freizusetzen. Dieser

Mechanismus spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulation des Kalziumhaushalts.

Das Altern, der Verlust an Ostrogen und chronische Glukocortikoidwirkung fithren zu
einem Anstieg der Apoptoserate bei Osteozyten. Gehen Osteozyten zu Grunde wird
auch die umgebende Knochenmatrix abgebaut. Dies ist ein wichtiger Punkt in der
Osteoporoseforschung. Ostrogen schiitzt Osteozyten und mechanische Belastung fiihrt

zu einer Reduktion der Apoptoserate. [28,33,83,84,132,146].

1.3.3 Bone-lining Zellen (BLZ)

BLZ sind morphologisch betrachtet, begrenzende flache Zellen von lidnglicher Gestalt.
Sie befinden sich iiber dem neugebildeten Osteoid und {iber der mineralisierten

Knochenmatrix. BLZ sind organellenarm, was den Schluss zulisst, dass sie eher inaktiv
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1 Einfihrung

sind. Es wird die Annahme vertreten, dass es sich um ruhende Osteoblasten handelt, die
auch wieder in den aktiven Zustand iibergehen konnen. Thnen wird eine Schliisselrolle
zur Lokalisation und Initiation eines bevorstehenden Knochenumbaus zugeschrieben
[21,157]. Weiterhin dienen sie als Barriere fiir Kalziumionen [97]und erhalten ein

spezielles knocheninternes Milieu aufrecht [106].

1.3.4 Die Osteoklasten

Der Knochenumbau ist eng mit dem Abbau von vorhandenem Gewebe verbunden. Dies
ist die Aufgabe der Osteoklasten, welche sich aus mononukledren Vorlduferzellen
(granulocyte and macrophage colony-forming units ,,CFU-GM®) [18, 23, 44]
entwickeln und somit Abkdmmlinge des hdmatopoetischen Systems sind [48]. Die
Differenzierung der Osteoklastenvorlduferzellen wird durch osteoblastische Zellen und
deren Zell-Zell-Interaktionen moduliert und induziert. Diese osteoblastischen Zellen
bilden Differenzierungsfaktoren als Antwort auf osteotrophische Hormone und
Zytokine. Weiterhin schiitten sie losliche Faktoren wie M-CSF (macrophage colony
stimulating factor) [138,154] und Komplement C3 (durch 1,25-Dihydroxycholecalzferol
reguliert) [45, 56, 108] aus und regulieren so die Entwicklung der Osteoklasten. Fiir
Migration, Chemotaxis [37] und das Uberleben reifer Osteoklasten [55] spielt M-CSF
eine weitere wichtige Rolle.

Osteoklasten imponieren als grofe verzweigte Zellen mit einem acidophilen
Zytoplasma. Sie konnen von 1 bis liber 50 Zellkerne enthalten, die an der zur
Knochenoberfliche abgewandten Seite lokalisiert und durch Zytoskelettproteine
miteinander verbunden [80] sind. Osteoklasten legen sich mit Hilfe von Podosomen an
der Trabekeloberfliche an und konnen dabei andere Osteoklasten und auch
Osteoblasten iiberlagern. Meist sind Osteoklasten in Howship-Lakunen zu finden. Dies
sind Buchten in der Knochenmatrix, welche durch vorhergehende Resorption, durch
eben diese Zellen, entstanden sind. Auf Grund ihrer Grof3e kann man Bereiche finden,
an denen aktiv Knochen resorbiert wird und Bereiche die inaktiv sind. Wenn
Osteoklasten resorbieren, erscheint die dem Knochen zugewandte Seite stark
aufgefaltet, verzweigt und in stindiger Bewegung. Dies konnte mittels der
Rasterelektronenmikroskopie dargestellt werden. Die Auffiltelung bezeichnet man auch

als ,,ruffled border und dient der Oberflachenvergroflerung der aktiv resorbierenden
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1 Einfihrung

Abschnitte. Die Signale, die zur Auswahl eines bestimmten Knochenabschnitts fiihren,
sind noch nicht bekannt. Die genaue Wirkungsweise der Osteoklasten ist noch nicht
vollstindig erforscht. In den Howship-Lakunen besteht ein saures Milieu mit einem
pH-Wert von etwa 3,5 [11, 12, 24, 143]. Die notwendigen H'-Ionen entstehen iiber eine
Karboanhydrase im Osteoklastzytoplasma und werden mit Hilfe einer Membran-
ATPase in den zu resorbieren Abschnitt gepumpt.  Zusétzlich werden noch
verschiedene Enzyme freigesetzt. Dazu gehoren lysosomale Proteinasen, speziell
Kathepsin K [39, 81, 123, 158], saure Phosphatasen und Matrixmetalloproteinasen.
Blockiert man zum Beispiel Kathepsin K, so kommt es zu einer signifikanten Reduktion
der Knochenresorption [124, 126]. Damit bei diesem Vorgang umliegendes Gewebe
nicht geschadigt wird, schliet der Osteoklast mittels seiner ,ruffled border den
Resorptionsraum dicht ab.

Auch Osteoblasten und Bone-lining Zellen sind aktiv an der Knochenresorption
beteiligt. Sie beseitigen mittels saurer Hydrolasen, welche iiber Exozytose in den
Extrazellularraum abgegeben werden, die schiitzende Osteoidschicht iiber der
mineralisierten Matrix. Des weiteren resorbieren Osteoblasten offenbar kalziumhaltige
Kristalle, welche zwischen den Auffaltungen des Osteoklasten hervor treten. In
sekunddren Lysosomen werden diese weiter abgebaut und gespalten. Einige
Spaltprodukte werden in benachbarte Gefdfle abgegeben.

Ein Osteoklast kann innerhalb einer bestimmten Zeiteinheit die gleiche Menge an
Knochensubstanz abbauen, die von ca. 150 Osteoblasten aufgebaut wurde.
Osteoprotegerin (OPG), RANKL (NF-Kappa B Ligand) und dessen Rezeptor RANK
nehmen ebenfalls Einfluss auf die Aktivitdt von Osteoklasten. Das OPG, auch bekannt
unter Osteoclast Inhibiting Factor, hemmt die Differenzierung und Aktivierung von
Osteoklasten [46,125] und scheint die Expression von Kathepsin K zu hemmen,
welches als wichtigstes Enzym der Knochenresorption gilt [147].

Im Gegensatz dazu ist RANKL ein wichtiger Faktor im Hinblick auf Formation, Fusion,
Aktivierung und Lebensdauer von Osteoklasten. Er wird von Osteoblasten und T-
Lymphozyten produziert und fiihrt dementsprechend zu Knochenresorption und
Substanzverlust. =~ RANKL aktiviert einen speziellen Rezeptor (RANK), der auf
Osteoklasten und dendritischen Zellen exprimiert ist. OPG kann die Effekte des
RANKL neutralisieren [43,127].
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1.3.5 Beziehung zwischen den Knochenzellen

In diesem Abschnitt soll noch einmal ein Uberblick iiber das Zusammenwirken und die
Beziehung zwischen den Knochenzellen gegeben werden.

Die Entwicklung von Osteoblasten und Osteoklasten ist unmittelbar miteinander
verbunden. Beide Zelltypen stammen von Vorlduferzellen ab, welche im Knochenmark
ihren Ursprung haben. (Osteoblasten von multipotenten mesenchymalen Stammzellen,
Osteoklasten von hamatopoetischen Stammzellen der Monozyten-Makrophagen-Reihe).
Die Differenzierung zu Osteoblasten wird durch BMP’s (Bone Morphogentic Proteins)
und TGF-B initiiert [1, 63, 75]. Diese BMP’s stimulieren die Expression des
Osteoblasttranskriptionsregulators Cbfal/Osf2 [22] in den Osteoblastvorlduferzellen,
welche wiederum osteoblastspezifische Gene und Osteoklast-Funktionsfaktoren
aktivieren. Zuletzt spielen der Osteoclast differation factor (ODF/OPG-L) und der
Osteoclast inhibiting factor (OCIF/OPG) und die Bindung dieser Faktoren an
Osteoklastvorlduferzellen eine Rolle bei der Differenzierung, Fusion, Aktivierung und
bei der Apoptose von Osteoklasten. Das Zusammenwirken der BMP — Cbfal —
ODF/OPGL und OCIF/OPG-Genexpression ist die molekulare Basis der Osteoblast-
Osteoklast-Verbindung [72].

Die Beziehung zwischen Osteoblasten, Osteozyten und Bone-lining Zellen (BLZ)
wurde mit radioaktiv markierten Substanzen (*H-Thymidin) an jungen Tieren
untersucht, deren Knochenzellen schnell proliferieren. Dabei konnte nicht festgestellt
werden, ob diese Zellen teilungsfihig sind.

Beteiligen sich Osteoblasten nicht aktiv an der Knochenformation, flachen sie ab und
bedecken die Knochenoberfliche. In diesem Stadium werden sie auch als BLZ
bezeichnet. Dabei besteht eine Verbindung zwischen den einzelnen BLZ und
oberflaichennahen Osteozyten iiber gap junctions. BLZ leiten sich von Osteoblasten ab.
Moglicherweise stammen sie von deren Vorlduferzellen ab. BLZ kdnnen sich zum einen
zu Osteoblasten zuriickentwickeln und zum anderen auch in den Stammzellpool bzw.
Vorlauferzellpool zuriickkehren oder unterliegen der Apoptose. Das Proliferations- und
Differentiationspotential von BLZ unter normalen physiologischen Bedingungen ist
aber bisher noch nicht ausreichend verstanden.

Verbleiben Osteoblasten in neu gebildeter Matrix, bei fortschreitender Osteoidbildung,
differenzieren sie zu Osteozyten, u.a. durch den Verlust zahlreicher Zellorganellen.

Werden diese Osteozyten durch Umbauvorgéinge wieder freigelegt, konnen auch sie
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sich wieder in Vorlduferzellen differenzieren oder auch unabhingig von -einer

Freilegung durch Apoptose zu Grunde gehen.

Abb.1-3: Schematische Darstellung der Knochenzellen und Ursprung

©University Orthopaedics, Southampton, UK
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1.4 Wachstumsver halten von K nochen

1.4.1 Wachstum und M odeling

Das Knochenwachstum und die Anpassung der Form und Struktur (Modeling) stehen in
unmittelbaren Zusammenhang [5, 29, 32, 49, 50]. Dabei unterteilt sich das Modeling in
Resorptions- und Formationsabschnitte, bei dem Knochen tliber weite Abschnitte
entweder resorbiert oder an- bzw. umgebaut wird. Wihrend des Wachstums, wird
periostaler Knochen schneller angebaut als endostaler abgebaut wird. Das Modeling
kontrolliert das Wachstum, Form, Groe, Festigkeit und Anatomie von Knochen und
Gelenken. Es fiihrt zum Wachstum des &duBeren Kortex, zur VergroBerung der
Markhohle und zur Formung der langen Enden der Knochen. Das Modeling fiihrt nicht
nur zur Entwicklung einer normalen Architektur wahrend des Wachstums, sondern
passt die Architektur und Knochenmasse auch der sich stindig dndernden mechanischen
Belastung an. Bei einer Belastungsintensitit von 1000-1500ustrain ist der Modeling-
Grenzwert (bei jungen Erwachsenen) MES (minimum effective strain) erreicht und es
werden Formationsvorgédnge in Gang gesetzt. Diese Angaben beziehen sich auf die
Mechanostat-Hypothese von FROST [30,31]. Bei darunter liegenden Intensititen

bleiben die Formationsvorgénge inaktiv.

1.4.2 Remodeling

Dieser Vorgang produziert und erhdlt Knochen, welcher fiir Biomechanik und
Metabolismus verantwortlich ist. Da der Knochen von Erwachsenen mit der Zeit an
Qualitét verliert, muss er regelmaBig ersetzt bzw. erneuert werden (bone turnover). Dies
beinhaltet v.a. trabekuldre Knochenresorption gefolgt von Trabekelformation mit
Erhohung oder Absenkung der Knochendichte.

Die normalen Raten des bone turnover betragen bei Erwachsenen fiir kortikalen
Knochen im Mittel 20 Jahre und fiir trabekuldren Knochen zwischen 1 bis 4 Jahre. [91].
Dabei hat das Remodeling positive und negative Effekte. Die positiven Effekte sind die
Beseitigung von Mikrofrakturen, der Ersatz von totem, hypo- oder hypermineralisiertem

Knochen und die Anpassung der Mikroarchitektur an lokalen Belastungsstress. Als
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nachteilig konnen sich eventuell zerstorte Trabekel und pordser kortikaler Knochen mit
sinkender Knochenfestigkeit herausstellen, da dabei Schiden durch eine Fehlregulation
des nachfolgenden Ablaufschemas des Remodeling entstehen konnen.

Die Knochenzellen, die an diesem Prozess beteiligt sind werden auch als BRU (bone
remodeling unit) oder als BMU (basic multicellular Unit) bezeichnet. Diese unterliegen
einem Zyklus, welcher aus 6 Phasen besteht. Dabei handelt es sich um die Ruhe-,
Aktivations-, Resorptions-, Umkehr-, Formations- und Mineralisationsphase. Sie

konnen an jeder Stelle des Knochens ihre Arbeit aufnehmen [93]

Die Ruhephase

80% des trabekuldren Knochens befindet sich in der Ruhephase. BMU's sind nicht
standig aktiv, kdnnen aber jederzeit aktiviert werden. Der Knochen ist mit Bone-lining
Zellen und mit einer endostealen Membran, bestehend aus Kollagen und wenig

mineralisierter Grundsubstanz, bedeckt [74]

Die Aktivierungsphase

Wie die Aktivierung der BMU's ablduft ist noch nicht genau erforscht, man glaubt aber,
dass lokale strukturelle oder biomechanische Verdnderungen Einfluss nehmen. Der
Remodeling-Zyklus verlangt die Rekrutierung von Osteoklasten und deren
ungehinderten Zugang an die Knochenoberfliche. Eine Ausbildung von Blutgefdlen,
sowie die Migration der Osteoklasten ist Voraussetzung dafiir [49]. Dazu kommt die
Verdauung der endostealen Membran durch Bone-lining Zellen. Die Freilegung der
mineralisierten Matrix hat chemotaktische Wirkung auf Osteoklastvorlauferzellen [14,

73,92, 103].

Die Resorptionsphase
Kommen nun die eingewanderten Osteoklasten mit der mineralisierten Matrix in
Kontakt, beginnen sie diese zu erodieren. Die dabei entstehenden Mulden werden in

trabekuldren Knochen auch als Howship-Lakunen bezeichnet. Bei kortikalem Knochen

werden sie auch als Resorptionshéhlen oder ,,cutting cones® bezeichnet. Die Howship-
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Lakunen koénnen bei einer Resorptionsdauer von 1-3 Wochen eine Tiefe von 60um

erreichen [29].

Die Verzogerungsphase

Sie ist eine Intervallphase zwischen kompletter Resorption und beginnender Formation.
Die Howship-Lakunen weisen keine Osteoklasten mehr auf, sondern nur noch
mononukledre Zellen bisher unbekannter Herkunft und Funktion [7]. In dieser Phase
erfolgt auch die Aktivierung der Osteoblasten. Uber den genauen Ablauf ist man sich
nicht sicher. Zum einen wird die Wachstumsfaktorthese vertreten, bei welcher
Osteoblast-stimulierende Faktoren, wie IGF I und II, TGF-B und FGFs von der BMU
freigesetzt werden. Zum anderen glaubt man, dass sich Osteoblastvorlduferzellen am
Rand der BMU auf Grund von Zelloberflichenmolekiilen versammeln und

entsprechend aktiviert werden [73, 102, 103].

Formations- und Mineralisationsphase

Zuerst beginnen die neu eingewanderten Osteoblasten Osteoid abzulagern und zwar
solange bis die Lakune anndhernd vollstindig aufgefiillt ist. Nach ca. 5-10 Tagen ist bis
zu 70% des Osteoids mineralisiert. Nach einer Dauer von 3-6 Monaten ist die
Mineralisation komplett [27, 32, 49, 93, 101]. Morphologisch erscheinen die
Osteoblasten gro3 und plump. Im Zuge der Osteoidablagerung flachen sie ab und
werden zu Bone-lining Zellen. Die formierenden Osteoblasten weisen alle das gleiche
Alter auf. Neu einwandernde Osteoblasten warten am Rand der BMU auf deren

fortschreiten.

Das Remodeling bezieht sich im Gegensatz zum Modeling auf kleinste kortikale und
trabekuldre Knochenabschnitte. Es fithrt zu Auflagerungen und Dichtezunahmen
besonders an trabekuldren Knochen. Der Remodeling-Grenzwert (MESr) liegt nach
FROST [30,31] unter 200ustrain. Der physiologische Ablauf des Remodeling und die
Funktionsweise der BMU wurden mit tetrazyklinmarkierten Knochenbiopsien
dargestellt. Die Arbeiten von FROST und PARFITT [35, 36, 96] seien dabei besonders

erwahnt.
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Was die Betrachtung der Mineralisierung mittels fluoreszierender Farbstoffe angeht,
ergeben sich auf Grund der Erkenntnisse der Formations- und Mineralisationsphase
einige Probleme. Zum einen ist es moglich, dass sich die Farbstoffe nicht mit dem
Osteoid verbinden und zum anderen konnte die Mineralisation noch nicht begonnen
haben [90]. Ein weiteres Problem ist die These einer diskontinuierlichen Osteoidbildung
[34], was mehrere Studien an Mensch und Tier mit hohen Verlusten an

Fluoreszenzmarkierungen untermauern.

1.5 Knochenzell- und Vitalitatsmar ker

1.5.1 Die alkalische Phosphatase (AP)

Die AP ist ein zur Gruppe der Hydrolasen gehdrendes Enzym, welches organische
Phosphorsduremonoester in ihre Komponenten spaltet. Das pH-Optimum der AP liegt
bei 7-8. Der Hauptanteil der im Serum vorkommenden AP entstammt aus der Leber und
dem Skelettsystem. Bei 25 % der Gesunden kommt auch eine Diinndarm-AP vor,
welche 10 % der Gesamt-AP ausmacht.
Eine Erhohung kann physiologisch bedingt sein oder Kennzeichen einer Leber- oder
Skeletterkrankung  sein.  Physiologisch ~ erhohte  Werte finden sich  bei
Schwangerschaften, in der Wachstumsphase (Kinder und Jugendliche), bei
Heilungsprozessen von Frakturen oder nach Mabhlzeiten. Letzteres ist meist bei
Personen mit den Blutgruppen B oder 0 der Fall, welche Lewis-positiv sind und eine
Sekretion der H-Blutgruppensubstanz aufweisen (Diinndarm-AP). Kinder und
Jugendliche haben im Vergleich 1,5- bis 2fach hohere AP-Werte im Serum.
Hepatobilidre oder pankreatische Erkrankungen, primére oder sekundéire Osteopathien
sowie neoplastische Erkrankungen mit Skelettbeteiligungen konnen zu einer
pathologischen AP-Erhdhung fiihren. Erniedrigte AP-Konzentrationen findet man eher
selten. Als Beispiel sei hier die Hypophosphatémie angegeben.
Wie bei der Laktatdehydrogenase kommen auch bei der AP verschieden Isoenzyme und
Isoenzymvarianten vor, wobei die Knochen-AP und Leber-AP zu den Wichtigsten
zdhlen. Sie geben zum Beispiel Auskunft {iber das Ausmal} einer Gewebeschiddigung
bei hepato-bilidren Defekten, liber die Stoffwechselaktivitit des Skelettsystems bei
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metabolischen Erkrankungen (Osteomalazie, Rachitis, postmenopausale Osteoporose)
oder iiber das Wachstum malignen Gewebes (Isoenzymerhéhung auf Grund einer
Hyperexpression bestimmter Gene).

Da die AP auch von Osteoblasten gebildet und sezerniert wird, gibt sie gleichzeitig iiber
deren Aktivitidtszustand Auskunft. Beispiel gebend sei hier der Morbus Paget.
Osteoblasten versuchen hierbei resorbiertes Knochengewebe wieder aufzubauen,
welches durch permanente unkontrollierte Osteoklastentétigkeit resorbiert wurde.
Weitere Krankheiten sind die Vitamin D Mangelrachitis und metastatische Prozesse.
Liegt zusitzlich eine Lebererkrankung vor muss die knochenspezifische AP bestimmt
werden.

Metabolische Erkrankungen, wie der Hyperparathyreodismus, Osteoporose und
osteopenische Osteopathien zeigen in der Gesamt-AP nur gelegentlich einen erhohten
Wert. Deshalb sollte hier, wie auch in den oben beschriebenen Féillen, neben der
Gesamt-AP auch die knochenspezifische AP bestimmt werden. Neben der
diagnostischen Bedeutung kann dabei auch der Verlauf beurteilt werden und eine
prognostische Aussage getroffen werden. Gelegentliche AP-Erhéhungen werden bei
Knochenheilungsprozessen, z.B. nach  Frakturen, als Zeichen erhohter

Osteoblastenaktivitit gefunden [88].

1.5.2 Die L aktatdehydrogenase (LDH)

Die LDH kommt in fast allen Zellen des Kdrpers vor und ist im Zytoplasma lokalisiert.
Eine gewisse Grundaktivitdt findet sich auch im Serum. Die LDH ist ein tetrameres
Enzym, welches in 5 verschiedenen Isoenzymen vorkommt. Im Herzmuskel, in der
Niere und in den Erythrozyten dominieren die Isoenzyme LDH-1 und LDH-2. LDH-4
und LDH-5 bestimmen den Skelettmuskel- und Lebergehalt.

Diese Isoenzyme unterscheiden sich durch ihre Substratspezifitit sowie durch ihre
Kinetik bei niedrigen Pyruvatkonzentrationen. Die LDH dient der Reduktion von

Pyruvat zu L-Laktat.

Pyruvat + NADH + H* <==> L -L aktat + NAD"
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Als Reduktionsmittel dient NADH, das dabei zu NAD" reoxidiert wird. Es erfolgt in
diesem Schritt also die Regeneration des fiir die Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase benétigten NAD'. Dies erlaubt, dass die Glykolyse auch bei
vollstdndigem Sauerstoffmangel ablaufen kann.

Bei einem Zellmembrandefekt oder bei einem minimalsten Gewebsschaden (Infektion,
Hypoxie) kann das Enzym bereits ins Plasma iibertreten. Auch bei pathologischen
Zustinden finden sich erhohte Plasmaspiegel. Da die Konzentrationen der LDH in den
Geweben ca. 500mal hoher liegen als im Plasma, erklirt dies, dass es schon bei
kleinsten Schiden zu einer Konzentrationserhohung im Serum kommt. Da die LDH in
allen Geweben vorkommt, besonders erwadhnt seien hier noch einmal die Leber, Herz-
und Skelettmuskel und Niere, kann sie nicht als spezifischer Marker bei der
Verlaufsbeurteilung eines bestimmten Gewebsschadens herangezogen werden. Der
Schwerpunkt der LDH-Bestimmung liegt also im erkennen eines Zell- oder

Gewebeschadens, so wie in diesem Versuch als Untergangsmarker fiir Knochenzellen.

