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Einfiihrung

1 Einfithrung

1.1 Thematische Einordnung

Wie bereits vor {iber 400 Jahren von Galileo Galilei (1564-1642) beschrieben, wird die
Regulation der Knochenform und —struktur durch mechanische Belastungen beeinflusst.
Durch diese wird der Knochen deformiert, was zu einer Anderung der Knochenliinge
relativ zur Ausgangslinge fiihrt. Der Quotient aus AL / L wird in strain angegeben.
Dabei ist AL die Linge, um welche der Knochen komprimiert wird und L die
Ausgangslinge des Knochens. Der Knochen kann auf Belastung zum einen mit einer
Zunahme seiner Dichte, zum anderen mit einer Anderung seines trabekuliren Aufbaus
reagieren. Diese Reaktionen fitlhren zu einer erhdhten Widerstandsfihigkeit des
Knochens gegeniiber weiteren Belastungen [49,93]. In mehreren Studien konnte gezeigt
werden, dass eine direkte mechanische Belastung des Knochens eine erhdhte
Proliferations- und Differenzierungsaktivitit der Osteoblasten bedingt [9,79] und es
somit einerseits zu einer Zunahme der Knochendichte und andererseits zu einer
Abnahme der altersbedingten Knochenabbauprozesse kommt [51,52,62,63]. Jedoch
muss die Belastungsintensitiit physiologischen Belastungsstirken entsprechen.

Korperlich aktive Menschen weisen eine erhohte Knochenmasse mit einer erhdhten
Festigkeit auf [117]. Liegen jedoch die Belastungsstufen oberhalb des physiologischen
Belastungsniveaus, resultiert eine Degeneration der Knochenstruktur [44]. Im
Gegensatz dazu zeigen beispielsweise Astronauten, die keiner Schwerkraft ausgesetzt
sind und deren Belastung auf den Knochen somit unterhalb einer bestimmten
Grenzschwelle liegt, einen Verlust ihrer Knochendichte. Nach lingeren Aufenthalten
im Weltraum zeigt sich bei diesen Personen zum einen eine verminderte
Knochenneubildung [6,118] und 2zum anderen eine Abnahme der fiir die
Knochenneubildung relevanten Proteine [11,78]. Zusammenfassend gilt, dass die
Mechanosensitivitit von Knochengewebe, auf physiologische Belastungsreize zu
reagieren, mit einer erhdhten Syntheserate von Matrixproteinen und einer erhéhten

Mitoserate einhergeht.
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Um ex vivo Studien unter definierten Kultur- und Belastungsbedingungen an
trabekuldiren Knochen durchfilhren zu konnen, wurde von Prof. D.B. Jones ein
mechanisches Belastungs- und Messsystem in Kombination mit einer Kultur- und
Belastungskammer entwickelt. Mit diesem System kann entweder eine definierte
Kompression oder eine definierte Kraft auf Knochenzylinder ausgeiibt werden. Dabei
werden immer beide Werte bestimmt, da die Vorgabe nur eines Wertes zu ungenau ist.
Derzeit kénnen Proben im Frequenzbereich von 0,1 bis 50 Hz dynamisch stimuliert

werden. Die Genauigkeit der Kompression betriigt #0.5 - £1.5 pstrain.

Abb. 1: Der Zetos

Mit Hilfe dieses Systems wird es méglich, genaue Messungen vielerlei mechanischer
Eigenschaften des zu untersuchenden Gewebes durchzufiihren. Der piezo-elektrische
Aktor kann sowohl quasi statische Belastungen als auch periodische Oszillationsmuster
erzeugen, wihrend daber Kraft und Kompression simultan gemessen werden. Die
gemessenen Grossen dienen der Berechnung der scheinbaren Steifigkeit des Knochens
und der physikalischen Anderung wihrend der Kultivierung. Das beschriebene System

trigt den Namen ZETOS [Smith EL and Jones D; Combined perfusion and mechanical
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loading system for explanted bone. US patent 6171812; 2001] und besteht aus zwei
Wortanteilen. Der griechische Buchstabe £ (Zeta) wird manchmal als Symbol fiir strain
(relative Kompression) verwendet, das ebenfalls griechische Wort os bedeutet Knochen.
In der Vergangenheit wurde eine Vielzahl von Modellen entwickelt, die mechanisch
induzierte Verinderungen im Knochenmetabolismus und in der Knochenmorphologie
untersuchen sollten. Jedoch ist der hinter diesen Veridnderungen stehende zelluldre
Mechanismus noch nicht vollstindig aufgeklart.

Die bisher entwickelten Modelle verwenden Zellkulturen [121,124], Organkulturen
[13,54,88] oder den Gesamtorganismus [2,14,94,91,112], kénnen jedoch meist nicht die
Amplitude, Richtung, Art und Frequenz imitieren, die in der komplexen Natur der
physiologischen Belastung in vivo auftritt. Dariiberhinaus sind Tierversuche erheblich
schwerer zu gestalten und sehr kostentrichtig. Desweiteren verwenden diese Modelle
entweder hydraulische Systeme oder eine Vielzahl von Hebeln, Nockenwellen oder
Schrauben, um die Gewebe mechanisch zu stimulieren oder deren physikalische
Eigenschaften zu bewerten [3,27,29,58,59,90,103,114]. Eine engmaschige Kontrolle der
Kraft und der Kompression in Form von Echtzeitmessungen wiahrend einer
dynamischen Belastung ist bei den erwihnten Systemen, vor allem bei Frequenzen
oberhalb 10 Hz, nicht mdglich. Andere Belastungssysteme verwenden
Dehnungsmessstreifen, die an Knochen oder Knochenstiicken fixiert werden, um bei
einer limitierten Anzahl an Messungen die elastische Kompression abschitzen und
berechnen zu kénnen.

Um Knochenzylinder, die eine hohe Varianz sowohl in ihrer Struktur, als auch in ihren
physikalischen Eigenschaften aufweisen kinnen , mit einem definierten mechanischen
Signal belasten zu konnen, wird daher ein prézises und stabiles Belastungssystem

benétigt.

1.2 Die scheinbare Steifigkeit / E-Modul

Um die scheinbare Steifigkeit von Knochen oder die Steifigkeit von Referenzkirpern
messen zu konnen, wird eine quasi- statische Belastung durchgefiihrt, bei der die Kraft

langsam in Schritten bis zu 300 — 1000 N tiber 30 Sekunden ansteigt. Die Kraft und die
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Kompression werden gleichzeitig bestimmt, die Daten elektronisch gesammelt und
gespeichert. Die scheinbare Steifigkeit wird errechnet, indem der reziproke Verlauf der
linearen Regressionslinie {iber ein wahlbares Kraftintervall aufgetragen wird. Im Falle
eines nicht linearen Verlaufs muss der Benutzer auf der Kraftachse ein Intervall wiihlen,

welches einen nahezu linearen Verlauf aufweisst.

Das Kontrollprogramm des Systems ermittelt zundchst die tatsiichliche Steifigkeit. Die
Steifigkeit ist iiber das Hook sche Gesetz definiert:

Das Kontrollprogramm des Systems sammelt jedoch eine grosse Anzahl (ca. 300) von
Daten {fi...f;}, {cj...cy} in einem bestimmten Kraftintervall [fi...fs] anstatt nur zweier
Paare (fmax, Cmax); (fmins Cmin). Die scheinbare Steifigkeit folgt aus der Steigung der
Regressionsgeraden iiber diese Werte.

Das Programm errechnet die scheinbare Steifigkeit in der Masseinheit eines
Elastizititsmoduls (Y, Einheit MPa oder GPa), indem es die zylindrischen Parameter
Radius (r) und Hohe (h) zur Normalisierung benutzt. Um jedoch einen Wert zu
erzeugen, der nicht von den geometrischen Dimensionen abhingt, sondemn eine reine

Materialkonstante représentiert, wird folgende Formel verwendet:

Y=s-h/(n-r")
n -1 = Stirnfliche
h = Hdéhe

s = Stetfigkeit

Auf diese Weise erhilt man einen Wert, der praktikabel mit den mechanischen

Eigenschaften anderer Materialien verglichen werden kann.
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Andere Definitionen sind mathematisch véllig gleichwertig, heben aber andere Begriffe

hervor. So wird oft geschrieben:

Af-h
N L =P /£ = Druck / Dehnung
Ac- A

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

Dieser Zusammenhang kann auch folgendermassen 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 Héhe 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.

10
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1.3 Der Knochen

In allen héheren Vertebraten findet man Knochen beziehungsweise ein Skelett, das fiir
die Formgebung und Fortbewegung eines Korpers die notwendige Voraussetzung
darstellt. Knochen bezeichnet ein sehr komplexes und hochspezialisiertes Bindegewebe,
dessen metabolisch aktive Zellen in einer mit Kalziumsalzen mineralisierten
organischen Matrix vorliegen, von dieser umgeben oder deren sie anhéngig sind. Die
Zugfestigkeit dieses Gewebes wird durch Typ-I-Kollagen bestimmt, welches 95% der
organischen Matrix ausmacht. Die iibrigen 5% setzen sich aus Proteoglykanen und einer
Vielzahl nicht-kollagener Proteine zusammen. Hierzu zdhlen unter anderem die
Glykosaminoglykane und die Polysaccharidketten der Proteoglykane wie beispielsweise
das Chondroitinsulfat. Aber auch das Osteokalzin, welches das am besten
charakterisierte Knochenprotein ist, sowie weitere nicht-kollagene Proteine z.B.
Osteopontin, Bonesialoprotein, Osteonectin und andere sind in der Knochenmatrix
anzutreffen. Unter zellulirer Kontrolle erfolgt die Ablagerung von Kalziumsalzen und
Kristallen, die dem Hydroxylapatit [Ca;o(POs)s(OH);] dhneln. Diese Hydroxylapatite
sind in einem Abstand von 25-30nm entlang der Kollagenfibrillen angeordnet und
werden durch die umgebende Grundsubstanz stabilisiert. Auf diese Weise wird die
deutliche Kompressionsfestigkeit des Skeletts gewihrleistet, wobei immer eine gewisse
Elastizitiit erhalten bleibt. Ferner enthilt der Knochen geringe Mengen an Carbonat
(6%), Nitrat (1%), Natrium (0,7%), Magnesium (0,7%) und Spuren von Fluor. Durch
mechanische Belastungen werden permanent Umbauvorgéinge provoziert, die zu einer
trajektoriellen Ausrichtung des Knochens fithren.

Neben der mechanischen Belastung wirken verschiedene Hormone auf den Knochen
ein, die das Knochenwachstum modulieren oder aber zur Konstanz des Kalzium-
Blutspiegels im Korper beitragen. Die wichtigsten Hormone sind dabei das 1,25-
Dihydroxycholecalciferol, das Thyreocalcitonin und das Parathormon (PTH). Das
Parathormon, welches iiber G-Protein-gekoppelte Phospholipase C-Rezeptoren wirkt,
kann in physiologischen Konzentrationen einen anabolen Effekt zeigen, indem es die
Phospholipase C aktiviert [135,137], die Proliferation der Osteoblasten stimuliert [136]
und das Antwortverhalten von Osteoblasten auf mechanische Belastungen verstirkt
[134]. In  unphysiologisch hohen Konzentrationen bewirkt es eine

Kalziummobilisierung aus dem Knochen durch Osteoklastenaktivierung, eine

11
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verminderte  Kalziumausscheidung iiber die Niere und eine gesteigerte
Kalziumresorption im Darm. Das Thyreokalzitonin wirkt als direkter Parathormon-
Antagonist. Es hemmt die Kalziumfreisetzung aus dem Knochen und reduziert die Zahl
der Osteoklasten. Das 1,25-Dihydroxycholekalziferol leitet sich vom Cholesterin ab. Es
fordert die intestinale Kalziumresorption.

Kommt es innerhalb dieses Hormonsystems zu Imbalancen, resultiert zumeist eine

schwere Stérung des Skelettaufbaus.

Abb. 2: Schematische Darstellung von Knochengewebe und dessen Zellen

1.4 Die Knochenzellen

Die im Knochengewebe enthaltenen Zellen liegen in verschiedenen Formen vor,

nimlich als:

- Vorlduferzellen

- Osteoblasten

12
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- Osteozyten

- Osteoklasten

- Bone-lining-Zellen
- Adipozyten

-  Monocyten und

- Nervenzellen

Dabei sind die Vorlduferzellen, Osteoblasten, Osteoklasten und Bone-Lining-Zellen an
der Knochenoberfliche zu finden, wihrend die Osteozyten innerhalb der mineralisierten
Matrix liegen.

Die Osteoblasten, Osteozyten und Bone-Lining-Zellen leiten sich von den lokalen
mesenchymalen  Vorlduferzellen  (Osteoprogenitorzellen) ab  [104,105,106].
Osteoklasten hingegen entwickeln sich aus der Fusion mononukledrer Vorlduferzellen
(wahrscheinlich granulocyte and macrophage colony-forming units ,,CFU-GM*)
hiamatopoetischer Gewebe [14,17,35]. Dabei kinnen die Osteoklasten entweder direkt
aus den Monozyten hervorgehen oder aber aus den Monozyten entwickeln sich zunéchst

Makrophagen, aus denen dann Osteoklasten entstehen kénnen.

1.4.1 Die Osteoblasten

Die Osteoblasten sind an der Oberfliche von Knochenbilkchen anzutreffen, an der sie
als einschichtige Zelllinie imponieren. Wihrend der Synthesephase haben sie eine
kubische bis hochprismatische Form, wohingegen sie bei Syntheseinaktivitit eher flach
erscheinen. Die Aktivitit der Osteoblasten wird vor allem durch Hormone wie
beispielsweise das Somatotrope Hormon gesteuert.

Die an der Bilkchenoberfliche in einer Linie liegenden Osteoblasten stehen durch feine
zytoplasmatische Fortsitze miteinander in Verbindung. Diese Fortsitze treten besonders
deutlich hervor, wenn die Osteoblasten eine hohe Syntheseaktivitiit zeigen und sich mit
Grundsubstanz umgeben.

Die Synthese organischer Bestandteile der Knochengrundsubstanz - Kollagen,

Proteoglycane und Glycoproteine - wird von den Osteoblasten vollzogen. Sie bewirken

13
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dariiber hinaus die Bildung der Hartsubstanz. Wihrend der Synthesephase zeichnen sich
die Osteoblasten durch ein gut entwickeltes Retikuloendotheliales System sowie einen
prominenten Golgi-Apparat aus. Lichtmikroskopisch erscheinen sie in dieser Phase
basophil. Sie besitzen alle Charakteristika proteinbildender Zellen. Sie produzieren Typ-
I Kollagen, aber auch die nichtkollagenen Proteine der Matrix. Zu diesen ziihlen unter
anderem Proteoglykane, Osteokalzin, Osteopontin, Osteonektin, Fibronektin, Bone
Sialoprotein, Interleukine, Wachstumsfaktoren, Prostaglandine und Hormonrezeptoren.
Eine Vielzahl der nichtkollagenen Proteine konnte bereits isoliert werden [97], jedoch
konnte ihnen bisher keine eindeutige Funktion nachgewiesen werden.

Um die Aktivitit der Osteoblasten quantifizieren zu kinnen, wird die Alkalische
Phosphatase (AP) gemessen, die von diesen Zellen sezemiert wird. Funktion der AP ist
die Spaltung der inorganischen Pyrophosphate [129,130], die sonst ihrerseits die
Knochenmineralisierung inhibieren konnen. Je hoher die Freisetzung der Alkalischen
Phosphatase, desto hoher die Aktivitit der Osteoblasten und desto intensiver der
Knochenanbau. Erhohte Konzentrationen der Alkalischen Phosphatase werden
hauptsdchlich wihrend Wachstumsphasen und Frakturheilungsvorgingen beobachtet.
Zudem fallen im Zytoplasma der aktiven Osteoblasten PAS-positive Granula auf, die
nach derzeitigem Kenntnisstand neutrale Glykoproteine fiir die Knochengrundsusbtanz
enthalten.

Osteoblasten erscheinen als polarisierte Zellen: Die Sezernierung anfallender
Syntheseprodukte findet immer dort statt, wo die Zellen mit Knochengrundsubstanz in
Kontakt stehen. Die Hartsubstanz wird durch Abschniirung von Matrixvesikeln
herbeigefihrt. Der Zellkern des Osteoblasten, der gross und rund in Erscheinung tritt
und fein verteiltes Chromatin besitzt, befindet sich auf der der Matrix abgewandten
Seite. Zwischen Matrix und Zellkern befinden sich die Zellorganellen, deren Aufgabe
die Synthese der Matrixsubstanz ist. Der Golgi-Apparat imponiert dabei hiufig als
Aufhellung.

Die von den Osteoblasten gebildete Grundsubstanz, die zundchst noch nicht verkalkt ist
und sich durch ungeordnete Kollagenfibrillen auszeichnet, bezeichnet man als
Vorknochen oder Osteoid, das spiter mineralisiert wird.

Jedoch wverfiigt der Organismus auch iiber Makromolekiile, die als Inhibitor der
physiologischen und pathologischen Kalzifizierung, Knochenmineralisierung und

Knochenresorption auftreten. Zu diesen zihlen die schon erwihnten inorganischen

14
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Pyrophosphate  [8], Pyrophosphat-Analoga wie die Bisphosphanate [20],
Nukleosidtriphosphate [109], sowie andere anionische Proteine [89].

Wie bereits beschrieben, findet die Ablagerung der Matrix an der Knochenoberfliche
statt. In regelmissigen Abstinden lisst sich jedoch eine Generalisierung beobachten,
innerhalb derer sich die Osteoblasten mit Knochenmatrix umgeben und somit eine neue
Osteozytenschicht gebildet wird. Durch eine spitere Ablagerung von Mineralien wird
die organische Matrix impermeabel. Uber zytoplasmatische Verbindungen zu anderen
Zellen wird die Versorgung der Osteozyten gewihrleistet.

1.4.2 Die Osteozyten

Als Osteozyt wird eine Zelle dann bezeichnet, wenn sie ringsum von
Knochengrundsubstanz umgeben ist. Wie bereits im vorherigen Kapitel erwihnt, gehen
Osteozyten aus Osteoblasten hervor und dienen der Erhaltung des Knochengewebes. Im
menschlichen Korper ist ihre Zahl etwa zehnfach grésser als die der Osteoblasten [77].
Gehen Osteozyten zugrunde, wird auch die sie umgebende Knochenmatrix abgebaut.
Bei diesem Zelltyp handelt es sich um dendritische, postmitotische [80], mature
Osteoblasten [66,71]. Reife Osteozyten liegen in verkalkter Grundsubstanz und sind in
Schichten angeordnet. Von den Knochenhéhlen, in denen sich die Osteozyten befinden,
gehen feine filopodienartige Fortsdtze aus, die in feinen Knochenkanilchen liegen.
Diese Fortsitze dienen hauptsichlich dem Stofftransport zwischen den Osteozyten und
sind  untereinander  durch  gap-junctions  verbunden [18,38]. Diese
Verbindungsstrukturen ermoglichen den interzelluldren Transport von lonen und
kleinen Molekiilen. Die Stoffe kénnen dabei bis zu 15 Zellen weit transportiert werden.
Die charakteristische Form der Osteozyten dient der starken Vergrésserung der
Zelloberfliche.

Was die Morphologie von Osteozyten anbelangt, zeichnen sich diese durch eine flache
Mandelform aus. Sie haben im Vergleich zu Osteoblasten weniger Rauhes
Endoplasmatisches Retikulum (RER), einen kleinen Golgi-Apparat, sowie einen dichten
chromatinreichen Kern. Diese Charakteristika betonen die verminderte

Syntheseaktivitiit der Osteozyten verglichen mit Osteoblasten.
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Die Osteozyten kiénnen funktionell in

- osteoblastische Osteozyten und

- osteolytische Osteozyten

unterteilt werden.

Die osteoblastischen Osteozyten ermdglichen die Erhaltung der bestehenden
Grundsubstanz. Ergebnisse histochemischer Untersuchungen lassen den Schluss zu,
dass Osteozyten protein- und glykoproteingebundenes Kalziumphosphat enthalten.
Knochenzellen haben vermutlich die Fihigkeit, Kalziumphosphat in ihrem Zytoplasma
zu konzentrieren. Kalzium und Phosphat dienen dem Aufbau der interzelluliiren
Hartsubstanz.

Osteolytische Osteozyten, die sich durch einen hohen Gehalt an Lysosomen
auszeichnen, befinden sich hauptsichlich in tiefen Lagen der Knochensubstanz.
Aufgrund ihrer Fihigkeit Hartsubstanz abzubauen, kann Kalzium aus dem
Knochengewebe freigesetzt werden.

Theoretisch konnten alle Knochenzellen an der Mechanotransduktion innerhalb des
Knochengewebes beteiligt sein. Es scheint jedoch, als kidme diese Aufgabe
hauptsichlich den Osteozyten zu [10,15]. Diese Hypothese konnte in mehreren Studien
untermauert werden [50,7991,92,101]. Zwischen den unmittelbar dem Osteoid
anliegenden Osteozyten und den Bone-Lining-Zellen beziehungsweise den Osteoblasten
besteht ein Kontakt. Uber diese Kontakte kénnten durch Stress-Belastung an den
Osteozyten hervorgerufene zellulire und chemische Signale an die genannten Zellen
weitergeleitet werden. Jedoch handelt es sich hierbei um eine Hypothese, deren

Bestitigung noch Gegenstand derzeitiger Forschung ist.

1.4.3 Bone-Lining-Zellen

Morphologisch imponieren Bone-Lining-Zellen als begrenzende, flache, langgezogene,
inaktive Zellen, die sich auf der Oberfliche von Osteoid und an mineralisierten

Knochenoberflichen befinden. Die geringe Menge an zytoplasmatischen Organellen
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lisst darauf schliessen, dass diese Zellen inaktiv sind. Laut derzeitiger Spekulationen
konnen aus Bone-Lining-Zellen Osteoblasten hervorgehen, die sich wiederum in Bone-
Lining-Zellen zuriickentwickeln kénnen.

Funktionell dienen sie zum einen als Barriere fiir Kalziumionen [76], enthalten zum
anderen ein spezielles knocheninternes Milieu [95] und spielen wahrscheinlich eine

Schlisselrolle in der Lokalisierung und Initiierung des Knochenumbaus [125].

1.4.4 Die Osteoklasten

Ostecklasten erscheinen als grosse, sehr verzweigte Zellen, die in der Lage sind,
Knochengrundsubstanz abzubauen. Der Osteoklast kann mehr als 50 Zellkerne
enthalten, die an der zur Knochenoberfliche abgewandten Seite lokalisiert sind und
zeichnet sich durch einen erheblich vergrisserten, azidophilen Zellleib aus. Die
Zellkerne sind durch Zytoskelett-Proteine miteinander verbunden [63]. Die
Verzweigungen der Osteoklasten weisen unterschiedliche Durchmesser auf. Meistens
legen sich die Zellen der Oberfliche der Knochenbilkchen mit Hilfe von Podosomen an
und iberlagern andere Osteoklasten, aber auch Osteoblasten. Die Osteoklasten liegen
hiiufig in den Howship-Lakunen, Einbuchtungen der Grundsubstanz, die durch den
Knochenfrass dieser Zellen entstanden sind. Innerhalb eines Osteoklasten konnen
Bereiche gefunden werden, in denen aktiv Knochen resorbiert wird, wihrend andere
Bereiche inaktiv erscheinen.

Erst die Rasterelektronenmikroskopie konnte die genaue Morphologie von Osteoklasten
darstellen. Dabei erscheint die der Knochengrundsubstanz zugewandte Seite der
Ostecklasten unregelmissig aufgefaltet (,,ruffled border*), stark verzweigt und in
stindiger Bewegung, Dieses Relief dient der Vergrosserung der aktiv resorbierenden
Abschnitte der Osteoklasten.