1.5.3 Prostaglandine (PG) und K nochenstoffwechsel

PG gehoren zur Gruppe der Fettsduren und werden, wegen ihrer Wirkung auf den
Zellstoffwechsel in geringsten Konzentrationen, zu den Gewebshormonen gerechnet.
Sie werden auch als Eikosanoide bezeichnet, da sie aus 20 C-Atomen und aus einem
Ring von 5-Atomen bestehen. PG kommen {iiberall im Kd&rper vor und entstehen aus
Arachidonsédure, einer der wichtigsten in Zellmembranen gespeicherten essentiellen
Fettsduren sowie anderen ungesittigten Fettsduren. Sie modulieren eine groBle Zahl
hormoneller und andersartiger Stimuli. Dariiber hinaus spielen sie eine wichtige Rolle
bei Uberempfindlichkeits- und Entziindungsreaktionen. Durch die Wirkung einer
Phospholipase A, wird aus arachidon- und fettsdurehaltigen Membranphospholipiden
Arachidonat (Eikosatetraensiure) abgespalten.

Fiir einen weiteren Syntheseschritt werden Cyclooxygenasen (COX) bendétigt, die in
drei Unterformen vorkommen (COX1, COX2, COX3).

COX1 kommt in vielen Zellen des Korpers vor und ist standig aktiv. Die Aktivitdt der
COX2 wird von Zytokinen aus Leukozyten und Makrophagen, speziell bei
Entziindungsreaktionen, induziert. Hauptsidchliche Bedeutung im ZNS und Herz hat die
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COXa3. Sie ist derzeitig Gegenstand wissenschaftlicher Forschung. Ihre Blockade durch
Acetaminophen wirkt antipyretisch und analgetisch [20].

PG werden in Hauptklassen von PGA bis PGI unterteilt. Zuerst entsteht PGH, aus
welchem sich die anderen Prostaglandine ableiten. Ein zusatzlicher Index ist die Anzahl
der C-Atome auBlerhalb des Kohlenstoffrings. Auf Grund des raschen enzymatischen
Abbaus wirken PG’s nur lokal. Thre Wirkung vermitteln sie tiber Oberflichenrezeptoren
auf den Zellen. Da sie nicht gespeichert werden konnen, werden sie fortlaufend
sezerniert.

Durch bestimmte Stimulationen aktivierte Zellen zeigen eine erhdhte PG-Syntheserate.
Neben dem Einfluss auf Entziindungsreaktionen und GefaBBkontraktilitidt, wurden bei in
vivo und in vitro Versuchen auch Einfliisse auf den Knochenstoffwechsel festgestellt,
besonders durch PGE,. So konnte der Knochenaufbau von Ratten durch exogen
zugefiihrtes PGE, angeregt aber auch gehemmt werden [53, 54, 69, 76, 95, 139, 141,
148, 155]. Dieser Sachverhalt konnte auch bei Zellkulturen nachgewiesen werden
[113,114]. Auch bei der Knochenresorption wurden fordernde und hemmende Effekte
beobachtet [89]. Jiingste Verdffentlichungen weisen darauf hin, dass exogen
zugefiihrtes und das durch mechanisch belastete Zellen ausgeschiittetes PGE, zu einer
Stimulation des Knochenstoffwechsels fiihrt [16, 61, 159]. Zum einen konnte dies durch
direkte Stimulation der Osteoblasten oder der Osteoblastenvorlduferzellen geschehen
und zum anderen iiber Aktivierung des Remodelingprozesses durch

Osteoklastenstimulation.
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Abb.1-4: Dargestellt sind das Prostaglandin H, und sich daraus
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1.6 Die polychrome Sequenzmarkierung

Um nach einem Experiment mit mechanischer Belastung von Knochen die erfolgten
Knochenumbau- oder Neubildungsprozesse mikroskopisch bzw. graphisch darzustellen,
wird die polychrome Sequenzmarkierung angewandt. Dabei kommen so genannte
Fluochrome zum Einsatz, welche wéhrend des Experiments angewandt werden. Diese
Farbstoffe bilden mit Kalzium einen Chelatkomplex [82], welcher in den
mineralisierten Knochen eingebaut wird. [78, 109-111, 128]

Mikroskopisch, unter dem Einsatz von ultraviolettem Licht, leuchten diese Komplexe in
der Farbeigenschaft des Fluochroms. Durch Gabe mehrerer dieser fluoreszierenden
Farbstoffe in bestimmten Zeitabstinden kann somit der =zeitliche Ablauf der
Knochenmineralisation nachvollzogen werden. Riickschliisse auf die Dynamik der
Knochenneubildung werden damit moglich.

Eingesetzte Farben, wie das Kalzeingriin oder das Xylenolorange, erfiillen das
allgemeine Gebot, keine lokale bzw. generelle Toxizitdt zu besitzen, welche die
Knochenbildung und somit Versuche beeinflussen konnte. AuBBerdem werden sie bei der
spéteren Fixierung und Einbettung in Methylmethacrylat nicht verdndert. Die intravital
markierten Knochen konnen nach Ende des Versuches trotzdem mit histologischen
Féarbungen versehen werden [87].

Schon im Jahre 1958 wurde von MILCH beschrieben, dass sich Tetrazyklin im
lebenden Knochen ablagert und als gelbliche Farbbande erscheint. Das Xylenolorange,
welches sich orange darstellt und das als rot imponierende Alizarin wurden von RAHN
und PERREN eingefiihrt [112]. SUZUKI und MATHEWS etablierten das Kalzein, das
eine leuchtend griine Bande hervorruft. In diesem Versuch wurden Kalzein und Alizarin

verwendet.
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1.7 Apoptose

Fir das Leben ist der Zelltod mindestens genauso wichtig wie Zellteilung und
Wachstum, denn das Verhéltnis zwischen Zellproliferation und Zelltod muss im
Gleichgewicht gehalten werden. Man unterscheidet beim Zelltod die Nekrose und die
Apoptose.

Nekrose ist die nicht spezifische Art des Zelltods und wird unter physiologischen
Bedingungen nur durch das Komplementsystem oder durch eine Infektion mit lytischen
Viren ausgelost. Des weiteren filhren exogene FEinfliisse wie Vergiftungen,
Verbrennungen oder mangelnde Sauerstoffversorgung, durch den Angriff der
Plasmamembran und den daraufhin folgenden Austritt von lytischen Enzymen, zur
Nekrose. [25]

Der Apoptose von Zellen im Organismus wird eine weit grofere Bedeutung
zugeschrieben. Sie spielt schon wihrend der Embryonalentwicklung bei der korrekten
Ausbildung von Hénden und FiiBen eine wichtige Rolle, in dem das zwischen den
Fingern und Zehen befindliche Gewebe entfernt bzw. aufgelost wird, was sich
urspriinglich zu Schwimmhéuten entwickelt hitte. Weitere Beispiele sind die
Elimination von funktionslosen Neuronen oder autoreaktiver T-Lymphozyten.

Apoptose stammt aus dem Griechischen und setzt sich aus den Wortern apo (ab, weg,
los) und ptosis (Senkung) zusammen. 1842 beschrieb Vogt erstmals morphologisch
dieses Phdnomen, was sich seit dem zu einem umfangreichen Forschungsgebiet
entwickelt hat. Publizierte Zusammenfassungen von Glucksmann 1951 benutzen die
Umschreibung programmierter Zelltod. Erst 1972 wurde der Begriff Apoptose von
KERR et. al [62] eingefiihrt.

Apoptose ist in fast jeder Korperzelle moglich [58,152] und soll autonome
Zellwucherung (Tumor) verhindern, sowie alte und kranke Zellen beseitigen. Besonders
genannt seien hier Zellen mit einer hohen Teilungsrate, z.B. Haut-, Darm-,
Uterusschleimhaut-, Brustdriisen- und Prostatazellen sowie Zellen des blutbildenden
Systems.

Im Jahre 1977 wurden beim Fadenwurm C. elegans die ersten verantwortlichen Gene
[130] fiir Apoptose und 1988 das erste antiapoptotische Protein (bcl2) gefunden.

Es gibt eine Vielzahl an Auslésern und Induktoren des apoptotischen Zelltods [Li and

Yuan 1999]. Dies konnen neben dem Tumornekrosefaktor (TNF) oder dem Liganden
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des APO-1/CD95-Rezeptors [71] auch Gamma- oder UV-Strahlen, Chemotherapie,
freie Radikale, Wasserstoffperoxid, Hitzeschock sowie Schidigungen der DNA sein
[25]. Auf Grund dessen gibt es womdglich auch viele unterschiedliche auf diese
Stimulation folgende Signaltransduktionswege. Bisher sind zwei davon detailliert
erforscht. Der eine Weg beschreibt die Aktivierung der Apoptose in der Zelle durch die
Proteinfamilie der TNF-Rezeptoren (tumor necrosis factor receptors). Die Bindung des
Liganden an den Rezeptor fiihrt zur Aktivierung einer Signalkaskade im Zellinneren,
die iiber eine Aktivierung von Kaspasen die Apoptose im Zellkern auslost [131,151].
Dabei handelt es sich um den extrinsischen Weg.

Der intrinsische Weg wird durch die Freisetzung von Proteinen (z.B. Cytochrom c) aus
den Mitochondrien eingeleitet, welche dann, mit dem Protein Apafl verbunden, zu einer
Aktivierung des Kaspasensystems flihren [42,119]. Dies fiihrt zur Spaltung von
Zytoskelettproteinen, Adhésionsmolekiilen und Lamininen. Laminine stiitzen die
Kernmembran und binden Nukleasen, welche freigelegt, die DNA angreifen und
spalten. Der Angriff auf Adhisionsmolekiile fiihrt zur Losung der Zelle aus dem
Zellverband [25]. Diese Mechanismen, sowie die Umverteilung negativ geladener
Phospholipidmolekiile an die AuBenseite der Zellmembran fiihren zu Ausstiilpungen der
Membran [membran bledding], welche sich zu Vesikeln abschniiren (apoptotic bodies)
und von Makrophagen aufgenommen und verdaut [145] werden. Im Gegensatz zur
Nekrose gelangt also kein Zellinhalt unkontrolliert in den Extrazellularraum, was zu

einer Entziindungsreaktion fiihren kann.
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1 Einfihrung

Abb.1-5: Gegenuberstellung der Morphol ogie von Apoptose und Nekrose
(©Boeringer Mannheim)
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Morphologisch schrumpft die Zelle, durch Verringerung des Volumens bei intakten
Organellen. Es  kommt zur  Karyopyknose  (Kernschrumpfung)  und
Chromatinverdichtung [129] mit anschlieBender Spaltung der DNA in Fragmente
(Karyorrhexis) und vollstindiger Auflosung des Kerns mit Verlust der Basophilie
(Karyolyse).

Die in den apoptotic bodies enthaltenen DNA-Fragmente besitzen ca. 180-200
Basenpaare [85,153]. Die Dauer eines Apoptosevorgangs in vivo betrdgt 6-24 Stunden,

wobei es zeitliche Variationen zwischen den Zelltypen gibt [4].
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1.8 Die Steifigkeit / E-Modul

Um die Steifigkeit von Knochen messen zu kdnnen, wird eine quasi-statische Belastung
durchgefiihrt, bei der die Kraft langsam auf 300 — 1000 N {iber 30 Sekunden ansteigt.
Der piezo-elektrische Aktor wird dabei mit einer kontinuierlich ansteigenden
Treiberspannung angesteuert, in deren Folge er sich ausdehnt und dabei eine
ansteigende Kraft auf den Knochenzylinder appliziert. Die Kraft und die Kompression

werden gleichzeitig bestimmt, die Daten elektronisch gesammelt und gespeichert.

Die Steifigkeit wird errechnet, indem der reziproke Verlauf der Regressionslinie von
Kompression und Kraft iiber ein wéhlbares Kraftintervall aufgetragen wird. Im Falle
eines nicht linearen Verlaufs muss der Benutzer auf der Kraftachse ein Intervall wahlen,

welches einen nahezu linearen Verlauf aufweist.

Das Kontrollprogramm des Systems ermittelt zunéchst die tatsdchliche Steifigkeit. Die

Steifigkeit ist iber das Hook sche Gesetz definiert:

s=Af/Ac= (fmax - min) / (Cmax - Cmin)

f: Kraft, c: Kompression

Das Kontrollprogramm des Systems sammelt dadurch eine groe Anzahl (ca. 300) von
Daten {f;...fy}, {ci...ca} in einem bestimmten Kraftintervall [f;...f,], anstatt nur zweier
Datenpaare (finax, Cmax), (fmin, Cmin). Die Steifigkeit ergibt sich aus der Steigung der
Regressionsgeraden tliber diese Werte (siche Abb.:1-6)

Das Programm errechnet die Steifigkeit in der MaBeinheit eines scheinbaren
Elastizitdtsmoduls (Y, Einheit MPa oder GPa), indem es die zylindrischen Parameter
Radius (r) und Hohe (h) zur Normalisierung nutzt. Die Bezeichnung ,,scheinbar* wird
verwendet, weil der Begriff Elastizititsmodul nur fiir kontinuierliche, homogene und

isotrope Korper definiert ist.
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Abb.: 1-6 graphische Darstellung einer Seifigkeitsmessung
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Dargestellt sind Kompression und Kraft, sowie das Kraftintervall (100-130N) mit der

dazu gehorenden Regressionsgerade, deren Steigung der Steifigkeit entspricht.
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Um jedoch einen Wert zu erzeugen, der nicht von den geometrischen Dimensionen
abhdngt, sondern eine reine Materialkonstante reprédsentiert, wird folgende Formel
verwendet:
Y=s-h/(n-1%)
n-1* = Stirnfliche
h = Hohe
s = Steifigkeit

Y = Elastizitdtsmodul

Auf diese Weise erhdlt man einen Wert, der praktikabel mit den mechanischen
Eigenschaften anderer Materialien verglichen werden kann.
Andere Definitionen sind mathematisch vollig gleichwertig, heben aber andere Begriffe

hervor. So wird oft geschrieben:

Af-h
Y= - =P / £ = Druck / Dehnung
Ac- A

A = Stirnfldche
P = Druck = Kraft pro Fliche ( Af/ A)
€ = Dehnung = Ac/h

Dieser Zusammenhang kann auch folgendermalen beschrieben werden:

Setzt man in obiger Gleichung Ac = h, so ist Y = P, also der theoretische Druck, der
erforderlich ist, um den Korper auf die Hohe Null zu komprimieren. Dieses ist jedoch
nicht moglich, denn bei Druck verdichtet sich das Material und wird steifer, wehrt sich
somit gegen den Druck und verlangt, dass immer mehr Druck ausgeiibt werden muss,

um noch weiter zu komprimieren.
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1.9 Das Perfusions- und Belastungssystem (PBYS)

Es handelt sich um ein ex-vivo Perfusions- und Belastungssystem (PBS), welches von
D. B. Jones (Marburg) und E. L. Smith (Wisconsin, USA) entwickelt wurde [171]. Es
dient dazu, vollstindige Organproben von trabekuldren Knochen iiber einen ldngeren
Zeitraum zu kultivieren und durch mechanische und/oder chemische Stimuli
beeinflussen zu konnen. (ZETOS, Marburg).

Dieses System arbeitet mit trabekuldren Knochenzylindern, welche durch eine
aufwendige Prozedur hergestellt werden (Material und Methoden). Sie besitzen eine
Hohe von 5 mm und einen Durchmesser von 10 mm und enthalten alle fiir trabekuldren
Knochen typischen Zellen. Dazu gehoren Osteoblasten, Osteozyten, Osteoklasten,
bone-lining Zellen, mesenchymale Vorlduferzellen, Megakaryozyten, Nervenzellen,
Bindegewebs- und Fettzellen, deren Interaktionen untereinander ebenfalls mit dem PBS
untersucht werden konnen. Weiterhin ist es mdglich, auf die Knochenproben
unterschiedlichste definierte Belastungsformen auszuiiben, deren Frequenz und
Zykluszahl dabei selbst bestimmt werden kann. Die Kompression und die dafiir
aufgewendeten Kréfte werden in Echtzeit aufgezeichnet. Die Kompression kann mit
einer Genauigkeit von + 50 nm appliziert werden.

Ebenfalls moglich ist die exakte Bestimmung der aktuellen Steifigkeit (Young’s- oder
E-Modulus), der viskoelastischen Eigenschaften (VE), der Bruchfestigkeit (Strength)
und der Ermiidungseigenschaften einer verwendeten Knochenprobe.

Die Konfiguration des PBS erlaubt eine Variation der Frequenz von 0,1 — 50 Hz und
eine maximale Belastung von 4500 N, jeweils in Abhéngigkeit von der Kombination
aus Frequenz und Belastung. 4500 N liegen weit oberhalb des Bruchindex der hier
verwendeten Knochenproben. Deshalb wurde das System auf eine maximale Belastung
von 1500 N, bei einer Kompressionsgenauigkeit von + 50nm, kalibriert.

In dem hier beschriebenen Experiment wurden die Knochenproben der verschiedenen

Gruppen bei einer Frequenz von 1 Hz und 300 Zyklen tiglich belastet.
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1.9.1 Die Bestandteile

1.9.1.1 Die Belastungseinheit (Zetos)

Sie stellt das zentrale Element (Abb.: 1-6) im Perfusions- und Belastungssystem dar
und enthilt die mechanische Belastungseinheit, sowie die Sensoren flir die Messung
von Kompression und zugehoriger Kraft.

Im folgenden ist der Konstruktionsplan der Zetos-Belastungseinheit dargestellt.

Abb.1-6: Der Zetos — Konstruktionszeichnung

Kraftsensor
Ve:rstelfschmube %\
A A ' '
N N
A
VAN — Verstellgewinde

\-\\ —Fiithrungsbolzen
% — Kraftsensor
% L Stahlbolzen-
] schrauben
L] PEA

, 7
; =

B

i < FKultur-
EE [ 1 % Belastungs-
; k. \\\\\ Kammer

| Dehnungsmess-

k i\ sireifen

Gmndpf&ﬁe

35



Einfihrung

Die Perfusions- und Belastungskammern werden in den dafiir vorgesehenen Schacht
eingeschoben, mit Hilfe der Verstellschraube fixiert und manuell mit einer definierten
Vorlast versehen (2,5 - 3,5N). Die mechanische Belastung wird iiber den piezo-
elektrischen Aktor (PEA) ausgeiibt (Physik Instrumente). Dieser dehnt sich
entsprechend der angelegten elektrischen Spannung aus und bewirkt einen Druck auf
den Belastungspiston der Kammer und dementsprechend auch auf die Knochenprobe
innerhalb der Kammer. Die Kompression der Knochen ergibt sich aus den Messgrof3en
Expansion, Kraft und geréte-spezifischen Kalibrierdaten.

Der Kraftsensor (Kistler) produziert, durch die aufgebrachte Kraft, elektrische Ladung.
Kraft und Ladung verhalten sich proportional zueinander und somit kann die Ladung

zur Bestimmung der Kraft verwendet werden.

1.9.1.2 Die Kultur- und Belastungskammer

Die Kultur- und Belastungskammer ermoglicht es zum einen, Knochenproben iiber
einen ldngeren Zeitraum in Kultur zu halten und zum anderen die Knochenproben
mechanisch zu belasten. Dazu verfiigen die Kammern iiber zwei Anschliisse, einen Zu-
und einen Abfluss, iiber welche die Kammern mit einer Rollpumpe verbunden sind.
Damit ist eine kontinuierliche Perfusion der Knochenproben mit Kulturmedium
gewihrleistet.

Direkt auf der Knochenprobe befindet sich der Belastungspiston. Dehnt sich der PEA
aus, wird der Belastungspiston auf die Knochenprobe gedriickt und fiihrt zu einer

definierten Kompression des Knochens.
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Abb.1-7: Die Kultur- und Belastungskammer in ihren Einzelkomponenten

Die Abbildung zeigt die einzelnen Komponenten:
A: Kammergehause B: Kammerboden C: Belastungspiston D: Konnektoren

Der Boden der Kultur- und Belastungskammer und der Belastungspiston wurden mit
einer speziellen Methode geschliffen, um eine moglichst hohe Parallelitit und Feinheit
der Oberflichen innerhalb der Kammer zu gewéhrleisten. Somit wird eine moglichst
gleichméBige Kraftiibertragung auf die gesamte Knochenoberfliche gewéhrleistet, was

damit zu reproduzierbaren Belastungen und auch Ergebnissen fiihrt.

1.9.1.3 Die Elektronischen Module

Die Abb. 1-8 zeigt die elektronischen Module, die es ermdglichen, das PBS und die

dazugehorenden Sensoren zu betreiben.

Dazu gehoren folgende:

1. HVPZT High Voltage Amplifier (Physik Instrumente)
Dieser Verstdrker betreibt den Piezo-Stack mit einer Spannung
zwischen 0 — 1000 V. Die Stromversorgung des HVPZT wird durch
den Mikrocontroller in Modul 5 fiir die Dauer einer Messung
eingeschaltet, um in den Messpausen das storende Liiftergerdusch zu

vermeiden.
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Hauptstromversorgung

Expansions-Verstirker

Dieser Verstirker erhélt Signale von Dehnungsmessstreifen, die im
Piezo-Aktor zur Expansionsmessung eingebaut sind. Da jeder Sensor
dieser Art einen hohen Null-Fehler besitzt, verfiigt der Verstérker liber
eine digital kontrollierte Null-Justierung.

Die Kontrolle erfolgt {iber den Microcontroller in Modul 5.

Datenaquisitionsmodul
Dieses Modul enthilt digital-analog- und analog-digital-Konverter

sowie Filter.

Mikrocontroller-Modul

Der Microcontroller steuert die Stromversorgung der Hauptenergie,
des High-Voltage-Amplifiers, des Datentransfers und des
Ladungsverstirkers.

Weitere Teile dieses Moduls sind die parallele Schnittstelle flir die

Dateniibertragung von und zum PC und ein Speicher

Ladungsverstarker
Der Ladungsverstiarker empfangt und verarbeitet Signale des Piezo-
Kraftsensors, der als Antwort auf die auf ihn eingebrachte Kraft eine

elektrische Ladung erzeugt, die linear zur Kraft ist.
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Abb.1-8: Die elektronischen Module

Die gesamte Elektronik des PBS wird iiber das Anwendungsprogramm ,Zetos*
betrieben, welches eine Windows®-Oberfliche besitzt. Mit diesem Programm kann die
Hohe der Kompression, die Vorlast, die Liange der Belastung, die Frequenz und das
jeweilige Belastungsmuster gewihlt und gesteuert werden. Wie oben bereits erwihnt,
werden aufgewendete Kraft und Kompression dabei in Echtzeit gemessen und

aufgezeichnet.

Fiir ausfiihrliche Informationen sei an folgende Adressen verwiesen:

- Zetos (jones@med.uni-marburg.de)

- Physik Instrumente(http://www.physikinstrumente.de)

- Kistler (http://www.kistler.com)

1.9.1.4 Die Perfusionspumpe

Zur Perfusion der Kulturbelastungskammern bzw. der in ihr befindlichen
Knochenproben wird eine 24-Kanal-Umlaufpumpe (Ismatec®) verwendet. Mit dieser
konnen zeitgleich 24 Probenkammern mit einer frei wiahlbaren Durchflussrate versorgt
werden.

In dem hier beschriebenen Versuch wurde eine Flussrate von 7 ml/Stunde gewahlt, um

flussbedingte Scheerkrifte moglichst gering zu halten.
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Abb.1-9: 24-Kanal-Umlaufpumpe mit angeschlossener Kultur- und Belastungskammer
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2 Zielsetzungen und Fragestellungen dieser Arbeit

Diese Arbeit soll der weiteren Etablierung des kalibrierten Zetos®-Systems dienen. Es
findet Anwendung in der Kultivierung und Belastung von trabekuldren Knochenproben.
Es wurde in dieser Form erst zum zweiten Mal angewandt und soll zum Einen
Ergebnisse und Erkenntnisse der ersten Nutzung bestitigen und zum Zweiten der
Weiterentwicklung dienen.

Die erste Anwendung hat gezeigt, dass die Knochenproben auf physiologische

Belastungssignale mit charakteristischen physiologischen Reaktionsmustern reagieren.
Daraus ergeben sich folgende Fragestellungen fiir diese Arbeit:

- Wie reagieren die Knochenexplantate auf verschiedene Belastungsintensititen
und konnen generelle Erkenntnisse der ersten Versuche bestétigt werden?
Besonderes Augenmerk liegt dabei wieder auf der Entwicklung der Steifigkeit

und der Zunahme der Knochenmasse durch appositionelles Knochenwachstum.

- Wie verhalten sich die zu bestimmenden Zell- und Vitalititsmarker Alkalische
Phosphatase und Laktatdehydrogenase hinsichtlich der mechanischen

Belastung?

- Bleiben die Knochenproben iiber den gesamten Verlauf vital? Auch hier sollen
wiederum  der  Verlauf der  Marker  Alkalische = Phosphatase,
Laktatdehydrogenase, pH-Werte und die histologische Auswertung Antwort

geben.

- Ein weiterer Schwerpunkt ist die Anwendung und Anpassung histologischer

Féarbungen bei nicht entkalktem Knochen

- Wo liegen die zukiinftigen Einsatzgebiete des Systems?
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3 Material und Methoden

3.1 Herstellung der Knochenpréparate

Die Herstellung der Knochenpréparate umfasst eine Vielzahl einzelner Arbeitsschritte

mit einem grofem Zeitaufwand von bis zu 10 Stunden.

3.1.1 Beschaffung und Aufbereitung des Knochens

Fiir dieses Experiment wurde boviner Knochen verwendet, welcher von der Metzgerei
Manger in Wetter/Hessen erworben wurde. Unmittelbar nach der Tétung des 22 Monate
alten Rindes wurde der Unterarm, bestehend aus Radius und Ulna, abgetrennt und zur
weiteren Bearbeitung ins Labor gebracht. Dies musste moglichst schnell geschehen,
damit so viel wie moglich vitales Knochengewebe erhalten bleibt.

Nach griindlicher Reinigung mit lauwarmen Wasser und Spriithdesinfektion mit
70%igem Alkohol wurde zundchst an einer Arbeitsbank mit Abzug unter sterilen
Bedingungen das noch anhidngende Muskel-, Band- und Kapselgewebe mit Hilfe von

Einmalskalpellen abgetrennt und der Knochen somit freigelegt.

Abb.3-1: Radius vom Rind, bereits préapariert und bearbeitet

Middlefoot
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3.1.2 Préaparation der Knochenzylinder

Die eigentliche Préparation am Knochen beginnt mit der Trennung von Radius und
Ulna unter Verwendung einer chirurgischen Handsdge. Des weiteren werden die
proximalen und distalen Epiphysen von der Diaphyse des Radius abgetrennt. Dabei ist
der Knochen in einer Schraubzwinge eingespannt, welche vorher mit sterilen
Operationstiichern abgedeckt wurde. Fiir die spatere Fixation an der Bandsdge war es
notwendig zwei parallel zueinander stehende Kortikalisflichen an den diaphyséiren
Endstiicken der Epiphysen zu schaffen. Die Diaphysenstiicke wurden verworfen, da sie
nur Kompakta, Fettgewebe und Knochenmark enthalten. Die Gelenkflichen der
Epiphysen wurden oberhalb der Wachstumsfuge abgetrennt und ebenfalls verworfen.
Nun erfolgte das Einspannen und Ausrichten der Epiphyse an der Bandsdge, fixiert an
den vorbereiteten Diaphysenendstiicken (Abb.3-2 1). Die Bandsdge besteht aus einem
diinnen und mit feinsten Diamanten besetzten Metallband (Abb.3-2 2).

Abb. 3-2: Bandsage — Epiphyse eingespannt

Im folgenden werden 8 mm dicke Knochenscheiben geschnitten. Die Einstellung erfolgt
iiber einen skalierten Drehregler, welcher mit der Halterung des Knochens in Kontakt

steht.
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Bei dem Sigevorgang wurde stindig mit einer vorgekiihlten isotonischen
Kochsalzlosung gekiihlt, um Gewebeschidden so gering wie moglich zu halten. Die
gewonnenen Knochenscheiben werden bis zur weiteren Verarbeitung in mit PBS
gefiillten Petrischalen aufbewahrt. Fiir den Versuch sollten nur Knochenscheiben
verwendet werden, die einem hohen Spongiosagehalt und moglichst keinen
Knochenmarkanteil enthalten.

Im folgenden Schritt wurden nun aus diesen Scheiben die Knochenzylinder ausgebohrt.
Dazu wurde die jeweilige Knochenscheibe auf dem Bohrtisch fixiert. Mit Hilfe einer
Bohrmaschine, in die ein Hohlbohrer eingespannt und deren Arbeitsweg iiber einen

Hebel manuell gesteuert ist, wurden nun die Knochenzylinder ausgebohrt.

Abb.3-3: Ausbohren der Knochenzylinder (b) mit Hilfe des Hohlbohrers (a)

Beim Bohrvorgang wurde ebenfalls mit isotonischer Kochsalzlosung gekiihlt. Dieser
Bohrer ist auch mit feinsten Diamanten besetzt und hat einen Innendurchmesser von
10mm. Nach dem Bohrvorgang wurde der im Bohrer sitzende Knochenzylinder mit
Hilfe eines Pushers feinflihlig heraus gepresst. Es war darauf zu achten, dass der
Knochenzylinder keine Kortikalisanteile und auch keine Knochenmarksanteile enthielt.
Die Knochenzylinder wurden bis zur weiteren Bearbeitung in verschlieBbaren, sterilen

und mit PBS gefiillten Rohrchen (Falcon Tubes) aufbewahrt.
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3.1.3 Nachbear beitung der Knochenzylinder

Damit die Knochenzylinder spiter in die Kulturbelastungskammer eingebaut werden
konnten, mussten sie parallel, unter Verwendung einer Innen-Loch-Sige, auf eine
einheitliche Hohe von 5 mm geschnitten werden.

Die Zylinder wurden in eine Halterung mit kreisformiger Offnung eingespannt. Ober-
und Unterfldche ragen dabei aus der Halterung heraus. Die Sdge kann auch {iber einen
skalierten Drehregler bewegt werden und hat ebenfalls einen feinen Diamantenbesatz.
Unter Kiihlung mit isotonischer Kochsalzlosung erfolgte der erste Schnitt an der
Zylinderoberflache. Danach wurde mit dem Drehregler die Halterung genau um 5Smm

bewegt und es erfolgte ein zweiter Schnitt an der Zylinderunterseite.

Abb.3-4: a Einbau der Zylinder in die Halterung
b Zylinder werden mit der Innen-Loch-Sige auf 5mm Hohe gebracht

Nach diesem Arbeitsschritt sind nun Knochenzylinder aus spongiotischem Gewebe mit

einer Hohe von 5 mm und einem Durchmesser von 10 mm entstanden, welche genau in
die Kulturbelastungskammer passen. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die

Zylinder auch wieder in verschlieBbaren Rohrchen mit PBS aufbewahrt.
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3.1.4 Waschen der Knochenzylinder

Bevor die Knochenzylinder in die Kulturbelastungskammer eingesetzt und an das
Zetos-System angeschlossen wurden, mussten sie einer aufwendigen Waschprozedur
unterzogen werden. Mit dem Ziel, dass beim Ségen entstandene Knochenmehl aus den
Spongiosazwischenrdumen der Schnittflichen auszuwaschen und einer eventuell bei der
Préparation entstehenden Infektion vorzubeugen. Die Waschprozedur umfasste 3
Waschginge. Als Waschmedien wurden Earle’s Medien verwendet, welche zum Teil
mit Antibiotika versetzt waren. (Kapitel 3.1.8) Dazu wurden die Knochenzylinder unter
sterilen Bedingungen in verschlieBbare Rohrchen mit Waschmedium umgesetzt. Die
Rohrchen wurden in einen Stinder gestellt und in einen Rotator (Heidolph; ,,Reax 2%)
eingespannt, damit eine gute Um- und Durchspiilung des Knochenzylinders
gewihrleistet ist.

Die Dauer dieses Waschvorganges betrug 10 Minuten. Nach dem Umsetzen der
Knochenzylinder in neue Réhrchen, wurde die erste Waschprozedur wiederholt.

Fiir den 3. Waschgang wurde Earle’s Medium, welches mit Antibiotika versetzt ist,

verwendet. Die Dauer des 3. Waschganges betrug 20 Minuten.

Abb.3-5: Waschen der Knochenzylinder im Rotator
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3.1.5 Einsetzen der Knochenzylinder in die Kammer
Nach der Waschprozedur wurden nun die Knochenzylinder in die Kammer eingesetzt,
welche dabei auch gleich zusammengebaut wird. Auch diese Arbeitsschritte erfolgten

bei sterilen Bedingungen unter dem Abzug.

Abb.3-6: Knochenzylinder nach Pré&paration und Waschvorgang

Die Kammerbestandteile wurden unter dem Abzug aus der sterilen Verpackung
genommen. Auf das Kammergehduse wurde zunéchst ein Hohlzylinder geschraubt,
welcher als Flihrungsschacht fiir den Knochenzylinder und den Belastungspiston dient.
Das Gewinde ist gleich dem des verwendeten Kammerbodens. Zundchst wurde der
Piston in den Hohlzylinder geschoben, gefolgt vom Knochenzylinder. Mit Hilfe eines
Pushers wurden dann Piston und Knochenzylinder in die richtige Position innerhalb der
Kammer gebracht. Die Liange des Pushers entspricht dabei der Lange des Hohlzylinders
und des Kammerbodens. Der Anschlag des Pushers am Hohlzylinder verhindert dabei
eine falsche Positionierung. Danach wurde der Hohlzylinder vom Kammergehduse
abgeschraubt und der Kammerboden angeschraubt (Abb. 3-7). Mit Hilfe eines

passenden Schliissels wurde diese Verschraubung festgezogen.
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Abb.3-7: Einsatz des Knochenzylinders und Zusammenbau der Kammer

"“/ _ _ _.;_:!‘
“% o

b ,\”) i

a Pusher; b Hohlzylinder; ¢ Kammergehéduse; d Kammerboden; e Belastungs-Piston;

f Versorgungsanschliisse

Danach erfolgte das Anstecken der Versorgungsanschliisse (f). Auf diese wurden nun
die Versorgungsschlduche aufgesteckt. Das andere Ende der Versorgungsschliuche
wurde auf die Stopfen des Reagenzglases gesteckt. Diese Stopfen enthalten ebenfalls 2
kleine Schlauche. Der eine kommt dabei in Kontakt mit dem Medium, um dieses fiir die
Versorgung aufzunehmen, der andere ist etwas kiirzer, hat keinen Kontakt mit dem

Medium und stellt die Endstrecke des verbrauchten Mediums dar.

3.1.6 Anschlussder Kammern an das Zetos-System

Das zusammengebaute System wurde nun an die Rollpumpe (Ismatec®) angeschlossen.
Wie oben schon einmal beschrieben, besteht das System aus einem Versorgungs- und
einem Entsorgungsschlauch. Der Versorgungsschlauch enthélt frisches Nahrmedium,
welches er zur Kammer fiihrt. Dieser wurde an die Pumpe angeschlossen. Der
Entsorgungsschlauch fiihrt verbrauchtes Medium, welches er passiv, nur durch den
Versorgungsdruck beeinflusst, zum Reagenzglas zuriickfiihrt. Der
Versorgungsschlauch, inklusive Pumpenstiick, hat wie der Entsorgungsschlauch eine
Lange von 80 cm. Das Pumpenstiick hat eine Lange von 40 cm.

Ob die Kammern zum einen mit Medium versorgt wurden und zum anderen auch

wirklich dicht waren, musste in regelmafigen Abstinden iiberpriift werden.
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Abb.3-8:  Zusammengesetztes komplettes System mit  Mediumreservoiren,

Versorgungsschlduchen, Roll pumpe und Kammern

Einzelkomponenten des dar gestellten Systems

Schlauchsystem: - Verbindungsstiicke: Tygon® Masterflex® 6419-13

- Pumpenstiick: Pharmed®; Lot No. 2205086
Mediumreservoir: - Rundbodengléser ( Klarglas ); Art.Nr. 3301953
Reservoirstopfen: - Reagenzstopfen mit Ein- und Ausfluss ( T. Pohl; Marburg )
Pumpe: - Ismatec”; Rollpumpe
Versorgungsmedium: - DMEM ( GIBCO™; Lot.No. 3066456 )

Perfusions- und Belastungskammer ( siche Abb. 3-7)
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3.1.7 M ediumwechsel

Da innerhalb der ersten Tage immer noch praparationsbedingte Gewebssubstanzen und
Knochenmehl ausgewaschen werden und sich im Versorgungsmedium ansammeln,
musste dieses innerhalb von 24 Stunden mindestens einmal gewechselt werden. Nach

einer Ruhephase von ca. 48 Stunden konnte erstmals belastet werden.

3.1.8 Verwendete M edien

Earle’s Waschmedium

Es dient, wie oben erwihnt, fiir die ersten beiden Waschgénge (10min) und hat folgende
Zusammensetzung:

- 100 ml Earle's Salt Solution 10x ( Biochrom KG; Cat.No. L 1925)

- 7,5 ml NaHCOs; ( 6%ig )

- die Mischung mit Aqua bidest auf 1000 ml auffiillen

Earle’s Waschmedium mit Antibiotikum

Es dient fiir den 3.Waschgang und hat folgende Zusammensetzung:
- 100 ml Earle's Salt Solution 10x ( Biochrom KG; Cat.No. L1925)
- 7,5 ml NaHCO; ( 6%ig )
- 4 ml Amphotericin B ( Sigma; Lot 61K2383)
- 500 000 IE Penicillin/Streptomycin (50 ml) ( Biochrom KG; Cat.No.
A2213)
- die Mischung mit Aqua bidest auf 1000 ml auffiillen

Dulbecco'sMod. Eagle Medium ( DMEM - high glucose ) mit 10% FCS

Dieses Medium dient als Versorgungsmedium der Knochenzylinder und setzt sich wie
folgt zusammen:

- 13,38 g DMEM (GIBCO BRL; Cat.No. 52100-039)

- 10 ml L-Glutamin (200 mmol solution Fa. GIBCO)

- 2ml /1 Vitamin C
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- 0,12 g Sodium Hydrogen Carbonat [NaHCOs](Merck; 6329)

- 5 mmol (1,08 g) B-Glycerophosphat Disodium, hydrate (Sigma; Lot
71K5421)

- 2,383 g HEPES Pulver oder 10 ml HEPES ( 1M HEPES pH 7,125)
(Sigma; Lot 118H5413)

- 50 000 IE Penicillin/Streptomycin; entspricht 5,0 ml Losung
(BIOCHROM KG; Cat.No. A2213)

Zum Ansetzen des Mediums wurden 200 ml Aqua bidest in einen 1 Liter fassenden
Messkolben gegeben. Hinzu kommt ein Stabmagnet. Der Messkolben wurde auf einen
Magnetriihrer gestellt. Nun wurden nach und nach die aufgefiihrten Substanzen
zugegeben. Danach wurde auf 900 ml mit Aqua bidest aufgefiillt und der pH-Wert auf
7,25 eingestellt.

Die entstandene Lésung wurde unter dem Abzug in eine 1000ml fassende Glasflasche
mit Schraubverschluss filtriert (Filterporengrofe: 22 pm). Zusétzlich wurden nun 100ml
FCS durch einen Spritzenfilter mit ebenfalls 22 um PorengréB3e zugegeben. Die Flasche
wurde noch unter dem Abzug fest verschlossen und bis zum Gebrauch im Kiihlschrank

aufbewabhrt.

PBS Dulbecco

Es diente, wie bereits erwidhnt, wihrend der Préparation der voriibergehenden

Aufbewahrung der einzelnen Knochenstiicke.

- 9,55 g PBS Dulbecco (BIOCHROM; Cat.No. L182-50) gelost in
- 1000 ml Aqua bidest

Diese Losung wurde in eine Glasflasche gefiillt, verschraubt und fiir 20 min

autoklaviert.
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3.2 Allgemeine Kultur bedingungen

Das gesamte Perfusions-und Belastungssystem, bestehend aus Kultur- und
Belastungskammern, der 24-Kanalkassettenpumpe, den Ndhrmedium-Reservoiren und
der Zetos-Belastungseinheit wurde wihrend des Versuches in einem abgedunkelten
Warmraum gelagert, dessen Temperatur kontinuierlich bei 37°C gehalten wurde.

Die Versorgung der Knochenexplantate wurde durch das bereits erwédhnte DMEM-high-
glucose Medium (sieche Kap. 3.1.8) gewéhrleistet, dessen pH-Wert auf 7,25 eingestellt
war. Das Ndahrmedium wurde nach jeweils 72 Stunden gewechselt. Fiir diesen Zeitraum
standen jeder Knochenprobe 6ml Néhrmedium zur Verfiigung. Die Durchflussrate des
Mediums betrug 7ml pro Stunde. Um noch moglicherweise vorhandenen
praparationsbedingten Knochenstaub auszuwaschen, wurde wihrend der ersten vier

Versuchstage das Medium tédglich gewechselt.

3.3 Versuchsdurchfiihrung und Verlauf

Dieses Experiment beinhaltet die Arbeit mit 48 Knochenexplantaten. eines 20 Monate
alten Rindes. Die bei der Préparation gewonnenen Knochenproben wurden mittels
Randomisierung in 6 Gruppen zu je 8 Proben eingeteilt. Nachfolgende Tabelle zeigt die

Einteilung der Gruppen mit der zur jeweiligen Gruppe gehdrenden Belastungsintensitit.

Tab.3-1: Gruppeneinteilung und Belastungsintensitat

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6

Kontrolle | 1000 pstrain | 1500 pstrain | 2000ustrain | 3000 pstrain | 4000ustrain

Gruppe 1 diente als Kontrollgruppe, welche keine mechanische Belastung erfuhr. Bei
diesen Knochenproben wurde nur die Steifigkeit in einem Zeitraum von 72 Stunden
gemessen. Die Knochenproben der 2. bis 6. Gruppe wurden dagegen mechanisch mit
der angegebenen Intensitdt fiir 5 min, bei einer Frequenz von 1 Hz, belastet. Die
Steifigkeit wurde vor der mechanischen Belastung gemessen. Mit der mechanischen
Belastung wurde 3 Tage nach der Préparation begonnen.

Alle weiteren Versuchsprozeduren waren fiir alle Gruppen identisch.
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Mit Hilfe der verwendeten 24-Kanal-Kassettenpumpe ist es moglich, die Durchflussrate
des Néhrmediums stufenlos zu variieren. Bei diesem Versuch wurde eine
Durchflussrate von 7ml pro Stunde gewihlt um eine Belastung der Knochenproben
durch eventuell vorhandene Scherkrifte moglichst zu verhindern. Eine suffiziente
Versorgung der Proben mit Medium war stets gewéhrleistet. Das Medium wurde alle 72
Stunden gewechselt. Aus dem verbrauchten Medium wurden Proben zur Bestimmung
der Alkalischen Phosphatase, der Laktatdehydrogenase (siche Kap. 3.6 & 3.7) und des
pH-Wertes entnommen.

Am 8. und 17. Belastungstag wurde die polychrome Sequenzmarkierung mit Kalzein
(8.Tag) und Alizarin (17.Tag) durchgefiihrt. (Siehe Kap. 3.8.7)

Am 14. Belastungstag  wurden Proben fiir die Bestimmung der

Prostaglandinkonzentration, nach einer bestimmten Belastungszeit, entnommen.

3.4 Die Steifigkeit der Knochenexplantate/ E-M odul

Unmittelbar vor der dynamischen Belastung der Knochenexplantate wurde die
Steifigkeit jeder Probe bestimmt.(Siehe Kap. 1.8) Dieser Wert ist derart normalisiert,
dass er eine praktische Kenngrofle darstellt, die von der Geometrie unabhéngig ist und
eine reine Materialeigenschaft darstellt, die mit anderen geldufigen Materialien leicht zu
vergleichen ist. Diese Kenngrofle wird auch als E-Modul oder Young's Modulus
bezeichnet. Zu Beginn dieser Messung wird zunéchst liber eine Gewindeschraube der
piezo-elektrische Aktor (PEA) mit dem Belastungspiston der Kammer in Kontakt
gebracht. Dabei wurde fiir ca. 15 sec eine Vorlast von 30N gewédhlt um die
Oberflachenrauhigkeit des Knochens auszugleichen. Danach wurde die Vorlast auf

3,5N gesenkt und die Messung gestartet.