Die Wirkungsweise der Osteoklasten ist noch nicht vollstindig erforscht. Jedoch
scheinen verschiedene Enzyme eine massgebliche Rolle zu spielen. Im Bereich der
wruffled border* werden lysosomale Proteinasen und dabei insbesondere das Kathepsin
K [28,64,96,123], saure Phosphatasen und Matrix-Metalloproteinasen freigesetzt.
Kathepsin K kommt wihrend der Knochenresorption die grosste Bedeutung zu. Wird
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Kathepsin K blockiert, so resultiert eine signifikante Reduktion der Knochenresorption
[131,132]. Aber auch saure Hydrolasen sind von grosser Bedeutung. Die sauren
Hydrolasen werden von Osteoblasten synthetisiert, in deren perinukleiren Golgi-
Apparat verpackt und durch Exozytose in den Extrazellulirraum abgegeben.

In den Resorptionslakunen (Howship-Lakunen) besteht ein saures Milieu [5,7,18,113].
Die dafiir erforderlichen H'-lonen werden ebenfalls von den Osteoblasten unter
Mitwirkung einer Karboanhydrase und Membran-ATPasen bereitgestellt. Bei aktiv
resorbierenden Osteoklasten lassen sich zwischen den Auffaltungen der der
Knochenoberfliche zugewandten Seite kalziumhaltige Kristalle finden. Diese und
andere abgebaute Knochensubstanzen werden dann offenbar von Osteoblasten
resorbiert, in sekundire Lysosomen aufgenommen, weiter abgebaut und das
verbleibende Material in benachbarte Gefisse abgegeben.

Histophysiologisch bleibt zu erwihnen, dass ein Osteoklast innerhalb einer bestimmten
Zeiteinheit die gleiche Menge an Knochensubstanz abbauen kann, die von 100-150
Osteoblasten aufgebaut wird.

Die Modulierung der Differenzierung der Osteoklasten-Vorliufer in Osteoklasten wird
durch osteoblastische Zellen und deren Zell-zu-Zell Interaktionen induziert. Vermutlich
sind diese osteoblastischen Zellen die Zielzellen, die einen Osteoklasten-
Differenzierungsfaktor oder —faktoren bilden als Antwort auf osteotrophische Hormone
und Zytokine. Desweiteren produzieren osteoblastische Zellen 16sliche Faktoren wie
zum Beispiel M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) [107,122] und
Komplement C3 (reguliert durch 1a25-Dihydroxyvitamin D3) [34,42,92], welche die
Entwicklung der Osteoklasten regulieren. M-CSF kommt nicht nur eine bedeutende
Rolle in der Proliferation und Differenzierung der Osteoklasten-Vorldufer zu, sondern
er ist auch essentiell fiir die Migration, Chemotaxis [26] und fiir das Uberleben reifer
Osteoklasten [41].

Eine wichtige Rolle hinsichtlich der Aktivitit der Osteoklasten kommen dem OPG
(Osteoprotegerin), RANKL (NF-Kappa B-Ligand) und dessen Rezeptor RANK zu. Das
OPG, das auch unter dem Namen Osteoclast Inhibiting Factor gefihrt wird, nimmt
entscheidenden Einfluss auf die Osteoklastenaktivitit, da es in der Lage ist, die
Differenzierung und die Aktivierung der Osteoklasten zu inhibieren [31,126].
Dariiberhinaus scheint OPG die Expression des bereits erwihnten Kathepsin K

blockieren zu kinnen, das als wichtigstes Enzym der Knochenresorption gilt. [133].
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RANKL wird von Osteoblasten und aktivierten T-Lymphozyten produziert und ist ein
wichtiger Faktor hinsichtlich der Osteoklastenformation, ihrer Fusion, Aktivierung und
ihrer Lebensdauer. Es fiihrt letztendlich zu Knochenresorption und Substanzverlust.
RANKL aktiviert einen speziellen Rezeptor, RANK, der auf Osteoklasten und
dendritischen Zellen lokalisiert ist. Die Effekte des RANKL konnen durch das OPG
neutralisiert werden, das daher auch als Neutralisierungsrezeptor bezeichnet wird
[99,127].

1.4.5 Beziehungen zwischen den Knochenzellen

Durch verschiedene Experimente wurden Hinweise gefunden, dass zwischen
Osteozyten und Osteoblasten Beziehungen bestehen. Dazu wurden Untersuchungen mit
radioaktiv markierten Substanzen (*H-Thymidin) bei jungen Tieren durchgefiihrt, deren

Knochenzellen schnell proliferieren.

Abb. 3: Schematische Darstellung der Knochenzellen und deren Abstammung

Aufgrund der angesprochenen Untersuchungen kann davon ausgegangen werden, dass

Osteoblasten aus Knochenstammzellen hervorgehen, die wiederum abgewandelte
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Mesenchymzellen sind. Die Generationszeit von Knochenstammzellen, das heisst die
Zeit, in der sich ihre Zellzahl verdoppelt, betriigt etwa 36 h. Aus einigen dieser
neugebildeten Zellen entstehen Osteoblasten. Dieser Vorgang dauvert etwa 9 Stunden.
Die Frage, ob Osteoblasten beziehungsweise Osteozyten teilungsfihig sind, ist noch
nicht hinreichend aufgeklért.

Aus etwa 10% der Osteoblasten gehen Osteozyten hervor, zum anderen kdnnen sie
Osteoblasten bleiben oder aber zugrunde gehen. Wiederum andere Osteoblasten kdnnen
sich offenbar wieder in Vorlduferzellen zuriickverwandeln.

Osteozyten konnen iiber viele Jahre Osteozyten bleiben. Da, wie bereits in vorherigen
Kapiteln beschrieben, im Rahmen des Knochenumbaus Grundsubstanz abgebaut wird,
konnen Osteozyten auch wieder zu Vorlduferzellen werden. Dariiberhinaus gehen
vornehmlich im Inneren der substantia compacta kontinuierlich Osteozyten zugrunde.
Wie bereits in Kapitel 1.4 beschrieben, kinnen Osteoklasten entweder direkt aus
Monozyten hervorgehen oder aber es entstehen aus den Monozyten zunichst

Makrophagen, aus denen sich Osteoklasten entwickeln kénnen.

1.5 Wachstumsverhalten von Knochen

Das zum Knochenumbau fiihrende Prinzip wird auch als Remodeling bezeichnet und ist
charakterisiert durch eine gekoppelte Funktion von Osteoblasten und Osteoklasten.
Dieser Mechanismus greift, wenn der Knochen so stark belastet wird, dass es zu einer
Verformung kommt (strain). Nach Frost [23] betrigt die dafiir notwendige Verformung
1500 bis 3000 pstrain.

Jeder Knochen ist in der Lage, auf ihn einwirkende Krifte bzw. Stimuli wahrzunehmen
und auf diese zu reagieren. Die provozierte Reaktionsform ist das Remodeling. Dieses
zeichnet sich dadurch aus, dass es an einzelnen Orten des Knochengewebes auftritt und
dabei jeweils eine Gruppe verschiedener Zellen rekrutiert. Etwa 20% der spongidsen
Knochenoberfliche befinden sich jeweils im Remodeling-Prozess.

Die Bone Metabolic Units (BMU) stellen die kleinste zelluldre Struktureinheit des
Knochengewebes dar. Die Integration einer solchen BMU in den Remodeling-Prozess

lduft folgendermassen ab:
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1. Organisation einer BMU
Aktivierung von Osteoblasten und Osteoklasten
Resorption von altem Knochen

Formierung einer neuen Knochenmatrix

wh & i b2

Mineralisierung

Im trabekuldren Knochen befinden sich die BMUs entlang der Knochenoberfliche, die
ebenfalls von Bone-Lining-Zellen gesidumt ist. Sie bilden eine Lakune oder dehnen sich
iiber einen weiten Bereich aus [30,37,75]. Einer der moglichen Effekte aktivierter
BMUs ist eine Erhéhung der Knochenmatrix, andererseits konnen aber auch einzelne
Knochentrabekel isoliert werden. Es entsteht dabei ein Knochenfragment, welches die
Fihigkeit verloren hat, auf mechanische Kriifte reagieren zu konnen und strukturell
funktionslos ist. Diese Fragmente werden resorbiert [16,30,37] und filhren damit zu
einem Verlust an Knochenmasse.

Der physiologische Ablauf des Remodeling, beziehungsweise die Funktionsweise der
BMUs wurde mit Hilfe tetrazyklinmarkierter Knochenbiopsien aufgezeigt. Dabei sind
besonders die Arbeiten von Frost und Parafitt [24,25,74] zu erwihnen.

Die Vorginge, aus denen der Aufbau neuer BMUs resultiert, konnten noch nicht
vollstiindig geklirt werden. Eine Theorie geht davon aus, das Bone-Lining-Zellen durch
Osteozyten, welche IGF-1 nach einer mechanischen Belastung exprimieren, aktiviert
werden und neue BMUs bilden. Jedoch koénnen Bone-Lining-Zellen auch selbstiindig
auf mechanische Stimuli reagieren. Es konnte gezeigt werden, dass lokale und
zirkulierende Hormone, Zytokine und Wachstumsfaktoren die Formierung neuer BMUs
beeinflussen. In welcher Weise dieses passiert, ist derzeit noch nicht bekannt.

Um eine neue BMU formieren zu kinnen, miissen sich jedoch zunéchst initiale Zellen
ansammeln. Dieses wiederum bedeutet, dass sich Vorlduferzellen vermehren und
verfligbar sein miissen.

Uber die Lebensdauer und die Kontrolle einer BMU ist derzeit noch sehr wenig
bekannt. Es wird jedoch davon ausgegangen, dass die Lebensdauer einzelner Zellen
einer BMU kiirzer ist als die ihrer selbst. Fiir die kontinuierliche Funktion einer BMU
miissen stindig neue Zellen rekrutiert werden, was das Wesentliche der Aktivierung
darstellt.

Eine BMU kann theoretisch an jeder Stelle der Knochenoberfliche ihren Ausgang

nehmen [73]. Jedoch ist es wichtig, zwischen der Neubildung und der Aktivierung einer
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BMU zu unterscheiden. Die Neubildung vollzieht sich nur einmalig an einer untéitigen
Oberfliche oder in Nachbarschaft einer Mikrofraktur. Die Aktivierung hingegen ist ein
kontinuierlicher Prozess, der sich am #ussersten Rand (Schnittkante) einer BMU
vollzieht. In dem Masse, in dem sich eine BMU ausbreitet, muss auch die jeweilige
neue Oberfliche eine Aktivierung vollziehen. Die BMU Front schreitet tdglich um etwa
1 Opum voran.

Werden Bone-Lining-Zellen hormonellen Einfliissen unterworfen, dndert sich ihre Form
von flachen epitheldhnlichen Zellen zu runden Zellen. Dabei entblésen sie einen Teil
der Kollagenmatrix. Desweiteren sondem sie Kollagenasen ab, um das
Knochenmaterial freizulegen. Diese aktivierten Zellen locken dann durch zelluldre oder
hormonelle Signale Osteoklasten an.

Systemische Hormone, Wachstumsfaktoren, Interleukine und Zytokine spielen bei der
Rekrutierung der Osteoklasten eine wesentliche Rolle, indem sie den Pool der
Vorlduferzellen erweitern. FEinige dieser Faktoren waren bereits fir das
Zustandekommen der BMUSs verantwortlich.

Die Resorption wird in zwei Phasen untergliedert. Die erste ist sehr schnell, von
multinukledren Osteoklasten getragen und dauert ca. acht Tage. An der anschliessenden
zweiten langsameren Phase sind mononukledre Zellen beteiligt. Diese dauert ca. 34
Tage [19].

Multinukledre Osteoklasten sind fiir ca. zwdlf Tage aktiv [74], um danach durch
apoptotische Mechanismen unterzugehen. Dieser Prozess wird moglicherweise durch
TGFf beeinflusst. Die durch Apoptose zugrundegegangenen Zellen sind an der
Verbindungsstelle zwischen resorbierender Oberfliche und deren Umkehrfliche zu
finden. Aufgrund dieser Beobachtung kann vermutet werden, dass dieser Prozess
Einfluss auf die Siganlwirkung fiir neue Osteoklasten besitzt. Osteoklasten sondem
zudem Zytokine wie beispielsweise das Interleukin-6 ab, die als Signale fiir neue
Osteoklasten dienen. Die Tiefe der Resorptionslakune, die als Howship-Lakune
bezeichnet wird, ist unter anderem von der Lebensspanne der Osteoklasten abhingig.
Eine sehr frithe Apoptose der Osteoklasten fithrt zu einer eher flachen Howship-Lakune,
Wiihrend der Resorptionsphase werden knochengewebsabhiingige Wachstumsfaktoren
freigesetzt. Zu diesen zdhlen TGFS, IGF, FGF und BMP, welche durch frithere
Generationen von Osteoblasten in die Knochenmatrix eingebaut wurden. Der

Mechanismus, der zur Aktivierung dieser Wachstumsfaktoren fiihrt, ist derzeit noch
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nicht vollstindig geklirt. Jedoch werden einige dieser Faktoren wie beispielsweise das
TGFF moglicherweise durch das saure Milieu aktiviert, das durch die Sekretion von
Protonen durch Osteoklasten entsteht. Diese Wachstumsfaktoren spielen eine
massgebliche Rolle bei der Rekrutierung von Osteoblasten. Es handelt sich bei diesem
Mechanismus somit um einen autokrinen Prozess. Je mehr Knochensubstanz resorbiert
wird, desto mehr Wachstumsfaktoren werden freigesetzt und desto mehr Osteoblasten
rekrutiert. Dieser Umstand ist somit wahrscheinlich mitverantwortlich fir die
gekoppelte Funktion zwischen Knochenresorption und neuer Knochenformation.
Wihrend der Resorptionsphase fungiert das abgebaute Kollagen als biochemischer
Marker fiir die Knochenresorption. Einer dieser Marker ist das Hydroxyprolin.

Die maximale Tiefe der Howship-Lakunen betrdgt bis zu 70 pm. Ist diese erreicht,
schliesst sich eine Umkehrphase an, deren Linge ca. neun Tage betrégt [19]. Wihrend
dieser Phase lisst sich eine Annéherung der Osteoblasten an den Boden der Lakunen
beobachten. Eine Gruppe von Osteoblasten beginnt anschliessend mit der Produktion
von Osteoid. Die Rate an Osteoidproduktion und die der Mineralisierung sind etwa
gleich. Die Produktion des Osteoids durch die Osteoblasten dauert solange an, bis die
Lakune vollstandig, beziechungsweise anndhernd vollstindig gefiillt ist. Dieser Vorgang
nimmt bei gesunden Individuen etwa 124 bis 168 Tage in Anspruch [19].

Die Morphologie der am Boden der Lakune sitzenden Osteoblasten zeichnet sich durch
plumpe und vigorise Zellleiber aus. Die Zellen verfiigen iiber einen grossen Nukleus
und produzieren eine dicke Schicht an Osteoid. Im Zuge der Abnahme der
Osteoidproduktion flachen die Osteoblasten ab und werden zu Bone-Lining-Zellen.
Einige der Osteoblasten werden jedoch auch zu Osteozyten und sind im neu formierten
Knochen lokalisiert. Benachbarte Osteoblasten weissen immer das gleiche Alter auf.
Man findet nie plumpe und somit aktive Zellen mit flachen inaktiven Zellen vermischt.
Das bedeutet, dass sich neu rekrutierte Osteoblasten nicht der Gruppe anschliessen, die
bereits die Resorptionslakune wieder auffiillt. Sie lagern sich an den Rand einer BMU
an, sodass diese fortschreiten kann.

Die Dichte der Osteoblasten am Entstehungsort einer BMU variiert. Gruppieren sich die
Zellen, werden sie griosser und begrenzter und konnen als Kollektiv mehr Osteoid

synthetisieren als wenige einzelne Zellen.

Was die Darstellung der Mineralisierung mit Hilfe fluoreszierender Farbstoffe wie

beispielsweise dem Tetrazyklin anbelangt, ergeben sich einige Probleme. Ein hoher

23



Einfiihrung

Prozentsatz (40 — 60%) der Osteoidoberflichen wverbindet sich nicht mit dem
Tetrazyklinlabel. Zum einen besteht die Moglichkeit, dass die Synthese des Osteoids
erst vor einem kurzen Zeitintervall stattfand und die Mineralisierung noch nicht
begonnen hat. Diese Erklirung trifft auf etwa 7 % [70] der Osteoidoberflichen zu. Ein
anderer Teil des tetrazyklinfreien Osteoids ist moglicherweise eine Schicht terminalen
Osteoids, welches am Ende der Formation persistiert und zu langsam mineralisiert, um
gemessen werden zu kénnen. Zum anderen besteht auch die Maéglichkeit, dass die
Bildung des Osteoids diskontinuierlich abliuft [22] . Mehrere Studien an Menschen und
Tieren zeigten einen hohen Labelverlust, was die Hypothese einer diskontinuierlichen

Synthese untermauert.

1.6.1 Die Alkalische Phosphatase

Der Grossteil der im Serum oder Plasma messbaren Alkalischen Phosphatase (AP)
entstammt der Leber bezichungsweise dem Skelettsystem. Etwa 25% der Gesunden
haben auch eine Diinndarm-AP, die im Niichternzustand etwa 10% der Gesamt-AP
ausmacht.

Kommt es zu Erhdhungen der Alkalischen Phosphatase, so konnen diese entweder
physiologischer Natur sein oder auf Erkrankungen von Leber und/oder Knochen

Hinweise geben.

Folgende Zustinde kénnen physiologisch zu erhéhten AP-Werten fithren:
- Schwangerschaft ab dem 2. Trimenon (Plazenta-AP)
- Wachstumsphase bei Kindern (Knochen-AP)
- Frakturheilungsprozesse (Knochen-AP)
- postprandial bei Personen der Blutgruppen 0 und B, Lewis-positiv, die
Sekretoren der H-Blutgruppensubstanz sind (Dinndarm-AP)

Andere Erkrankungen kénnen zu pathologischen Erhéhungen der AP fiihren:

- hepatobiliare Erkrankungen und akute Pankreatitis

- primire und sekundire Osteopathien
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- neoplastische Neubildungen von AP in Tumorgeweben

Verminderungen der Alkalischen Phosphatase werden sehr selten beobachtet. Klinische
Relevanz kommt dabei nur der familidren Hypophosphatimie zu.
Die AP kann in verschiedenen Formen, also AP-Isoenzymen und Isoenzymvarianten,

vorkommen. Diese verschiedenen Unterformen kdnnen dabei Auskunft geben iiber:

- das Ausmass einer Gewebeschiddigung, z.B. bei hepato-bilidrem Schaden

- die Stoffwechselaktivitit, z.B. des Skelettsystems bei metabolischen
Erkrankungen wie Osteomalazie, Rachitis, postmenopausaler Osteoporose

- das Wachstum malignen Gewebes, z.B. messbar anhand der Erhéhung von AP-
Isoenzymen, die aufgrund einer Hyperexpression bestimmter Gene gebildet

werden.

Wie bereits erwihnt, fiihrt ein Teil von Skeletterkrankungen zu einem Anstieg der
Gesamt-AP, der dabei die verstirkte Osteoblastentitigkeit wiederspiegelt. Zu diesen
Erkrankungen zihlt der Morbus Paget (Osteoblasten versuchen durch unkontrollierte
Aktivitit von Osteoklasten resorbiertes Knochengewebe wieder aufzubauen), die
Vitamin-D-Mangelrachitis und metastatische Knochenerkrankungen. Liegt jedoch
zusitzlich eine chronische Lebererkrankung vor, so muss die Beurteilung durch
Bestimmung der knochenspezifischen AP erfolgen.

Metabolische Knochenerkrankungen wie der Hyperparathyreoidismus, sowie
osteopenische oder osteoporotische Osteopathien zeigen in der Gesamt-AP nur
gelegentlich eine Erhéhung. Hierbei kommt wiederum der Bestimmung der Knochen-
AP, insbesondere hinsichtlich der Verlaufsbeurteilung, grosse diagnostische Bedeutung
zZu.

Ubergangsweise Erhohungen der Alkalischen Phosphatase werden wihrend
Knochenheilungsprozessen nach Knochenfrakturen [68] als Zeichen der erhihten
Osteoblastentiitigkeit gefunden. Physiologisches Knochenwachstum fithrt zu einer
Erhéhung der Alkalischen Phosphatase im Serum, was dadurch zu belegen ist, dass bei
wachsenden Kindern im Vergleich zu Erwachsenen etwa 1,5- bis 2-fach héhere Werte

der AP im Serum gefunden werden.
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1.6.2 Die Laktatdehydrogenase

Die Laktatdehydrogenase (LDH) ist ein tetrameres Enzym, das in Form verschiedener
Isoenzyme im Korper vorkommt. Diese Isoenzyme unterscheiden sich in ihrer Kinetik
bei niedrigen Pyruvatkonzentrationen, sowie in ihrer Substratspezifitit. Im Korper
kommt der Laktatdehydrogenase die Aufgabe der Reduktion von Pyruvat zu L-Laktat
zu. Als Reduktionsmittel dient dabei NADH, das zu NAD™ reoxidiert wird. Somit wird
das fiir die Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase benétigte NAD™ regeneriert,

was die Glycolyse auch bei vollstindigem Sauerstoffmangel ermdglicht.

Pyruvat + NADH + H™ <===> L-Laktat + NAD"

Die LDH ist ein zytoplasmatisches Enzym und Bestandteil aller Gewebe (Muskel, Herz,
Leber, Knochen u.s.w.). Schon bei minimalsten Organschiden kann das Enzym ins
Plasma iibertreten und findet sich zudem bei vielen pathologischen Zustinden im
Plasma erhoht. Hierbei ist zu beachten, dass die Konzentration der LDH in den
Geweben etwa 500fach hoéher tiber der des Plasmas liegt, was erklirt, dass schon
Gewebeschdden sehr geringen Ausmasses zu einer AktivititserhShung im Serum
fihren.

Besonders hohe spezifische Aktivititen des Enzyms finden sich vor allem in folgenden
Geweben: Leber, Herz- und Skelettmuskel, sowie in der Niere. Die LDH ist somit kein
Marker, der zur Beurteilung eines bestimmten Organschadens herangezogen wird und
vielen anderen spezifischeren Markern in der Diagnostik unterlegen.

Der Schwerpunkt der Bestimmung der Laktatdehydrogenase in der Diagnostik liegt
somit im Erkennen von Gewebeschiden sehr geringen Ausmasses. Diesem Kriterium
dient die LDH auch in dem hier vorgestellten Versuch. Sie wird als Untergangsmarker
fiir Knochenzellen betrachtet.
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1.6.3 Prostaglandine im Knochenstoffwechsel

Prostaglandine (PG) sind eine Gruppe von Fettsiuren, die viele physiologische Prozesse
beeintlussen. Sie bestehen aus 20 Kohlenstoffatomen, weshalb sie auch als Eicosanoide
bezeichnet werden, und einem Ring aus fiinf C-Atomen. Prostaglandine leiten sich vom
Arachidonat und anderen mehrfach ungesittigten Fettsiuren ab. Die Umwandlung der
Arachidonsiure in Prostaglandine wird von Cyclooxygenasen (COX) vollzogen, von
denen bisher mindestens drei Isoformen bekannt sind. Die Cox 1-Form ist in vielen
Zellarten vorhanden und stindig aktiv. Die Cox 2-Form wird von Entziindungsfaktoren
wie beispielsweise den Zytokinen in einwandernden Leukozyten und Makrophagen
induziert. Die Cox 3-Form, die derzeit noch Gegenstand wissenschaftlicher
Untersuchungen ist, scheint hauptsichlich im ZNS und im Herzen von Bedeutung zu
sein. Die Blockade von Cox 3 durch Medikamente wie Acetaminophen wirkt
analgetisch und antipyretisch [128].

Die Hauptklassen der Prostaglandine werden mit PGA bis PGI bezeichnet, ein weiterer
Index gibt die Anzahl der Kohlenstoft-Kohlenstoff-Doppelbindungen ausserhalb des

Ringes an.