In der folgenden Abbildung ist der Verlauf der Treiberspannung des PEA dargestellt.
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Abb.3-9: Verlauf der PEA-Treiberspannung

.
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PEA drive voltage

rise : decay

Direkt proportional zur Zeit erhoht sich die angelegte Spannung des PEA
kontinuierlich, was zu einer langsamen Ausdehnung des Piezo-Stack und somit zu einer
Komprimierung des Knochenexplantates in der Kultur- und Belastungskammer fiihrt.
Die maximale Kompression ist 20um begrenzt. Danach erfolgt der Spannungsabfall.
Wihrend der Messung werden Daten von Kraft und Kompression laufend aufgezeichnet
und gespeichert. Die Steifigkeit wird danach als Steigung der Regressionsgerade
ausgedriickt, wobei fiir jedes Knochenexplantat immer das gleiche Kraftintervall aus der
Gesamtheit der Daten zur Auswertung verwendet wird (sSiehe Kap. 1.8).

In der folgenden Abbildung sind Ergebnisse einer quasi-statischen Messung, wie der
Mittelwert und die Standardabweichung dargestellt. Des weiteren ist das Kraftintervall
(hier mit [f,,f,]) bezeichnet, in welchem die Kurve linear verlduft. Dick hervorgehoben

ist die Regressionsgerade, deren reziproke Steilheit direkt die Steifigkeit darstellt.
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Abb.3-10: Beispiel der Ergebnisse mehrerer quasi-statischer Messungen
zur Ermittlung der Seifigkeit.
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Am Anschluss an eine quasi-statische Messung wird auf dem Monitor ein der folgenden

Abbildung dhnliches Bild ausgegeben.

Abb.3-11: Beispiel der Messergebnisse einer quasi-statischen Messung

Young's modulus = 549,50 [MP]

Fiir jedes Knochenexplantat der Kontrollgruppe ergeben sich 8 und fiir jedes der
Belastungsgruppen ergeben sich 23 solcher Messprotokolle, inklusive der Steifigkeit.
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3.5 Das Belastungssignal

Das in dieser Arbeit verwendete physiologische Belastungssignal entspricht dem
Springen. In einem fritheren Experiment wurden die Auswirkungen des Gehens und des
Springens auf den Knochenstoffwechsel untersucht. Bei diesen Belastungssignalen
handelt es sich um Belastungsformen, die, was Art und Verlauf anbelangt,
physiologischen Bewegungsmustern entsprechen und direkt durch Messung auf einer
Kraftmessplattform gewonnen wurden [161,162]. Die dabei genutzte Intensitdt der
Kompression betrug 4000ustrain bei einer Belastungsdauer von 10 Minuten. Dabei
wurde festgestellt, dass das Springen dem Gehen, in Bezug auf Steifigkeitsentwicklung
und Osteoidbildung, liberlegen ist.

Auf Grund der Ergebnisse in diesem Versuch wurde das Bewegungsmuster des
Springens gewihlt, mit dem Ziel, die Belastung diesmal in unterschiedlichen
Intensititen auf den Knochen zu applizieren. In der nachstehenden Abbildung sind die

verschiedenen Intensititen der Kompression noch einmal verdeutlicht.

Abb.3-12: Belastungsmuster des Springens in den ver schiedenen Intensitéten

der Kompressionen

different amplitudes

[Hm]

0 0,2 04 06

time [sec]
‘ 1000ustrain 1500ustrain 2000pstrain — 3000pstrain — 4000ustrain

Den einzelnen Phasen wird folgende Bedeutung zugeschrieben.
A: FuB3 auf dem Boden B: Schwung holen C: Absprung D: Flug in der Luft
E: Landung F: Nachfedern
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Bevor der PEA die Belastung der Knochenexplantate beginnt, muss dhnlich wie in
Kapitel 3.4 die Gewindeschraube so eingestellt werden, dass sdmtliche Oberflaichen
innerhalb der Belastungskammer als auch zwischen Belastungskammer und PEA
bezichungsweise Belastungskammer und Zetos-Rahmen in Kontakt stehen. Insgesamt

handelt es sich dabei um finf Grenzflachen:

1. Kontakt zwischen PEA und Belastungspiston
Kontakt zwischen Belastungspiston und Knochenexplantat
Kontakt zwischen Knochenexplantat und Kammerboden

Kontakt zwischen Kammerboden und Zetos-Rahmen

A

Kontaktflichen der Gewindeschraube (zur Einstellung der Vorlast)

Die manuell eingestellte Vorlast dient also dazu, vor der eigentlichen Belastung
samtliche Komponenten jeweils in maximalen Beriihrungskontakt zu bringen und damit
die Reproduzierbarkeit der Belastungen als auch der Ergebnisse zu gewéhrleisten. Dazu
kommt der Ausgleich der rauen Oberflache der Knochenexplantate um deren Einfluss
auf die Belastungsergebnisse zu minimieren. Diese raue Oberfliche (Unebenheiten bis
max. 10um) besteht aus schwachem (weichem) und priparationsbedingt totem

Knochenmaterial.

Die gesamte Belastungsprozedur wird iiber ein Windows"-Programm gesteuert, das
neben der Applizierung der genannten Signale auch die Auswahl anderer
Belastungsformen ermdglicht und die Kreation eigener Stimulationsmuster erlaubt.
Auch die iibrigen fiir die Belastung relevanten Parameter sind iiber diese
Benutzeroberfliche steuerbar wie beispielsweise die Stirke oder die Frequenz des

Belastungssignals.
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Abb.3-13: Die Windows-Benutzer oberflache zur Steuerung des Zetos

1500 Mewto
 Jeoum —— ETLETE
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Fiir den gesamten Versuch ergeben sich fiir die Belastungsgruppen n=23
Belastungstage. Die Knochenexplantate werden somit 23 mal fiir jeweils 5 Minuten bei
einer Frequenz von 1Hz mit der ,,Jumping*“-Sequenz und der entsprechenden Intensitét

belastet.
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Nach jeder Belastung erscheint auf dem Monitor folgende Darstellung der

Messergebnisse.

Abb.3-14: Beispiel der Messergebnisse einer ,, Jumping” -Sequenz mit der Intensitat

3000pstrain
= force [M]
m— compreszion [pm]
= y'pung's modulus [MPa) completelump3000.exp 04.09.02 11: 4515
1000 A0.00
900 45,00
a00 40.00
700 35,00
B0 20,00
Newtoﬂdu o i
MFa 400 20,00
300 15.00
200 10.00
i n.oo
000 o5 o150 0185 0300 0305 0450 0455 100 1:05
mm:ss

Die Messergebnisse stellen zum einen die Belastungssequenz mit der daraus
resultierenden Kompression graphisch dar, zum anderen werden die zur Kompression

benotigte Kraft in Newton und das E-Modul in MegaPascal aufgezeichnet.
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3.6 Bestimmung der alkalischen Phosphatase (AP)

Anhand der alkalischen Phosphatase konnen Riickschliisse auf die Knochzellaktivitét,
insbesondere der Osteoblasten, gemacht werden. In diesem Versuch wurde die
alkalische Phosphatase immer aus 72 Stunden alten Versorgungsmedium bestimmt. Auf
Grund des 24-stiindigen Wechsels in den ersten 3 Tagen nach Préparation erfolgte die
erste Messung erst am 7. Versuchstag bzw. fiinften Belastungstag. Insgesamt resultieren
n=7 Messungen der alkalischen Phosphatase fiir jede Knochenprobe. Der
Mediumwechsel in den ersten 3 Tagen diente dem Auswaschen von verbliebenen
praparationsbedingtem Zelldetritus. Da die gewonnenen Werte zum einen vergleichbar
sein mussten und zum anderen Kostengriinde eine Rolle spielten, konnte keine
detailliertere Bestimmung erfolgen.

Iml des verbrauchten Mediums wurde mit Hilfe einer Eppendorf-Pipette in 2ml
fassende EinhingegefiBe (Sarstett™) pipettiert und anschlieBend in das Zentrallabor der
Universitdt Marburg zur Messung gebracht. Einige Proben konnten nicht immer
zeitgleich zur Abnahme gemessen werden. Bis zum Bestimmungszeitpunkt wurden sie
bei -20 °C gelagert. Im Zentrallabor fand die Bestimmung an einem Hitachi 917 statt.
Die Bestimmung der alkalischen Phophatase wurde erstmals von BESSEY, LOWRY
und BLOCK im Jahre 1946 beschrieben. Dabei wurden p-Nitrophenylphosphat als
Substrat und Glycin / NaOH als Puffer verwendet. Durch die Einfiihrung des
Didthanolamin-Puffers wurde die Bestimmung von HAUSAMEN et. al noch verbessert.
Die angewandte Methode entspricht der ,,Optimierten Standardmethode® nach den
Empfehlungen der Deutschen Gesellschatft fiir Klinische Chemie von 1972. Das Prinzip
entspricht einem Farbtest, was als standardisierte Methode anerkannt ist. Zunéchst wird
der Probe ein Puffer zugesetzt. Danach erfolgt die Zugabe einer Puffer-Substratlosung,

welche den Start der Messreaktion induziert.

Abb.3-15: Reaktion zur Bestimmung der AP

2+

p-Nitrophenylphosphat + H,0 ---------- > Phosphat + p-Nitrophenol
M
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Die Alkalische Phosphatase spaltet das p-Nitrophenylphosphat in Gegenwart von
Magnesiumionen in Phosphat und p-Nitrophenol. Das photometrisch bestimmte p-
Nitrophenol ist proportional zur Aktivitéit der Alkalischen Phosphatase.

Bei jeder Messung erfolgte auch eine Bestimmung der AP-Konzentration in
unverbrauchtem Medium. Diese wurde von den Werten der Knochenproben subtrahiert,
um die tatsdchliche AP-Konzentration einer jeden Knochenprobe zu erhalten. Auf
Grund fehlender anderer AP-produzierender Zellen handelt es dabei um

Konzentrationen der knochenspezifischen AP.

3.7 Bestimmung der L aktatdehydrogenase (LDH)

Die Laktatdehydrogenase wird wie auch die alkalische Phosphatase aus dem
verbrauchten Medium bestimmt. Dazu wird ebenfalls 1ml dieses Mediums in ein
Einhéngegefal pipettiert und zur Bestimmung in das Zentrallabor gebracht. Konnte die
Bestimmung nicht sofort erfolgen, wurden die Proben bei —20 °C gelagert.

Bei dieser Bestimmung wird Lactat als Substrat und NAD als Coenzym genutzt. Diese
Methode wurde erstmals von WACKER et al. im Jahre 1956 beschrieben. Sie gilt als
,»Optimierte Standartmethode® nach den Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fiir
Klinische Chemie von 1972.

Das Prinzip beruht auf einem standardisiertem UV-Test. Dabei wird der Probe zunéchst
Puffer / Pyruvat zugegeben. Zugefiihrtes NADH startet die Reaktion. Die LDH
katalysiert dabei die Umwandlung von Pyruvat zu Lactat. NADH wird dabei zu NAD
oxidiert. Die Geschwindigkeit der NADH-Abnahme ist direkt proportional zur LDH-
Konzentration und wird photometrisch bestimmt. Analog zur AP-Bestimmung wird
auch die Konzentration der LDH im Frischmedium bestimmt. Diese wird von der
Konzentration im Verbrauchsmedium der Knochenproben abgezogen. Der so ermittelte

Wert stellt die reale LDH-Konzentration fiir jede einzelne Knochenprobe dar.

Folgende Abbildung stellt die Reaktionsgleichung dar.

Abb.3-16: Reaktion von Pyruvat zu Laktat unter Kontrolle des Katalysators LDH

Pyruvat + NADH + H® <========"> Lactat + NAD
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3.8 Versuchsende — Aufarbeitung der Knochenproben

3.8.1 Fixation der Knochenzylinder

Zum Abschluss des Versuches wurden die Knochenzylinder aus der Kultur-
Belastungskammer ~ ausgebaut und in  separate  fliissigkeitsdurchlissige
Kunststoffkistchen (Tissue-Tek Uni-Cassets, Firma Miles, Naperville, Irland) gepackt.
Zusitzlich wurde ein mit Bleistift beschriebenes Filterpapierstiick hinein gelegt, auf
welchem Probennummer und Fixationsmethode zur spéteren Identifikation vermerkt
wurden. Im Anschluss erfolgte die Fixation der Knochenproben in einem mit 1,4%iger
Paraformaldehydldsung gefiillten Becherglas. Die Fixationsdauer betrug 24 Stunden bei

4° C im Kiihlschrank unter stindiger Durchmischung mit einen Magnetriihrer.

Zusammensetzung der 1,4%igen Parafor maldehydldsung:

- 35 ml 8%ige Paraformaldehydstammldsung

- 63 ml Aqua bidest

- 100 ml 0,04 M Phosphatpuffer + 10% Succrose
- pH-Wert Einstellung auf 7,4

Zusammensetzung der Bestandteile

* 8%ige Paraformaldehydstammldsung
- 40 g Paraformaldehyd (Merck, Cat.-No. 4005)
- geldst in 500 ml Aqua bidest, erwédrmen, Neutral-pH einstellen
- einfrieren bei —20°C

* 0,04 M Phosphatpuffer + 10% Succrose (pH 7,4)

40 ml 1M Phosphatstammldsung

100 g Succrose (Roth, Cat.No. 9097)

10 ml 10% NaNj3 - Losung

- 1 gNaN;3 (Merck, Cat.No. 6544)

- 10 ml Aqua bidest

- in 1000 ml Aqua bidest 16sen

- pH-Wert auf 7,4 einstellen
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* 1M Phosphatpuffer-Stammldsung
- 112,5 g Na,HPO, (Merck, Cat No. 106586.0500)
- 30 g KH,PO4 (Roth, Cat No. 39044.1)
- in 1000 ml Aqua bidest 16sen

Abschliefender Schritt der Fixation ist die Umlagerung der Kunstoftkidstchen mit den
Knochenproben in die 0,04 M Phosphatpuffer + 10 % Succrose Losung. Dort werden
sie fiir zweimal 8 Stunden, unter Einsatz eines Magnetriihrers, bei 4°C gewaschen.
AnschlieBend erfolgt die Entwisserung der Proben mit der aufsteigenden Alkoholreihe

und die Entfettung mit Xylol.

Nachfolgende Tabelle zeigt die Alkoholkonzentrationen und den zeitlichen Ablauf.

Tab.3-2: Aufsteigende Alkoholreihe zur Probenentwasserung

1. |Alkohol 70 % 4 Tage, Alkohol wird tiglich gewechselt
2. | Alkohol 80 % 1 Tag
3. | Alkohol 90 % 1 Tag
4. | Alkohol 96 % 2 Tage, Alkohol wird téglich gewechselt
5. | Alkohol absolut |1 Tag
6. |Xylol 1 Tag
7. | Xylol 1 Tag
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3.8.2 Die Einbettung der Knochenproben

Historisches

Die Einbettung der unentkalkten Knochenproben in einen geeigneten ausreichend festen
Kunststoff ist Voraussetzung flir die histologische Aufarbeitung. Das fiir unsere Zwecke
eingesetzte Metacrylat wurde erstmals 1941 von PUCKET eingefiihrt. Dazu bedurfte es
besonderer Mikrotome, welche diesen Kunststoff auch schneiden konnten. 1949 gelang
dies erstmals mit einem sogenannten Sdgemikrotom. Dies ermdglichte aber nur Schnitte
bis zu einer Dicke von 25 pm. 1958 wurde durch HIRSCH und BOELLARD dem
Metacrylat der Weichmacher Polyethylenglykol zugesetzt. Dies ermdglichte nun
Schnittdicken bis zu 10 um und erlaubte auch den Austausch der Sdgemikrotome gegen

Mikrotome mit Hartstahlmessern.

Die Einbettung

Nach dem Abschluss der Fixation erfolgte die Einbettung der Knochenzylinder in
Technovit® 9100 New (Kulzer). Dazu musste zunichst die Basis von Technovit® 9100
entstabilisiert werden.

Eine Chromatographie-Séule wird zuerst mit 50 mg Aluminiumoxid gefiillt. Dann ldsst
man das Technovit® 9100 Basis durchlaufen. Diese Siule kann 3-4 1 Basislosung
entstabilisieren.

Nach dem Abfiillen in dunkle Schraubflaschen konnen die Ldésungen maximal 4
Wochen bei 4° C aufbewahrt werden. Eine ldngere Aufbewahrung bedarf einer
Temperatur von —15 bis —20°C. Nach Aufbereitung der Basislosung erfolgt die
Herstellung der Gebrauchslosungen aus den Technovit® Komponenten 1-5.

Nachfolgende Tabelle (3-3) zeigt die Zusammensetzung dieser Losungen.
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Tab.3-3: Zusammensetzung der Gebrauchsldsung

omponente | 1 2 3 4 5 Lagerung
Basislosung | PMMA- | Hérter | Hérter | Polymerisations-
Pulver |1 2 Regler
Gebrauch
16sung
Preinfiltration | 200 ml lg Raum-
temperatur

Infiltration ad250ml (20¢g lg / 4°C

2g*
Stammlosung [ad 500 ml |80 g 3g / 4°C
A 4g*
Stammldsung | ad 50 ml 4ml |2ml 4°C
B

* Bei der Verwendung von stabilisiertem Technovit® 9100 N muss die groBere

Menge an Harter eingesetzt werden

Die Polymerisationslosung setzt sich aus 9 Volumenanteilen der Stammldsung A und 1
Volumenanteil der Stammlosung B zusammen und sollte unmittelbar nach Herstellung

verbraucht werden.

Die Knochenproben werden nun senkrecht in verschlieBbare Plastikgefa3e (2,5/5ml; Fa.
Kobe Marburg) gestellt. AnschlieBend werden diese bis zum Rand mit
Polymerisationslosung gefiillt. Danach werden die gefiillten Gefdlle in den Exsikkator
gestellt und fiir einige Minuten bei 600MBar evakuiert. Dies dient der Entfernung von
Luftblasen, welche beim Einfiillen der Polymerisationslosung mit in die Gefdlle gelangt
sind. Die Gefdfle werden mit einer Folie (Polyethylenfolie; Fa. Kobe Marburg) und dem
passenden Deckel luftdicht verschlossen. Fiir die Auspolymerisation werden die Gefial3e
fiir 12 — 48 Stunden bei etwa —20°C in den Gefrierschrank gestellt. Im Anschluss
werden die Gefille der Raumtemperatur ausgesetzt und die auspolymerisierten Blocke

zur weiteren Verarbeitung entnommen.
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Abb.3-17: Eingebettete Knochenpréparate

I: Knochenpriparat in Einbettungsform

II: auspolymerisierter Block mit Knochenprobe

schemenhaft sind die Identifikationsfilterplattchen zu erkennen

3.8.3 Anfertigung histologischer Diinnschnitte

Die histologischen Diinnschnitte wurden mit dem Hartstahlmikrotom ,,Polycut E* (Abb.
3-18) der Fa. Reichert-Jung® angefertigt. Aus deren Produktsortiment stammen auch die
dazu benoétigten Hartstahlmesser (Abb.3-18 B).

Nach dem Einspannen des Messers wird es einem Winkel zwischen 0° und 1° zur
Schnittebene fixiert. Die eingebetteten Priparate werden so auf dem Mikrotomschlitten
fixiert, dass die Langsachse Richtung Messer zeigt (Abb. 3-18 D ). Bevor der erste
Schnitt erfolgte, wurde noch einmal die Festigkeit aller zu fixierenden Schrauben und
Gewinde tlberpriift (Abb.3-18 E,F).

Zunichst wurde der Schlitten mit dem Prédparat unter das Messer gefahren und das
Messer, soweit optisch moglich, ganz nah an die Probe gefiihrt. Da deren Oberfldche
sehr uneben ist, wurden die obersten Schichten mit einer Schnittdicke von 15 pm

abgetragen. Diese Schnitte konnen mit schon benutzten Schnittflichen gemacht werden,
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da diese meist schon kleine Kerben enthalten. Die Geschwindigkeit des automatischen
Schneidevorgangs kann dabei etwas hoher eingestellt sein. Fiir die entgiiltigen Schnitte
wiahlt man eine der Schneideerfahrung angepasste Geschwindigkeit. Des weiteren
benotigt man einen weichen Borstenpinsel (Abb.3-18 C ) und 30%igen Alkohol als
Schneidfliissigkeit. Probe und Messer miissen damit benetzt werden, damit der Sum
dicke Schnitt sich flach auf das Messer anlegen kann und nicht einrollt. Diese Sum
dicken Schnitte werden mit moglichst noch unbenutzten Messerstellen geschnitten. Man
legt wihrend des Schneidens den Pinsel leicht auf die Probe und ,,fahrt™ mit. Sobald der
Schnittvorgang beginnt, iibt man unter leichtem Druck auf das Prédparat eine
Zugbewegung Richtung Messer aus und versucht so das Prédparat auf das Messer zu
ziehen. Nach dem man mehrere Schnitte angefertigt hat, nimmt man eine feine Pinzette
und tberfiihrt die Schnitte auf die mit Ponal beschichteten Objekttrager und streckt sie
mit 60%igem Alkohol. Auf einen Objekttriger werden jeweils zwei Schnitte
aufgebracht und mit einer Beschriftung versehen. Der mit Alkohol angefeuchtete
Objekttriger wird mit einer Polyethylenfolie (Kulzer™) bedeckt und mit Hilfe eines
Tupfers ausgestrichen. Je mehr Alkohol ausgestrichen wird, desto besser hilt das
Praparat auf dem Objekttrager. Danach werden die Objekttrager in die Praparatepresse
gespannt und fiir 48 Stunden bei 50°C im Brutschrank getrocknet. Dabei werden
zwischen die Objekttrager kleine, auf diese zugeschnittene, Filterpapierplédttchen gelegt.
Bevor die Polyethylenfolien abgezogen werden, miissen die Objekttrager auskiihlen.
Die Pridparate konnen bis zur spiteren Entacrylierung in entsprechenden

Prédparatekésten aufbewahrt werden.
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Abb.3-18: Mikrotom mit Hartstahlmesser und Praparatschlitten

A Préparateschlitten; B Hartstahlmesser; C Pinsdl;
D eingebettetes Knochenexplantat; E,F Feststellgewinde

3.8.4 Beschichtung der Objekttrager mit Ponal

Damit die histologischen Schnitte gut auf dem Objekttrager haften, bedarf es der
Verwendung speziell beschichteter Objekttrager. Diese sind aber sehr teuer und zeigten
in Vorversuchen nicht die gewiinschte Qualitit. Das Vertrauen in speziell beschichtete
Objekttrager kostete ca.1500 histologische Schnitte und enorm viel Zeit, da die
geschnittenen Préparate unter dem chemischen Einfluss der Entacrylierung und
verschiedener histologischer Farbeprozeduren nicht auf dem Objekttriger haften
blieben. Aus diesem Grund wurde auf die altbewidhrte Beschichtung mit einem Ponal—

Poly-Lysin—Gemisch zuriickgegriffen.
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Folgende Stoffe beziehungsweise Materialien wurden dafiir benotigt:

- Objekttrager (SuperFrost™ Plus; Art.No. 041300)
- Ponal-Holzleim (Fa. Henkel, Verschluss schwarz/orange)

- Poly-L-Lysin-Losung 0,1%ig (Fa. Sigma; P 8920)

Ponal und Poly-Lysin wurden dabei in einem bestimmten Verhéltnis gemischt.