Abb. 4: Aus dem Arachidonat entsteht durch eine Cyclooxygenase das Prostaglandin

H, von dem sich die iibrigen Prostaglandine ableiten

COOH
0
PGH, Y
OH
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Da Prostaglandine aufgrund eines schnellen enzymatischen Abbaus sehr kurzlebige
Substanzen sind, entfalten sie ihre Wirksamkeit auch nur lokal. Sie binden an
verschiedene Zelloberflichenrezeptoren und rufen von Gewebe zu Gewebe
unterschiedliche biologische Effekte hervor. Anders als die meisten Signalmolekiile
werden sie nicht gespeichert, sondern fortwihrend ins Zellmedium sezerniert. Sobald
Zellen durch Verdnderungen ihrer Umgebung aktiviert werden, erhéhen viele die
Synthesegeschwindigkeit bezichungsweise Syntheserate der Prostaglandine. Der
resultierende Anstieg des lokalen Prostaglandinspiegels beeinflusst sowohl die
Prostaglandin-produzierenden Zellen, als auch direkte Nachbarzellen.

Durch verschiedene in vivo und in vitro gefiihrte Studien konnten verschiedene Effekte
von Prostaglandin E; (PGE;) auf den Knochen gezeigt werden. Es wurde beispielsweise
beschrieben, dass exogen zugefihrtes PGE; den Knochenaufbau in Ratten sowohl
stimulieren als auch inhibieren kann [39,40,53,55,72,108,111,116,120]. Auch in
Zellkulturstudien konnte nachgewiesen werden, dass PGE; sowohl den Knochenaufbau
fordern und blockieren [85,86] als auch die Knochenresorption induzieren und
inhibieren kann [69]. Trotz der sich teilweise widersprechenden Resultate weist jedoch
die Mehrzahl der in den letzten Jahren verdffentlichten Ergebnisse darauf hin, dass
exogen zugefiihrtes oder durch mechanische Belastung erhéhtes PGE;
Knochenwachstum stimuliert [12,46,124]. PGE; konnte den Knochenaufbau zum einen
durch direkte Stimulation der Osteoblasten oder Osteoblastenvorliuferzellen fordern
oder zum anderen durch eine Stimulation der Osteoklasten, wodurch der Remodeling-
Prozess provoziert werden wiirde.

Jedoch sind die Ergebnisse und die Moglichkeiten der Untersuchung hinsichtlich des
Verhaltens der Prostaglandine bei mechanischer Belastung aufgrund der
Schwierigkeiten, Knochenzellen in ihrer physiologischen Umgebung zu untersuchen,

noch nicht abschliessend entwickelt.

1.7 Die polychrome Sequenzmarkierung

Die polychrome Sequenzmarkierung ist ein Verfahren, welches es ermdglicht,

dynamische Knochenumbauprozesse graphisch beziehungsweise mikroskopisch
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darzustellen. Fluochrome bilden mit Kalzium einen fluoreszierenden Chelatkomplex
[58], der in den mineralisierenden Knochen eingebaut wird [60,81,82,83,102].

Durch die Gabe mehrerer dieser fluoreszierenden Farbstoffe in definierten
Zeitabstinden kann somit durch die bestimmte Farbenabfolge der zeitliche Ablauf der
Knochenmineralisation codiert werden. Riickschlisse auf die Dynamik der
Knochenneubildung werden damit méglich.

Die zum Einsatz kommenden Farben wie Calceingriin oder Xylenolorange erfiillen das
generelle Gebot, keine lokale beziechungsweise generelle Toxizitit zu besitzen, welche
die Knochenbildung und somit unseren Versuch beeinflussen konnten. Sie werden
ausserdem nicht durch die spitere Fixierung und Einbettung in Methylmethacrylat
verdndert. Die intravital markierten Knochen kénnen auch mit anderen histologischen
Firbungen versehen werden [67].

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 [84]. SUZUKI und MATHEWS etablierten das Calcein, das

eine leuchtend griine Bande hervorruft.

1.8 Die Apoptose

Man nimmt an, dass eine Zelle aktiv Prozesse induzieren kann, die zu ihrem Tode
filhren. Dieser Vorgang wird als Programmierter Zelltod oder Apoptose bezeichnet. Die
Apoptose ist scheinbar in jeder Kdrperzelle méglich [36,115]. Der Begriff Apoptose
kommt aus dem Griechischen und setzt sich aus ape (=ab, weg, los) und piosis
(=Senkung) zusammen. Urspriinglich wurde dieser Begriff zur Beschreibung der
fallenden, welken Blitter im Herbst verwendet.

Erstmals von Vogt im Jahre 1842 morphologisch beschrieben, hat sich die Apoptose
wihrend der letzten Jahre zu einem der umfangreichsten Forschungsgebiete entwickelt.
Eine erste Zusammenfassung wurde 1951 von Glucksmann publiziert. Der eigentliche
Begnff Apoptose wurde 1972 von Kerr et al. [47] eingefiihrt, zuvor wurde stattdessen
die Umschreibung Programmierter Zelltod benutzt.
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Verstindlich wurde die der Apoptose zugrundeliegende Genetik durch Untersuchungen
an C.elegans, bei denen man 1983 die erste ced-Mutante (ced von cell death abnormal)
entdeckte und 1988 das erste fiir die Apoptose wichtige Protein fand (bcl-2). Auch der
Mensch besitzt ein homologes Gen zu bel-2, das, wenn es bei C-elegans eingesetzt
wird, bei diesem den Tod vieler Zellen wihrend der Entwicklung verhindern kann.
Somit lie sich der programmierte Zelltod von C.elegans auf den Siuger libertragen.
Die Apoptose kann sowohl intern als auch extern ausgeldst werden. Zu den internen
Faktoren zdhlen dabei Stress jeglicher Form oder aber eine starke Schidigung des
Erbgutes. Extern kann der Vorgang durch T-Killerzellen beispielsweise nach
Virusbefall ausgelost werden.

Wichtige Bedeutung kommt der Apoptose bei der Entwicklung der Korpergestalt zu. So
muss beispielsweise bei héheren Wirbeltieren das sich zwischen den Fingern und Zehen
befindliche Gewebe entfernt oder aufgeldst werden, welches wurspriinglich zu
Schwimmhéuten geworden wire. Ein anderes Beispiel ist die Elimination
funktionsloser Neurone oder die Zerstrung autoreaktiver T-Lymphozyten.

Aber auch im erwachsenen Organismus kommt der Apoptose eine vitale Bedeutung zu.
Das Verhiltnis zwischen Zellproliferation und Zelluntergang muss im Gleichgewicht
gehalten werden. Ein Ungleichgewicht kann zu einer autonomen Zellwucherung
(Krebs) fiihren. Desweiteren miissen kranke und alte Zellen beseitigt werden oder aber
Tumorzellen abgetitet. Somit st die Apoptose essentiell fiir Gewebe, die sich durch
dauernde Zellproliferation auszeichnen beziehungsweise sich in permanentem Umbau
befinden. Beispiele fiir solche Gewebe sind die Haut, der Darm, die
Gebdrmutterschleimhaut, die Brustdriisen, die Prostata oder aber das
Blutbildungssystem.

Wurde in einer Zelle die Apoptose induziert, so wird aus den Mitochondrien Cytochrom
¢ freigesetzt, das sich mit einem Protein namens Apafl verbindet. Dieser Komplex fiihrt
zur Aktivierung des Kaspasensystems, einer Ansammlung verschiedener Proteine. Sind
die Kaspasen aktiviert, werden auch andere Proteine gespalten, die den schnellen Tod
der Zelle provozieren. Zu den gespaltenen Proteinen zihlen die Laminine, die die
Kernmembran stiitzen. Somit wird die DNA freigelegt. Indem Proteine gespalten
werden, die Nukleasen binden, kénnen die damit freigesetzten Nukleasen die DNA
zerlegen. Dariliberhinaus werden Proteine des Zytoskeletts und Adhésionsmolekiile
angegriffen, was zur Loslosung der Zelle aus ihrem Verband filhrt und die

anschliessende Phagozytose erleichtert.
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Dazu werden auch die negativ geladenen Phospholipidmolekiile von der Innen- zur
Aussenseite der Membran transportiert, wodurch die Zellen nochmals fiir Makrophagen
markiert werden. Die jeweiligen fiir die Apoptose bendtigten Kaspasen kénnen von
Zelltyp zu Zelltyp variieren.

Werden Mitochondrien verletzt, konnen in der Zelle vorhandene Prokaspasen durch das
austretende Cytochrom c¢ aktiviert werden. Cytochrom ¢ strémt jedoch auch dann aus,
wenn Zellen von auflen zur Apoptose angeregt werden und verstirkt somit den
induzierten Prozess. Auch geschidigte DNA im Zellkerm kann den
Apoptosemechanismus auslosen.

Ein sehr umfangreich untersuchter Mechanismus zur Auslésung der Apoptose ist die
Aktivierung von p53, eines Proteins, das autonome Zellproliferation verhindern kann.
Es wird aktiviert, wenn es zu DNA-Schiden kommt und verhindert weitere
Zellteilungen oder induziert direkt die Apoptose der geschadigten Zelle. In der
Mehrzahl der Krebszellen ist es deaktiviert.

Morphologisch kann die Apoptose folgendermassen beschrieben werden. Zunéchst
kommt es zu einer Verringerung des Zellvolumens. Die Zellorganellen bleiben im
Gegensatz zur Nekrose intakt, und der Stoffwechsel der in der Apoptose begriffenen
Zellen lduft weiter. Anschliessend schrumpft der Zellkern (Karyopyknose) und das
Chromatin verdichtet sich [100]. An der Zytoplasmamembran ist ein ausgedehntes
membrane blebbing zu beobachten, das heisst, dass es zur Bildung wvon
Membranausstiillpungen und —bldschen kommt. Abschliessend schniiren sich die
apoptotic bodies , membranumschlossene Vesikel, die DNA-Fragmente enthalten, von
der Zelle ab (Karyorrhexis) und werden von phagozytierenden Zellen aufgenommen,
ohne dass Entziindungsmediatoren freigesetzt oder Antikorper gebildet werden. Die in
den Membranen befindlichen DNA-Fragmente enthalten 180-200 BPs (base pairs)
[65,119].

Eine Apoptose dauert in vivo 6-24 Stunden, wobei die Dauer von Zelltyp zu Zelltyp
variiert [4].
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Abb. 5: Gegeniiberstellung morphologischer Charakteristika apoptotischer und

nekrotischer Zellen

-
-
=
-
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Die Apoptose wird hiufig der Nekrose gegeniibergestellt, die jedoch keinen aktiv
induzierten Zelltod beschreibt, sondern durch irreversible Schéadigung der Zelle
verursacht wird. Allgemeine Merkmale der Nekrose sind die Zellschwellung, die
Denaturierung der zytoplasmatischen Proteine, eine Zerstéirung der Zellorganellen und
die typischen Kernveriinderungen, die alle auf unspezifischem DNA-Abbau beruhen

und nach verschiedenen Mustern verlaufen kiinnen:
- Schrumpfung und verstirkte Basophilie (Pyknose)
- Abnahme und Verlust der Basophilie (Karyolyse)

- Fragmentierung des pyknotischen Kernes (Karyorrhexis)

Der Zellinhalt der nekrotischen Zelle ruft nach Ruptur und Entleerung ins

Zwischengewebe unter Umstiinden Entziindungsreaktionen hervor.
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1.9 Das Kulturbelastungssystem

Das in diesem Versuch zur Anwendung kommende System ist ein ex-vivo Perfusions-
und Belastungssystem (PBS) {ZETDSW; Marburg), das von D.B.Jones (Marburg) und
E.L.Smith (Wisconsin, USA) entwickelt wurde, um vollstindige Organproben von
trabekulirem Knochen iber einen ldngeren Zeitraum kultivieren und durch
mechanische und / oder pharmakologische Stimuli beeinflussen zu kénnen.

Die trabekuliren Knochenzylinder, deren Herstellung in Kap. 3.2.1: Priparation der
Knochenzylinder beschricben ist, sind 5mm hoch und wverfiigen iber einen
Durchmesser von 10 mm. Innerhalb dieser Zylinder lassen sich alle fir trabekulire
Knochen typischen Zellen finden: Osteoblasten, Osteozyten, Osteoklasten, Bone-
Lining-Zellen, Mesenchymale Vorlduferzellen, Megakarozyten, Nervenzellen als auch
Bindegewebs- und Fettzellen. Somit konnen mit Hilfe dieses Systems auch die
Interaktionen verschiedener Knochenzellen untereinander untersucht werden.

Das PBS ermoglicht es, auf die Knochenproben innerhalb der Kultur- und
Belastungskammer eine definierte Kraft auszuiiben, die eine definierte Deformation des
Knochens provoziert. Der Benutzer bestimmt dabei die Form der Belastung, deren
Frequenz und Zykluszahl. Das PBS zeichnet die Kompression und die dafir
aufgewendeten Krifte in Echtzeit auf. Das beschriebene System ist in der Lage, eine
Kompression mit einer Genauigkeit von + 50 nm zu applizieren.

Die scheinbare Steifigkeit (Young's— oder E-Modulus), die visceroelastischen
Eigenschaften (VE), die Bruchfestigkeit (Strength) und die Ermiidungseigenschaften
der verwendeten Knochenproben kénnen durch das PBS exakt bestimmt werden.

Die Konfigurationen des PBS erlauben eine Variation der Frequenz von 0,001 Hz bis
1800 Hz und eine maximale Belastung von 4500 N, jeweils in Abhéngigkeit der
Kombination aus Frequenz und Belastung. 4500 N liegen jedoch weit oberhalb des
Bruchindex der hier verwendeten Knochenproben, weshalb das System auf eine
maximale Belastung von 1500 N, bei einer Genauigkeit der Kompression von + 50 nm,
kalibriert wurde.

In Abhdngigkeit des verwendeten Piezo-Stack und der integrierten Elektronik kann die
entwickelte Software auf eine Frequenz von 0,001 Hz — 20 000 Hz und bis auf eine

Kraft von 30000 N eingestellt werden. In dem hier beschriebenen Experiment wurden
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die Knochenproben der verschiedenen Belastungsgruppen mit einer Frequenz von 1 Hz

bei 600 Zyklen taglich belastet.

Das beschriecbene Perfusions- und Belastungssystem setzt sich aus folgenden

Einzelkomponenten zusammen:

1 Die Belastungseinheit (Zetos):

Der Zetos ist das zentrale Element des PBS, welches die mechanische Belastungseinheit
und die Sensoren fir die Messung von Kompression und dafir aufgewendeter Kraft
enthélt. Die Kultur- und Belastungskammem werden in den dafiir vorgesehenen Einsatz
geschoben und mit Hilfe der Verstellschraube fixiert und manuell mit einer definierten
Vorlast versehen.

Die mechanische Belastung wird iiber den Piezo-Stack (Physik Instrumente, PI)
ausgeiibt. Dieser dehnt sich entsprechend der angelegten elektrischen Spannung aus und
bewirkt somit einen Druck auf den Belastungs-Piston der Belastungskammer und damit
auf die in ihr gelegene Knochenprobe. Der Piezo Kraft Sensor (Kistler) produziert
elektrische Ladung durch aufgebrachte Kraft. Die Hohe der elektrischen Ladung steigt
proportional der aufgewendeten Kraft an und kann somit zur Messung der Kraft
verwendet werden.

Der Kompressions-Sensor misst die Ausdehnung des Piezo-Stack. Beide Sensoren sind

Dehnungssensoren.
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Abb.6: Der Zetos (Konstruktionszeichnung)
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2  Die Kultur- und Belastungskammer

Die Kultur- und Belastungskammer ermdglicht es zum einen, Knochenproben iiber

einen lingeren 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 Kammer mit einer Rollpumpe verbunden ist und somit eine kontinuierliche

Perfusion der Knochenproben mit Kulturmedium gewdhrleistet werden kann.
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Direkt der Knochenprobe aufgesetzt befindet sich der Belastungs-Piston. Dehnt sich der
Piezo-Stack aus, wird der Belastungs-Piston auf die Knochenprobe gedriickt und fiihrt

zu einer definierten Kompression des Knochens.

Abb.7: Die Kultur- und Belastungskammer in ihren Einzelkomponenten

Die Abbildung 7 zeigt den Aufbau der Belastungskammer mit den einzelnen
Komponenten:

Kammergehiuse

Kammerboden

Belastungs - Piston

g9 0w =

Konnektoren

Der Boden der Kultur- und Belastungskammern und der Belastungs-Piston wurden mit
einer speziellen Methode geschliffen, um eine médglichst hohe Parallelitit und Glattheit
der Oberflichen innerhalb der Kammer zu gewihrleisten. Somit wird eine moglichst
gleichmiissige Kraftiibertragung auf die gesamte Knochenoberfliiche gewihrleistet und

damit reproduzierbare Belastungen und Ergebnisse.
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3 Die Elektronischen Module

Die Abbildung & zeigt die elektronischen Module, die es ermdglichen, das PBS und die

dazugehorenden Sensoren zu betreiben.

Dazu gehdren folgende:

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

vermeiden,

2. Hauptstromversorgung

3. Expansions-Verstirker
Dieser Verstirker erhilt Signale von der Wheatstone-Briicke, die im
Piezo-Aktor zur Expansionsmessung eingebaut ist und von der die
Kompression gemessen wird. Da dieser Sensor einen hohen Null-
Fehler besitzt, verfiigt der Verstirker iiber eine digital kontrollierte
Null-Justierung.

Die Kontrolle erfolgt iiber den Microcontroller in Modul 5.

4. Datenaquisitionsmodul
Dieses Modul enthiilt digital-analog- und analog-digital-Konverter

sowie Filter.

5. Microcontroller-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 fiir die

Dateniibertragung von und zum PC und ein Speicher.
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6. Ladungsverstiirker
Der Ladungsverstirker empfiingt und verarbeitet Signale des Piezo-
Kraftsensors, der als Antwort auf die auf ihn eingebrachte Kraft eine

elektrische Ladung erzeugt, die linear zur Kraft ist.

Abb. 8: Die elektronischen Module

Das PBS wird iiber ein Anwendungsprogramm namens ,Zetos” (Zetos; Marburg)
betrieben, das iiber eine Windows"-Oberfliche gesteuert wird, Uber dieses Programm
kann sowohl die Hoéhe der zur Belastung der Knochenproben verwendeten
Kompression, als auch die Vorlast, die Linge der Belastung, die Frequenz und das
jeweilige Belastungsmuster gewiihlt bzw. gesteuert werden. Die aufgewendete Kraft
und die Kompression werden dabei in Echtzeit gemessen und aufgezeichnet.

Fiir ausfiihrliche Informationen sei an folgende Adressen verwiesen:

- Zetos Marburg

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

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

4 Die Perfusionspumpe

Zur Perfusion der Kulturbelastungskammern beziehungsweise der in ihr befindlichen

Knochenproben wird eine 24-Kanal-Umlaufpumpe (Ismatec™) verwendet. Mit dieser
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konnen zeitgleich 24 Probenkammern mit einer frei wihlbaren Durchflussrate versorgt
werden.

In dem hier beschriebenen Versuch wurde eine Flussrate von 7 ml / Stunde gewihlt, da
fir diesen Fliissigkeitsdruck in Vorversuchen gezeigt werden konnte, dass keine
Scheerkriifte auftreten, der Knochen aber dennoch mit ausreichend Medium versorgt
wird.

Abb. 9: Die Perfusionspumpe mit einem integrierten System
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2 Zielsetzung und Fragestellungen dieser Arbeit

Zielsetzung dieser Arbeit ist die Etablierung des kalibrierten Zetos® als Kultur- und
Belastungssystem fir trabekulére Knochenzylinder, welches in der Form in dieser

Arbeit zum ersten Mal Anwendung findet.

Damit ergeben sich folgende Fragestellungen, die es zu bearbeiten gilt:

- Reagieren die trabekuldren Knochenexplantate auf die hier applizierten
physiologischen Belastungssignale auch mit physiologischen Reaktionsmustern und wie
sind diese charakterisiert ? Besonderes Augenmerk soll dabei auf die Entwicklung der
scheinbaren Steifigkeit und die Zunahme an Knochenmasse in Form eines
appositionellen Knochenwachstums gerichtet werden.

- Wie verhalten sich die in diesem Versuch zu bestimmenden Zellmarker hinsichtlich
der Knochenpraparation und der mechanischen Belastung ? Bei den Markern handelt
es sich um die Laktatdehydrogenase und die Alkalische Phosphatase.

- Bestehen Unterschiede zwischen den beiden hier zur Anwendung kommenden
verschieden intensiven Belastungssignalen hinsichtlich der Reaktionsmuster der
Knochenproben ? Zur Beantwortung dieser Frage sollen vor allem die Entwicklung der
scheinbaren Steifigkeit, der Verlauf der zu bestimmenden Marker und eine
umfangreiche histologische Aufarbeitung herangezogen werden.

- Bleibt die Vitaita der Knochenexplantate Gber den gesamten Kultivierungs- und
Belastungszeitraum erhalten ? Auch diese Frage soll vorrangig durch die histologische
Aufarbeitung und den Verlauf der Zellmarker beantwortet werden.

- Welche Einsatzméglichkeiten werden sich in Zukunft fir dieses System ergeben ?

Einer der Schwerpunkte der Arbeit sollen die Anwendung und Anpassung
histologischer Farbetechniken an nicht-entkalktem Knochengewebe sein.
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3 Material und M ethoden

3.1 Herstellung der Knochenpraparate

Fur jeden der auf dem ZETOS-System basierenden Versuche missen wahrend einer
aufwendigen Prozedur Knochenpréparate hergestellt werden, die spéter in die
Kulturbelastungskammern integriert werden. Als Rohmaterial diente in diesem Versuch
der Radius eines 20 Monate alten Kalbes.

Um vitales Knochengewebe zu gewinnen beziehungsweise zu erhalten, muss das
Knochenrohmaterial moglichst schnell, d.h. wenige Stunden nach Gewinnung und vor
allem unter auRerst sterilen Bedingungen bearbeitet werden.

Im Folgenden werden die einzelnen Schritte der Préparation dargestellt.

3.1.1 Préparation der Knochenzylinder

Zunachst sollte das Préparat, das neben dem eigentlichen Knochen auch noch
samtliches Weichgewebe enthdlt, grindlich gereinigt und desinfiziert werden, um die
Gefahr von spateren I nfektionen moglichst gering zu halten.

Die folgenden Schritte dienen der Freipréparation des Knochens, das heilt,
Weichgewebe wie Muskulatur, Sehnenansdtze oder Fett werden zunéchst unter dem
Abzug mit Hilfe eines sterilen Skalpells entfernt.

Abb. 10: Freipréparierter Radius (hier schon weiter bearbeitet)
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Da es sich um einen kompletten Unterarm handelt, werden zunéchst Radius und Ulna
mit Hilfe einer chirurgischen Handsége voneinander getrennt. Da das Praparat, um
spéter in Scheiben geschnitten werden zu kénnen, mit einer Halterung in der Bandsége
fixiert werden muss, besteht die Notwendigkeit, es passgenau vorzubereiten. Dazu
werden die Epiphysen am proximalen sowie am distalen Ende des Radius von der
Diaphyse abgetrennt. Teile der &dusseren Epiphysenkompakta werden danach so
bearbeitet, dass zwei zueinander parallele Flachen entstehen, die in der Halterung der
Bandsage eingespannt werden konnen. Die Gelenkflachen der Epiphysen werden
ebenfalls mit der chirurgischen Handsage abgetrennt, wobei darauf zu achten ist, dass
der Schnitt oberhalb der Wachstumsfuge erfolgt. Die Diaphyse wird verworfen, da in
dieser der Anteil des flr den Versuch ungeeigneten Knochenmarks zu hoch ist.

Die praparierte Epiphyse wird jetzt in der Halterung der Bandsage (Diamantbandsage;
Firma Exakt Apparatebau GmbH) fixiert und ausgerichtet.

Abb. 11: In der Bandsage fixierte Epiphyse

Im folgenden werden mit Hilfe der Bandsdge Knochenscheiben mit einer Dicke von
8 mm aus dem Praparat geschnitten. Das Sdgeblatt der Bandsage ist mit feinsten
Diamanten besetzt und wird wéahrend des gesamten Sagevorganges mit einer auf 4°C
temperierten isotonischen Natriumchlorid-Lésung gekihlt, um bearbeitungsbedingte
Gewebedefekte so gering wie moglich zu halten.

Die gewonnenen Knochenscheiben werden bis zur weiteren Verarbeitung in mit PBS
(siehe Kap.3.1.6.4) gefilllten Zellkulturschalen aufbewahrt. Da fur den Versuch nur
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spongidses Knochengewebe genutzt werden kann, kénnen auch nur Knochenscheiben
verwendet werden, deren spongiotischer Anteil den des Knochenmarks tberwiegt.

Wéhrend des nun folgenden Arbeitsschrittes werden aus den gewonnenen
Knochenscheiben mit Hilfe eines diamantbesetzten Hohlbohrers Knochenzylinder
entnommen. Dazu werden die Knochenscheiben auf einem verschieblichen Bohrtisch

fixiert und die Zylinder ausgebohrt.

Abb. 12: Entnahme der Knochenzylinder mit einem Hohlbohrer

Abb. 13: Der Hohlbohrer (& 10mm)

Der Hohlbohrer und somit die damit gewonnenen Knochenzylinder weisen einen
Durchmesser von 10 mm auf. Auch der Bohrer wird wahrend des gesamten
Arbeitsschrittes mit isotonischer Natriumchlorid-L6sung gekuhit.
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Um die Gewebekonsistenz betreffend moglichst homogene Knochenzylinder zu
erhalten, ist darauf zu achten, dass weder Kortikalis noch Knochenmark ausgebohrt
werden, sondern nur spongidses Knochengewebe.

Nach jedem Bohrvorgang wird der Bohrer aus dem Bohrfutter gelést und die in ihm
enthaltenen Knochenzylinder mit Hilfe eines Extraktors herausgedriickt. Die
Knochenzylinder werden in mit PBS gefillten Reagenzglasern gelagert. Von jedem
Knochenzylinder wird die Herkunft aus der Knochenscheibe vermerkt.

Da die Kulturbelastungskammern, in die spéter die Knochenzylinder integriert werden
sollen, fUr eine Zylinderhdhe von 5mm ausgelegt sind, werden die 8mm hohen
Préparate im folgenden Schritt auf eine einheitliche Héhe von 5mm gebracht.

Dieser Arbeitsschritt erfolgt mit einer Inlochsége (Leitz 1600). Die Zylinder werden in
eine hierfir gefertigte Halterung gespannt, deren Hohe 5mm betrdgt. Das ober-
beziehungsweise unterhalb dieser Halterung Uberstehende Knochenmaterial wird im
Folgenden durch die Inlochsége abgetrennt.

Auch bei diesem Vorgang ist auf permanente Kuiihlung mit isotonischer Natriumchlorid-
Ldsung zu achten.

Abb. 14: Mit der Inlochsige werden die Zylinder auf eine Hohe von 5 mm gebracht

Nach Beendigung dieses Praparationsschrittes hat man Knochenzylinder gewonnen, die
aus spongiotischem Gewebe bestehen, deren HOhe 5mm betrdgt und die einen
Durchmesser von 10 mm haben. Die Zylinder werden zunéchst in mit PBS gefillten
Reagenzgl&sern gelagert.
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Abb. 15: Knochenzylinder nach Pré&paration

3.1.2 Waschen der Knochenzylinder

Bevor die préaparierten  Knochenzylinder in die Kammern integriert werden kénnen,
missen sie in einer mehrere Schritte umfassenden Waschprozedur gereinigt werden,
zum einen, um bel den Sagevorgangen entstandenes Knochenmehl auszuwaschen, zum
anderen, um eventuell vorhandene Keime abzutdten.

Als Waschmedien dienen Earle’s — Medien, die zum Teil mit Antibiotika versetzt sind
(Rezepte siehe Kap. 3.1.6.1/2). Die Zylinder werden zunéchst unter dem Abzug aus den
mit PBS geflillten Reagenzglasern mit Hilfe einer sterilen Pinzette in mit Earle’s
gefillte Schraubreagenzglaser umgelagert. Um eine bessere Durchspilung zu erreichen,
werden die Reagenzien fir 10min in einen Rotator (Heidolph; "Reax 2") gestellt.

Abb. 16: Waschen der Proben in einem Rotator
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Danach werden die Proben nochmals in mit Earle's geflllte Schraubreagenzglaser
umgelagert und ein zweites Mal fir 10 min in den Rotator gestellt.

Der abschliessende Waschgang findet in mit Antibiotika versetztem Earle's statt und
dauert 20 min. Zu beachten ist, dass die Umlagerungen unter sterilen Bedingungen
unter dem Abzug zu erfolgen haben.

3.1.3 Einsetzen der Knochenzylinder in die Kammern

Waéhrend der folgenden Arbeitsschritte werden die Knochenprdparate in die Kultur-
belastungskammern integriert. Dazu wird auf die Kammern, die unter ener
Sterilwerkbank (Fa.Gelaire) der sterilen Verpackung entnommen werden, ein
Hohlzylinder geschraubt, der in dem gleichen Gewinde fixiert wird, in dem spéter der
Kammerboden verschraubt wird. Auf das obere Ende des Hohlzylinders wird zunéchst
der Belastungs- Piston aufgesetzt und in den Zylinder gedriickt. Danach wird das
Knochenpraparat aufgesetzt und nachgeschoben. Um sowohl den Belastungs-Piston als
auch das Knochenpréparat in der Kammer in die richtige Position zu bringen, werden
beide mit einem Pusher Uber die gesamte Lange des Kammeraufsatzes in die Kammer
eingebracht.

Abb. 17: Belastungs-Piston und Knochenzylinder werden mit Hilfe des Pushersin die
Kammer eingebracht

Knochenprobe
e | ;
Hohlzylinder

Kammergehduse ——

oo, —
Belastungs-Pisto P
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Anschliessend wird der Hohlzylinder entnommen und Kammer und Kammerboden
werden manuell verschraubt und mit einem dazu passenden Schliissel festgezogen.

Die beiden Versorgungsanschlisse der Kammern werden dann Uber zwei Schlduche
(siehe Kap.3.1.4) mit den Mediumreservoiren verbunden.

Abb. 18: Fertigbestiickte Kulturbelastungskammer

Kulturbel astungskammer

3.1.4 Anschlussder Kammern an die Pumpe

Jedes der einzelnen Belastungssysteme besteht aus einer Kammer, die Uber einen
Versorgungs- und einen Entsorgungsschlauch mit dem Reagenzglas verbunden ist,
welches das Nahrmedium enthdlt. Im folgenden Schritt wird das Pumpenstiick des
Versorgungsschlauchs in die dafir vorgesehene Vorrichtung der Rollpumpe
eingespannt.

In bestimmten Abstanden muss anfangs Uberprift werden, ob alle Kammern mit
Medium versorgt werden.
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Abb. 19: Komplettes System bestehend aus Kammern, Rollpumpe und

Mediumreservoiren

Dasin Abbildung 19 dargestellte System besteht aus folgenden Einzelkomponenten:
Schlauchsystem: Verbindungsstiicke: Tygon® Masterflex® ;Cat.N0.6419-13

Lange Entsorgungsschlauch 80 cm
Lange Versorgungsschlauch 80 cm incl.
Pumpenstick
Pumpenstiick: Pharmed®; Cat.No. 070539-08
Lénge 40 cm
- Mediumreservoir: Rundbodenglaser (Klarglas); Art.Nr. 3301953
- Reservoirstopfen: Reagenzstopfen mit Einfluss und Ausfluss (T. Pohl;
Marburg)
- Kultur- und Belastungskammer (siehe Abb.9)
- Luer-Konnektoren-méannlich; Novodirekt®, Cat.No. B95956
- Pumpe: Ismatec® | PC; Rollpumpe
- Versorgungsmedium: DMEM (GIBCO®; Cat.No. 52100-039)

3.1.5 Mediumwechsel vor Belastungsbeginn
Waéhrend der ersten Versuchstage nach der Préparation der Knochenzylinder muss das

Medium mehrfach gewechselt werden (nach jewells 24 Stunden), da immer wieder

praparationsbedingte Gewebesubstanzen ausgewaschen werden und sich im Medium
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sammeln. Nach einer Ruhephase von etwa 72 Stunden kdnnen die Préaparate erstmals

belastet werden.

3.1.6 Verwendete Medien

3.16.1 Earle’s Waschmedium

Das Earle’s Waschmedium, das fir zwei Waschgange der Proben fir jeweils 10 min

dient, setzt sich aus folgenden Bestandteilen zusammen:

- 100 ml Earle’s Salt Solution 10x (Biochrom KG; Cat.No. L 1925)
- 7,5 ml NaHCO; (6%iQ)

Diese Zusammensetzung wird mit Aqua Bidest auf 1000 ml aufgefullt.

3.1.6.2 Earle’'s Waschmedium mit Antibiotikum ver setzt

Fur dieses Medium, das dem dritten Waschgang dient, der 20 min dauert, werden
folgende Bestandteile verwendet:

- 100 ml Earle's Salt Solution 10x (Biochrom KG; Cat.No. L1925)

- 7,5ml NaHCO;3 (6%iQ)

- 4 ml Amphotericin B (Sigma; Cat.No. A2942)

- 500 000 IE Penicillin / Streptomycin (50 ml (Biochrom KG; Cat.No. A221))
Auch dieser Ansatz wird mit Aqua Bidest auf 1000 ml aufgefullt.
3.1.6.3 Dulbecco'sMod. Eagle M edium (DMEM - high glucose) mit 10% FCS
Dieses DMEM high glucose-Medium dient wadhrend des Versuches as Kultur-

beziehungsweise V ersorgungsmedium der Knochenproben. Ein Liter des Mediums setzt
sich aus folgenden Bestandteilen zusammen:
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- 13,38 g DMEM (GIBCO BRL; Cat.No. 52100-039)

- 10 ml L-Glutamin (200 mM solution; PAA, Cat.No. M11-004)

- 10mg Vitamin C (Wako; Cat.No. 013-12061)

- 0,12 g Sodium Hydrogen Carbonat (NaHCO; (Merck; Cat.N0.6329))

- 5 mmol (1,08 g) [3-Glycerophosphat Disodium Hydrate (Sigma; Cat.No.
(G9891)

- 2,383 g HEPES Pulver oder 10 ml HEPES (1M HEPES pH 7,125)

(Sigma;Cat.No.H-3375)

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

- 100 ml FCS (Biochrome-Seromed; 511-S)

200 ml Aqua Bidest werden mit einem Ruhrer in ein Messglas gegeben und mit den
oben angegebenen Substanzen versetzt. Danach wird das Gemisch auf 800 ml mit Aqua
Bidest aufgefillt, der pH — Wert auf 7,25 eingestellt. Anschliessend wird das Messglas
auf 900 ml mit Aqua Bidest aufgefillt . Die gewonnene L6sung wird unter der
Sterilwerkbank filtriert (Bottle Top Filter, 0,22 microns). Desweiteren werden durch
einen Spritzenvorsatzfilter (0,22um; Milipore) 100 ml FCS hinzugegeben. Das fertige
Kulturmedium wird bis zum Gebrauch im Kihlschrank aufbewahrt.

3.1.64  PBSDulbecco

Wie bereits in Kapitel 3.1.1: Die Pr&paration der Knochenzylinder beschrieben, werden
die Knochenpraparate zwischen den einzelnen Préparationsschritten jeweils in mit PBS
gefillten Petrischalen beziehungsweise Reagenzglasern aufbewahrt.

Dieses PBS — Medium setzt sich aus folgenden Bestandteilen zusammen:

- 9,559 PBS Dulbecco (BIOCHROM; Cat.No. L182-50) gelost in
- 11 AquaBidest

Das gewonnene Medium wird ftir 20 min autoklaviert.
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3.2 Allgemeine Kultur bedingungen

Nachdem die Knochenzylinder nach der beschriebenen Methodik hergestellt und in die
Kammern eingesetzt wurden, werden sie in das Perfusions- und Belastungssystem
(PBYS) integriert.

Das gesamte PBS bestehend aus den Kultur- und Belastungskammern, der 24-
Kanalkassettenpumpe, den Nahrmedium-Reservoiren und der Zetos-Belastungseinheit
wird waéhrend des Versuches in einem abgedunkelten Warmraum gelagert, dessen
Temperatur kontinuierlich bei 37°C gehalten wird.

Die Versorgung der Knochenexplantate wird durch das bereits erwahnte DMEM-high-
glucose Medium (siehe Kap. 3.1.6.3) gewahrleistet, dessen pH-Wert auf 7,25 eingestellt
ist. Das Nahrmedium wird nach jewells 72 Stunden gewechselt, sodass fir diesen
Zeitraum jeder Knochenprobe 6 ml Nahrmedium zur Verfigung stehen. Die
Durchflussrate des Mediums betragt 7ml pro Stunde.

Um préparationsbedingten Knochenstaub auszuwaschen, wird wahrend der ersten vier
Versuchstage das Medium t&glich gewechselt.

3.3 Versuchsdurchfihrung und Verlauf

Die in der Prdparation gewonnenen n=24 Knochenzylinder werden zunéchst

randomisiert und in drei Gruppen mit n=8 Explantaten eingeteilt.

Gruppel:

Die Knochenzylinder der ersten Gruppe werden jeden Tag jeweils im Abstand von 24
Stunden mit dem ,, Walking“-Signal fir 10 min bei einer Frequenz von 1Hz belastet,
was insgesamt 600 Zyklen pro Tag entspricht. Desweiteren wird jeweils im Anschluss
an die dynamische Belastung die Scheinbare Steifigkeit bzw. das E-Modul gemessen.
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Gruppe 2:

Die Knochenzylinder der zweiten Gruppe werden jeden Tag jeweils im Abstand von 24
Stunden mit dem ,, Jumping“-Signal fir 10 min bei einer Frequenz von 1Hz belastet,
was 600 Zyklen pro Tag entspricht. Desweiteren wird jeweils im Anschluss an die
dynamische Belastung die Scheinbare Steifigkeit bzw. das E-Modul gemessen.

Gruppe 3:

Die Knochenzylinder der dritten Gruppe dienen als Kontrollproben und werden nicht
dynamisch belastet. Nach jewells vier Versuchstagen (96 Stunden) wird die scheinbare
Steifigkeit bzw. das E-Modul gemessen.

Mit dem Belastungsmodus wird am dritten Tag nach Praparation begonnen.

Mit Hilfe der verwendeten 24-Kanal-Kassettenpumpe ist es moglich, die Durchflussrate
des Nahrmediums stufenlos zu variieren. Bei diesem Versuch wurde eine
Durchflussrate von 7ml in der Stunde gewdhlt, da in Vorversuchen gezeigt werden
konnte, dass diese Flussrate zu keiner Belastung der Knochenproben durch Scherkréfte
fuhrt. Dennoch werden die Proben suffizient mit Medium versorgt.

Die weitere Prozedur verléuft sowohl in den Belastungsgruppen als auch in der
Kontrollgruppe identisch.

Nach jeweils 72 Stunden wird das Kulturmedium gewechselt und aus dem verbrauchten
Medium jeweils eine Probe zur Bestimmung der Alkalischen Phosphatase und der
L aktatdehydrogenase entnommen (siehe Kap.3.6, 3.7). Desweiteren wird der pH-Wert
im verbrauchten Medium bestimmit.
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Gliederung des Versuchesfir die Belastungsgruppen:

Versuchstag Belastungstag

Arbeitsschritte

© 00 N O o A W N PP

I i o e =
A W N R O

15
16
17

18
19
20
21
22
23

24
25
26

© 00 N O o A WOWDN P~

P
— O

12
13
14

15
16
17
18
19
20

21
22
23

Préparation und Integration der Knochenzylinder
Mediumwechsel, pH

Mediumwechsel, pH

Belastung, E-Modul, Mediumwechsel, pH

Belastung, E-Modul, Mediumwechsel, pH

Belastung, E-Modul

Belastung, E-Modul

Belastung, E-Modul, Mediumwechsel, pH, AP, LDH
Belastung, E-Modul

Belastung, E-Modul

Belastung, E-Modul, Mediumwechsel, pH, AP, LDH
Belastung, E-Modul

Belastung, E-Modul

Belastung, E-Modul, Calcein-Label, Mediumwechse,
pH, AP, LDH

Belastung, E-Modul

Belastung, E-Modul

Belastung, E-Modul, Prostaglandinabnahme,
Mediumwechsel, pH, AP, LDH

Belastung, E-Modul

Belastung, E-Modul

Belastung, E-Modul, Mediumwechsel, pH, AP, LDH
Belastung, E-Modul

Belastung, E-Modul

Belastung, E-Modul, Alizarin-Label, Mediumwechsel,
pH, AP, LDH

Belastung, E-Modul

Belastung, E-Modul

Belastung, E-Modul, Mediumabnahme, pH, AP, LDH
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Gliederung des Versuches fur die Kontrollgruppe:

Versuchstag Belastungstag Arbeitsschritte
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Préparation und Integration der Knochenzylinder
Mediumwechsel, pH

Mediumwechsel, pH

Mediumwechsel, pH

Mediumwechsel, pH

E-Modul

Mediumwechsel, pH, AP, LDH

E-Modul

Mediumwechsel, pH, AP, LDH

E-Modul, Calcein-Label, Mediumwechsel, pH, AP, LDH

Prostaglandinabnahme, Mediumwechsel, pH, AP, LDH

E-Modul

Mediumwechsel, pH, AP, LDH

E-Modul

Alizarin-Label, Mediumwechsel, pH, AP, LDH

E-Modul, Mediumabnahme, pH, AP, LDH,
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3.4 DieBelastungssignale

Wie Dbereits erwahnt, sollen in diesem Experiment zwei unterschiedliche
Belastungssignale hinsichtlich ihrer Auswirkung auf Knochenexplantate miteinander
verglichen werden. Bel den Belastungssignalen handelt es sich um Belastungsformen,
die, was Art und Verlauf anbelangt, physiologischen Bewegungsmustern entsprechen
und direkt durch Messung auf einer Kraftmessplattform gewonnen wurden [21,110].
Das erste Signal stimuliert physiologisches Laufen (,, Walking®-Signal) und stellt sich
graphisch wie folgt dar:

Abb. 20: Das,, Walking* -Signal in seinen jeweiligen Phasen

A B

A: Abrollen Ferse; B: Abrollen Vorderfuss, C: passiver Peak
D: Korpergewicht

Das Vergleichssignal ist ein physiologisches Springen (,Jumping“-Signal)
beziehungsweise Hipfen und lasst sich graphisch folgendermassen darstellen:
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Abb. 21: Das,, Jumping® -Signal in seinen jeweiligen Phasen

A: Fuss auf dem Boden; B: Schwungholen; C: Absprung; D: Flug in der Luft
E: Landung; F: Nachfedern

Dass sich die beiden Signale, was ihre Intensitét und somit den moglichen Effekt auf
den Knochen anbelangt, stark unterscheiden, soll folgende Abbildung verdeutlichen:

Abb. 22: Das,, Walking" -Sgnal aufgetragen auf ,, Jumping” -Sgnale

Vergleich beider Belastungssignale

6000
—Jump 1
5000 —Jump 2
4000 Jump 3
g‘ Jump 4
% 3000 Jump 5
Z —
— 2000 Jump 6
| —Jump 7
1000 - ‘ —Jump 8
IV A B ’ ——walkin
0 _ g

[sec]
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Das rot dargestellte Signal zeigt die ,, Walking®-Sequenz, die Reihen 1 bis 8 entsprechen
den ,, Jumping”-Sequenzen (Uni Mlnster). Aus dieser Abbildung wird ersichtlich, dass
die in der ,Jumping“-Sequenz auftretenden Kréfte weit Gber denen der , Walking“-
Sequenz liegen.

Die beiden dargestellten Belastungssignale, aufgenommen als Kraft-Signale, wurden in
das Zetos-System Ubertragen und werden dort as Kompression appliziert mit einer
Amplitude, die 4000ustrain entspricht. Sie werden téglich fir eine Belastungsdauer von
10 Minuten bei einer Frequenz von 1Hz angewendet.

Bevor der PEA (Piezo Electrical Activator) die Belastung der Knochenexplantate
beginnt, muss an die Proben manuell eine Vorlast angelegt werden. Diese Vorlast
betragt 30 Newton und ist n6tig, um samtliche Oberflachen innerhalb der
Belastungskammer als auch zwischen Belastungskammer und PEA beziehungsweise
Belastungskammer und Zetos-Rahmen in Kontakt zu bringen. Insgesamt handelt es
sich um funf Grenzflachen zwischen verschiedenen Korpern, die in gutem Kontakt

zueinander stehen missen:

Kontakt zwischen PEA und Belastungspiston
. Kontakt zwischen Belastungspiston und Knochenexplantat

1
2
3. Kontakt zwischen Knochenexplantat und Kammerboden
4. Kontakt zwischen Kammerboden und Zetos-Rahmen

5

. Kontaktflachen der Gewindeschraube (zur Einstellung der Vorlast)

Die manuell eingestellte Vorlast dient somit zum einen dazu, vor der eigentlichen
Belastung samtliche Komponenten jeweils in maximalen BerUhrungskontakt zu bringen
und somit die Reproduzierbarkeit der Belastungen als auch der Ergebnisse zu
gewahrleisten. Zum anderen weisen die Knochenexplantate eine rauhe Oberflache auf.
Diese rauhe Oberflache (Unebenheiten bis max. 10um) besteht aus schwachem
(weichem) und préparationsbedingt totem Knochenmaterial, dessen Einfluss auf die
Belastungsergebnisse durch die angelegte Vorlast minimiert wird.

Die gesamte Belastungsprozedur wird {iber ein Windows®-Programm gesteuert, das
neben der Applizierung der genannten Signale auch die Auswahl anderer
Belastungsformen ermdglicht und die Kreation eigener Stimulationsmuster erlaubt.
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Auch die Ubrigen fir die Belastung relevanten Parameter sind Uber diese
Benutzeroberflache steuerbar wie beispielsweise die Starke oder die Frequenz des
Belastungssignals.

Abb. 23: Die Windows-Benutzeroberflache zur Steuerung des Zetos

E Zetos == E
Filez Edit Proces: Geometry Calibration Configuration  Help F1 e
[ R T
Lirnit
Conpreszion I JEUHm Farce | J 1500 Mewton
g ED i 500
High Yoltage Foice Compression Expansion
||:| 0 ||:| 0 ||:| 0 ||:| 0 | offine  pigh voltage %] O
IDD:EID:EI

Yolts Mlewton Jirr force-aup -

|Hint: |Status:

Fur den gesamten Versuch ergeben sich n = 23 Belastungstage. Die Knochenexplantate
werden somit 23 mal fur jeweils 10 Minuten bei einer Frequenz von 1Hz je nach
Belastungsgruppe mit der ,, Walking*- oder mit der ,, Jumping“-Sequenz belastet.
Waéhrend der ersten beiden Tage nach der Prgparation werden die Proben nicht belastet.
Sie gelten als Ruhephase.

Nach jeder Belastung erscheint auf dem Monitor folgendes Belastungsprotokoll:
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Abb. 24: Belastungsprotokoll (hier fur eine,, Jumping” -Sequenz)

m— force [M]

= compression [um

=y nung's modulus [MPa) completelurnp3000. exp 04.03.02 11:45:15
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MFa 400 20,00
300 15.00
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0 0.00
000 005 0150 0185 0300 0305 0450 455 100 1:0.5
M. 5

Das Belastungsprotokoll stellt zum einen die Belastungssequenz mit der daraus
resultierenden Kompression graphisch dar, zum anderen werden die zur Kompression
bendtigte Kraft in Newton und die scheinbare Steifigkeit (Young's Modulus/ E-Modul)
in Mega-Pascal aufgezeichnet.

Jeder dynamischen Explantatbelastung schliesst sich eine Messung der scheinbaren
Steifigkeit der Probe an (Y oung's Modulus/ E-Modul).