- 2 Volumenanteile 2%-iges Ponal (gelost in Aqua bidest)
- 1 Volumenanteil 0,01%-ige Poly-L-Lysin (geldst in Aqua bidest)

Nach guter Durchmischung dieser Losung wurden die Objekttrager, in einem
Objekttragerstinder stehend, fiir 10 min in diese Losung gestellt. Nach dieser Zeit
sollten sie etwa 24 Stunden bei Raumtemperatur trocknen. Das milchige Aussehen nach

Beschichtung verschwand bei der Entacrylierung.

3.8.5 Entacrylierung der Dinnschnitte

Ehe die Priparate den unterschiedlichen histologischen Farbungen zugefiihrt wurden,
musste der Einbettungskunststoff entfernt werden. Dieser Vorgang wird auch als
Entacrylierung oder Entplastinierung bezeichnet. Eine histologische Férbung ohne
diesen Vorgang fiihrt zu unbefriedigenden Ergebnissen, da sich unter anderem der
Kunststoff mit anfirbt bzw. der jeweilige Farbstoff den Kunststoff nicht geniigend
durchdringen kann. Nach der Entacrylierung miissen die Schnitte gleich gefarbt und
versiegelt werden. Fiir die fluoreszenzmikroskopische Auswertung wurden die

Priparate nach Entacrylierung gleich versiegelt.
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Tab.3-4: Durchfiihrungsplan der Entacrylierung

1. 2-Methoxyethylacetat 20 min
2. 2-Methoxyethylacetat 20 min
3. 2-Methoxyethylacetat 20 min
4. Athanol absolut 3 min
5. Athanol 96%ig 3 min
6. Athanol 80%ig 3 min
7. Athanol 70%ig 3 min
8. Athanol 50%ig 3 min
0. Aqua bidest 3 min
10. Aqua bidest 3 min

Alternativ zur absteigenden Athanolreihe (4.-8.), welche der Rehydrierung der Priiparate
dient, kdnnen diese auch zweimal fiir je 5 min in Aceton gestellt werden.

2-Methoxyethylacetat dient dazu den Kunststoff aus den Schnitten zu entfernen
(Entplastinierung/Entacrylierung). Es wird als gebrauchsfertige Losung von der Firma
Merck vertrieben. Die absteigende Athanolreihe dient der Rehydrierung der Priiparate
und somit der Vorbereitung auf die wissrigen Farbelosungen. Das zweimalige Spiilen

in Aqua bidest verbessert ebenfalls der Hydratisierung der Praparate.

3.8.6 Die histologischen Farbungen der Dinnschnitte

Die Vorschriften fiir die angewandten Firbungen entstammen einschligiger
histologischer Literatur und konnen da auch nachgelesen werden. Leider wird dabei fast
nur von in Paraffin eingebetteten Préparaten ausgegangen. Hartgewebe wie Knochen
oder Zihne werden nicht extra beriicksichtigt. Die meisten Vorschriften beziehen sich
auf entkalktes Gewebe. Existierende Anleitungen fiir nicht entkalkte Gewebe sind oft
missverstindlich oder auf sehr spezielle Problematiken bezogen. Die bei unseren
Experimenten angewandten Farbevorschriften bedurften einer gro3en Anzahl an Tests,

Geduld und vor allem Ehrgeiz.

70



3 Material und Methoden

3.8.6.1 Die Doppelfarbung nach Hamalaun-Eosin (H& E)

Diese Farbung ist einfach und schnell durchfiihrbar und wird deshalb héufig in der
Routine angewandt. Im Gegensatz zu anderen Firbungen lédsst sie nur eine diirftige
Differenzierung einzelner Gewebearten zu. Sie dient als Ubersichtsfirbung mit guter
Kerndarstellung. Kerne werden blau geférbt, librige Gewebsanteile in verschiedenen

Rottonen beziehungsweise Rotabstufungen dargestellt.

DasHerstellen der Farbeldsung

* Hamalaun
- 2,5 g Himatoxylin
- 0,5 g Natriumjodat
- 125 g Aluminiumkaliumsulfat
- 2500 ml Aqua dest.
- 125 g Chloralhydrat

- 2,5 g Zitronensédure

Héamatoxylin, Natriumjodat und Aluminiumkaliumsulfat wurde iiber Nacht in Aqua
bidest gelost. AnschlieBend erfolgt die Zugabe von Chloralhydrat und Zitronensaure.
Danach wird diese Losung fiir 5 Minuten gekocht und schlieflich filtriert.

* Eosin
- 1 ml Certstain Eosin G ( gelblich )

- 100 ml Athanol (70%)

Das Certstain Eosin G wird im Athanol geldst. Die Firbelosung wird vor Gebrauch mit

etwas Eisessig angesduert.
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Tab.3-5: Die Farbeanleitung:

10.

Entplasten in 2-Methoxyethalacetat
Aceton

Spiilen in Aqua dest.

Einstellen in Himalaun

Blauen in Leitungswasser
Einstellen in Eosin

Spiilen in Wasser

Aufsteigende Alkoholreihe
Dehydratisieren in Xylol

Eindecken mit Entellan

3x 20 min

2x 5 min

2x 3 min

30 min

10 min

5 min

kurz eintauchen
kurz eintauchen

2X 5 min
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Abb.3-19:

Ubersichtsaufnahme in der H& E Doppel farbung (20x)

Abb.3-20: Knochenoberflache in der H& E Doppelfarbung (63x)

: 20 um
L |

- L
—

In den beiden Abbildung sind folgende Strukturen gekennzeichnet:
A Osteozyten, B mineralisierter Knochen, C Fettzelle, D Mineralisationsgrenze,

E Osteoblasten (kuboidale Form und groBer runder Kern) und Bone-lining Zellen

73



3 Material und Methoden

3.8.6.2 DieGiemsa-Farbung

Der Vorteil der Giemsa-Farbung besteht in der schnellen und einfachen
Durchfiihrbarkeit. Sie liefert gute Differenzierungsmoglichkeiten hinsichtlich der
Farbkontraste zwischen Zellen und der Interzellularsubstanz, sowie wie Weich- bzw.
Hartgewebe.

In den Prdparaten imponiert die mineralisierte Knochenmatrix rosa bis zartrosa, das
Kollagen rosa, Osteoid blassblau sowie Zellen und Zellkerne in einem blau

unterschiedlicher Farbtone.

Herstellen der Farbelosung:

- 40 ml Giemsa — Losung

- 160 ml abgekochtes Aqua bidest

Die Giemsa — Losung, die vor jeder Férbereihe frisch angesetzt werden sollte, wird mit

dem Aqua bidest verdiinnt.

Tab.3-6: Die Farbeanleitung

1. Entplasten in 2-Methoxyethylacetat 3x 20 min

2. Aceton 2x 5 min

3. Spiilen in Aqua bidest 2x 3 min

4. Einstellen in Farbelosung (Giemsa) 30 min

5. Differenzieren in 0,1%iger Essigsdure kurz eintauchen
6. Differenzieren in 70%igem Alkohol kurz eintauchen
7. Differenzieren in 96%igem Alkohol kurz eintauchen
8. Dehydratisieren in Xylol 2x 5 min

9. Eindecken mit Entellan
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Abb.3-21: Ubersichtsaufnahme eines Giemsa gefarbten Préaparats (20x)

Abb.3-22: Knochenoberflache in der Giemsa-Farbung (40x)

A Osteozyten, B Osteoblasten (3-20) und Bone Lining Cells (3-21), C mineralisierter
Knochen, D Mineralisationsgrenze, E kollagene Leitstrukturen bei Ausbildung einer
Osteoidbriicke, F Weichgewebsschrumpfung bedingt durch Farbeprozedur, G Fettzelle

75



3 Material und Methoden

3.8.6.3 Die Farbung mit Toluidin O

Bei der Farbung mit Toluidin O wird zwar nur ein Farbstoff verwendet, doch sie
zeichnet sich durch ihre einfache und schnelle Durchfithrung sowie eine gute
Zellfarbung aus. Auf Grund metachromatischer Farbeffekte ist eine gute
Gewebsdifferenzierung moglich. Diese Effekte werden noch deutlicher, wenn durch
70%igen und absoluten Alkohol die einzelnen Gewebearten unterschiedlich stark
entfirbt werden. Auch diese Firbung eignet sich fiir Ubersichtsaufnahmen.

Die mineralisierte Hartgewebematrix stellt sich ungefdrbt bis blassblau dar.
Weichgewebe und Zellen zeigen sich in unterschiedlichen Blautonen. Knorpelmatrix
und Mastzellgranula erscheinen metachromatisch rot-violett. Die verkalkte
Knorpelmatrix ist dunkelblau. Die Mineralisationsgrenzen sind an gekdrnten violetten

Linien erkennbar [163].

sHerstellung der FérbelGsung
- 0,3 g Toluidinblau O
- 2,5 g Natriumkarbonat
- 100 ml Aqua bidest

Das Toluidinblau O und das Natriumkarbonat werden unter Verwendung eines
Magnetriithrers im Aqua bidest geldst. Vor Gebrauch wird die Farbelosung zweimal

durch Filterpapier filtriert.

Tab.3-7: DieFérbeanleitung:

1. Entplasten in 2-Methoxyethylacetat 3x 20 min

2. Aceton 2x 5 min

3. Spiilen in Aqua bidest 2x 3 min

4. Toluidinblau O Farbel6sung 10 min

5. Spiilen in Aqua bidest kurz eintauchen
6. Differenzierung in 70%igem Alkohol kurz eintauchen
7. Differenzierung in absolutem Alkohol kurz eintauchen
8. Xylol 2X 5 min

9. Eindecken mit Entellan®
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Abb.3-23: Knochentrabekel in der Ubersicht bei Farbung mit Toluidin O (20x)

Abb.3-24: Trabekeloberflache in Toluidin O Farbung (40x)

A Osteozyten, B Fettzelle, C Knochenmatrix, D Mineralisationsgrenze, E Osteoblasten
und bone-lining Zellen, F Kollagene Leitstrukturen bei entstehender Ostoeidbriicke

77



3 Material und Methoden

3.8.6.4 Trichromfarbung nach Goldner

Diese Farbung ist eine von multipel existierenden Trichromféarbungen. Sie gehdrt zu
den Standardfarbungen in der Knochenmorphometrie. Die farblich klar unterscheidbare
Darstellung von mineralisierter und nicht mineralisierter Knochenmatrix gehort zu ihren
besonderen Eigenschaften. Des weiteren zeigt sie eine gute Zellanfarbung.

Mineralisiertes Gewebe und Kollagen stellen sich leuchtend griin, Osteoid rot,

Zellkerne blau-schwarz und das Zytoplasma rétlich-braun dar.

Die Farbelosungen und ihre Herstellung

* Weigerts Eisenhamatoxylin

Stammldsung: Hamatoxylinldsung
- 1 g Himatoxylin
- 100 ml 96% iges Athanol

Das Himatoxylin wird in Athanol geldst. Dabei kann Athanol leicht

erwiarmt werden. Erst nach etwa 1 Woche ist die Losung einsatzbereit.

Stammlosung: Eisenchloridléosung
- 1,5 g Eisen(Ill)chlorid wasserfrei
- 100 ml Aqua bidest

- 1 ml konzentrierte Salzsaure

Das Eisen(Ill)chlorid wird in Aqua bidest geldst und anschlieBend die

Salzsdure zugesetzt.

Als Firbelosung dient eine Mischung beider Stammldsungen im Verhiltnis

50:50. Sie sollte erst unmittelbar vor Gebrauch hergestellt werden.
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» Saur efuchsin-Ponceau

- 0,2 g Ponceau de Xylidine
- 0,1 g Sdurefuchsin
- 100 ml Aqua bidest
- 0,6 ml Eisessig
Das Ponceau de Xylidine und das Saurefuchsin werden in Aqua bidest gelost.

Der Eisessig wird danach zugesetzt.

* Phosphor molybdansaur e-Orange G

- 3-4 g Phosphormolybdénséure
- 100 ml Aqua bidest
-2 g Orange G
Die Phosphormolybdénsdure wird in Aqua bidest gelost und danach das Orange

G zugesetzt.

* Lichtgrin
- 0,1 —0,2 g Lichtgriin
- 100 ml Aqua bidest
- 0,2 ml Eisessig

Das Lichtgriin wird im Aqua bidest gelost und danach der Eisessig zugesetzt.
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Tab.3-8: Die Farbeanleitung:

—

Y © N Nk w D

e e e
A b = o

Entplasten in 2-Methoxyethylacetat
Aceton

Spiilen in Aqua dest.

Weigerts Eisenhdmatoxylin

Blduen in Leitungswasser

Férben in Sdurefuchsin-Ponceau
Abspiilen mit 1%iger Essigsiure
Differenzieren in Phosphormolybdidnsaure — Orange G
Abspiilen mit 1%iger Essigsédure
Gegenfiarben mit Lichtgriin
Auswaschen mit 1%iger Essigsdure
Aufsteigende Alkoholreihe
Dehydratisieren in Xylol

Eindecken mit Entellan

3x 20 min

2X 5 min

2x 3 min

10 min

10 min

7 min

kurz eintauchen
7 min

kurz eintauchen
15 min

kurz eintauchen
kurz eintauchen

2X 5 min
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Abb.3-25: Ubersichtsaufnahme in der Trichromfarbung nach Goldner (20x)

Abb.3-26: Detailaufnahme in der Trichromfarbung nach Goldner (63x)

In beiden Abbildungen sind folgende Strukturen dargestellt: A Osteozyten, B
mineralisierter Knochen, C Osteoid, D eingemauerte Osteoblasten (zur spiteren

Transformation in Osteozyten), E Osteoblasten, F Fettzelle, G kollagene Fasern
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3.8.6.5 Modifizierte von Kossa — Versilberung (nach Krutsay)

1963 modifizierte KRUTSAY die urspriingliche Kossa — Versilberung. Seit dem ist sie
fiir kunstharzeingebettete Hartmikrotomschnitte empfohlen. Sie kann auBBerdem in der
Diinnschlifftechnik angewendet werden. Die Versilberung beruht auf einem
Ionenaustausch, welcher selektiv alle mineralisierten, vor allem kalziumhaltige,
Gewebsanteile feststellt. Dies fiihrt zu duferst kontrastreichen Darstellungen. Nachteilig
ist, dass Unterschiede wie lamelldre oder geflechtartige Kollagenstrukturen iiberdeckt
werden. Von Vorteil ist, dass automatische Bildanalysen hinsichtlich
histomorphometrischer Betrachtungen an verkalkter Substanz sehr gut durchfiihrbar
sind.

Mineralisierte Knorpel- bzw. Knochengewebe werden tiefschwarz dargestellt.
Verschiedene Gegenfarbungen ermdglichen eine Darstellung von Osteoid, Zellen und
Weichgewebe. Die Mineralisationsgrenzen zeigen sich schwarz granuliert.

Fir die Gegenfirbung wurden die Farbstoffe der Trichrom—Goldner—Firbung
angewendet, bei welcher Osteoid rot, Zellkerne blau-schwarz und Zytoplasma rétlich-

braun dargestellt werden.
Die Zusammensetzung der Féarbeldsungen
* 5%ige Silbernitratidsung

- 5 g Silbernitrat (Merck 1512)
- 100 ml Aqua bidest

Das Silbernitrat wird im Aqua bidest geldst. Die fertige Losung wird
lichtgeschiitzt autbewahrt.

* Natriumkarbonat — For maldehyd — L 6sung

- 10 g Natriumkarbonat
- 50 ml wasserfreie Formaldehyd — Losung (37%ig)
- 150 ml Aqua bidest

Das Natriumkarbonat wird im Aqua bidest gelost und der

Formaldehydldsung zugesetzt.
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* Natriumthiosulfat — L 6sunq

- 7 g Natriumthiosulfat
- 133 ml Aqua bidest

Das Natriumthiosulfat wird im Aqua bidest gelost.

» K ernechtrot-Féarbe dsung

- 0,2 g Kernechtrot

- 200 ml 5%ige wéssrige Aluminiumsulfatlosung

Die Aluminiumsulfatlosung wird zundchst zum Kochen gebracht,
anschlieBend wird das Kernechtrot eingeriihrt. Die erhaltene Losung wird

fiir weitere 10 min gekocht und nach Erkalten filtriert.

Tab.3-9: Die Féarbeanleitung

° ® N kWD -

Entplasten in 2-Methoxyethylacetat 3x 20min

Aceton 2x 5 min

Aqua bidest 2x 3 min

in Silbernitratldsung einstellen 30 min

Spiilen in Aqua bidest 3x kurz eintauchen
Reduzieren in Natriumkarbonat — Formaldehyd 8 min

Spiilen in Aqua bidest 10 min

Fixieren in Natriumthiosulfat 5 min

Spiilen in Leitungswasser 15 min
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10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.

10.
11.
12.
13.
14.
15.

Gegenfarbung mit Farbstoffen der Trichrom—Goldner—Féarbung

Weigerts Eisenhdmatoxylin

Blauen in Leitungswasser

Féarben mit Séurefuchsin — Ponceau
Spiilen mit 1%iger Essigsdure
Differenzieren in Phosphomolybdénsdure — Orange G
Spiilen mit 1%iger Essigsdure
Gegenfarbung mit Lichtgriin
Spiilen mit 1%iger Essigsdure
Aufsteigende Alkoholreihe
Dehydratisieren in Xylol
Eindecken mit Entellan®

10 min

10 min

7 min

kurz eintauchen
7min

kurz eintauchen
15 min

kurz eintauchen
kurz eintauchen

2X 5 min

Kernechtrot ist eine weitere Moglichkeit fir eine Gegenfarbung.

in Aqua dest. wissern
Einstellen in Kernechtrot
Spitilen in Aqua dest.
Aufsteigende Alkoholreihe
Xylol als Intermedium

Eindecken mit Entellan

45 min

2X 5 min

Vorversuche mit der Kernechtrot-Gegenfirbung lieferten einen sehr schwachen

Kontrast zwischen mineralisiertem und nicht mineralisiertem Gewebe, sodass im

weiteren Verlauf auf diese Methode verzichtet wurde.
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Abb.3-27: Knochenoberflache in der v. Kossa Farbung und Gegenfarbung mit
Trichrom-Goldner Farbstoffen (40x)

Abb.3-28: Umbauvorgange am Knochentrabekel in der v. Kossa Farbung und

Gegenfarbung mit Trichrom-Goldner Farbstoffen (63x)

A Osteozyten, B mineralisierte Matrix, C Mineralisationsgrenze,
D Osteoid, E Kollagen, F Osteoblasten, G Osteoklast,

H Einmauerung von Osteoblasten
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In Abbildung 3-28 koénnen wunderbar die Umbauvorginge am Knochen beobachtet
werden. Auf der einen Seite wird Knochen durch Osteoklasten abgebaut und auf der
anderen Seite wird Knochen aufgebaut. Dabei werden sogar Osteoblasten eingemauert,
welche spiter zu Osteozyten transformieren. Offenbar findet hier gerade eine
Anpassung auf die neue Belastungsform statt (z.B. Knochen im Rind vs. Knochen in
der Belastungskammer). Generell konnen diese Vorgénge auch auf der gleichen Seite

stattfinden.

3.8.6.6 Farbung mit Alcianblau-PAS

Mit dieser Farbung konnen saure Glykosaminoglykane und neutrale Polysaccharide
differenziert werden. Hauptsidchlich in Polysacchariden kommen bestimmte
Atomgruppen vor, welche durch die verwendete Perjodsdure zunédchst aufgespalten und
danach zu Aldehyden oxidiert werden. Diese Aldehyde reagieren mit
fuchsinschwefliger Sdure (Schiff’'sches Reagenz), was zu einer deutlich roten
Anfarbung fiihrt. Mit dieser Methode konnen Polysaccharide, neutrale
Glykosaminoglykane, Muko- und Glykoproteine, Glykolipide, ungesittigte Fettsduren
und Phospholipide nachgewiesen werden. Eine genaue Differenzierung zwischen den
Stoffen ist dabei aber nicht moglich. Vitale Zellen kénnen Glukose in Form von
Glykogen speichern, wenn Glukose im Nidhrmedium ausreichend vorhanden ist und
dieses Ndahrmedium die Zellen auch erreicht. Glykogen dient als Energiespeicher.

Saure Glykosaminoglykane zeigen sich blaugriin. Zellkerne sind blau. Glykogen und

auch Glykoproteine stellen sich dunkel purpurrot dar.

Die Herstellung der Féarbelosungen

* Alcianblau — L 6sung

- 1 g Alcianblau wird in

- 100 ml 3%ige Essigsdure gelost
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* 0,5%ige Perjodsaure

- 10 ml 0,2 M Natriumacetat — Losung
(0,272 g Natriumacetat werden in 10 ml Aqua bidest geldst)
- 0,8 g Perjodsdure
- 20 ml Aqua bidest
- 70 ml Athanol absolut

Die Perjodsdure wurde im Aqua bidest gelost und die Natriumacetat—
Losung zugegeben. Dieses Losung mischt man mit dem Athanol. Zur
Aufbewahrung gibt man die fertige Losung in eine braune verschlieBbare
Flasche und bewahrt sie, vor Licht geschiitzt, auf. Sollte sich diese

Losung braun verfarben, muss sie neu angesetzt werden.

» Schiff’ sches Reagenz

Sammlésung |
- 5 g Pararosanilin werden in

- 150 ml 1 N Salzséure geldst

Sammldsung |1
- 5 g Natriumdisulfit werden in

- 850 ml Aqua bidest gelost.

Beide Stammlosungen werden im Verhiltnis 50:50 gemischt und
anschliefend bei Raumtemperatur 24 Stunden stehen gelassen. Nach dieser
Zeit versetzt man die Losung mit 3g Aktivkohle, schiittelt sie fiir etwa 2

Minuten und filtriert abschlieBend.

« Hamalaun — L 8sung

- 2,5 g Himatoxylin
- 0,5 g Natriumjodat

- 125 g Aluminiumkaliumsulfat
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- 2500 ml Aqua bidest
- 125 g Chloralhydrat

- 2,5 g Zitronensédure

Héamatoxylin, Natriumjodat und Aluminiumkaliumsulfat werden im
Aqua bidest gelost (12-24 Stunden). Chloralhydrat und Zitronensiure
werden anschlieBend zugeben. Nach 5 miniitigem Aufkochen der Losung

wird schlieBlich filtriert.

Tab.3-10: Die Farbeanleitung

l. Entplasten in 2-Methoxyethylazetat |3x 20min
2. Einstellen in Azeton 2x 5 min
3. Spiilen in Aqua bidest 2x 3 min
4. Einstellen in 3%ige Essigsdure 3 min

5. Einstellen in Alcianblau — Losung |2 Stunden
6. Spiilen in Leitungswasser 5 min

7. Einstellen in Perjodsdure 30 min

8. Spiilen in Leitungswasser 5 min

9. Einstellen in Schift’sches Reagenz |45 min
10.| Spiilen in Leitungswasser 10 min
11.| Einstellen in Himalaun 10 min
12.| Blduen in Leitungswasser 10 min
13.| aufsteigende Alkoholreihe kurz eintauchen
14.| Dehydratisieren in Xylol 2x 5 min
15.| Eindecken mit Entellan®
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Abb.3-29:  Osteozyten (A) und Osteoblasten (B) mit gespei chertem Glykogen (63x)

Abb.3-30: Bone-lining Zellen und Osteoblasten (D) mit gespeichertem Glykogen
(78x)

A Osteozyten, B mineralisierte Matrix, C Osteoid,

D Osteoblasten beziehungsweise Bone-lining Zellen, E Fettzelle
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3.8.6.7 Enzymhistochemische Dar stellung von alkalischer und saurer

Phosphatase in Konchenzellen

Bei dieser Methode werden Alkalische und Saure Phosphatase in den Knochenzellen
dargestellt. Die alkalische Phosphatase férbt sich in den Osteoblasten blau. Die saure
Phosphatase in Osteoklasten stellt sich rot dar. Die Kerne stellen sich auf Grund der

Gegenfarbung mit Methylgriin griinlich schimmernd dar.

Ansatz der Reaktionsldsungen

* Reaktiond 6sung fiir Alkalische Phosphatase

-50 ml 0,1 M Tris-Puffer (pH 9,4)
- 50 mg Echtblau Salz
- 25 mg Naphtol-AS-BI-Phosphat
(gelost in 0,5 ml DMSO/Triton X 100)

* Reaktionsl6sung fiir Saur e Phosphatase

- 50 ml 0,1 M Natriumazetat-Puffer (pH 5,6)

- 500 ul Hexonium-Pararosanilin

(250u1 4%iges Pararosanilin in 2N HCI + 250ul 4% Natriumnitrit
in Aqua bidest; Imin vortexen, Smin reagieren lassen)

- 25 mg Naphtol-AS-BI-Phosphat (gelost in 0,5 ml DMSO/Triton
X 100)

* Methylgriin

- 0,5 g Methylgriin
- 100 ml Aqua bidest
- 25 ml Ethanol absolut

Das Methylgriin wird im Aqua bidest gelost. AnschlieBend erfolgt
Zugabe von Athanol absolut.
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Tab.3-11: Die Farbeanleitungen fiir Alkalische und Tartrat-Resistente Saure
Phosphatase

1. | Entplasten mit 2-Methoxyethylacetat 3x 20 min

2. | Dehydrieren in 70%igen Ethanol Ix 5 min

3. |Dehydrieren in 40%igen Ethanol Ix 5 min

4. |spiilen in Aqua bidest kurz eintauchen

5. |spilen in 0,1 M Tris-Puffer (pH 9,4) 10 min/Raumtemp.

6. |Inkubation in Reaktionslosung fiir Alk. Phosphatase |2 h/37°C

7. |spiilen in Aqua bidest kurz eintauchen

8. |spiilen in 0,1 M Acetat-Puffer (pH 5,6) 10 min/ Raumtemp.

9. |Inkubation in Reaktionslosung fiir saure Phosphatase |1 h/37°C

10. | spiilen in Aqua bidest kurz eintauchen

11. | Nachfixieren in 4% Formalin 2-3 h / Raumtemperatur

12. | spiilen in Leitungswasser kurz eintauchen

13. | Gegenfarbung mit Methylgriin

14. | Eindecken mit Entellan®
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Abb.3-31: Enzymhistochemische Darstellung der Sauren Phosphatase (rot) in
Osteoklasten (63x)

A mineralisierter Knochen, B Osteozyten, C Osteoklasten,
D Fettzellen
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3.8.7 Die polychrome Sequenzmarkierung

Um Riickschliisse iiber die dynamischen Um- und Anbauprozesse zu erhalten, werden
die Knochenproben wihrend des Experiments zweimal mit Fluoreszenzfarbstoffen
markiert. Die erste Markierung findet am 10. Versuchstag (8.Belastungstag) mit Kalzein
statt. Dieser Farbstoff stellt sich in der Fluoreszenzmikroskopie griin dar. Die zweite
Markierung findet am 19. Versuchstag (17.Belastungstag) mit Alizarin statt. Dieser

Farbstoff stellt sich in der Fluoreszenzmikroskopie orange-rot dar.
Die Herstellung der Kalzeinfarbelosung
» Stammldsung:

- 45 mg Calcein (Sigma; Lot: 65H0986)
- 100 ml H,O

Das Calcein wird mittels eines Magnetriihrers im Wasser gelost.

* Gebrauchskonzentration:
- 45ng Calcein/ml Medium

* Perfusionsldsung fur eine K nochenprobe:

- 800 pl Stammldsung
- 7,2 ml Medium (ohne FCS)

Die Herstellung der Alizarinfarbelosung

* Stammldsung:

- 60 mg Alizarin Complexone (ICN Biomedicals Inc.; Cat. No.:
195027)
- 10 ml NaCl 0,9 %ig (Braun; Ch.-B. 1476A095)

Das Alizarin wird mittels Magnetriihrer in NaCl gelost. Der pH-Wert
wird auf 6,9 eingestellt. Danach wird die Losung steril unter dem Abzug

filtriert.
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* Gebrauchskonzentration:
- 60pg Alizarin/ml Medium

» Perfusionslosung fiir eine K nochenprobe:

- 80 ul Alizarin-Stammldsung in

- 7,9 ml Medium (ohne FCS)

Die Perfusionslosung wird in Rundbodenglédser abgefiillt. Unmittelbar nach der E-
Modul Messung und Belastung der Knochenzylinder wird die Perfusionslésung an das
System angeschlossen. Die Calzeinperfusionslosung wird fiir 4 Stunden und die
Alizarinperfusionsldsung fiir 2,5 Stunden an das System angeschlossen.

Nach dieser Zeit werden die Knochen zweimal mit Medium ohne FCS fiir jeweils 45
Minuten gespiilt. Dieser Vorgang dient dazu, noch verbliebene Perfusionslosung aus
dem System zu waschen. Nach dem Spiilen wird wieder Versorgungsmedium (mit FCS)

an das System angeschlossen.
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Abb.3-32: Calzeinbande mit aufgelagertem Osteoid (20x)

Abb.3-33:  Alizarinbande mit aufgelagertem Osteoid (63x)

A: mineralisierter Knochen, B: Mineralisationsfront,

C: Calzeinbande, D: Knochenzellen, E: Fettzelle, F: Alizarinbande
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3.8.8 Immunhistochemische Detektion apoptotischer Osteozyten

Fir die Darstellung apoptotischer Osteozyten wurde der ApopTag In Stu Oligo
Ligation (ISOL) Kit der Firma Intergen® Company verwendet. Er basiert auf der
biochemischen Spezifitit der T4 DNA-Ligase. Diese bindet kovalent an ein exakt
komplementéres Ende eines doppelstrangigen DNA-Molekiil-Paares. Bei diesen Enden
handelt es sich zum einen um das Ende der genomischen DNA der Probe und zum
anderen um das Ende der synthetischen biotinidierten Oligonukleotide des ISOL-Kits.
Die Detektion dieser gebundenen DNA-Abschnitte erfolgt durch zusétzliche Anbindung
eines Streptavidin-Peroxidase-Konjugates. Dieses begiinstigt die Anlagerung von
Diaminobenzadin (DAB), welches lichtmikroskopisch sichtbar wird.

Die T4 DNA-Ligase bindet dabei mit biotinmarkierten Oligonukleotiden spezifisch an
DNasel-typische Enden, die nur bei Aktivierung Apoptose-spezifischer Endonukleasen
entstehen. Somit ist eine gute Differenzierbarkeit zwischen apoptotischen und
nekrotischen Zellen oder anderweitig geschidigten Zellen gewéhrleistet. Der ApopTag
ISOL Kit verhindert somit die zufillige Markierung zerstorter DNA besser als die
TUNEL-Methode, die falsch-positive Ergebnisse und Hintergriinde verursachen kann.
Vitale Osteozyten stellen sich blau-violett dar. In Apoptose begriffene Zellen
imponieren braun.

Als Positiv- bzw. Negativkontrolle wurde ebenfalls ein Rattendarmpriparat gefarbt, von
dem bekannt war, dass es viele apoptotische Zellen enthdlt und wie sich diese
darstellen.

Es sei jedoch erwidhnt, dass hier nur eine von mehreren mdoglichen Methoden zur
Darstellung apoptotischer Zellen in nicht entkalktem Knochen getestet wurde. Eine
weiter gehende Untersuchung des Apoptoseverhaltens von Knochenzellen wire aus
finanziellen und zeitlichen Griinden nicht mdglich gewesen. Dies konnte ein Thema fiir

eine weitere Arbeit darstellen.
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Abb.3-34: Reaktionsschema bei Anwendung des ApopTag | SOL-Kit
Ligaton Eeaction - Genamic DA
B O e

|:| Bictirylued Olige
Streptavidm Conpzate Bindirg _— Strepramidia
B e ® -

D Diim irchenidive
Detection

Anwendung des ApopTag In Situ Oligo Ligation Kit:

Tab.3-12 Die Anleitung

* Entacrylierung

1. | Entplasten in 2-Methoxyethylacetat 3x 20 min
2. | Absteigende Alkoholreihe

3. | Spiilen in Aqua dest. 2x 3 min
4. |Spiilen in PBS 5 min

* 3% ige Wasser stoffper oxid-L 6sung

- 20 ml 30%ige Wasserstoffperoxid-Losung werden mit 180 ml PBS verdiinnt.

5. | Einstellen in Wasserstoffperoxid
6. |Sptilen mit PBS
7. | Waschen mit Aqua dest.

5 min

2xX 2 min
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* Proteinase K (100 pl / Objektglas)

- Die Proteinase K Stammldsung wird mit PBS auf eine

Gebrauchskonzentration von 50 pg/ml verdiinnt.
8. |Einstellen in Proteinase K 15 min

9. |Spiilen mit PBS
10. | Waschen mit Aqua dest. 2x 2 min

« Aquilibrationspuffer

11.| Auftragen des Aquilibrationspuffers in feuchter
Kammer

30min

12. | Spiilen mit PBS

* Oligonukleotid-Ligase L dsung ( 60 ul / Objektglas )

- Entsprechend der Fragestellung werden pro Objektglas 45 pl Oligo A- oder
Oligo B -Losung mit 6 pl T4 DNA Ligase Enzym vermischt.

Bei der Negativ-Kontrolle wird statt der T, DNA Ligase der Aquilibrationspuffer

verwendet. Die Positiv-Kontrollen werden analog mit den zu detektierenden Préparaten

behandelt.

13. | Auftragen der Oligonukleotid-Ligase |in feuchter
Losung Kammer

10-16 Std.
14. | Spiilen mit PBS
15. | Waschen mit Aqua dest. 3x 10 min
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* Streptavidin-Per oxidase ( 60 ul / Objektglas )

16.

17.
18.

Auftragen der Streptavidin-Peroxidase

Spiilen mit PBS
Waschen mit PBS

* Peroxidase Substrat ( 75 ul / Objektglas )

in feuchter
Kammer

30min

3x 5 min

- 73,5 pl Diaminobenzidin (DAB) Verdiinnungs-Puffer werden mit 1,75 ul DAB

Substrat vermischt.

19.

20.
21.

Auftragen des Peroxidase Substrates

Spiilen mit PBS
Waschen mit Aqua dest.

in feuchter
Kammer

10min

2x 2 min
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» Gegenférbung mit Hamalaun ( Herstellung der Himalaun-Losung s. Kap.3.8.6.1)

Abb.3-35:

22.
23.
24.
25.
26.

Einstellen in Hdmalaun
Blduen in Leitungswasser
Aufsteigende Alkoholreihe
Dehydratisieren in Xylol

Eindecken mit Entellan

Darstellung Vitaler Osteozyten (63x)

30 min

10 min

2X 5 min
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Abb.3-36:  Darstellung apoptotischer Osteozyten (126x)

Abb.3-37:  Apoptotischer Osteozyt (braun) und vitaler Osteozyt (blau-violett)
unmittelbar nebeneinander (107,1x)
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3.8.9 Das Eindecken der Praparate

Nach Durchfiihrung verschiedener histologischer Farbetechniken erfolgt das Eindecken
der Priparate mit einem Deckglischen. Als Deckmittel wurde Entellan® neu (Merck;
Cat.No. 107961) verwendet. Dadurch ist es moglich die Farbungen iiber mehrere Jahre
stabil zu halten.

Mit Hilfe eines Glasstabes wird ein kleiner Tropfen auf das Deckglidschen gesetzt.
Dieses wird nun schrig auf den Objekttrager zugefiihrt. Sobald das Deckmittel mit dem
Objekttriager in Berithrung gekommen ist, wird das Deckgldschen langsam komplett auf
den Objekttriger gelegt. Nun wird es an einer Seite leicht festgehalten und mit Hilfe
eines stibchenformigen Gegenstandes oder dem Finger unter leichtem Druck nach der
Gegenseite ausgestrichen. Sinn und Zweck ist es, dass Deckmittel einerseits
gleichmiBig zu verteilen und andererseits alle noch vorhandenen Luftbldschen zwischen
Objekttrager und Deckgldschen auszustreichen. Das Eindeckmittel kann fiir alle
entwisserten, mikroskopischen Priparate verwendet werden.

Da am Ende jeder Firbereihe das Xylol steht und auch in Entellan® Xylol enthalten ist,
sollte der FEindeckvorgang unter einem Abzug geschehen. Wenn zwischen
Deckglidschen und Objekttrager etwas Eindeckmittel hervor quillt, kann dieses
problemlos mit einem xylolgetrdnktem Léappchen entfernt werden. Getrocknete

Prédparate konnen im Anschluss mikroskopiert werden.
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3.9 Materialverzeichnis

Préaparation der Knochenzylinder

Chirurgische Handsdge

Diamantbandsédge mit 2mm Sigeband; EXAKT Apparatebau GmbH

Standbohrmaschine; PROXXON PF 360

Hohlbohrer diamantbesetzt; T.Pohl, Marburg

Inlochsédge; LEITZ 1600

Zellkulturschalen; NUNC, Cat.No. 168381
Rundbodengliser (Klarglas); Art.Nr. 3301953
Reservoirstopfen mit Ein- und Ausfluss; T.Pohl, Marburg
Schraubreagenzgliser 15ml; FALCON, Cat.No. 352095
Rotator; HEIDOLPH, Reax 2

Rollpumpe / 24 Kanal-Kassettenpumpe; ISMATEC IPC
Kulturbelastungskammer; T.Pohl, Marburg
Kammerzubehor; T.Pohl, Marburg
Verbindungsschldauche; TY GON Masterflex, Cat.No. 06419-13
Pumpenschlauch; PHARMED, Cat.No. 070539-08
Luer-Konnektoren; NOVODIREKT, B95956
Schlauchkonnektor; ARI

Sterilwerkbank; GELAIRE BSB4

NaCl 0,9%; FRESENIUS, Art.Nr. 0431061/00

Earle’s Waschmedium

Earle's Salt Solution 10x; BIOCHROM KG, Cat.No. L1925
NaHCO; (6%); MERCK, Cat.No.106329

Earle’s Waschmedium mit Antibiotikum

Earle's Salt Solution 10x; BIOCHROM KG, Cat.No. L1925
Amphotericin B; SIGMA, Cat.No. A2942

Penicillin / Streptomycin; BIOCHROM KG, Cat.No. A221
NaHCO5(6%); MERCK, Cat.No.106329
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Dulbecco s Mod. Eagle Medium (DMEM high-glucose) mit 10% FCS
- DMEM; GIBCO BRL, Cat.No. 52100-039
- L-Glutamin; PAA, Cat.No. M11-004
- Vitamin C; WAKO, Cat.No. 013-12061
- Sodium Hydrogen Carbonat; MERCK, Cat.No. 6329
- B-Glycerophosphat Disodium Hydrate; SIGMA, Cat.No. G-9891
- HEPES Pulver; SIGMA, Cat.No. H-3375
- Penicillin / Streptomycin; BIOCHROM KG, Cat.No. A2213
- FCS; BIOCHROM KG, Cat.No. S511

PBS Dulbecco; BIOCHROM KG, Cat.No. L182-50

Kultur- und Belastungssystem
- ZETOS; D.B.Jones, Marburg; E.L.Smith, Wisconsin
- Elektronische Module; PHYSIK INSTRUMENTE
- Kultur- und Belastungskammer; T.Pohl, Marburg
- Reservoirstopfen mit Ein- und Ausfluss; T.Pohl, Marburg
- Rollpumpe / 24Kanal-Kassettenpumpe; ISMATEC IPC
- Verbindungsschlduche; TYGON Masterflex, Cat.No. 06419-13
- Pumpenschlauch; PHARMED, Cat.No. 070539-08
- Luer-Konnektoren; NOVODIREKT, B95956
- Schlauchkonnektor; ARI
- Mediumreservoir; Rundbodengléser (Klarglas), Art.Nr. 3301953

AP- / LDH-Bestimmung
- 2ml — Einhdngegefisse; SARSTEDT
- Pipette; GILSON, Pipetman
- Messgeriat: HITACHI 917
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Fixation der Knochenpraparate

Paraformaldehyd; MERCK, Cat.No. 4005
Sucrose; ROTH, Cat.No. 9097
NaNj3-Solution; MERCK, Cat.No. 6544
Na,HPO4; MERCK, Cat.No. 106586.0500
KH,PO4; ROTH, Cat.No. 39044.1

Einbettung der Knochenpréparate

Technovit 9100N; KULZER, Cat.No. 7413
Aluminiumoxid; MERCK, Cat.No. 1076
Probenbehilter mit Deckel 2,5 / 5Sml; Fa. KOBE
Polyethylenfolie; KULZER

Exsikkator; HERAEUS

Ponalbeschichtung der Objekttréger

Objekttrager; SUPERFROST Plus, Art.Nr.041300
Ponallosung; HENKEL, Verschluss schwarz/orange
Poly-L-Lysinlésung 0,1%; SIGMA, Cat.No. P8920

Anfertigen der DUnnschnitte

Hartschnittmikrotom Polycut E; REICHERT-JUNG
Hartstahlmesser; REICHERT-JUNG

Borstenpinsel; JOF, SUNDO

Polyethylenfolie; KULZER

Priparatepressen; T.Pohl, Marburg

Brutschrank; MEMMERT

Entacrylierung

2-Methoxyethylacetat; MERCK, Cat.No. 8.06061
Athanol abs.; RIEDEL-DE HAEN, Cat.No. 32205
Xylol; MERCK, Cat.No. 1.08681

Aceton; ROTH, Cat.No. 9372.2

Athanol 96%; AWT, 451/1
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Histologie (,, Routinefarbungen®)

Trichromfarbung nach Goldner
- Héamatoxylin
- Eisen(IIl)chlorid
- Konz. Salzsiure
- Ponceau de Xylidine
- Séaurefuchsin
- Eisessig
- Phosphormolybdénsédure

- Orange-G und Lichtgriin

Giemsa-Farbung

- Giemsa-Losung

Toluidin O-Féarbung
- Toluidin O

- Natriumkarbonat

Kossa-Versilberung nach Krutsay
- Silbernitrat
- Natriumkarbonat
- 37%ige Formaldehydlosung
- Natriumthiosulfat
- Kernechtrot

- 5%ige Aluminiumsulfatlosung

Doppelfarbung nach Hamalaun-Eosin
- Héamatoxylin
- Natriumjodat
- Aluminiumkaliumsulfat
- Chloralhydrat
- Zitronensdure

- Certstain Eosin G
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Alcianblau-PAS
- Alcianblau
- 3%ige Essisdure
- Natriumazetat
- Perjodsaure
- Pararosanilin
- 1N Salzséure
- Natriumdisulfit
- Hamatoxylin
- Natriumjodat
- Aluminiumkaliumsulfat
- Chloralhydrat

- Zitronensdure

Enzymhistochemie

Alkalische und Saure Phosphatase

- Tris; SIGMA, Cat.No. T1503

- Natriumacetat; ROTH, Art.No. 6773.1

- Eisessig; MERCK, Cat.No. 1.00063

- Echtblau-Salz; SIGMA, Cat.No. F8761

- Naphthol-AS-BI-Phosphat; SIGMA, Cat.No. N-2250
- Hexonium-Pararosanilin; MERCK, Cat.No. 1.07509
- Natriumnitrit; MERCK, Cat.No. 6544

- Formaldehyd; MERCK, Cat.No. 1.04002

- NaH,PO4; MERCK, Cat.No. 6346

- Na,HPO4; MERCK, Cat.No. 6586

- Methylgriin; MERCK, Cat.No. 1.15944

Polychrome Sequenzmarkierung
- Calcein; SIGMA; Cat.No. C-0875
- Alizarin Complexone; ICN BIOMEDICALS INC., Cat.No. 195027
- 0,9%ig NaCl; BRAUN, 1476A95
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I mmunhistochemie

Detektion apoptotischer Osteozyten
- Apop Tag In Stu Oligo Ligation (ISOL) Kit; INTERGEN COMPANY

Eindecken der Préparate
- Entellan neu; MERCK, Cat.No. 107961
- Kaisers Glyceringelatine; MERCK, Cat.No. 109242
- Deckglischen; MENZELGLASER

Mikroskop; LEITZ, Aristomet

Digitalkamera; LEICA DC 300

pH-Meter; INOLAB, WTW
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3.10 Auswertung und Statistik

Die statistische Auswertung der hier dargestellten Ergebnisse wurde vom Institut fiir
Medizinische Biometrie und Statistik der Philipps-Universitdt Marburg durchgefiihrt.
Als Programm wurde SAS Release 8.0 verwendet.

Sédmtliche  Ergebnisse = wurden  als  Mittelwerte  mit  dazugehdrenden
Standardabweichungen graphisch dargestellt.