3.5 Diescheinbare Steifigkeit der Knochenexplantate / E-M odul

Unmittelbar nach der dynamischen Belastung der Knochenexplantate wird die
scheinbare Steifigkeit jeder Probe bestimmt. Dieser Wert wird derart normalisiert, dass
eine praktische Kenngrof3e entsteht, die von der Geometrie unabhéngig ist und eine
reine Materialeigenschaft darstellt, die mit anderen gelaufigen Materialien leicht zu
vergleichen ist. Diese Kenngrésse wird auch as E-Modul oder Young's Modulus

bezeichnet. Zu Beginn dieser quasi-statischen Messung wird zunéchst, wie auch schon
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in Kap. 3.4: Die Belastungssignale beschrieben, Uber die Gewindeschraube eine
manuelle Vorlast von 30 Newton angelegt, um samtliche Oberfléachen in guten Kontakt
zueinander zu bringen.

Der Verlauf der PEA-Treiberspannung bei quasi-statischer Messung stellt sich wie folgt

dar:

Abb. 25: Verlauf der PEA-Treiberspannung

PEA drive voltage

>t

+ =
rise : decay

Direkt proportional der 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 fuhrt.
Diese Ausdehnung des PEA erreicht ihr Maximum bei einer Kompression des
Explantates von 20 pum. Der Abfall erfolgt nicht abrupt, sondern innerhalb von 10
Sekunden in Form einer Kosinus-Flanke, um dynamische Stimulationen mit hoheren
Frequenzanteilen zu vermeiden. Wahrend dieser Messung werden Daten von Kraft und
Kompression laufend aufgezeichnet und gespeichert. Die scheinbare Steifigkeit wird
danach als Regressionsgerade ausgedriickt, wobel fir jedes Knochenexplantat immer
das gleiche Tellintervall aus der Gesamtheit der Daten zur Auswertung verwendet wird.
Die folgende Abbildung zeigt Ergebnisse einer quasi-statischen Messung, den
Mittelwert und die Standardabweichung. Dariberhinaus ist das Kraftintervall (hier mit

60



Material und Methoden

[ fa f ]) bezeichnet, in welchem die Kurve linear verléuft. Dick hervorgehoben ist die
Regressionsgerade, deren reziproke Steilheit direkt die scheinbare Steifigkeit darstellt.

Abb. 26: Quasi-statische Messungen zur Bestimmung der scheinbaren Steifigkeit
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Im Anschluss an jede quasi-statische Messung erscheint auf dem Monitor folgendes
Messprotokoll:

Abb. 27: Typisches Messergebnis einer quasi-statischen Messung zur Bestimmung der
scheinbaren Seifigkeit
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Fur den gesamten Versuch ergeben sich somit n = 23 Messungen der scheinbaren

Steifigkeit fir jede Probe der Belastungsgruppen.

3.6 DieBestimmung der Alkalischen Phosphatase

Um Rickschlisse auf die Knochenzellaktivitét ziehen zu kénnen, wird wahrend unseres
Versuches jeweils im Abstand von 72 Stunden (=Intervall des Mediumwechsels) die
Alkalische Phosphatase (AP) bestimmt. Da wédhrend der ersten vier Tage nach
Préparation das Medium téglich gewechselt werden muss, um préparationsbedingten
Zelldetritus auszuwaschen, findet die erste Probenabnahme zur AP-Auswertung am
funften Belastungstag (= achter Versuchstag) statt. Somit ergeben sich fir den gesamten
Versuchszeitraum n=7 Messungen fir jedes Knochenexplantat.

Aus dem verbrauchten Medium wird jeweils 1 ml Medium in 2 ml-Einhangegefasse
(Firma Sarstedt) abpipettiert und anschliessend im Zentrallabor der Universitét
ausgewertet oder bis zur Auswertung bei -20°C tiefgefroren. Im Zentrallabor findet die
Messung an einem Hitachi 917 statt.

Von BESSEY, LOWRY und BROCK wurde im Jahre 1946 die Bestimmung der
Alkalischen Phosphatase mit p-Nitrophenylphosphat als Substrat und Glycin / NaOH
als Puffer beschrieben. HAUSAMEN et a verbesserten die Bestimmung 1967 mit
EinfiUhrung des Diathanolamin-Puffers. Die vorliegende Methode entspricht der
» Optimierten Standard-Methode" nach den Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft
fur Klinische Chemie 1972.

Das Testprinzip entspricht einem Farbtest nach einer standardisierten Methode. Der
Probe wird zundchst ein Puffer zugesetzt. Nach nochmaliger Zugabe eines Puffer-
Substrat-Gemisches wird der Start der Reaktion induziert:

p-Nitrophenylphosphat + H,O --------------------- > Phosphat + p-Nitrophenol

62



Material und Methoden

Das p-Nitrophenylphosphat wird in Gegenwart der Magnesiumionen durch
Phosphatasen in Phosphat und p-Nitrophenol gespalten. Das dabei freigesetzte p-
Nitrophenol ist proportional der AP -Aktivitat und wird photometrisch gemessen.

Bel jeder Messung wird als ,, Null-Probe* nicht benutztes Medium verwendet. Nach der
Messung wird die , Null-Probe* von den Werten der einzelnen Knochenproben
subtrahiert, um die tatsichliche Aktivitét der AP in den Proben zu erhalten. In unserem
Versuch sind die ermittelten AP-Werte wegen Mangels anderer AP-produzierender
Zéelllinien in unseren Proben der Knochen-AP gleichzusetzen.

3.7 DieBestimmung der L aktatdehydrogenase

Die Abnahme der Proben zur Bestimmung der Laktatdehydrogenase (LDH) verl&uft
analog der Bestimmung der Alkalischen Phosphatase.

WACKER et a beschrieben im Jahre 1956 eine Methode zur LDH-Bestimmung mit
Lactat als Substrat und NAD as Coenzym. Die vorliegende Methode ist die ,, Optimierte
Standard-Methode“ nach den Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fur Klinische
Chemie aus dem Jahre 1972.

Das Testprinzip beruht auf einem UV-Test nach einer standardisierten Methode. Der
Probe wird zundchst Puffer / Pyruvat zugegeben. Durch Zugabe von NADH wird die
Reaktion gestartet.

Pyruvat + NADH + H* <==========> | actat + NAD"

Die Lactat-Dehydrogenase katalysiert die Umwandlung von Pyruvat zu Lactat. NADH
wird dabei zu NAD oxidiert. Die Geschwindigkeit der NADH-Abnahme ist direkt
proportiona der LDH-Konzentration und wird photometrisch gemessen.

Auch bel der Messung der LDH wird als ,Null-Probe” nicht benutztes Medium
verwendet und diese nach der Messung von den Werten der  Knochenproben
subtrahiert.
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3.8 Aufarbeitung der Knochenzylinder nach Versuchsende

3.8.1 Fixation der Knochenpréaparate

Nach Versuchsende werden die Knochenzylinder aus den Kultur- und
Belastungskammern entnommen und in flussigkeitsdurchl&ssige Kunststoffkastchen
(Tissue-Tek Uni-Cassets, Firma Miles, Naperville, Irland) umgelagert. In diese
Késtchen wird ein genau beschrifteter Zettel eingelegt, der die spétere Identifizierung
der einzelnen Proben ermdglicht.

Die die Proben enthaltenden Kunststoffk&stchen werden dann in ein mit 1,4% iger
Paraformaldehyd-L 6sung geflilltes Becherglas Uberfuhrt. Dieses Becherglas wird unter
standiger Durchmischung mit einen Magnetrihrer in einem Kuhlschrank bei 4°C fir 24
Stunden aufbewahrt.

Die 1,4% ige Paraformaldehydldsung setzt sich aus folgenden Bestandteilen zusammen:

- 35 ml 8% ige Paraformaldehyd-Stammldsung
- 65 ml Aqua bidest

- 100 ml 0,04 M Phosphatpuffer + 10% Sucrose
- pH wird auf 7,4 eingestellt

Die aufgefuihrten Bestandteile setzen sich wie folgt zusammen:

8% ige Paraformaldehyd- Stammldsung:
- 40 g Paraformaldehyd (Merck; Cat No: 4005)
- in 500 ml Aqua bidest 16sen, aufwarmen und auf neutralen Punkt
einstellen
- bei —20°C einfrieren
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0,04 M Phosphatpuffer + 10% Sucrose (pH 7,4):

40 ml 1M Phosphat-Stammlésung
100 g Sucrose (Roth; Cat.No. 9097)
10 ml 10% NaNs-Solution
= 1g NaNs-Solution (Merck; Cat.No. 6544)
in 10 ml aqua bidest
in 1000 ml Aqua bidest 16sen
auf pH 7,4 einstellen

1M Phosphatpuffer-StammlGsung:

112,5 g NeuHPO, (Merck; Cat.No. 106586.0500)
30 g KH2PO, (Roth; Cat.No. 39044.1)
in 1000 ml agua bidest [6sen

Die Fixation wird anschliessend mit 0,04M Phosphatpuffer-Lésung + 10% Sucrose
(siehe oben) beendet. Die Proben werden zweimal fur jeweils 8 Stunden mit der

Phosphatpufferlosung bei 4°C gewaschen. Anschliessend werden sie durch eine

aufsteigende Alkoholreihe und Xylol entwéassert.

Aufsteigende Alkoholreihe:
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1. | Alkohol 70 % 4 Tage, Alkohol wird téglich gewechselt
2. | Alkohol 80 % 1Tag
3. | Alkohol 90 % 1Tag
4. | Alkohol 96 % 2 Tage, Alkohol wird téglich gewechselt
5. | Ethanol 100 % 1Tag
6. |Xylol 1Tag
7. | Xylol 1Tag
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3.8.2 Einbettung

Eine wichtige Voraussetzung der nicht-entkalkten Knochenhistologie ist die
Kunststoffeinbettung. 1941 wurde von PUCKET das Metacrylat as
Gewebeeinbettmedium in die Histologie eingefihrt. Das neue Einbettmedium setzte
jedoch die Entwicklung besserer Mikrotome voraus mit denen das Schneiden der
Kunststoffblocke mdglich werden sollte. Im Jahre 1949 wurde dieser Anforderung
Rechnung getragen und das erste Sagemikrotom entwickelt.

Dennoch war es zundchst nur moglich, histologische Knochenschnitte mit einer
Schnittdicke von mindestens 25 pum herzustellen. Erst die von HIRSCH und
BOELLARD im Jahre 1958 entwickelte Methode des Zusatzes eines Weichmachers
(Polyethylenglycol) zum Methylmetacrylat ermdglichte die Herstellung dunnerer
Schnitte. Schnittdicken von weniger als 10 um konnten jetzt erreicht werden. Auch die
Anwendung normaler Mikrotome mit Hartstahlmessern statt der Sagemikrotome wurde

erst durch den Weichmacherzusatz ermdglicht.

Die Einbettung der Knochenzylinder lauft in einer Abfolge mehrerer Schritte. Nach
Beenden der aufsteigenden Alkoholreihe beziehungsweise dem Verbleib in Xylol als
Intermedium, werden die Knochenzylinder in Technovit® 9100 New (Kulzer)
eingebettet. Dazu muss die Technovit® 9100 Basis zunichst entstabilisiert werden.
Eine Chromatographiesaule wird mit 50 g Aluminiumoxid gefullt und anschliessend die
Technovit® 9100 — Basislésung hindurchlaufen gelassen. Eine Chromatographiesiule
dieser Art ist ausreichend fir die Entstabiliserung von 3-4 Litern Basisdsung. Die
entstabilisierten Losungen werden portioniert und in dunklen Schraubflaschen maximal
vier Wochen bei 4°C gelagert, Uber langere Zeitraume bel —15 bis —20°C im
Gefrierschrank.

66



Material und Methoden

Herstellung der Gebrauchsldsungen aus den Technovit® 9100 N-Komponenten 1-5:

1 2 3 4 5
Basidosung | PMMA- | Harter 1 | Harter 2 | Polymerisations- | Lagerung
Pulver Regler

Preinfiltration | 200 ml 19 Raumtemperatur
Infiltration ad 250 ml 209 1g/ 2g9* 4°C
Stammldsung | ad 500 ml 80g 39/ 4g* 4°C

A

Stammldsung | ad 50 ml 4ml 2ml 4°C

B

* Bel der Verwendung von stabilisiertem Technovit® 9100 N muss die grossere

Menge an Harter eingesetzt werden.

Die Polymerisationslésung besteht aus neun Volumenanteilen der Stammlésung A und
einem Volumenanteil der Stammldsung B. Nachdem diese Lésung angesetzt wurde,

sollte sie sofort verbraucht werden.

Die Knochenproben werden den Aufbewahrungskéstchen entnommen und in
Probenbehélter mit Deckel (25 ml / 5 ml; Fa Kobe) senkrecht eingestellt.
Anschliessend werden die Behélter bis zum Rand mit der Polymerisationslésung gefuillt
und fur 5 Minuten im Exsikkator bei 600 MBar evakuiert, um die eventuelle Bildung
von Luftblasen im eingebetteten Praparat zu vermeiden. Die Kapseln werden dann mit
einer Folie (Polyethylenfolie; Fa. Kulzer) und dem Deckel luftdicht verschlossen.

Die Polymerisationsphase findet in einem Gefrierschrank bei —8 bis —15°C statt. Die
Dauer betragt je nach erreichter Harte 12 — 48 Stunden.

Die auspolymerisierten Blocke werden danach zunéchst im Kihlschrank aufbewahrt

und anschliessend an Raumtemperatur adaptiert.
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Die Polymerisationsblocke werden den Probenbehdtern entnommen und konnen
danach weiter bearbeitet werden.

Abb. 28: Eingebettete Praparate

A: eingebettete Probe in Einbettungsform; B: eingebettete Probe
nach Entnahme aus Einbettungsform

3.8.3 Ponalbeschichtung der Objekttrager

Um einen moglichst guten Halt der Préparate auf den Objekttragern zu gewéhrleisten,
werden die Objekttréager mit einer Ponallosung beschichtet. Diese Methode hat sich
wahrend vieler Versuche hinsichtlich der erzielten Ergebnis als sehr gut herausgestellt.

Folgende Materialien beziehungsweise L 6sungen werden daftir bendtigt:
- Objekttrager (SuperFrost® Plus; Art.No. 041300)
- Ponaldsung (Holzleim; Fa. Henkel, Verschluss schwarz/orange)

- Poly-L-Lysin-Lésung 0,1%ig (Sigma; Cat.No. P 8920)

Das Mischverhdltnis ergibt sich wie folgt:

68



Material und Methoden

- 2 Volumenanteile Ponallosung (2%ig in Aqua dest)
- 1 Volumenanteil Poly-L-Lysin-Losung (0,01%ig)

Die Objekttrager werden fur 10 min in einem Objekttrégersténder stehend in die oben
beschriebene Losung gestellt. Danach l&sst man sie abtropfen und bei Raumtemperatur
fur ca. 24h trocknen.

Die etwas milchige Oberfléche der getrockneten Objekttrager sollte nicht irritieren, da
diese spatestens nach der Entacrylierung der Schnitte wieder klar erscheint.

3.8.4 Anfertigen von Dlnnschnitten

Dawir die Préparate in zwei unterschiedlichen Ausharteformen eingebettet haben, muss
zunégchst an den Préparaten, die in der grosseren Form ausgehdrtet sind, der
Uberschiissige Kunststoff mit einer Bandsége abgetragen werden. Somit ergibt sich fir
das folgende Schneiden eine minimale Schnittflache, wodurch die Abnutzung der
Hartstahlmesser moglichst gering gehalten werden kann.

Die histologischen Dunnschnitte werden mit dem Hartschnittmikrotom ,, Polycut E* der
Firma Reichert-Jung® hergestellt. Auch die verwendeten Hartstahimesser entstammen
der Produktion der genannten Firma.

Das Hartstahlmesser wird jewells in einem Winkel zwischen 0° und 1° zur Schnittebene
in dem Mikrotomkopf fixiert. Die eingebetteten Préparate werden auf dem Schlitten des
Mikrotoms so festgezogen, dass der Knochen mit der schmaleren Seite auf das Messer
zeigt. Das Préparat wird zundchst unter das Mikrotommesser gefahren und moglichst
dicht an die Schnittkannte des Messers angenahert. Da die Oberflache der eingebetteten
Préparate zum Teil sehr uneben ist, werden zunéachst bei einer Schnittdicke von 15 pm
die obersten Schichten des Préparates abgetrennt. Fir diese Schnitte konnen verbrauchte
Stellen des Messers benutzt werden, die aufgrund vorheriger Schneidevorgange kleine
Kerben aufweisen. Die Geschwindigkeit des Mikrotoms kann fir diesen ersten
Arbeitsschritt hoher eingestellt werden, da diese Schnitte verworfen werden. Wahrend
des Schneidens miissen sowohl die Préparatoberflache als auch das Messer des
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Mikrotoms mit Schneideflissigkeit benetzt sein, um ein mdglichst reibungsloses
Gleiten der Schnitte auf dem Messer zu erreichen und ein Einrollen der Praparate zu
verhindern. Als Schneideflissigkeit wird 30 % iger Alkohol benutzt, der mit einem
feinen Borstenpinsel aufgetragen wird.

Nachdem die oberfl&chlichen Schichten des Préparates abgetragen sind und eine glatte
Oberflache entstanden ist, wird der Schlitten, auf dem die Préparate fixiert sind, an eine
unbenutzte beziehungsweise wenig verbrauchte Stelle des Mikrotommessers
verschoben. Die Schnittdicke wird jetzt auf 5 pm eingestellt und die
Schneidegeschwindigkeit erheblich reduziert (circa funf Schnitte pro Minute).

Die Praparatoberflache und das Messer werden nochmals mit Schneidefltssigkeit
benetzt und der Schneidevorgang begonnen. Die Schnitte werden mit einem feinen
Pinsel auf die Messeroberfléche gezogen und zur Seite geschoben. Um ein Einrollen
der Schnitte zu verhindern, missen sie sténdig feucht gehalten werden. Nachdem
mehrere Schnitte angefertigt wurden, werden sie einzeln mit einer feinen Pinzette auf
die ponalbeschichteten Objekttrager aufgelegt und mit 60 %igem Alkohol gestreckt.
Auf einen Objekttrager werden jeweils zwei Schnitte aufgebracht.

Danach wird der akoholnasse Objekttréager mit einer Polyethylenfolie (Fa. Kulzer)
bedeckt und mit Hilfe eines Tupfers der Alkohol zwischen Objekttréger und Folie
ausgestrichen. Je intensiver der Alkohol ausgestrichen wird, desto besser haften die
Schnitte spdter am Objekttrager.

Die Objekttrager werden danach in eine Pr8paratepresse gespannt. Zwischen zwel
Objekttrager wird jeweils ein Streifen Loschpapier gelegt, der vorher auf
Objekttragerformat zugeschnitten wurde. Die Praparatepressen werden fest zugezogen
und in einem Brutschrank bei 50 °C getrocknet.

Nach 48 Stunden konnen die Pressen dem Brutschrank entnommen und auf
Raumtemperatur abgekihlt lassen werden. Die Folien werden danach von den
Préparaten abgezogen und die Objekttrager bis zur spateren Entacrylierung archiviert.
Werden die Folien auf den Objekttragern belassen, so kdnnen diese tiber einen langeren
Zeitraum gelagert werden.
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3.85 Entacrylierung

Bevor die Préparate gefarbt werden kdnnen, missen sie entacryliert beziehungsweise
entplastiniert werden. Eine histologische Farbung ohne vorheriges Entplasten kann
unsererseits nicht empfohlen werden, da die Ergebnisse im Vergleich zur Farbung
entplasteter Schnitte unbefriedigend waren.

Nachdem die Entacrylierung durchgefiihrt wurde, missen die Prgparate gefarbt und
abschliessend  versiegelt  werden. Werden die Préparate  hingegen  zur
fluoreszenzmikroskopischen Auswertung genutzt, werden sie nur versiegelt.

Durchfuihrung der Entacrylierung:

1. 2-Methoxyethylacetat 20 min
2. 2-Methoxyethylacetat 20 min
3. 2-Methoxyethylacetat 20 min
4. 100 %iges Athanol 3min
5. 96 %iges Athanol 3min
6. 80 %iges Athanol 3min
7. 70 %iges Athanol 3min
8. 50 %iges Athanol 3min
0. Agua dest. 3 min
10. Agua dest. 3 min

Alternativ zur absteigenden Alkoholreihe (Schritte 4 bis 8), die der Rehydrierung der
Préaparate dient, kbnnen die Préparate auch zweimal fur jeweils 5 Minuten in Aceton
eingestellt werden.

Das verwendete 2-Methoxyethylacetat dient der Entplastinierung der Prdparate und
wird als gebrauchsfertige Losung von der Firma Merck vertrieben. Wie bereits erwahnt,
fuhrt die absteigende Alkoholreihe zur Rehydrierung der Préparate und bereitet diese
auf die wassrigen Féarbelésungen vor. Auch das zweimalige Spulen in Aqua dest.

verbessert die Hydratisierung der Praparate.
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3.8.6 DieFarbung der Dinnschnitte

3.8.6.1 DieTrichromfarbung nach Goldner

Die  Masson-Goldner—Farbung ist eine von mehreren  verschiedenen
Trichromfarbungen, die heute ene der  Standardfarbungen  fur  die
Knochenmorphometrie darstellt. Sie ist charakterisiert durch gute Zellanféarbung und
farblich klar unterscheidbare Darstellung mineralisierter und nicht-mineralisierter
Knochenmatrix.

In den angeférbten Prdparaten stellen sich mineralisiertes Knochengewebe und
Kollagen leuchtend griin dar. Das Osteoid erscheint rot, Zellkerne blau-schwarz und das
Zytoplasma rétlich-braun.

Herstellen der Farbel 6sungen:

Weigerts Eisenhamatoxylin

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

Das Hamatoxylin wird im Athanol gelost und muss etwa €ine Woche reifen bevor es
zur Anwendung geeignet ist. Das Athanol kann zum Lésen des Hamatoxylins erwarmt

werden.

Stammldsung: Eisenchloridldsung
- 1,59 Eisen(l11)chlorid wasserfrei
- 100 ml Aqua dest.
- 1 ml konzentrierte Salzsdure

Das Eisen(lIl)chlorid wird im Aqua dest. gelost. Anschliessend wird die Salzsaure
zugesetzt.
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Férbelsung:

Als Farbelosung dient eine Mischung beider Stammldsungen im Verhdtnis 50:50.
Diese sollte erst unmittelbar vor Gebrauch hergestellt werden.

Séurefuchsin-Ponceau
- 0,2 g Ponceau de Xylidine
- 0,1 g Saurefuchsin
- 100 ml Aqua dest.

- 0,6 ml Eisessig

Das Ponceau de Xylidine und Saurefuchsin werden in Aqua dest. gelost und Eisessig
zugesetzt.

Phosphormolybdénsaure-Orange G

- 3-4 g Phosphormolybdansaure
- 100 ml Aqua dest.
- 29g0OrangeG

Die Phosphormolybdansaure wird im Aqua dest. geldst und das Orange G zugesetzt.

Lichtgrin
- 0,1-0,2gLichtgrin
- 100 ml Aqua dest.
- 0,2ml Eisessig

Das Lichtgrin wird im Aqua dest. gel0st und der Eisessig zugesetzt.

Farbevorschrift:
1. Entplasten in 2-Methoxyethylacetat 3x 20 min
2. Aceton 2X 5min
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© N o g b~ W

10.
11.
12.
13.
14.

Spulen in Aqua dest.

Weigerts Eisenhdmatoxylin

Bléauen in Leitungswasser

Férben in Saurefuchsin-Ponceau
Abspulen mit 1% iger Essigsaure
Differenzieren in Phosphormolybdansaure —
Orange G

Abspulen mit 1% iger Essigsaure
Gegenférben mit Lichtgrin
Auswaschen mit 1% iger Essigsaure
Aufsteigende Alkoholreihe

Xylol as Intermedium

Eindecken mit Entellan
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Abb. 29: Ubersichtsaufnahme in der Trichrom-Farbung nach Goldner

Abb. 30: 2Zwei verschmel zende Knochentrabekel

(MK) Mineralisierter Knochen; (O) Osteoid; (Mf) Mineralisationsfront
(K) Kollagen; (Oz) Osteozyt; (Ob) Osteoblast; (Fv) Fettvakuole
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3.8.6.2 DieGiemsa-Farbung

Der Vortell der Giemsa-Farbung besteht in der schnellen und einfachen
Durchfuhrbarkeit. Sie liefert gute Differenzierungsmoglichkeiten hinsichtlich der
Farbkontraste zwischen Zellen und der Interzellularsubstanz der Welich-
beziehungsweise Hartgewebe.

In den Pr8paraten imponiert die mineralisierte Knochenmatrix rosa bis zartrosa, das
Kollagen rosa, Osteoid blassblau sowie Zellen und Zellkerne in einem blau
unterschiedlicher Farbtone.

Herstellen der Féarbelsung:

- 40 ml Giemsa— LOsung
- 160 ml abgekochtes Aqua dest.

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

dem Aqua dest. verdiinnt.

Férbevorschrift:

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

3. Spulen in Aqua dest. 2x 3min
4. Einstellen in die Giemsa-L6sung 30 min

5. Differenzieren in 0,1% iger Essigsdure kurz

6. | Differenzierenin 70% igem Athanol kurz

7. | Differenzieren in 96% igem Athanol kurz

8. Xylol als Intermedium 2X 5min
0. Eindecken mit Entellan
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Abb. 31: Ubersichtsaufnahme in der Giemsa-Farbung

Abb. 32: Knochentrabekel in der Giemsa-Farbung

—

(MK) Mineralisierter Knochen; (O) Osteoid; (Oz) Osteozyt
(Blc) Bone Lining Zellen; (Fv) Fettvakuole
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3.8.6.3 DieToaluidin O — Farbung

Obwohl fir die Toluidin O — Farbung nur ein Farbstoff benttigt wird, zeichnet sie sich
durch eine sehr gute Gewebsdifferenzierung aufgrund metachromatischer Effekte aus.
Durch anschliessende Differenzierung in 70 % igem und abschliessend in absolutem
Athanol kénnen diese metachromatischen Farbeffekte aufgrund unterschiedlich starker
Entfarbung der einzelnen Gewebearten nochmals intensiviert werden. Somit werden
trotz sehr einfacher DurchfUhrbarkeit sehr gute Ergebnisse erzielt.

Unter mikroskopischer Betrachtung stellt sich mineralisiertes Hartgewebe ungefarbt
dar, Zellen und Weichgewebe in verschiedenen Blautonen. Die Knorpelmatrix sowie
Mastzellgranula imponieren metachromatisch rot-violett, verkalkte Knorpelmatrix
dunkelblau. REVELL [87] konnte zeigen, dass die Mineralisationsgrenze in Form einer
gekdrnten violetten Linie erscheint.

Herstellen der Farbel6sung:

- 0,39 Toluidinblau O
- 2,59 Natriumkarbonat
- 100 ml Aquadest.

Mit Hilfe eines Magnetrihrers werden Toluidinblau O und Natriumkarbonat in 100 mi

Agua dest. gelost. Die entstandene Losung muss vor Gebrauch zweimal filtriert werden.

Férbevorschrift:

1. |Entplasten in 2-Methoxyethylacetat 3x 20 min
2. | Aceton 2X 5min
3. | Spulenin Agqua dest. 2x 3min
4. | Toluidin O — Ldsung 10 min

5. | Spulenin Aqua dest.

6. |Differenzieren in 70% igem Athanol kurz

7. | Differenzieren in absolutem Athanol kurz
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8. | Xylol as Intermedium 2X 5min
9. | Eindeckenin Entellan

Abb. 33: Knochentrabekel in der Toluidin O — Farbung
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Abb. 34: Knochentrabekel in der Toluidin O — Farbung
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(MK) Mineralisierter Knochen; (O) Osteoid; (Mf) Mineralisationsfront
(O2) Osteozyt; (Ob) Osteoblast; (Blc) Bone Lining Zellen
(Fv) Fettvakuole; (A) Arterie
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3.8.6.4 Diemaodifiziertev. Kossa-Versilberung nach Krutsay

Im Jahre 1963 wurde die urspriingliche Kossa-V ersilberung von KRUTSAY modifiziert
und wird seitdem auch fir kunstharzeingebettete Hartmikrotomschnitte empfohlen.
Zudem ist sie auch fur Dunnschliffpraparate anwendbar. Die Versilberung beruht auf
einem lonenaustausch, der selektiv ale mineraliserten vor alem aber
kalziumphosphathaltigen Gewebeanteile feststellt, was zu &usserst kontrastreichen
Darstellungen fuhrt. Jedoch werden strukturelle Unterschiede wie lamellére oder
geflechtartige Kollagenfibrillenanordnungen tiberdeckt.

Besonders geeignet ist die von Kossa-Férbung fur die automatische Bildanalyse
hinsichtlich histomorphometrischer Auswertungen an verkalkter Substanz.

Das mineralisierte Knorpel- beziehungsweise Knochengewebe wird schwarz dargestellt,
Mineralisationsfronten heben sich schwarz-granuliert hervor. Unter Verwendung
verschiedener Gegenfarbungen ist es zudem moglich, Osteoidsdume, Zellen und
Weichgewebe sehr kontrastreich hervorzuheben.

In unserer histologischen Auswertung fand die Gegenféarbung mit Farbstoffen der
Trichrom-Goldner-Farbung Anwendung. Mit dieser stellen sich Osteoid rot, Zellkerne
blauschwarz und Zytoplasma rétlich-braun dar.

Die Férbeldsungen setzen sich wie folgt zusammen:
5% ige Silbernitrat-L dsung

- 59 Silbernitrat
- 100 ml Aqua dest

Das Silbernitrat wird in Aqua dest gelost und die fertige Losung lichtgeschitzt
aufbewahrt.

Natriumkarbonat-Formaldehyd-L 6sung
- 10 g Natriumkarbonat

- 50 ml 37% ige Formaldehydlésung (wasserfrei)
- 150 ml Aquadest.
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Das Natriumkarbonat wird in Aqua dest. gelost und die Formaldehydldsung zugesetzt.

Natriumthiosulfatlésung
- 7 g Natriumthiosulfat
- 133 ml Aqua dest.

Das Natriumthiosulfat wird in Aqua dest. gelost.

Kernechtrot-Férbel 6sung

- 0,2 g Kernechtrot
- 200 ml 5% ige wassrige Aluminiumsulfatlosung

Die Aluminiumsulfatldsung wird zundchst zum Kochen gebracht, anschliessend wird
das Kernechtrot eingerihrt. Die erhaltene Lésung wird fur weitere 10 min gekocht und
nach Erkalten filtriert.

Férbevorschrift:

1. |Entplasten in 2-Methoxyethylacetat 3x 20 min
2. | Spulenin Aceton 2X

3. | Spulenin Agqua dest. 2x 3min
4. | Einstellenin die Silbernitratlosung 30 min

5. | Spulenin Agqua dest. 3x

6. | Reduzieren in Natriumkarbonat-Formaldehyd 8 min

7. | Spulenin Aqua dest. 10 min

8. | Fixierenin Natriumthiosulfat 5 min

9. | Spulenin Leitungswasser 15 min
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Gegenfarbung mit Kernechtrot:

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

in Aqua dest. wéassern
Einstellen in Kernechtrot
Spulen in Aqua dest.
Aufsteigende Alkoholreihe
Xylol as Intermedium
Eindecken mit Entellan

45 min

2X 5 min

Gegenfarbung mit Farbstoffen der Trichrom-Goldner-Farbung:

10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.
17.
18.

Weigerts Eisenhdmatoxylin
Bléauen in Leitungswasser

Férben in Saurefuchsin-Ponceau
Abspulen mit 1% iger Essigsaure

Differenzieren in Phosphormolybdansdure-Orange

G

Abspulen mit 1% iger Essigsaure

Aufsteigende Alkoholreihe
Xylol as Intermedium
Eindecken mit Entellan

83

10 min
10 min

7 min

7 min

2X 5min



Material und Methoden

Abb. 35: Knochentrabekel in der v.Kossa-Farbung und Gegenféarbung mit Trichrom-
Goldner-Farbstoffen

(MK) Mineralisierter Knochen; (O) Osteoid; (Mf) Mineralisationsfront
(K) Kollagen; (Oz) Osteozyt; (Fv) Fettvakuole
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3.8.6.5 DieDoppelfarbung nach Hamalaun-Eosin (H&E)

Die Doppelfarbung nach Hamalaun-Eosin ist eine in der Routine héufig angewendete
Farbung, die sich durch eine einfache und schnelle Durchfiihrbarkeit auszeichnet.

Im Vergleich zu den vorher aufgefihrten Farbetechniken weildt sie jedoch nur eine
geringe Differenzierbarkeit der einzelnen Gewebearten auf. So werden Zellkerne blau,
alle Ubrigen Gewebearten in unterschiedlichen Rottbnen beziehungsweise
Rotabstufungen dargestellt.

Herstellen der Farbel 6sungen:

Hémalaun
- 2,59 Héamatoxylin
- 0,59 Natriumjodat
- 125 g Aluminiumkaliumsulfat
- 2500 ml Aqua dest.
- 125 g Chlorahydrat
- 2,59 Zitronensdure

Das Hamatoxylin, Natriumjodat und Aluminiumkaliumsulfat werden Uber Nacht in
Aqua dest. gelost. Am folgenden Tag werden Chloralhydrat und Zitronenséure
hinzugefiigt. Diese Losung muss 5 Minuten aufgekocht und anschliessend filtriert

werden.
Eosin
- 1 ml Certstain Eosin G (gelblich)

- 100 ml 70 %iges Athanol

Das Certstain Eosin G wird in Athanol gel6st und die Farbelosung vor Gebrauch mit
Eisessig etwas angesduert.
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Farbevorschrift:

Entplasten in 2-Methoxyethylacetat
Absteigende Alkoholreihe

Spulen in Aqua dest.

Einstellen in Hamalaun

Bléauen in Leitungswasser
Einstellen in Eosin

Spuilen in Wasser

Aufsteigende Alkoholreihe

© 0o N o o b~ W DN

Xylol as Intermedium
Eindecken mit Entellan

=
o
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2X 3 min
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10 min

5 min

2X 5min
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Abb. 37: Ubersichtsaufnahme in der H& E-Doppel farbung

1

Abb. 38: Trabekeloberflache in der H&E-Doppelfarbung

(MK) Mineralisierter Knochen; (Oz) Osteozyt; (Ob) Osteoblast
(Fv) Fettvakuole
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3.8.6.6 DieFarbung mit Alcianblau-PAS

Die Alcianblau-PAS Farbung ermoglicht die gleichzeitige Darstellung neutraler
Polysaccharide und saurer Glykosaminoglykane, ohne jedoch zwischen beiden genau
differenzieren zu konnen.

In den angeférbten Préparaten stellen sich Zellkerne blau, Mastzellgranula und saure
Glykosaminoglykane blaugriin, Osteoid und Knorpelmatrix blassrosa, mineralisiertes
Hartgewebe blassrétlich, sowie Glykogen und Glykoproteine dunkel purpurrot dar.

Herstellen der Farbel6sung:

Alcianblaul6sung

- 1gAlcianblau
- 100 ml 3%ige Essigsaure

Das Alcianblau wird in Essigsaure gelost.

0,5%ige Perjodsdure
- 10 ml 0,2M Natriumazetatldsung
- 0,8 g Perjodsaure
- 20 ml Aquadest.
- 70 ml absolutes Athanol

Um 0,2%ige Natriumazetatldosung zu erhalten, werden 0,272g Natriumazetat in 10 ml
Aqua dest. gelost. Die Perjodsdure wird in Aqua dest. gelost und im Anschluss die
Natriumazetatlosung hinzugegeben. Anschliessend wird diese Losung mit Athanol
gemischt. Die Farbeldsungen sollten lichtgeschitzt in einer braunen Glasflasche

aufbewahrt werden. Bei einer Braunférbung der Losung muss diese verworfen werden.
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Schiff” “sches Reagenz

Stammidsung |
- 5gPararosanilin
- 150 ml IN Salzsdure

Das Pararosanilin wird in der Salzsaure gelost.

Stammidsung |1
- 5g Natriumdisulfit
- 850 ml Aquadest.

Das Natriumdisulfit wird in Aqua dest. gelost.

Farbel6sung

Die Farbelosung besteht aus einem Gemisch der beiden Stammldsungen im Verhdltnis
50:50 und wird fur 24 Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen. Anschliessend
werden 3g Aktivkohle hinzugegeben. Die Ldsung wird vor der abschliessenden
Filtration fUr 2 Minuten geschittelt.

Hémalaun
- 2,5gHéamatoxylin
- 0,5 g Natriumjodat
- 125 g Aluminiumkaliumsulfat
- 2500 ml Aqua dest.
- 125 g Chlorahydrat
- 2,59 Zitronensdure

Das Hamatoxylin, Natriumjodat und Aluminiumkaliumsulfat werden tber Nacht im

Aqua dest. gelost. Am folgenden Tag werden das Chloralhydrat und die Zitronensaure
zugesetzt. Diese Ldsung wird aufgekocht und abschliessend filtriert.
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Férbeanleitung:

© 0o N o o b~ W DN

e N o e
a ~ v b B O

Entplasten in 2-Methoxyethylacetat
Absteigende Alkoholreihe

Spulen in Aqua dest.

Einstellen in 3%ige Essigsdure
Einstellen in Alcianblaulésung
Spulen mit Leitungswasser
Einstellen in Perjodsdure

Spulen mit Leitungswasser
Einstellen in Schiff " sches Reagenz
Spulen mit Leitungswasser
Einstellen in Hamalaun

Bléauen in Leitungswasser
Aufsteigende Alkoholreihe

Xylol as Intermedium

Eindecken mit Entellan
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3x 20 min

2x 3min
3 min
2h

5 min
30 min
5 min
45 min
10 min
10 min

10 min

2X 5min
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Abb. 39: Osteozyten mit eingelagertem Glykogen

Abb. 40: Osteoklast in Howship-Lakune

(MK) Mineralisierter Knochen; (Oz) Osteozyt; (Ob) Osteoblast
(Ok) Osteoklast in (HL) Howship-Lakune; (Glyc) Glykogen
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3.8.6.7 Enzymhistochemie: Alkalische und Saure Phosphatase

Mit Hilfe dieser enzymatischen Farbung wird es moglich, die Enzymaktivitdten der
Alkalischen und der Sauren Phosphatase im Préparat darzustellen. Alkalische
Phosphatase, die charakteristisch fir Osteoblasten ist, stellt sich im Préparat blau dar.
Die Saure Phosphatase, durch deren Aktivitét Osteoklasten charakterisiert sind, wird
rétlich dargestellt. Zellkerne imponieren durch die Gegenfarbung mit Methylgriin
leuchtend gran.

Herstellen der Farbel 6sungen:
IM Tris-Stammldsung

- 121,14 g Tris(Sigma, Cat.No. T1503)
- ad. 1000 ml Aqua dest.

Das Triswird im Aqua dest. gelost.

0,1M Tris-Puffer (pH 9,4)
- 100 ml IM Tris-Stammldsung
- ad. 1000 ml Aqua dest.

100ml der 1M Tris-Stammldsung werden in 1000ml Aqua dest. gelost. Anschliessend
wird der pH auf 9,4 eingestellt.

2M Natriumacetat-Stammldsung
- 74,13 g Natriumacetat (Roth, Cat.No. 6773.1)
- 55 ml Eisessig (Merck, Cat.No. 1.00063)
- ad. 500 ml Aqua dest.

Das Natriumacetat und das Eisessig werden im Aqua dest gelost.
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0,1M Natriumacetatpuffer (pH 5,6)

50 ml 2M Natriumacetat-Stammldsung
ad. 1000 ml Aqua dest.

Das Natriumacetat wird im Aqua dest. gelost. Der pH wird auf 5,6 eingestellt.

Reaktionsldsung: Alkalische Phosphatase

50 ml 0,1M Tris-Puffer (pH 9,4)

50 mg Echtblau Salz (Sigma, Cat.No. F8761)

25 mg Naphthol-AS-Bl-Phosphat (Sigma, Cat.No. N-2250) geldst in
0,5ml DM SO/Triton X 100

Reaktiond 6sung: Saure Phosphatase

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

500 pl Hexonium-Pararosanilin (Merck; Cat.No. 1.07509); 250ul 4%
Pararosanilin in 2N HCL + 250 pl 4% Natriumnitrit (Merck; Cat.No.
6544) in Aqua dest.; 1min vortexen, 5 min reagieren lassen

25 mg Naphthol-AS-BI-Phosphat (geldst in 0,5ml DM SO/Triton

X 100)

Gepufferte 4%-ige Formalinlésung

100 ml 37%-iges Formol (Merck; Cat.No. 1.04002)
4 g NaH,PO, . H,0 (Merck; Cat.No. 6346)

6,5 g NaoHPO, (Merck; Cat.No. 6586)

ad. 1000 ml Aqua dest.

Der pH-Wert der gepufferten 4%-igen Formalinlésung wird auf 7,0 eingestellt.

Methylgrin

0,5 g Methylgrin (Merck; Cat.No. 1.15944)
ad. 100 ml Aqua dest.
25 ml Athanol absolut
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Das Methylgriin wird im Aqua dest. gelst. Anschliessend wird das Athanol zugesetzt
und der pH-Wert auf 4,5 eingestellt.

Férbeanleitung:

© 0o N o o bk~ w DN

P
= O

Spilenin 0,1M Tris-Puffer
Inkubation in Reaktionsldsung |
Spulen in Aqua dest.

Spilenin 0,1M Acetat-Puffer
Inkubation in Reaktionsldsung |1
Spulen in Aqua dest.
Nachfixieren in 4% Formalin
Spilen in Leitungswasser
Gegenféarbung mit Methylgriin
Spilen in Leitungswasser
Eindecken mit Kaisers Glyceringelatine (Merck;
Cat.No. 109242)
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10 min/ RT
2h/37°C

10 min/ RT
1h/37°C

2-3h/RT

10 min



Material und Methoden

Abb. 41: Osteoklasten in der Sauren Phosphatase-Darstellung

(MK) Mineralisierter Knochen; (Ob) Osteoblasten; (Oz) Osteozyten
(Ok) Osteoklasten; (Fv) Fettvakuole
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3.8.7 Die polychrome Sequenzmarkierung

Um Ruckschliisse auf die dynamischen Umbauprozesse in den Knochenexplantaten
zichen zu konnen, werden die Proben wéhrend des Versuches zweifach mit
Fluochromen markiert. Die erste Markierung findet am 11. Belastungstag mit Calcein
statt, einem sich grin darstellenden Farbstoff.

Herstellen der Calcein-Farbel6sung

StammlGsung
- 50 mg Calcein (Sigma; Cat.No. C-0875)
- 75ml NaCl 0,9%ig (BRAUN; 1476A95)

Das Calcein wird im NaCl gelost.

Gebrauchs6sung
30 pg Stammldsung / ml Medium

Konzentration der Perfusionsldsung
360 ul Calcein-Gebrauchslésung in 8ml Medium (ohne FCS)

Das zweite Ma wird am 20. Belastungstag markiert. Bei dieser Markierung kommt

Alizarin zum Einsatz, welchesim Unterschied zum Calcein rot anfarbt.

Herstellen der Alizarin-Féarbeldsung

StammlGsung
- 30 mg Alizarin Complexone (ICN Biomedicals Inc.;Cat No: 195027)
- 10ml NaCl 0,9 %ig (BRAUN; 1476A95)

Das Alizarin wird in NaCl gelost. Anschliessend wird der pH-Wert auf 6,9 eingestellt

und die Losung steril filtriert.
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Gebrauchs6sung
45 pg Stammlésung / ml Medium

Konzentration der Perfusionsldsung
90 ul Alizarin-Gebrauchslosung in 5,9ml Medium (ohne FCS)

Die Kultur- und Belastungskammern werden unmittelbar nach der dynamischen
Belastung der Knochenexplantate und Bestimmung deren E-Moduls mit dem den
Fluoreszenzfarbstoff enthaltenden Medium (ohne FCS) verbunden. Die Knochenproben
werden 2,5 Stunden mit diesem Medium versorgt. Nach diesem Vorgang werden die
Kammern zweimal fur jeweils 45 Minuten mit DMEM-Medium (ohne FCS) gespilt
und anschliessend wieder mit DMEM-Medium (mit FCS) verbunden.
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Abb. 43: Alizarinbande mit aufgelagertem Osteoid

Abb. 44: Alizarinbande mit aufgel agertem Osteoid

(MK) Mineralisierter Knochen; (AL) Alizarinbande mit aufgelagertem (O) Osteoid
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3.8.8 Immunhistochemie: Detektion apoptotischer Osteozyten

Zur Darstellung apoptotischer Osteozyten wird der ApopTag In Stu Oligo Ligation
(ISOL) Kit der Firma Intergen® Company verwendet.

Der ApopTag ISOL Kit basiert auf der biochemischen Spezifitéat der T4 DNA-Ligase.
Dieses Enzym bindet kovalent an exakt komplementare Enden eines Paares
doppelstrangiger DNA-Molekile. Die zu verbindenden Enden sind dabei das der
genomischen DNA der Probe und das der synthetischen, biotinidierten Oligonukleotide
des ISOL-Kits. Die Detektion dieser gebundenen DNA-Abschnitte erfolgt anschliessend
durch zusétzliche Anbindung eines Streptavidin-Peroxidase-Konjugates. Peroxidase
wiederum begiinstigt die Anlagerung des Substrates Diaminobenzadin (DAB), das
lichtmikroskopisch sichtbar wird.

Die T4 DNA-Ligase kann spezifisch DNasel-typische Enden, die nur bei Aktivierung
Apoptose-spezifischer Endonukleasen entstehen, mit biotinmarkierten Oligonukleotiden
verbinden. Somit wird auch die gute Differenzierbarkeit zwischen apoptotischen und
nekrotischen Zellen beziehungsweise anderweitig geschédigten Zellen gewahrleistet.
Der ApopTag ISOL Kit verhindert somit die zuféllige Markierung zerstorter DNA
besser als die TUNEL-Methode, die falsch-positive Ergebnisse und Hintergrinde
verursachen kann.

Vitale Osteozyten stellen sich blau bis violett dar, wohingegen in Apoptose begriffene
Zellen braun imponieren.

Als Positiv- bzw. Negativkontrolle wird ebenfalls ein Rattendarmpraparat gefarbt, von
dem sowohl bekannt ist, dass es viele apoptotische Zellen enthdt, als auch wie sich
diese darstellen.

Es muss jedoch bemerkt werden, das hier nur eine von mehreren moglichen Methoden
zur Darstellung apoptotischer Zellen untersucht und dargestellt werden soll.
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Abb. 45: Detektion apoptotischer Zellen mit dem ApopTag | SOL-Kit

Ligation Feartion - Cenomi TH.A
e O e
I:I Bintdrydated Olize
S reptavidin Conpugate Binding —————  Streptwmidin
B @ ® -
D Dripmm frabet mdive
Detection
il @
Anwendung des ApopTag In Situ Oligo Ligation Kit:
Entacrylierung
1 Entplasten in 2-Methoxyethylacetat 3x 20 min
2. Absteigende Alkoholreihe
3. Spulen in Aqua dest. 2x 3min
4, Spulenin PBS 5 min

3%ige Wasserstoffperoxid-L 6sung

20 ml 30%ige Wasserstoffperoxid-L6sung werden mit 180 ml PBS verdiinnt.

5. Einstellen in Wasserstoffperoxid 5 min
6. Spilen mit PBS
7. Waschen mit Aqua dest. 2X 2min
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Proteinase K (100 pul / Objektglas)

Die Proteinase K Stammlésung wird mit PBS auf eine Gebrauchskonzentration von

50 pg / ml verdiinnt.