Zur statistischen Analyse von Effekten der Belastung iiber die Zeit wurde ein
allgemeines lineares gemischtes Modell fiir Beobachtungen mit Messwiederholungen
fiir unbalancierte Daten zugrunde gelegt. [164] (Entwicklung des E-Moduls,
Laktatdehydrogenase, Alkalische Phosphatase, pH-Wert)

Die Belastungen und die Zeit wurden als feste Effekte betrachtet. Da dieses Modell
normalverteilte Daten voraussetzt, wurde zunédchst eine Logarithmustransformation der
Daten durchgefiihrt. Dieser Schritt fiihrt zu einer Anndherung an die Normalverteilung.
Zundchst wurde ein globaler Test auf Unterschiede zwischen den Gruppen und
gegebenenfalls den Zeitpunkten durchgefiihrt. Angegeben wird jeweils die PriifgroBe F
und der p-Wert. Ein p-Wert < 0,05 weist auf allgemein signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen hin.

Der Vergleich einzelner Gruppen wurde mit linearen Kontrasten nach Tukey
durchgefiihrt. Auf Grund der Vielzahl der Gruppen musste eine alpha-Adjustierung der
Daten fiir multiples Testen durchgefiihrt werden. Dies hatte zur Folge, dass es beim
Vergleich einzelner Gruppen zu nicht signifikanten Unterschieden kam.

Fiir die Auswertung der Osteoidmessungen wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse
mit sechs Belastungsstufen durchgefiihrt [164]. Auch in diesem Fall wurden die
Ergebnisse zundchst logarithmiert, um eine Normalverteilung der Daten zu
gewdhrleisten.

Fiir die Bewertung der statistischen Signifikanzen wurde ein Signifikanzniveau von a =
0,05 zugrunde gelegt und somit Ergebnisse mit p < 0,05 als statistisch signifikant

gewertet.
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4 Ergebnisse und Auswertung

4.1 Die Stefigkeit der Knochenexplantate (E-Modul)

Die Steifigkeit bzw. das E-Modul wurde an jedem Belastungstag jeweils vor der
dynamischen Stimulation einer jeden Probe bestimmt. Diese Reihenfolge kam bei dem
Versuch erstmalig zum Einsatz. Dabei lieferte die erste Messung entweder keine oder
nicht zu deutende Ergebnisse. Um die Proben keiner unndtigen zusétzlichen Belastung
durch die Steifigkeitsmessung auszusetzen, wurde auf eine erneute Bestimmung
verzichtet und die Ergebnisse des ersten Belastungstages verworfen. Bei 23
Belastungstagen ergeben sich demnach n=22 Messungen fiir jede belastete Probe. Die
Proben der Kontrollgruppe wurden nach jeweils 3 Tagen (72 Stunden) auf ihre
Steifigkeit hin untersucht. Damit liegen fiir diese Gruppe n=8 Bestimmungen zur
Auswertung vor.

Die Gruppeneinteilung sowie die in den Gruppen verwendete Belastungsintensitit ist in

Kapitel 3.3 (S.52) dargestellt.

In den folgenden Abbildungen sind die Verdnderungen der gemittelten Steifigkeiten der

einzelnen Gruppen, iiber den Versuchszeitraum betrachtet, dargestellt.

110



4 Ergebnisse und Auswertung

Abb.4-1: Arithmetische Mittel (n=8) bel 22 Messtagen fiir belastete Gruppen bzw.
8 fur die Kontrollgruppe. Verdnderung der Steifigkeit und
Sandardabweichungen.
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Bei Betrachtung des gesamten Versuchszeitraums, kommt es in allen
Belastungsgruppen zu einem Anstieg der Steifigkeit.

Es fillt weiterhin auf, dass auch die Steifigkeit der Kontrollgruppe zunimmt. Im
Vergleich zu den Belastungsgruppen ist diese Zunahme eher gering und hélt ein recht
konstantes Niveau. Eine Steifigkeitsabnahme ist nicht zu beobachten. Die
Belastungsgruppe 4000ustrain  erfahrt in relativ kurzer Zeit eine maximale
Steifigkeitszunahme. Danach schlieit sich eine Plateauphase an. Diese Beobachtung
deckt sich mit Vorversuchen, bei denen auch mit einer Maximalbelastung von
4000pstrain gearbeitet wurde. Die Gruppen mit den Belastungsintensitdten 2000 und
3000pustrain erfahren hingegen iiber den gesamten Versuch eine gleichméBig starke
kontinuierliche Steifigkeitszunahme. Dennoch ist auffallend, dass etwa bis zur Hélfte
der Versuchzeit (Tag 11-12 change period 1) die Zunahme der Steifigkeit starker
ausgepragt ist als in der zweiten Versuchshilfte (change period 2). Dieser Sachverhalt

soll in der folgenden Abbildung noch einmal deutlich gemacht werden.
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4 Ergebnisse und Auswertung

Abb.4-2: Veranderung der arithmetischen Mittel der Seifigkeit im beschriebenen

Zeitraum
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Die hell unterlegten Sdulen zeigen die mittlere Steifigkeitszunahme in der ersten
Versuchshilfte. Die dunkel unterlegten Siulen zeigen die Anderung der Steifigkeit in
der 2. Versuchshilfte.

Die kontinuierliche Zunahme der Steifigkeit in der Kontrollgruppe wird deutlich. Die
erreichte Endsteifigkeit ist aber insgesamt geringer, als in den anderen Gruppen. Die
Gruppen mit der Maximalbelastung von 1000 und 1500ustrain zeigen im weiteren
Versuchsverlauf nur eine schwach kontinuierliche Steifigkeitszunahme, welche aber
geringer ist, als in der Kontrollgruppe. Auch die Gruppe mit 4000ustrain zeigt nur eine
geringe Zunahme der Steifigkeit in der 2. Versuchshélfte, wobei zu beachten ist, dass
diese Gruppe die groBte aller Steifigkeitszunahmen in der ersten Versuchshilfte
aufweist. Die groBten Zunahmen der scheinbaren Steifigkeit in der zweiten
Versuchshilfte zeigen die beiden Gruppen mit der Maximalbelastung von 2000 und
3000ustrain.

Der Test auf Unterschiede zwischen den 6 Gruppen ergab einen signifikant globalen
Gruppeneffekt mit einer PriifgroBe F=18,04 und p=0,0001, sowie einen signifikant
globalen Zeiteffekt mit der PriifgroBe F=68,61 und p=0,0001. In den Einzelvergleichen
mittels linearer Kontraste ergab sich beim Vergleich zwischen den Gruppen folgendes

Bild.
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4 Ergebnisse und Auswertung

Vergleich der Gruppen p-Wert Signifikanz

Ound 1 >0.05 nein
0 und 2 0.0002 ja
0 und 3 0.0128 ja
0 und 4 0.008 ja
Ound 5 0.0005 ja
lund 5 0.0098 ja

andere Gruppen untereinander >0.05 nein

Alle Belastungsgruppen, aufler Gruppe 1, unterscheiden sich signifikant von der
Kontrollgruppe. Bei den Belastungsgruppen unterscheiden sich nur Gruppe 1 und
Gruppe 5 signifikant voneinander. Die Vergleiche zwischen den anderen
Belastungsgruppen lieferten keine signifikanten Unterschiede.

Bei Betrachtung der Steifigkeitszunahmen in der ersten Versuchshélfte ergibt sich ein
signifikanter Unterschied zwischen Kontrollgruppe und Belastungsgruppe 4000ustrain
mit p=0,0198. Fiir die Steifigkeitszunahmen in der zweiten Versuchshélfte ergibt sich

kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen.

113



4 Ergebnisse und Auswertung

4.2 DasOsteoid

Die Ausmessung der Osteoidbanden erfolgte unter Benutzung des Programms
Image™ProPlus manuell. Um zwischen mineralisierter Knochensubstanz und Osteoid
unterscheiden zu konnen, wurden die histologischen Priparate einer jeden Belastungs-
und Kontrollprobe mit der Trichromfarbung nach Goldner (Material und Methoden)
angefarbt. In dieser stellt sich Osteoid rot und mineralisierte Knochensubstanz griin dar.
Unter Verwendung von Image“ProPlus wurden jeweils acht Gesichtsfelder eines jeden
Préparates bei einer 100fachen VergroBerung ausgewertet.

Anschlieffend wurde aus den gemessenen Werten das arithmetische Mittel einer jeden
Probe und das einer jeden Gruppe gebildet. Die Gruppen wurden einander

gegeniibergestellt, verglichen und in folgender Abbildung graphisch dargestellt.

Abb.4-3: Arithmetische Mittel der Osteoidauflagerung und Standar dabweichung
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4 Ergebnisse und Auswertung

Die stirkste Osteoidauflagerung zeigt die Gruppe mit der Maximalbelastung von
2000pstrain, gefolgt von den Gruppen mit 3000ustrain bzw. 4000ustrain. Die
geringsten Osteoidauflagerungen waren in der Kontrollgruppe zu beobachten.

Fiir den Gesamtvergleich der betrachteten Gruppen ergibt sich ein signifikant globaler
Gruppeneffekt mit der PriifgroBe F=5,83 und p=0,0004.

Die anschlieBenden Einzelvergleiche durch lineare Kontraste (nach Tukey) zeigten
einen signifikanten Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und den

Belastungsgruppen 2000, 3000 und 4000ustrain.

4.3 Beziehung zwischen Steifigkeit und Osteoidbildung

Um den Zusammenhang der Steifigkeitsentwicklung mit der Osteoidbildung zu zeigen,
wurde in folgender Grafik die Zunahme der Steifigkeit und die Dicke der
Osteoidbanden am Versuchsende gegeniiber gestellt. Dazu wurden die jeweiligen
arithmetischen Mittel einer jeden Gruppe verwendet. Es ergibt sich folgender

graphischer Zusammenhang.

Abb. 4-4: Gegenuberstellung der Steifigkeitszunahme und gemessener Osteoiddicke
(arithmetische Mittel und Standar dabweichung)

Correlation between increase of stiffness and osteoid
300 12
250 + - 10
©
3 £
S 200 + 1g E
£ 1 c
0 150 + I -6 ©
A 1 =)
2 2
= 100 + A +4 0
Z 4 @)
50 + { I +2
O T T T T T O
Control ~ 1000pstrain 1500pstrain  2000pstrain 3000pstrain 4000pstrain
\ A Apparent Stiffness « Osteoid \

115



4 Ergebnisse und Auswertung

Die Steifigkeitsentwicklung ist abhéngig von der Belastung. Dariiber hinaus korreliert
die Osteoidbildung mit der Intensitit der Belastung (Korrelationskoeffizient r = 0,87).
Es kann demnach gefolgert werden, dass mit steigender Belastungsintensitit die
Steifigkeit der Knochenproben zunimmt, u.a. bedingt durch die Bildung von Osteoid.
Auffallend ist Gruppe 2 mit der Maximalintensitdt von 2000pstrain, in der die
gemessene Osteoidauflagerung hohere Werte erreicht, als die Gruppen mit 3000pustrain

bzw. 4000pstrain Maximalintensitét.
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4 Ergebnisse und Auswertung

4.4  Alkalische Phosphatase

Es ergeben sich n=7 Bestimmungen fiir die Alkalische Phosphatase aus 72 Stunden
altem Versorgungsmedium. Die erste Messung resultiert vom fiinften Belastungstag, da
zu Versuchsbeginn das Versorgungsmedium drei mal alle 24 Stunden gewechselt

wurde, um noch vorhandenen préaparationsbedingten Knochenstaub auszuwaschen.

Abb. 4-5: Arithmetische Mittel der Alkalischen Phosphatase, sowie deren

Sandar dabweichungen
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Dargestellt ist der Verlauf der Alkalischen Phosphatase in allen Belastungsgruppen und
der Kontrollgruppe. Bis auf die erste Bestimmung haben sich identische Werte in allen
Gruppen ergeben. Die erhohten Werte der ersten und auch der zweiten Messung
resultieren in erster Linie aus der praparationsbedingten Zellschiddigung und begonnener
Reparaturvorgénge. Der Verlauf der Konzentration von Alkalischen Phosphatase ist
dhnlich dem nach einer Fraktur oder Osteotomie.

Auffallend ist dennoch, dass bei der ersten Bestimmung, die Alkalische Phosphatase der
Kontrollgruppe die hochste Konzentration erreicht. Die niedrigste Konzentration am

ersten Bestimmungstag zeigt sich in der Gruppe mit der Maximalbelastung 4000pstrain.
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4 Ergebnisse und Auswertung

Es stellt sich die Frage, ob eine Belastung, in unmittelbarer Folge eines Schadens,
Einfluss auf die Exprimierung der Alkalischen Phosphatase nimmt und damit auch auf
den Knochenstoffwechsel. Betrachtet man zusétzlich die Entwicklung der Steifigkeit,
kann dies aber erwidert werden, da die Steifigkeit gerade in der ersten Versuchshilfte
stark zunimmt. Unter Beriicksichtigung dieser Tatsache kann auch eine weitere
Schidigung durch Belastung ausgeschlossen werden. Die Betrachtung der
Laktatdehydrogenase liefert nur ein mifliges Gegenargument. Sie weist zwar am ersten
Bestimmungstag die hochsten Konzentrationen auf, wobei auch da die Konzentration in
der mit 4000ustrain belasteten Gruppe am geringsten ist.

Bei Betrachtung der nachfolgenden Messungen fillt auf, dass sich sdmtliche Werte auf
ein konstantes Niveau einstellen und dieses bis zum Ende des Versuches beibehalten.
Dies spricht fiir eine kontinuierlich konstante Stoffwechsellage und Vitalitit der
Knochenproben und deckt sich mit den histologischen Ergebnissen.

Es ergibt sich ein signifikant globaler Gruppeneffekt mit der Priifgr6Be F=2,56 und

p=0,027. Zwischen den Gruppen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

45  Laktatdehydrogenase

Die Bestimmung der Laktatdehydrogenase (LDH) erfolgte parallel zur Bestimmung der
Alkalischen Phosphatase. Es resultieren n = 7 Messungen fiir jede Knochenprobe. Zur
Auswertung wurden ebenfalls die arithmetischen Mittel der Gruppen sowie die
Standardabweichungen herangezogen.

In Abb. 4-6 sind die Mittelwerte der LDH-Konzentrationen fiir jede Gruppe dargestellt.
Der Verlauf jeder Gruppe ist dhnlich. Einer hohen Startkonzentration folgt ein
kontinuierlicher Abfall bis zur Einstellung eines konstanten Niveaus. Zu beachten ist
auch hier die hochste Konzentration in der Kontrollgruppe sowie die geringste
Konzentration in der 4000ustrain Gruppe zu Beginn des Versuches. Auch hier liegt der
Hauptgrund fiir die hohen Anfangskonzentrationen in der préiparationsbedingten
Gewebeschadigung und dazu gehorender Zellschadigung. Es fillt auf, dass am zweiten
Messtag die Konzentrationen in den Gruppen mit hoher Belastungsintensitét

(2000pstrain, 3000pstrain, 4000ustrain] groBer sind, als in den Gruppen geringer
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4 Ergebnisse und Auswertung

Belastungsintensitdt. Das ldsst auf eine weitere Zellschddigung durch hohe Belastung
schlieBen, deckt sich aber nicht mit der Entwicklung der Steifigkeit. Im weiteren
Verlauf lassen sich nur geringste LDH-Konzentrationen feststellen, was den Schluss
zuldsst, dass keine weitere Schidigung aufgetreten ist. Fiir den Anstieg der
Konzentration in der 4000ustrain Gruppe am letzten Tag, gibt es nach Betrachtung der
Steifigkeit und der Histologie keine treffende Begriindung.

Die statistische Auswertung ergab weder bei der globalen Betrachtung noch bei den

Gruppenvergleichen einen signifikanten Unterschied.

Abb.4-6: Arithmetische Mittel der Laktatdehydrogenase und zugehdrige
Sandar dabweichungen
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4.6 pH-Werte

Die pH-Wert Messung orientiert sich an den Bedingungen der Bestimmung der
Alkalischen Phosphatase und der Laktatdehydrogenase. Einzige Ausnahme ist die
zusitzliche Bestimmung des pH-Wertes wihrend der ersten beiden Belastungstage,
bedingt durch den  24-stiindigen @ Mediumwechsel =~ zum  Auswaschen
praparationsbedingten Knochenstaubs. Es liegen somit n = 9 pH-Wert-Bestimmungen

fiir jede Probe vor.

Abb.4-7: Arithmetische Mittel der pH-Werte und dazu gehdrende

Sandar dabweichungen

Mean of pH and Standard Deviation
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Dargestellt ist der Verlauf der gemittelten pH-Werte jeder einzelnen Gruppe wéhrend
des Belastungszeitraums. Der vorher festgelegte Normbereich von 7,0 bis 7,5 wurde
nicht tiber- bzw. unterschritten. Das ldsst auf eine gute Pufferkapazitit des
Versorgungsmediums schlieBen. Globale und signifikante Unterschiede zwischen den

Gruppen waren nicht nachweisbar.
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4.7  Anmerkung zur polychromen Sequenzmarkierung

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der Knochenexplantate wurde
festgestellt, dass sich Calzein und Alizarin in den Knochen als sogenannte Bande
eingelagert haben. Dabei wurden iiberwiegend Calzeinbanden festgestellt. Uber diesen
und den vorhandenen Alizarinbanden wurden Osteoidauflagerungen gefunden. Das
spricht fiir eine erhalten gebliebene Syntheseaktivitit der Osteoblasten und dafiir, dass
es wihrend des gesamten Belastungszeitraumes zur Osteoidbildung kam.

Es konnten nicht ausreichend Doppelbanden (Doublelabel) detektiert werden. Auf eine
Auswertung der dynamischen Umbauvorginge des Knochens wurde deshalb verzichtet.
Eine Aussage iiber die Osteoidbildungs- und Mineralisierungsrate pro Tag konnte nicht
getroffen werden. In der Literatur wird beim Erwachsenen eine Mineralisierungsdauer
von 10 Tagen beschrieben [16].

Des weiteren hat der Versuch gezeigt, dass die verwendeten Konzentrationen von
Calzein und Alizarin, keinen merkbaren Schaden an Knochen und Zellen hinterlassen
haben und der nachfolgenden Auswaschprozedur ein protektiver Effekt zuzuschreiben

ist.
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4.8 Histologische Auswertung und Bemerkung zur Detektion
apoptotischer Zellen

In der histologischen Auswertung dieses Versuches liegen zwei Hauptthemen dieser
Arbeit. Zum einen ist es die Arbeit mit verschiedenen Fiarbetechniken an nicht
entkalktem Knochen. Die bereits im Kapitel Material und Methoden beschriebenen
Féarbevorschriften entstammen einer Vielzahl von Vorversuchen mit einem enormen
Zeitaufwand. Die Abbildungen (3-19 bis 3-37 Kap. Material und Methoden), welche
diesem Experiment (Kulturbelastungssystem Zetos, 26 Tage) entstammen, zeigen
exemplarisch, dass die angefiihrten Farbetechniken und Anleitungen fiir weitere
Versuche genutzt werden konnen. Dies ist besonders wichtig fiir zukiinftige Arbeiten
mit dem Zetos-System.

Zum anderen soll verdeutlicht werden, dass es mdglich ist, mit dem vorgestellten Zetos-
System trabekuldren Knochen iiber einen Zeitraum von mehreren Wochen unter
Erhaltung der Vitalitdit zu kultivieren. Diese Aussage ldsst sich mit folgenden
Erkenntnissen bestétigen.

Die Gewebestruktur ist vollstindig, Zellkerne sind gut erhalten und stellen sich mit
guter Kernfarbung dar (S.71-77). Die Alcianblau-PAS Farbung (Abb.3-29,3-30;S.89)
beweist eine ausreichende Versorgung der Knochenzylinder wihrend des Versuches, da
Glykogen innerhalb der Zellen dargestellt werden konnte. Die Bildung von Osteoid
(Abb. 3-25 — 3-28;S.81,85) lésst auf eine erhaltene Syntheseaktivitit der Osteoblasten
schlieBen. Diese zeigt sich in den verschiedenen Gruppen variabel ausgeprédgt und lasst
daraus schlielen, dass die Applikation verschiedener Belastungsintensitdten durch das
Zetos-System funktioniert hat und fiir zukiinftige Versuche verwendet werden kann. Die
Osteoidauflagerung iiber Alizarinbanden beweist eine erhaltene Osteoblastenaktivitét
bis zum Abschluss des Experiments, da das Alizarin-labeling erst am 20. Belastungstag
durchgefiihrt wurde.

Einen abschlieBenden Hinweis fiir erhaltene Zellvitalitidt liefert der angewandte
ApopTag In Stu Oligo Ligation Kit. In den belasteten Proben detektierte er
anteilsméfBig weniger apoptotische Zellen, als in den Kontrollproben. Zeitliche und
finanzielle Griinde, sowie das Arbeitsthema schriankten die Anwendung dieses Tests
ein, so dass er nur stichprobenartig zur Anwendung kam. Fiir die weitere
Perfektionierung des Zetos-Systems, sowie dessen Anwendungsdauer wire ein weiterer

Versuch mit dem Augenmerk auf in Apoptose begriffene Zellen notwendig.
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5. Diskussion der Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, Erkenntnisse dariiber zu erlangen wie trabekulidrer Knochen
auf verschiedene Belastungsintensitdten reagiert. Des weiteren sollten die gewonnenen
Ergebnisse dazu beitragen, die Arbeit mit dem Zetos-System zu verbessern und weiter
zu etablieren.

Es ist gelungen, die Knochenproben iiber einen Zeitraum von mehreren Wochen bei
vollstdndigem Erhalt der Vitalitit zu kultivieren. Belegt ist dies durch den Verlauf der
Alkalischen Phosphatase, der Laktatdehydrogenase, der pH-Werte und durch die
histologischen Ergebnisse. Das System erlaubt die Applikation von verschieden
definierten Belastungsintensititen auf Knochenexplantate. Weiterhin wére es ohne
weiteres moglich, den Einfluss von pharmakologischen bzw. hormonellen Substanzen
auf den Knochen zu untersuchen ohne dabei in das geschlossene System eingreifen zu
miissen. Besonders diese Tatsache gestaltete sich bei bisherigen Systemen und
Experimentanordnungen sehr schwierig. Der im Vergleich zu Tierversuchen geringere
finanzielle und organisatorische Aufwand gilt bei weiterer Perfektionierung des System
als besonders vorteilhaft.