8. Einstellen in Proteinase K 15 min
0. Spilen mit PBS
10. Waschen mit Aqua dest. 2X 2min

Aaquilibrationspuffer

11. | Auftragen des Aquilibrationspuffers in feuchter Kammer 30
min
12. Spulen mit PBS

Oligonukleotid-Ligase Losung (60 ul / Objektglas)

Entsprechend der Fragestellung werden pro Objektglas 45 pl Oligo A- oder Oligo B-
Losung mit 6 pl T, 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 L6sung in feuchter Kammer 10 — 16
Stunden

14. Spulen mit PBS
15. Waschen mit Aqua dest. 3x 10 min

Streptavidin-Peroxidase (60 pl / Objektglas)

16. Auftragen der Streptavidin-Peroxidase in feuchter Kammer 30 min
17. Spulen mit PBS
18. Waschen mit PBS 3X 5min
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Peroxidase Substrat (75 pl / Objektglas)

73,5 pl Diaminobenzidin (DAB) Verdunnungs-Puffer werden mit 1,75 pl DAB Substrat

vermischt.

19. Auftragen des Peroxidase Substrates in feuchter Kammer 10 min
20. Spulen mit PBS

21. Waschen mit Aqua dest. 2X 2min

Gegenférbung mit Hdmalaun ( Herstellung der Hamalaun-L6sung siehe Kap.3.9.6.5)

22. Einstellen in Hamalaun 30 min
23. Bléauen in Leitungswasser 10 min
24, Aufsteigende Alkoholreihe

25. Xylol als Intermedium 2x 5min
26. Eindecken mit Entellan
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Abb. 46: Vitale Osteozyten nach Anwendung des ApopTag | OL Kit

Abb. 47: Apoptotische Osteozyten
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Abb. 48: Gegenuberstellung vitaler und apoptotischer Osteozyten

(MK) Mineralisierter Knochen; (Oz(v)) vitale Osteozyten
(Oz(a)) apoptotische Osteozyten
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3.8.9 DasEindecken der Préparate

Nach der Durchfuhrung der verschiedenen Férbetechniken werden die Praparate
eingedeckt. Als Eindeckmittel verwenden wir Entellan® neu (Merck; Cat.No. 107961).
Dieses Eindeckmittel kann fir alle entwasserten, mikroskopischen Préaparate verwendet
werden und ermoglicht stabile Farben Uber mehrere Jahre.

Am Ende einer jeden Farbereihe werden die Prdparate direkt dem Xylol entnommen
und unter dem Abzug eingedeckt. Dazu wird auf die Deckglaser mit Hilfe eines
Glasstabes ein Tropfen Entellan aufgebracht. Das Deckglas wird dem Praparat am
oberen Ende aufgesetzt und unter langsamer Absenkung ausgestrichen. Der
Zwischenraum zwischen Préparat und Deckglas muss vollstandig mit Entellan
ausgefuillt sein. Uberschiissiges Eindeckmittel kann mit einem xylolfeuchten Lappen
entfernt werden. Nach anschliessender Trocknung kénnen die Préparate mikroskopiert

werden.
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3.9 Materialverzeichnis

Herstellung der Knochenpr apar ate

Praparation der Knochenzylinder

- Chirurgische Handsage

- Diamantbandsage mit 2mm Sageband; EXAKT Apparatebau GmbH
- Standbohrmaschine; PROXXON PF 360

- Hohlbohrer diamantbesetzt; T.Pohl, Marburg

- Inlochsige; LEITZ 1600

- Zdllkulturschalen; NUNC, Cat.No. 168381

- Rundbodenglaser (Klarglas); Art.Nr. 3301953

- Reservoirstopfen mit Ein- und Ausfluss; T.Pohl, Marburg

- Schraubreagenzglaser 15ml; FALCON, Cat.No. 352095

- Rotator; HEIDOLPH, Reax 2

- Rollpumpe / 24 Kanal-Kassettenpumpe; ISMATEC IPC

- Kulturbelastungskammer; T.Pohl, Marburg

- Kammerzubehor; T.Pohl, Marburg

- Verbindungsschlduche; 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 Sdlt Solution 10x; BIOCHROM KG, Cat.No. L1925
- NaHCO; (6%); MERCK, Cat.N0.106329

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
- NaHCO; (6%); MERCK, Cat.N0.106329

Dulbecco’s M od. Eagle M edium (DM EM 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

- [3-Glycerophosphat Disodium Hydrate; SIGMA, Cat.No. G-9891

- HEPES Pulver; SSIGMA, 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
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Kultur- und Belastungssystem

ZETOS; D.B.Jones, Marburg; E.L.Smith, Wisconsin
Elektronische Module; PHY SIK INSTRUMENTE

Kultur- und Belastungskammer; T.Pohl, Marburg
Reservoirstopfen mit Ein- und Ausfluss; T.Pohl, Marburg
Rollpumpe / 24K anal-Kassettenpumpe; ISMATEC IPC
Verbindungsschlduche; TY GON Masterflex, Cat.No. 06419-13
Pumpenschlauch; PHARMED, Cat.No. 070539-08
Luer-Konnektoren; NOVODIREKT, B95956
Schlauchkonnektor; ARI

Mediumreservoir; Rundbodenglaser (Klarglas), Art.Nr. 3301953

AP-/ LDH-Bestimmung

2ml — Einhangegefasse; SARSTEDT
Pipette; GILSON, Pipetman
Messgerét: HITACHI 917

Fixation der Knochenpr apar ate

Paraformaldehyd; MERCK, Cat.No. 4005
Sucrose; ROTH, Cat.No. 9097
NaN3-Solution; MERCK, Cat.No. 6544
NaHPO4; MERCK, Cat.No. 106586.0500
KH,PO,4; ROTH, Cat.No. 39044.1

Einbettung der Knochenpr &par ate

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

Exsikkator; HERAEUS

Ponalbeschichtung der Objekttréger

Objekttréger; SUPERFROST Plus, Art.Nr.041300
Ponallésung; HENKEL, Verschluss schwarz/orange
Poly-L-Lysinldsung 0,1%; SIGMA, Cat.No. P8920

Anfertigen der DUnnschnitte

Hartschnittmikrotom Polycut E; REICHERT-JUNG
Hartstahimesser; REICHERT-JUNG
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- Borstenpinsel; JOF, SUNDO

- Polyethylenfolie; KULZER

- Préparatepressen; 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

Histologie (, Routineféar bungen*)

Trichromférbung nach Goldner
- Hamatoxylin

- Eisen(l1l)chlorid

- Konz. Salzsaure

- Ponceau de Xylidine

- Saurefuchsin

- Eisessig

- Phosphormolybdansaure

- Orange-G

- Lichtgrin

Giemsa-Farbung
- Giemsa-Ldsung

Toluidin O-Farbung
- Toluidin O
- Natriumkarbonat

Kossa-Versilberung nach Krutsay
- Silbernitrat

- Natriumkarbonat

- 37%ige Formaldehydldsung

- Natriumthiosulfat

- Kernechtrot

- 5%ige Aluminiumsulfatlsung

Doppelfarbung nach Hamalaun-Eosin
- Hamatoxylin

- Natriumjodat

- Aluminiumkaliumsulfat

- Chlorahydrat

- Zitronensaure

- Certstain Eosin G
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Alcianblau-PAS

- Alcianblau

- 3%ige Essisdure
- Natriumazetat

- Perjodsdure

- Pararosanilin

- 1IN Sazsdure

- Natriumdisulfit

- Hamatoxylin

- Natriumjodat

- Aluminiumkaliumsulfat
- Chlorahydrat

- Zitronensdure

Enzymbhistochemie

Alkalische und Saure Phosphatase

- Tris, SSIGMA, 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

- NaHPO,; MERCK, Cat.No. 6586

- Methylgrin; MERCK, Cat.No. 1.15944

Polychrome Sequenzmar kierung

- Cdlcein; SIGMA; Cat.No. C-0875

- Alizarin Complexone; ICN BIOMEDICALS INC., Cat.No. 195027

- 0,9%ig NaCl; BRAUN, 1476A95
I mmunhistochemie

Detektion apoptotischer Osteozyten

- Apop Tag In Stu Oligo Ligation (1SOL) Kit; INTERGEN COMPANY
Eindecken der Préparate

- Entellan neu; MERCK, Cat.No. 107961

- Kaisers Glyceringelatine; MERCK, Cat.No. 109242
- Deckglaschen; MENZELGLASER
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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 vorgelegten Ergebnisse wurde vom Institut fir
Medizinische Biometrie und Statistik der Philipps-Universitdt Marburg durchgefiihrt.
Als Progranm wurde SAS Release 8.0 verwendet. Alle Ergebnisse werden als
Mittelwerte mit den dazugehorenden Standardabweichungen dargestellt.

Zur dstatistischen Analyse der Effekte der Belastung Uber die Zeit hinsichtlich der
Entwicklung des E-Moduls als auch der hier bestimmten Enzyme, der
L aktatdehydrogenase und der Alkalischen Phosphatase, wurde ein allgemeines lineares,
gemischtes Modell fur Beobachtungen mit Messwiederholungen fir unbalancierte
Daten zugrundegelegt [138]. Dabei wurden die Belastungen und die Zeit als feste
Effekte betrachtet. Da fir dieses Modell normalverteilte Daten vorausgesetzt werden,
wurde zundchst eine Logarithmustransformation der Werte durchgefuhrt, die zu einer
Annaherung an die Normalverteilung fuhrt. Zum statistischen Vergleich der jeweiligen
Gruppen wurden lineare Kontraste berechnet.

Zur dStatistischen Auswertung der Osteoidmessungen wurde eine einfaktorielle
Varianzanalyse mit einem Faktor mit drei Belastungsstufen durchgefuhrt [138]. Auch
hier wurden, um einer Normalverteilung der Daten gerecht zu werden, samtliche
Ergebnisse zunéchst logarithmiert.

Hinsichtlich der Bewertung der statistischen Signifikanzen wurde ein Signifikanzniveau
von a = 0.05 zugrunde gelegt, sodass Ergebnisse mit p = 0.05 als statistisch signifikant
gewertet wurden. Zudem wird jeweils der tatsachliche p-Wert angegeben.
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4 Auswertung und Ergebnisse

4.1 Diescheinbare Steifigkeit der Knochenexplantate (E-M odul)

An jedem Belastungstag wurde unmittelbar nach der dynamischen Stimulation einer

jeden Probe der Belastungsgruppen deren scheinbare Steifigkeit bzw. E-Modul
bestimmt. Wéahrend der 23 Belastungstage ergeben sich somit fur jede belastete Probe

n=23 Messungen. Die Proben der Kontrollgruppe wurden nach jeweils vier Tagen (96

Stunden) auf ihre scheinbare Steifigkeit hin untersucht, womit fur diese Gruppe n=6

Bestimmungen je Probe zur Auswertung vorliegen.

Die folgende Abbildung stellt die Verénderung der gemittelten scheinbaren Steifigkeit

der einzelnen Gruppen Uber den Versuchszeitraum betrachtet dar.

Abb.49: Arithmetische Mittel (n=23) der Veranderung der scheinbaren Seifigkeit in

den Gruppen und deren Standardabwei chungen

Change of Apparent Stiffness

400 +
350 +
300 +
250 +

200 -
150 -

1004 =, ot
50 - g

Apparent Stiffness in MPa

-100 -
Day of Loading

5041 2 3456 7 8 91011121314151617181920212223

1

‘ —e— Walking-group —=— Jumping-group

Control-group ‘

Uber den gesamten Versuchszeitraum betrachtet, kommt es in den beiden

Belastungsgruppen zu einer Zunahme der scheinbaren Steifigkeit. Die scheinbare
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Steifigkeit der Kontrollgruppe fallt im Verlauf des Versuches zunéchst leicht ab, um am
Ende wieder ihren Ausgangswert zu erreichen. Im Vergleich zu den belasteten Gruppen
kommt esin der Kontrollgruppe zu keiner Zunahme der scheinbaren Steifigkeit.

Wird die Veranderung der verschiedenen Gruppen prozentual ausgedriickt, ergeben sich
die nachfolgenden Verlaufe.

Abb.50: Arithmetische Mittel (n=23) der prozentualen Veranderung der scheinbaren
Seifigkeit in den Gruppen und deren Standar dabweichungen

Change of Apparent Stiffness in Percent

160 +
150 +
140 ~
130 +
120 ~
110 ~
100 +

90 +

80 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
123456 7 8 910111213141516171819 20212223

Day of Loading

Change in Percent

—e— Walking-group —=— Jumping-group Control-group

Auffallend ist die unterschiedlich starke Steifigkeitszunahme der belasteten Gruppen.
Die mit dem , Jumping“-Signal und somit dem intensiveren Signal belastete Gruppe
zeigt im Mittel eine stérkere Zunahme als die mit dem ,, Walking“-Signal belastete
Gruppe.

Zudem zeigen die belasteten Gruppen jeweils einen zweiphasigen Verlauf. Wahrend
der ersten Phase, die bis zum elften Belastungstag andauert, kommt es zu einem
nahezu kontinuierlichen Anstieg der scheinbaren Steifigkeit. Ab dem zwdlften
Belastungstag stellt sich ein Plateau ein, in dessen Verlauf Schwankungen beobachtet
werden konnen, die scheinbare Steifigkeit jedoch auf dem erreichten Niveau erhalten
bleibt. Die Kontrollgruppe zeigt kaum Verdnderungen der scheinbaren Steifigkeit.

Der zweiphasige Verlauf wird durch folgende Abbildung verdeutlicht:
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Abb.51: Zu- bzw. Abnahme der arithmetischen Mittel der scheinbaren Seifigkeit in den
beschriebenen Belastungsphasen
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Die dunkel unterlegten Séulen zeigen die mittleren Veranderungen der scheinbaren
Steifigkeit der einzelnen Gruppen wahrend der ersten Phase (1.-11. Belastungstag). Die
hellen Sdulen zeigen die mittlere Zu- beziehungsweise Abnahme der scheinbaren
Steifigkeit der Gruppen in der zweiten Phase (12.-23. Belastungstag). Damit wird
nochmals verdeutlicht, dass es wéahrend der ersten Phase zu einer starken Zunahme der
mittleren Steifigkeit in den Belastungsgruppen kommt, wahrend die zweite Phase nur
geringe Anderungen der mittleren Steifigkeit aufweist und somit als Plateauphase
bezeichnet werden kann.

Zur statistischen Analyse der Effekte der Belastung tber die Zeit wurde ein allgemeines
lineares, gemischtes Modell fir Beobachtungen mit Messwiederholungen fir
unbalancierte Daten zugrundegelegt. Dabei wurden die Belastungen und die Zeit als
feste Effekte betrachtet. Da fir dieses Modell normalverteilte Daten vorausgesetzt
werden, wurde eine Logarithmustransformation durchgeftihrt, die zu einer Anndherung
an die Normalverteilung fuhrt. Der Test auf Unterschiede zwischen den drei
Belastungsgruppen ergab einen signifikant globalen Gruppeneffekt mit p=0,0001 und
einen signifikant globalen Zeiteffekt mit p<0,0001. In den Einzelvergleichen mittels
linearer Kontraste ergab sich beim Vergleich zwischen Walking-Gruppe und
Kontrollgruppe ein p-Wert von 0,0004 und somit ein signifikanter Unterschied.

Statistisch signifikante Unterschiede zeigten sich auch beim Vergleich der Jumping-
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Gruppe und der Kontrollgruppe mit einem p<0,0001. Keine signifikanten Unterschiede
ergaben sich bel Gegeniiberstellung der beiden Belastungsgruppen mit einem p=0,5767.

4.2 DasOsteoid

Unter Zuhilfenahme des Programmes Image®ProPlus ist es mdglich, manuell die
Dicke der neugebildeten Osteoidbanden auszumessen. Vorbereitend werden
histologische Préparate einer jeden Belastungsprobe mit der Trichromférbung nach
Goldner angefarbt (siehe Material und Methoden, Kap. 3.8.6.1), sodass mineralisierte
Knochensubstanz grunlich und Osteoid rot dargestellt wird. Anschliessend werden mit
Image®ProPlus jeweils acht Gesichtsfelder eines jeden Praparates bei einer 100fachen

Vergrosserung ausgewertet. Dabel ergeben sich folgende Bilder:

Abb.52: Mit der Trichromfarbung nach Goldner angefarbtes und mit Image®ProPlus
ausgewertetes Préparat (hier n=152 Messungen)

Im Anschluss werden aus den gemessenen Werten die arithmetischen Mittel der Proben

und der jeweiligen Versuchsgruppen gebildet und einander gegenibergestellt. Beim
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Vergleich der arithmetischen Mittel der jewelligen Gruppen ergibt sich folgende
Darstellung:

Abb.53: Arithmetische Mittel der Osteoidauflagerung und deren Standardabweichung
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Die mit dem Jumping-Signal belastete Gruppe zeigt mit einem arithmetischen Mittel
von 8,01um die stérksten Osteoidauflagerungen. Die mit dem Walking-Signal belastete
Gruppe zeigt eine mittlere Osteoiddicke von 6,82um, die Kontrollgruppe weist eine
Dicke von 4,93um auf.

Fur die statistische Auswertung der Osteoidergebnisse wurde eine einfaktorielle
Varianzanalyse in drei Stufen durchgefiihrt. Um einer Normalverteilung gerecht zu
werden, wurden die Daten zundchst logarithmiert. Fir den Gesamtvergleich der hier
betrachteten Versuchsgruppen ergibt sich ein signifikant globaler Gruppeneffekt mit
p=0,0033 und ein F-Wert von 8,33. Bei der Gegentiberstellung der einzelnen Gruppen
ergeben sich hinsichtlich der Osteoidauflagerung signifikante Unterschiede mit p<0,05
im Vergleich einer jeweiligen Belastungsgruppe mit der Kontrollgruppe. Es zeigen sich
jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen der Jumping- und der Walking-

Gruppe.
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4.3 Deskriptiver Zusammenhang zwischen E-M odul und Osteoid

Im Folgenden werden zum einen die gemittelten Zunahmen der scheinbaren Steifigkeit
der einzelnen Versuchsgruppen im Versuchsverlauf dargestellt. Zum anderen werden
diesen Werten die gemittelten Osteoidmessungen der einzelnen Gruppen nach
V ersuchsende gegeniibergestellt. Dabei ergibt sich folgender Zusammenhang:

Abb.54: Gegenuberstellung der Verdnderung der scheinbaren Seifigkeit  und
ermittelter Osteoiddicke (arithmetische Mittel und deren Standardabwei chungen)
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Der Graph zeigt einerseits die Abhangigkeit der Steifigkeitsentwicklung der Proben von
der Intensitét des Belastungssignals. Darlberhinaus scheint auch die ermittelte
Osteoiddicke mit der Belastungsintensitét und somit mit der Zunahme der scheinbaren
Steifigkeit zu korrelieren. Die mit dem ,,Jumping“-Signal belastete Gruppe zeigt
gegeniber der mit dem , Walking“-Signal belasteten Gruppe sowohl eine im Mittel
hohere Zunahme der scheinbaren Steifigkeit als auch eine starkere Osteoidauflagerung.
Die nicht belastete Kontrollgruppe lasst einen geringen Anstieg der scheinbaren
Steifigkeit erkennen und zeigt eine Osteoidauflagerung, die klar unterhalb der erreichten
Werte der belasteten Gruppen liegt.
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4.4 Die Alkalische Phosphatase

Uber den gesamten Versuch ergeben sich fir jede Probe n=7 Messungen der
Alkalischen Phosphatase. Die erste Messung wurde am finften Belastungstag
durchgefiihrt, da wahrend der ersten beiden Belastungstage das Medium téaglich
gewechselt werden musste, um praparationsbedingten Knochenstaub auszuspulen.
Danach fanden der Mediumwechsel und die Probenabnahme zur Erlangung der
folgenden Daten nach jewells drei Belastungstagen (72 Stunden) statt.

Abb.55:  Arithmetische Mittel der Alkalischen Phosphatase und deren
Standardabwei chungen
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Die Abb.55 stellt den Verlauf der Alkalischen Phosphatase Uber den Belastungszeitraum
betrachtet dar. Der Verlauf der Mittelwerte der Gruppen ist Uber den gesamten
Belastungszeitraum identisch. Die auffallend erhbhten AP-Werte der ersten und zweiten
Messung lassen sich hauptsichlich auf die prdparationsbedingte Zellschadigung
zurtckfihren. Der Verlauf der Graphen ist somit dem typischen Verlauf der AP nach
einer Fraktur oder Osteotomie sehr dhnlich.
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Darliberhinaus zeigt der Graph auffallende Unterschiede der AP zwischen den
belasteten Gruppen und der Kontrollgruppe wéhrend der ersten Messung
(=Versuchstag 5). Die Mittelwerte der belasteten Gruppen liegen wéahrend dieser
Messung tber dem der Kontrollgruppe, was die Frage aufwirft, ob die Zellen der durch
die Belastungssignale stimulierten Knochenexplantate entweder angeregt werden und
Alkalische Phosphatase exprimieren, was dem Verlauf der Steifigkeitsentwicklung der
Proben wéhrend dieser Belastungsphase entsprechen wirde, oder ob die Zellen durch
die Belastung zusétzlich geschadigt werden. Wird dieser Auswertung der Verlauf der
Laktatdehydrogenase (siehe Kap. 4.5) hinzugezogen, kann vermutet werden, dass
zumindest einem Teil der erhohten AP-Werte der Belastungsgruppen wahrend der
ersten Belastungstage eine zusétzliche belastungsbedingte Zellschaddigung zugrunde
liegt.

Waéhrend der folgenden beiden Messtage (=Belastungstage 8 und 11) féllt die AP weiter
ab, wobel sich die Werte der einzelnen Versuchsgruppen einander annghern. Im
weiteren Versuchsverlauf stellt sich ein Plateau der AP ein, was flr eine kontinuierliche,
metabolische Stoffwechsellage der Knochenzellen spricht. Diese Interpretation deckt
sich mit unseren histologischen Ergebnissen.

Fur die statistische Auswertung wurde das Modell einer zweifaktoriellen
Varianzanalyse mit Messwiederholungen im Faktor Zeit gewahlt. Es zeigten sich jedoch
bei einem p=0,8 keine signifikanten Unterschiede zwischen den V ersuchsgruppen.

45 DieLaktatdehydrogenase

Wie bereits fur die Alkalische Phosphatase beschrieben, liegen auch fur die
Laktatdehydrogenase (LDH) Uber den Gesamtverlauf des Versuches betrachtet n=7

Messungen je Probe vor.
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Abb.56: Arithmetische  Mittel der Laktatdehydrogenase und  deren

Standardabwei chungen
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Die Abbildung 56 stellt den gemittelten Verlauf der LDH der einzelnen Gruppen
wahrend des Versuches dar. Der jeweilige Verlauf der Versuchsgruppen ist dabel
identisch. Die ersten drei Messungen zeigen in alen Gruppen erhthte LDH-Werte.
Diese sind zum Tell durch die préparationsbedingte Gewebeschadigung
beziehungsweise den damit verbundenen Zelluntergang zu erklaren.

Zusétzlich lassen sich wie auch schon bei der Alkalischen Phosphatase Unterschiede
zwischen den belasteten Gruppen und der Kontrollgruppe erkennen. Wahrend der ersten
drei Messtage (=Belastungstage 5, 8, 11) zeigen die belasteten Gruppen im Mittel
erheblich hohere Werte der LDH as die nicht belastete Kontrollgruppe. Die
wahrscheinlichste Interpretation dieser Unterschiede ist auch in diesem Fall, dass durch
die mechanische Belastung ein zusétzlicher Zelluntergang provoziert wurde. Ab der
vierten Messung jedoch zeigt die LDH in allen Gruppen Werte nahe Null, was den
Schluss zulésst, dass wéahrend dieser Phase keine weitere Zellschédigung auftrat. Diese
Interpretation deckt sich mit unseren histologischen Ergebnissen.

Bel der statistischen Auswertung der dargelegten Werte durch eine zweifaktorielle
Varianzanalyse mit Messwiederholungen im Faktor Zeit ergibt sich ein signifikant
globaler Gruppeneffekt mit einem p=0,03. Be einer Gegenlberstellung der
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Versuchsgruppen untereinander zeigen sich signifikante Unterschiede im Verlauf der
LDH zwischen der Jumping-Gruppe und der Kontrollgruppe mit p=0,009. Im Vergleich
der Walking-Gruppe mit der Kontrollgruppe ergibt sich ein p=0,24 und somit kein
signifikanter Unterschied . Ebenso verhdt es sich beim Vergleich der beiden
Belastungsgruppen mit einem p=0,9.