In diesem Experiment wurde ein Belastungssignal verwendet, welches dem des
physiologischen  Springens  entspricht. Es  wurde mit unterschiedlicher
Belastungsintensitét auf trabekuléren Knochen appliziert. Die belasteten Proben haben
auf diesen Reiz mit physiologischen Reaktionsmustern geantwortet. Dazu gehort die
Zunahme der Steifigkeit (E-Modul) und die Zunahme der Knochenmasse durch
appositionelles Knochenwachstum in Form von Osteoidauflagerung. Der Nachweis von
Alkalischer Phosphatase im Verbrauchsmedium bis zum Ende des Versuches beweist
eine stindige Osteoblastenaktivitit.

Bei der Betrachtung der Steifigkeit zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den
Kontrollproben und den Belastungsproben, ab einer Intensitit von 1500ustrain.
Zwischen der Kontrollgruppe und der Belastungsgruppe 1000ustrain gab es keinen
signifikanten Unterschied. Die in der Kontrollgruppe beobachtete Zunahme der
Steifigkeit liegt moglicherweise im Messablauf selbiger begriindet, da es am Ende der
Messung zu einem abrupten Spannungsabfall kommt (sieche Kap. 3.4) und der Knochen
damit durch moglicherweise dabei auftretende hohe Frequenzanteile mechanisch

stimuliert worden sein konnte. Ab einer Intensitdt von 1500ustrain kommt es also zu
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signifikanten Verdnderungen des Knochenstoffwechsels, in deren Folge die Steifigkeit
ansteigt.

Im Gegensatz zu Vorversuchen wurde die Steifigkeit vor der eigentlichen Belastung
gemessen. Dadurch sollte vermieden werden, dass eine vorher stattgefundene Belastung
Einfluss auf die viskoelastischen Eigenschaften des Knochens nimmt und somit den
wahren Wert der Steifigkeit beeinflusst.

Auf Grund nicht real erscheinender Messergebnisse am ersten Belastungstag, wurde
beschlossen, vor der Messung einen kurzzeitigen Druck auf den Belastungspiston zu
geben (siche Kap. 3.4). Grund dafiir war die Feststellung, dass der Piston bei einigen
Proben noch keinen direkten Kontakt mit der Knochenzylinderoberfldche hatte. Dieser
Druck konnte, v.a. die Kontrollproben betreffend, ausreichend gewesen sein, um den
Knochenstoffwechsel zu beeinflussen und damit auch die Steifigkeit. Ein weiterer
Einflussfaktor ist die eigentliche Steifigkeitsmessung. Bei dieser wird der Knochen bis
zu 20pum komprimiert, was ebenfalls als Stimulus auf das Knochenwachstum oder auf
den Knochenumbau wirken konnte.

Weiterhin konnte das im Versorgungsmedium enthaltene FCS, in welchem eine
Vielzahl von Wachstumsfaktoren enthalten sind, die Steifigkeitszunahme in den
Kontrollproben erkléren.

Da bis auf die fehlende mechanische Belastung in der Kontrollgruppe die Bedingungen
fiir alle Gruppen identisch waren, kdnnen die gewonnenen Ergebnisse trotzdem als
valide und verwertbar angesehen werden.

Bei der Planung zukiinftiger Versuche sollten aber folgende Uberlegungen in Betracht

gezogen werden um genannte Einfliisse abzustellen bzw. zu reduzieren.

1. Bestimmung der Steifigkeit der Kontrollproben in groBeren zeitlichen Abstéinden
oder nur zu Versuchsbeginn und zu Versuchsende.

2. Um den moglichen Einfluss der Steifigkeitsmessung zu verringern, sollte die
Kompression der Proben auf 15um oder 10um reduziert werden.

3. Vermeidung des abrupten Spannungsabfalls am PEA am Ende -einer
Steifigkeitsmessung, um eine dynamische Stimulation durch hohe
Frequenzanteile zu verhindern.

4. Um auch den ersten Belastungstag mit in die Auswertung einzubeziehen und
Messartefakte zu vermeiden, sollte iiber eine Arretierungsmdglichkeit des

Belastungspiston in richtiger Position nachgedacht werden.
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Die Belastungsgruppen 2-5 zeigen eine deutliche Zunahme der Steifigkeit. Wie bereits
in einem vorrausgegangenem Experiment festgestellt, nahm die Steifigkeit besonders in
der ersten Versuchshélfte (11 - 12 Tage) stark zu. Gegensitzlich zu diesem Experiment
stellte sich in der zweiten Versuchshilfte kein Steifigkeitsplateau ein. Die Steifigkeit hat
auch da noch einmal, wenn auch weniger stark, zugenommen. Der Plateaueffekt konnte
nur in der Belastungsgruppe 4000ustrain beobachtet werden.

Bei der histologischen Auswertung der Osteoidauflagerung konnten Resultate aus
voraus gegangenen Versuchen bestitigt werden. Die Dicke der Osteoidauflagerung
scheint von der Intensitit des Belastungssignals abhdngig und korreliert mit der
Entwicklung der Steifigkeit (r=0,87).

Das die Kontrollgruppe ebenfalls Osteoidauflagerungen zeigt, kann auf o.g. Effekte
zuriick gefiihrt werden und natiirlich auch darauf, dass die Einwirkung der
Steifigkeitsmessung selbst eine Richtungsédnderung der urspriinglich vorhandenen
Krifte/Kompressionen (Kalb auf der Wiese) bewirkt.

Basierend auf den Verlaufsbeobachtungen scheinen die Adaptationsvorginge an die
neuen Belastungen wihrend der ersten 12 Belastungstage am intensivsten zu sein. Die
Belastungsgruppen 1500, 2000 und 3000pstrain zeigen dabei kontinuierliche
Anpassungsvorginge, auch wéhrend des gesamten Versuchszeitraumes. FEine
Belastungsintensitdt von 4000ustrain ist als maximal zu betrachten, da in der zweiten
Versuchshilfte keine wesentlichen Anderungen der Knocheneigenschaften zu
beobachten waren. Dies ist vergleichbar mit dem sportlichen Training, wo ab einem
gewissen Zeitpunkt keine suffiziente Leistungssteigerung mehr moglich ist. Betrachtet
man den Faktor Zeit, so kann davon ausgegangen werden, dass, bei einer Intensitit von
4000ustrain, 5 Minuten tdgliche Belastung ausreichend sind um Maximaleffekte in
relativ kurzer Zeit am Knochen zu bewirken. Bei Belastungen geringerer Intensitit
sollte  iiber eine Verlingerung der Belastungsdauer nachgedacht werden, wenn
Maximaleffekte erwiinscht sind.

Liegt eine Belastungsintensitét oberhalb eines physiologischen Belastungsniveaus, fiihrt
dies zu einer Degeneration des Knochengewebes in Form von Mikrofrakturen und zur
Abnahme der Knochensteifigkeit [165] Die Belastungsschwelle liegt bei etwa
5000ustrain.

Osteoidauflagerungen waren in allen Gruppen zu beobachten. Signifikante Unterschiede
gab es zwischen der Kontrollgruppe einerseits und den Belastungsgruppen 2000, 3000

und 4000ustrain  andererseits. Bezieht man sich ausschlieBlich auf die
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Osteoidauflagerungen, so fithrt erst eine Belastungsintensitit von 2000ustrain zu
signifikant  physiologischen =~ Reaktionen in  Form von  appositionellem

Knochenwachstum.

Die histologische Auswertung war ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit. Es ist
gelungen, gute Schnitte und Férbungen der unentkalkten Knochenexplantate
herzustellen. Alle Férbungen zeigten intaktes Knochengewebe und vitale
Knochenzellen. Durch die Darstellung neu gebildeten Osteoids konnten die Ergebnisse
der Steifigkeitsmessung bestétigt werden. Die Trichromfarbung nach Goldner und die
Versilberung nach Kossa konnen auf Grund ihrer klarern Farbkontraste zwischen
mineralisierter und nicht mineralisierter Matrix (Osteoid) flir diese Auswertung
besonders empfohlen werden.

Der Nachweis suffizienter Versorgung der Knochenzellen konnte mit der Alcianblau-
PAS Fiarbung erbracht werden. Bei dieser Farbung wurde das in den Zellen gespeicherte
Glykogen dargestellt.

Jedoch gab es bei der histologischen Aufarbeitung ein gro3es Problem. Nachdem die in
Technovit 9100 New eingebetteten Proben geschnitten und auf den Objekttragern fixiert
waren, mussten wir feststellen, dass sich die Schnitte entweder wiahrend der
Entacrylierung oder wéhrend der Farbeprozedur vom Objekttriger ablosten. Dies fiihrte
zu einem geschitzten ,,Verlust® von ca. 1500 Schnitten, welche nicht mehr fiir
Féarbungen verwendet werden konnten. Bei der Austestung verschiedenst beschichteter
Objekttrager lieferte erst eine Ponalbeschichtung der Objekttrager ein
zufriedenstellendes Ergebnis.

Ein weiteres Problem stellten die in den histologischen Leitlinien angegebenen
Farbezeiten dar. Erst die im Kapitel Material und Methoden dargestellten modifizierten
Férbezeiten lieferten ein ansprechendes Ergebnis.

Die enzymhistochemischen Auswertung lieferte nur zum Teil zufriedenstellende
Ergebnisse. Unter Anwendung der Saure Phosphatase Reaktion konnten Osteoklasten
sehr gut dargestellt werden. Eine Darstellung von Osteoblasten mittels der Alkalischen
Phosphatase Reaktion war trotz verschiedenster Versuchsansdtze nicht moglich. Der
Einfluss der Aufarbeitung und die komplizierten Firbeschritte konnten eine Ursache fiir
den Verlust der Enzymaktivitit darstellen.

Bei der Auswertung der polychromen Sequenzmarkierung zeigte sich ein sehr guter

Einbau von Calzein mit iiberwiegend durchgehenden Banden. Alizarin konnte ebenfalls
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nachgewiesen werden, doch nicht so hédufig und kontinuierlich. Fiir zukiinftige
Experimente wire es denkbar, Calzein ein zweites Mal zu verwenden oder auf einen
anderen Farbstoff, wie Tetrazyklin oder Xylenolorange zuriickzugreifen. Diese
Farbstoffe haben sich auch schon in anderen Arbeiten bewihrt [112] .

Denkbar wire auch eine dreimalige Anwendung der polychromen Sequenzmarkierung.
Die erste sollte vor der ersten Belastung, die zweite zur Versuchshélfte und die dritte
zum Ende des Versuches durchgefiihrt werden. Damit konnten Korrelationen zwischen
der Dynamik der Osteoidauflagerung und der Entwicklung der Steifigkeit nachgewiesen
werden. Interessant ist dabei besonders die erste Versuchshilfte mit dem starken
Anstieg der Steifigkeit. Trotz allem stellt die Bildung neuen Osteoids einen
permanenten Prozess wihrend des gesamten Belastungszeitraums dar, was
Osteoidauflagerungen iiber der Alizarinbande verdeutlichen.

Fiir die Beurteilung der Vitalitit von Knochenzellen wire der ApopTag In Stu Oligo
Ligation Kit zu empfehlen. Es hat sich gezeigt, dass in den nicht belasteten
Kontrollproben anteilsmiBig mehr apoptotische Zellen vorhanden sind, als in den
belasteten Gruppen. Der Einfluss mechanischer Belastung auf das Apoptoseverhalten
von Knochenzellen kann mit diesem Test untersucht werden und stellt einen weiteren
Ansatz fiir zukiinftige Versuche dar.

Die Betrachtung der Kulturbedingungen zeigte, dass das hier verwendete DMEM high-
glucose Medium den Anspriichen zur Kultivierung der Knochenzylinder iiber einen
langeren Zeitraum gerecht wird. Die guten Puffereigenschaften bestitigen sich im
aufgezeigten Verlauf der pH-Werte. Es garantiert einen ausreichenden
Knochenzellmetabolismus, was mit dem Verlauf der Alkalischen Phosphatase und mit
den aufgezeigten Osteoidauflagerungen bestétigt wird. Fiir zukiinftige Versuche
verbunden mit entsprechenden finanziellen Ressourcen wire ein tiglicher Wechsel des
Mediums optimal. Damit konnte der Verlauf der Alkalischen Phosphatase und der
Laktatdehydrogenase besonders am Versuchsbeginn noch genauer untersucht werden.
Besonderes Interesse liegt dabei auf dem Einfluss der Priparation und der ersten
Belastungen, mit entsprechender Intensitit. Das Medium wurde zwar an den ersten
Versuchstagen tiglich gewechselt, doch die genommenen Abnahmen konnten auf
Grund anderer Volumenkonzentrationen nicht mit den {ibrigen verglichen werden.

Die vorhandenen Werte zeigten jedoch, dass die sehr hohen Enzymkonzentrationen eine
Folge der Préparation sein mussten, da auch die nicht belastete Kontrollgruppe sehr

hohe Konzentrationen aufwies. Bestétigt wird diese Annahme durch die Auswertung
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der Laktatdehydrogenase, welche zwischen den Gruppen keine signifikanten
Unterschiede zeigt. Im weiteren Verlauf fiel diese in allen Gruppen gleich stark ab und
ndherte sich einem Niveau um 0 U/dl. Dies gilt als Beleg dafiir, dass es im
Versuchsverlauf zu keiner weiteren signifikanten Zellschddigung gekommen ist.

Eine genauere Betrachtung der Knochenreaktion, besonders auf die Zeit nach der
Préparation und wéhrend des Belastungszeitraumes, konnte mit der Bestimmung
weiterer knochenzellspezifischer Marker vorgenommen werden. Dabei handelt es sich
um extrazellulire Matrixproteine wie Osteocalcin [99,166,167], Kollagen Typ I,
Fibronektin oder Osteopontin [168,169]. Interessant wére auch die Bestimmung von
extrazelluldirem Kalzium oder von Osteoprotegerin (OPG), welches auch als Osteoclast
Inhibiting Factor (OIF) bekannt ist. Es hemmt die Differenzierung und Aktivierung von
Osteoklasten und scheint damit Einfluss auf das Knochenremodeling zu nehmen.
Arbeiten zu diesem Zusammenhang sind bereits erschienen [46,170], doch leider nicht
fiir bovines Knochengewebe, da zum jetzigen Zeitpunkt noch kein Antikorper fiir
bovines OPG zur Verfligung steht.

Die gesamte Préaparation kann als ausgereifte und nahezu perfekte Prozedur beschrieben
werden. Wihrend vieler Arbeitsschritte und einem zeitlichen Aufwand von ca. 5-10
Stunden entstanden voll vitale Knochenzylinder und es traten auch keine Infektionen
auf. Problematisch ist zum einen das Ausbohren der Zylinder und zum anderen die
Kiirzung der Knochenzylinder von ca. 8mm auf genau Smm. Die Ausbohrung erfolgte
mit einem diamantbesetzten Hohlbohrer und die Kiirzung wurde mit der Innenlochsége
vorgenommen. Trotz sorgfiltiger Bearbeitung und stindiger Anwendung gekiihlter
isotonischer Kochsalzlosung zum spiilen und kiihlen, fielen in den histologischen
Schnitten, besonders am AuBlenbereich der Zylinder, Ansammlungen von
praparationsbedingtem Knochenstaub bzw. Knochenmehl auf. Dieser konnte der
aufwendigen Waschprozedur standhalten und konnte zu einer eventuellen partiellen
Einschriankung der Knochenzellversorgung gefiihrt haben oder wirkte als ungewollter
Filter bei der polychromen Sequenzmarkierung fiir die verwendeten Farbstoffe. Dies
kann bezweifelt werden, da Calzein und Alizarin in den Knochen eingebaut wurden.
Auszuschlieflen ist es aber nicht, da diese Schnittbereiche im ultravioletten Licht
besonders intensiv erschienen.

Man konnte diesem Problem begegnen, indem man bei dem Hohlbohrer eventuell eine
grobere Kornung des Diamantbesatzes wihlt, bzw. zur Kiirzung der Zylinder die

Bandsdge benutzt. Es sollte immer darauf geachtet werden, dass jede

128



5 Diskussion der Ergebnisse

Praparationsmaflnahme eine Zerstorung von Knochengewebe zur Folge hat und vorher
auf jeden Fall ein Schaden-Nutzen Vergleich gezogen werden sollte.

Vorteilhaft wére auch eine Mdglichkeit zur Bestimmung der Sauerstoffkonzentration in
der Kulturbelastungskammer um eine suffiziente O,-Versorgung des Knochens zu
beweisen. Des weiteren konnten Knochendichtemessungen, vor und nach dem Versuch,
die gewonnenen Erkenntnisse bestétigen.

Zukiinftige Einsatzgebiete des hier vorgestellten Systems wiren sehr vielféltig. Eines
davon wére die Biomaterial- bzw. Implantatforschung. Im Vergleich zu Tierversuchen
ist es relativ kostengiinstig und bendtigt weniger organisatorischen Aufwand um
Materialien zu testen und Gewebeeinwachsverhalten zu beurteilen. Des weiteren kann
der Einfluss verschiedenster Belastungssignale, sowie pharmazeutischer Produkte auf
das Knochengewebe getestet werden. Dabei ist besonders an die Osteoporoseforschung
zu denken

Das spannendste Gebiet ist mit Sicherheit die Erforschung des Knochenstoffwechsels in
der Schwerelosigkeit. Verschiedene Veroffentlichungen konnten zeigen, dass
Schwerelosigkeit zu einer Abnahme der Knochenmasse fiihrt [13,15]. Aus diesem
Grund soll in naher Zukunft ein komplettes miniaturisiertes und vollautomatisiertes
Zetos-System in der internationalen Raumstation (ISS) eingesetzt werden, um
bestimmte Belastungsformen zu erforschen, die in definierten Zeitintervallen appliziert,

den Substanzverlust reduzieren oder verhindern konnen.
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6 Zusammenfassung

In diesem Versuch wurden 48 trabekuldre bovine Knochenzylinder iiber einen Zeitraum
von 26 Tagen kultiviert und an 23 Tagen belastet. Das Belastungssignal entsprach dem
physiologischen Springen und wurde mit verschiedenen Intensititen auf die
Knochenproben appliziert.

Die Knochenzylinder wurden per Randomisierung in 6 Gruppen mit je 8 Proben
eingeteilt. Einer Kontrollgruppe wurden 5 Belastungsgruppen mit den
Maximalintensititen von 1000, 1500, 2000, 3000 und 4000 pstrain gegeniiber gestellt.
Das Belastungssignal wurde tiglich mit 300 Zyklen bei einer Frequenz von 1Hz, mit
entsprechender Intensitit, auf die Knochenproben appliziert. Vor der eigentlichen
Belastung wurde die Steifigkeit (E-Modul) der Knochenzylinder bestimmt. In der
Kontrollgruppe wurde diese alle 72 Stunden bestimmt.

Die belasteten Gruppen zeigten unterschiedliche Steifigkeitsanstiege, wobei sich die
Gruppen, ab der Maximalbelastung von 1500ustrain, signifikant von der Kontrollgruppe
unterschieden (p<0,05). Bei dem Vergleich der Belastungsgruppen gab es nur zwischen
1000ustrain  und  4000pstrain  signifikante  Unterschiede  (p=0,0098). Die
Verlaufsbetrachtung der Steifigkeit zeigte in allen Belastungsgruppen eine weitgehend
kontinuierliche Zunahme, welche in der ersten Versuchshélfte (bis 11.Belastungstag)
stiarker ausgepréagt war. Die Belastungsgruppe 4000ustrain erreichte noch relativ kurzer
Belastungszeit (8-10) Tage ein Steifigkeitsmaximum, welches bis zum Versuchsende
nahezu konstant blieb. In der Kontrollgruppe hat die Steifigkeit nur leicht zugenommen.
Ein Abfall war nicht zu beobachten. Diese Zunahme in der Kontrollgruppe konnte
durch eine zu hdufige Messfrequenz oder durch Wachstumshormone im FCS (fetal calf
serum), welches Bestandteil des Versorgungsmediums ist, erkldrbar sein.

Die Anstiege der Steifigkeiten erkldren sich durch das nachgewiesene appositionelle
Knochenwachstum in Form von Osteoidauflagerung.

Die Gruppen mit der Maximalbelastung 2000, 3000, 4000ustrain unterscheiden sich in
der Osteoiddicke signifikant von der Kontrollgruppe (p<0,05), obwohl es auch in der
Kontrollgruppe zu Osteoidauflagerungen kam. Es konnte zudem ein deskriptiver, fast
linearer, Zusammenhang zwischen Intensitit der Belastung und Osteoidauflagerung
festgestellt werden (r=0,87). Je hoher die Intensitit, um so hoher die

Steifigkeitszunahme, desto mehr Osteoidauflagerung.
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Die Parameter der Alkalischen Phosphatase und Laktatdehydrogenase zeigten wéhrend
der ersten Versuchstage erhohte Konzentrationen. Dies ist auf die priparationsbedingte
Zellschidigung zuriickzufiihren. Im weiteren Versuchsverlauf sank die Konzentration
der LDH, als Zelltodmarker, auf Werte gegen Null, was fiir keinen weiteren Zellverlust
spricht. Die Werte der AP lagen im weiteren Verlauf zwischen 25 — 30 U/dl, was fiir
eine stindige Stoffwechselaktivitit des Knochens spricht.

Ein weiterer Beweis fiir die Vitalitit und die Steifigkeitszunahme der Knochenproben,
nach 26tdgiger Kultivierungs- und Belastungsdauer, waren die Ergebnisse der
histologischen Aufarbeitung. Dazu zdhlen vollstindig erhaltene Gewebestrukturen, gute
Darstellungen von Zellen und Zellkernen, sowie Osteoidauflagerungen {iber den, bei der
polychromen Sequenzmarkierung entstandenen, Calcein- und Alizarinbanden.

In den nur stichprobenartig durchgefiihrten Apoptoseuntersuchungen bestétigte sich der
Erhalt der Vitalitit, da mehr vitale als apoptotische Zellen detektiert werden konnten.
Auf Grund der Ergebnisse der Steifigkeit, der Enzymbestimmungen (Alk. Phosphatase,
Laktatdehydrogenase), der pH-Werte und der histologischen Aufarbeitung, inklusive
der Osteoidbestimmung und Apoptoseuntersuchung, hat sich das Zetos-System bei der
Arbeit mit trabekuldren Knochen als funktionsfihig bestdtigt und kann unter den
anderen Moglichkeiten zur Erforschung der Knochenphysiologie als etabliert betrachtet
werden.

Die zukiinftigen Einsatzgebiete des Zetos-Systems erscheinen daher sehr vielféltig. Zum
einen liegen sie in der weiteren Erforschung der Knochenphysiologie bei
Schwerelosigkeit (Raumfahrt) und in der Osteoporoseforschung. Zum anderen in der

Testung von Biomaterialien und pharmakologischen Erzeugnissen.
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