46 Der pH-Wert

Wéhrend der ersten beiden Belastungstage musste das Medium taglich gewechselt
werden, um letzten pr&parationbedingten Knochenstaub auszuspilen. Im weiteren
Verlauf des Versuches wurde das Medium nach jewells drei Tagen (72 Stunden)
ausgetauscht. In dem jeweils verbrauchten Medium wurde der pH-Wert gemessen, so
dass Uber den gesamten Versuch gesehen n=9 Messungen fir jede Probe der einzelnen
Gruppen zur Auswertung vorliegen.

Abb.57: Arithmetische Mittel der pH-Werte und deren Standar dabwei chungen
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Die Abbildung 57 dellt den Verlauf der gemittelten pH-Werte (ber den
Belastungszeitraum dar. Der vorher von uns festgelegte Toleranzbereich, innerhalb
dessen sich die pH-Werte wahrend des Versuches befinden sollten, liegt zwischen pH
7,0 und pH 7,5 und wurde im Mittel weder Uber- noch unterschritten, was auf eine gute
Pufferkapazitét des verwendeten Kulturmediums schliessen lasst.

Am 9. Messtag (23. Belastungstag) falt der mittlere pH-Wert in allen Gruppen ab.
Diese Werte entsprechen der ersten Messung nach dem Alizarin-labeling, das am 20.
Belastungstag durchgefiihrt wurde. Diese Markierung ist ein moglicher Einflussfaktor,
der as Ursache des Abfalls gelten kann.

Richtungsweisende Unterschiede zwischen den Belastungsgruppen untereinander
beziehungsweise zwischen den Belastungsgruppen und der Kontrollgruppe sind nicht zu

erkennen.

4.7 Histologische Auswertung

Die histologische Aufarbeitung der nicht entkalkten Knochenzylinder, deren Ergebnisse
zum Teil bereits im Abschnitt Material und Methoden dargelegt sind, stellt einen
Schwerpunkt dieser Arbeit dar. Sie soll verdeutlichen, dass es mit dem hier
vorgestellten Zetos-System moglich wird, trabekuldre Knochenexplantate Uber einen
Zeitraum von mehreren Wochen bel voll erhaltener Vitaitdt zu kultivieren. Diese
Aussage lasst sich auf Grundlage der vollstandig erhaltenen Gewebestruktur und der
guten Kernférbung und —darstellung treffen. Auch die stichprobenartige Anwendung
des ApopTag In Stu Oligo Ligation Kit, welcher in den belasteten Proben anteilsméssig
nur sehr wenige Zellen detektieren konnte, die im Prozess der Apoptose begriffen
waren, unterstreicht die erhaltene Vitalitédt der Knochenexplantate. In den nicht
belasteten Kontrollproben konnten anteilsméssig mehr apoptotische Zellen detektiert
werden.

Mit Hilfe der Alcianblau-PAS Farbung, die Glykogen innerhalb der Zellen anfarbt,
konnte zudem die suffiziente Versorgung der Knochenzylinder demonstriert werden.
Auch die Auflagerung von Osteoid lasst auf die erhaltene beziehungsweise gesteigerte
Syntheseaktivitét der Osteoblasten schliessen. Durch die Osteoidauflagerung tber der
Alizarinbande wird die erhaltene Osteoblastenaktivitdt bis zum Ende des Experimentes
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unterstrichen, da die polychrome Sequenzmarkierung mit Alizarin erst am 20.

Belastungstag bzw. dem 23. Versuchstag durchgefihrt wurde.

4.8 Anmerkungen zur Detektion apoptotischer Zellen

Die Untersuchung der Préparate hinsichtlich apoptotischer Zellen wurde bereitsim Tell
Material und Methoden, Kap.4.8 beschrieben und hatte aufgrund des hohen
Kostenaufwandes und der Tatsache, dass diese Untersuchung nicht Schwerpunkt dieser
Arbeit ist, eher stichprobenartigen Charakter. Sie wurde mit der Intention durchgefihrt,
festzustellen, welcher Anteil an Zellen hinsichtlich 26-tégiger Kultivierung
beziehungsweise 23-tégiger Belastung in Apoptose begriffen ist.

Dabei konnten wir, wie bereits erwahnt, feststellen, dass innerhalb der untersuchten
Préparate der Belastungsgruppen nur sehr wenige Zellen als apoptose-positiv detektiert
wurden. In untersuchten Proben der Kontrollgruppe war der Anteil apoptotischer Zellen
hoher.

4.9 Die Polychrome Sequenzmarkierung

Bei der fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der Préparate mussten wir feststellen,
dass sich nur vereinzelt Kalzein in unsere Knochenexplantate eingelagert hat. Alizarin
hingegen stellt sich in beinahe jedem Préparat als kontinuierliche Bande dar. Infolge
dieser Beobachtung verzichten wir auf eine Auswertung der dynamischen
Umbauvorgange des Knochens auf Grundlage einer Doppelbande (Doppellabel).

Jedoch konnen Uber jeder Alizarinbande Osteoidauflagerungen gezeigt werden. Wird
berlicksichtigt, dass das Alizarinlabeling erst am 20. Belastungstag durchgefiihrt wurde,
spricht diese Beobachtung dafir, dass die Bildung neuen Osteoids einen
kontinuierlichen Prozess wahrend des gesamten Belastungszeitraums darstellt.
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5 Diskussion der Ergebnisse

Die hier vorgelegte und ausgewertete Arbeit ist die erste, die an einem kalibrierten
Zetos-System durchgefuhrt wurde. Sie hat gezeigt, dass es mit diesem System moglich
ist, Knochenproben Uber einen Zeitraum von mehreren Wochen zu kultivieren und vital
zu halten, was sich anhand der dargelegten histologischen Ergebnisse und dem Verlauf
der Alkalischen Phosphatase sowie der Laktatdehydrogenase belegen |asst.
Daruberhinaus erlaubt dieses System, die Knochenproben mit definierten mechanischen
Belastungsmustern beziehungsweise pharmakologischen Substanzen zu stimulieren,
ohne in das geschlossene System eingreifen zu missen, was bisherigen Systemen nicht
in dieser Form gelungen ist. Es wird somit auch moglich werden, tierexperimentelle
Studien hinsichtlich der Knochenforschung, deren Aufwand finanztrachtiger und
organisatorisch anspruchsvoller ist, zumindest partiell zu ersetzen.

Die Versuche konnten zeigen, dass die Knochenproben auf Belastungssignale, die
komplexen physiologischen Belastungsformen entsprechen, auch mit normalen
physiologischen Reaktionsmustern antworten. Zu diesen gehdren die Zunahme der
scheinbaren Steifigkeit der Knochenzylinder, die hier als E-Modul angegeben wird und
die Zunahme an Knochenmasse in Form neugebildeten Osteoids und somit eines
appositionellen Knochenwachstums. Das System kann also als voll funktionsfahig
angesehen werden.

Hinsichtlich der Zunahme der scheinbaren Steifigkeit zeigten sich hochsignifikante
Unterschiede zwischen den Proben der Kontrollgruppe und denen der mit dem
» Walking“-Signal (p=0,0004) beziehungsweise mit dem ,, Jumping“-Signal (p<0,0001)
belasteten Gruppen. Wahrend die Kontrollproben weder eine deutliche Zu- noch
Abnahme der scheinbaren Steifigkeit zeigten, antworteten die belasteten Proben mit
einer klaren Zunahme wéhrend der ersten elf Belastungstage, um danach das erreichte
Niveau zu halten. Im statistischen Vergleich der beiden belasteten Versuchsgruppen
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (p=0,57) hinsichtlich der Entwicklung
der scheinbaren Steifigkeit. Jedoch scheint die Intensitdt beider Signale oberhalb einer
physiologischen Belastungsschwelle zu liegen, deren Uberschreitung zu den schon
beschriebenen physiologischen Veranderungen des Knochengewebes fiihrt. Basierend
auf den Verlaufsbeobachtungen scheinen die Adaptionsvorgange an die neuen
Belastungen wahrend der ersten elf Belastungstage am intensivsten zu sein.
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Zu diskutieren bleibt allerdings der Einfluss des viskoelastischen Effektes auf die
Messungen der scheinbaren Steifigkeit. Dieser Effekt beschreibt die Relaxation, das
heisst, das Nachlassen der bendtigten Kraft bei lang anhaltender Kompression. Der
Knochen wird zun&chst komprimiert, was zu einer Verkirzung seiner Lénge relativ zur
Ausgangslange fuhrt. Innerhalb eines bestimmten Zeitintervalls, das in unseren
Versuchen etwa bis zu einer Stunde betrug, geben die Knochenzylinder etwas nach, was
sich anhand der Abnahme der bendtigten Kraft belegen lasst. Dieser Prozess ist
zumindest tellweise reversibel. Da auch die hier zur Anwendung kommende
dynamische Stimulation eine Last darstellt, die bis zu zehn Minuten andauern kann, ist
mit einer Relaxation des Knochens aufgrund gewisser viskoelastischer Eigenschaften zu
rechnen, welche den Messwert der scheinbaren Steifigkeit verandern beziehungsweise
beeinflussen konnen. Um die Messwerte unserer quasi-statischen Messungen
vergleichen zu kénnen, haben wir uns darauf geeinigt, die scheinbare Steifigkeit nach
dem beschriebenen Verfahren jeweils in direktem Anschluss an die dynamische

Stimulation zu messen, nicht zu Beginn und niemals eine Stunde nach dynamischer
Belastung. Die Messung der viskoelastischen Parameter ist eine zusétzliche
Fragestellung, die in nachfolgenden Arbeiten untersucht werden wird. Dazu muss das
Auswertungsprogramm entsprechend angepasst und erweitert werden.

Mit den dargelegten Beobachtungen ergeben sich sogleich weitere Fragen
beziehungsweise Anregungen fir nachfolgende Versuche. Welche Rolle spielt
beispielsweise der Faktor Zeit hinsichtlich der Steifigkeitszunahme. Resultiert aus einer
langeren téglichen Belastungsdauer auch eine hohere scheinbare Steifigkeit oder kénnte
auch schon eine kirzere tégliche Belastung von beispielsweise zwei oder fiunf Minuten
beziehungsweise 120 oder 300 Zyklen die gleichen Reaktionen provozieren. Eine
andere sich aufdrangende Frage wére, ob es ein bestimmtes Schwellenpotential gibt,
unterhalb dessen keine Reaktion des Knochens auftritt oder es gar zu einem Abfall der
scheinbaren Steifigkeit kame. In dem hier vorgelegten Versuch wurden die Proben mit
einer Intensitét von 4000 pstrain belastet, was einer Kompression von 20pum entspricht.
Wie wirde jedoch der Knochen auf eine Belastung von nur 500, 1000 oder 2000ustrain
reagieren?

Dass eine bestimmte Belastungsintensitét, die oberhalb des physiologischen
Belastungsniveaus liegt, zu einer Degeneration des Knochengewebes in Form von
Mikrofrakturen beziehungsweise einer Abnahme der Knochensteifigkeit fiihrt, konnte
bereits gezeigt werden [16]. Die Belastungsschwelle liegt daftir bei etwa 5000ustrain.
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In der histologischen Auswertung konnte demonstriert werden, dass die Dicke der
Osteoidauflagerung von der Intensitdt des Belastungssignals und somit auch von der
Entwicklung der scheinbaren Steifigkeit abhangig zu sein scheint. Die beiden belasteten
Gruppen zeigten signifikant stérkere Osteoidauflagerungen als die Kontrollgruppe
(p<0,05). Histologisch zeigte sich jedoch auch in den Kontrollproben ein Aufbau an
Osteoid. Ein moglicher Einfluss der Messung der scheinbaren Steifigkeit auf dieses
Osteoidwachstum ist deshalb zu diskutieren, da bei dieser Messung der Knochen um
20pm komprimiert wird und diese somit als Stimulus auf das Knochenwachstum oder
auch nur auf den Knochenumbau wirken konnte. In folgenden Versuchen sollte daher in
Betracht gezogen werden, die scheinbare Steifigkeit entweder in grdsseren zeitlichen
Intervallen zu bestimmen wie beispielsweise nach jeweils sieben oder zehn
Belastungstagen. Andererseits wére es auch moglich, einen Teil der Kontrollgruppe nur
jeweils zu Beginn und am Ende des Versuches hinsichtlich der scheinbaren Steifigkeit
auszuwerten. Eine andere Mdoglichkeit, den eventuellen Einfluss der quasi-statischen
Belastung zu verringern, besteht in der Reduzierung der Kompression der Proben
wahrend dieser Messmethode. So wére es denkbar, die Kompressionstiefe auf 15um
oder nur 10pum zu reduzieren.

Was unsere histologische Aufarbeitung anbelangt, ist zunéachst festzustellen, dass es
gelungen ist, gute Schnitte und Farbungen nicht entkalkter Knochenproben herzustellen.
In allen Farbungen konnten intaktes Knochengewebe und vitale Knochenzellen
demonstriert werden. Mit Hilfe der Alzianblau PAS-Férbung, die in vielen Zellen
Glykogen nachweisen konnte, wurde gezeigt, dass die Zellen suffizient versorgt
werden. Zum anderen konnte, wie schon erwahnt, histologisch die Auflagerung neuen
Osteoids gezeigt werden, ein Ergebnis, das unsere physikalischen Messungen in Form
der scheinbaren Steifigkeit, die auf eine Zunahme der Knochenmasse hindeuten,
bestdtigt. Fir den histologischen Nachweis von Osteoidauflagerung konnen die
Trichromfarbung nach Goldner (Kap.3.8.6.1) und die Versilberung nach Kossa
(Kap.3.8.6.4) aufgrund sehr klarer Farbkontraste zwischen mineralisierter und nicht-
mineralisierter Matrix sehr empfohlen werden.

Jedoch gab es zunéchst Probleme hinsichtlich der histologischen Aufarbeitung, die
gelost werden mussten. Nachdem die in Technovit 9100 New eingebetteten Proben
geschnitten und auf Objekttragern fixiert wurden sind, mussten wir feststellen, dass sich
die Schnitte entweder wahrend der Entacrylierung oder aber wahrend des Farbens vom
Objekttrager losten. Diesem Problem konnte jedoch durch eine Beschichtung der
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Objekttrager mit Pona (Kap.3.8.3) wirksam begegnet werden. Auch die in
histologischen Leitlinien angegebenen Farbezeiten stellten sich hinsichtlich der
Anférbung der Gewebe als nicht zufriedenstellend heraus. Daher wurden diese Zeiten
von uns modifiziert und sind in den jeweiligen Kapiteln des Material und Methoden-
Teils aufgefuhrt.

Wie bereits schon erwéhnt, wurden die Apoptoseuntersuchungen mit dem ApopTag In
Stu Oligo Ligation Kit der Firma Intergen Company eher stichprobenartig
durchgefiihrt, um Tendenzen aufzuzeigen. Intention war dabei die Darstellung einer
Methode, welche die Untersuchung und Beurteilung der Vitalitéat der Zellen hinsichtlich
26-tagiger Kultivierung beziehungsweise 23-tagiger Belastung erlaubt. Dabel stellte
sich wie erwartet heraus, dass in den nicht-belasteten Kontrollproben aufgrund
fehlender Stimuli anteilsméssig mehr apoptotische Zellen detektiert werden konnen, als
in den belasteten Proben. Jedoch konnte die Frage des Einflusses mechanischer
Belastungssignale auf das Apoptoseverhaten der Knochenzellen Schwerpunkt einer
weiteren Arbeit sein. Aber auch diese Untersuchung bestétigt die Fahigkeit unseres
Systems, die belasteten Knochenexplantate tUber einen Zeitraum von mehreren Wochen
vital zu halten.

Es wére mit Blick auf eine noch umfassendere histologische Aufarbeitung der Proben
auch zu empfehlen, die Proben nach Beendigung des Versuches und Entnahme aus den
Kultur- und Belastungskammern mit Hilfe der Bandsége langs zu teilen und eine Hélfte
wie in diesem Versuch in Paraformaldehyd einzubetten. Die andere Halfte kénnte
entkalkt und in Paraffin eingebettet werden mit dem sich daraus ergebenden Vorteil,
auch immunhistochemische Férbungen einfacher durchfiihren zu konnen, die bei
paraformeingebetteten, nicht entkalkten Proben zum Teil keine hinreichend
zufriedenstellenden Ergebnisse erbrachten. Hinsichtlich der enzymhistochemischen
Aufarbeitung bleibt zu bemerken, dass es unter Anwendung der Saure Phosphatase-
Reaktion gelungen ist, Osteoklasten darzustellen. Die Darstellung der Osteoblasten mit
der Alkalischen Phosphatase-Reaktion hingegen war trotz  verschiedenster
Versuchsansétze nicht moglich. Dabel wére es denkbar, dass wahrend der Aufarbeitung
die Enzymaktivitat nachgelassen hat.

Die histomorphometrische Auswertung auf Grundlage der von uns durchgefihrten
Fluoreszenzlabel zeigte einen sehr guten Einbau des Alizarins mit Uberwiegend
kontinuierlichen Banden. Das Calcein hingegen konnte nur sehr vereinzelt
nachgewiesen werden. Somit wirde ich vorschlagen, in kommenden Versuchen statt
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des Calceins entweder ein zweites Ma mit Alizarin zu labeln oder aber as zweiten
Farbstoff Tetracyclin oder Xylenolorange einzusetzen, Farbstoffe, die sich schon in
anderen Arbeiten bewahrt haben [84]. Vorstellbar wére auch eine dreimalige
Anwendung der polychromen Sequenzmarkierung, wobei die erste noch vor der ersten
Belastung durchgefihrt werden sollte, eine zweite nach etwa elf Belastungstagen und
eine dritte am Ende der Belastungsphase. Mit einem solchen Trippellabel lief3e sich
verifizieren, ob die wahrend der ersten elf Belastungstage sehr stark gestiegene und
wahrend der folgenden Belastungszeit eher konstante scheinbare Steifigkeit mit einer
entsprechenden phasenweisen Osteoidauflagerung korreliert.  Jedoch konnte Uber jeder
Alizarinbande aufgelagertes Osteoid nachgewiesen werden. Wird berticksichtigt, dass
das Alizarinlabel erst am 20. Belastungstag durchgeftihrt wurde, so lasst diese
Beobachtung den Schluss zu, dass die Bildung neuen Osteoids einen permanenten
Prozess wahrend des gesamten Belastungszeitraumes darstellt.

Was die Kulturbedingungen anbelangt, konnte gezeigt werden, dass das von uns
verwendete DMEM high-glucose Medium den Ansprichen der Kultivierung der
Knochenzylinder iber einen langeren Zeitraum gerecht wurde. Die Uberlegenheit des
hier verwendeten DMEM high-glucose Mediums gegentiber DMEM low-glucose oder
Haem's F 10 konnte in Vorversuchen gezeigt werden. Es besitzt gute
Puffereigenschaften, was mit Hilfe der ph-Werte demonstriert werden konnte und
erlaubt einen ausreichenden Knochenzellmetabolismus. Jedoch wére zu empfehlen, in
zukunftigen Versuchen das Kulturmedium nicht erst nach jewells 72 Stunden zu
wechseln, sondern taglich. Ein haufigerer Wechsel hat den Vorteil, dass die von uns
bestimmten Enzyme, die Laktatdehydrogenase und die Alkalische Phosphatase, im
Versuchsverlauf noch genauer untersucht werden konnten. Wir konnten diese Enzyme
jeweils nur nach einem Mediumwechsel, also nach 72 Stunden bestimmen. Diese
Methode erlaubt jedoch nicht, den sehr interessanten Versuchsbeginn hinreichend
auszuwerten. Von grossem Interesse wére eine genaue Differenzierung zwischen dem
Verlauf der Enzyme unmittelbar nach der Knochenprdparation und dem sich daran
anschliessenden Verlauf wahrend der ersten Belastungstage, um den eventuellen
Einfluss der Belastung auf den Enzymverlauf wéahrend dieser Phase bewerten zu
kénnen. Da wir jedoch nur wahrend der ersten beiden Belastungstage taglich das
Medium gewechselt haben, konnten diese Abnahmen aufgrund anderer
Volumenkonzentrationen nicht mit den tbrigen Messungen verglichen werden. Jedoch
konnte auf Grundlage der vorhandenen Werte gezeigt werden, dass ein grosser Anteil
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der zu Versuchsbeginn sehr hohen Enzyme auf die Prdparation zurtickzufihren sein
muss, da auch die nicht belasteten Kontrollproben einen Anstieg der AP und der LDH
wahrend dieser Messungen aufweisen. Dennoch besteht ein signifikanter Unterschied
zwischen den belasteten Proben und den Kontrollproben im LDH-Verlauf, den es
aufzuklaren gilt.

Im Versuchsverlauf fiel die LDH in alen Gruppen auf ein Niveau um 0 U/dl ab, was
belegt, dass es zu keiner weiteren Zellschadigung kam. Die AP pendelte sich bei Werten
um 25 U/dl ein und lasst damit auf einen kontinuierlichen Knochenzellmetabolismus
schliessen.

Zu empfehlen ist auch die Bestimmung weiterer knochenzellspezifischer Marker, die
eine noch genauere Untersuchung der Reaktion der Zellen auf die hier verwendeten
Belastungsformen erlauben wirden. Beispiele hierfir wéaren extrazelluldre
Matrixproteine, deren Verhalten unter Belastung zum Teil schon in anderen Arbeiten
untersucht wurde, wie das Osteocalcin [45,56,57,78] oder aber Kollagen Typ I,
Fibronectin, oder Osteopontin [1,48]. Auch eine Bestimmung von extrazelluldrem
Kalzium [43,78] oder Osteoprotegerin konnte interessante Ergebnisse liefern. Gerade
das Osteoprotegerin (OPG), das auch unter dem Namen Osteoclast Inhibiting Factor
(OIF) bekannt ist, scheint einen starken Einfluss auf das Knochenremodeling zu
nehmen, daesin der Lage ist, die Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten zu
inhibieren. Zu dem Zusammenhang zwischen OPG und Knochenumbau sind bereits
einige Arbeiten erschienen [31,32,33,99]. Es gibt jedoch noch keine V eréffentlichungen
zur Untersuchung der dargestellten Zusammenhange an bovinem Knochengewebe.

Was die gesamte Préparation anbelangt, muss angemerkt werden, dass die dargestellte
Prozedur as sehr ausgereift bewertet werden kann. Trotz sehr vieler aufeinander
folgender Arbeitsschritte und einer zeitlichen Dauer von wenigstens finf Stunden,
traten keine Infektionen auf und das Resultat waren voll vitale Knochenexplantate. Zu
verbessern bleibt lediglich der VVorgang, dessen Ziel die Kiirzung der Knochenzylinder
auf eine Hohe von funf Millimeter ist. Trotz sehr sorgféltiger Bearbeitung fielen in den
histologischen Schnitten in den dusseren Bereichen der Zylinder Ansammlungen von
praparationsbedingtem Knochenmehl oder Knochenstaub auf, die trotz mehrfacher
Waschdurchgénge  nicht beseitigt werden konnten und eventuell zu einer
Einschrankung der Versorgung der Knochenzellen fihren konnten.
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Abb.60: Praparationsbedingtes Knochenmehl im Aussenbereich der Knochenzylinder
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MK

(MK) Mineralisierter Knochen; (Km) Préaparationsbedingtes Knochenmehl

Dieser Tatsache kdnnte begegnet werden, indem zur Kiirzung der acht Millimeter hohen
Knochenzylinder statt der Inlochsége die Diamantbandsige verwendet wird, die schon
beim Schneiden der Knochenscheiben zur Anwendung kommt.

Zum Abschluss ein Ausblick auf  geplante zukinftige Einsatzgebiete des hier
vorgestellten Systems. Ein  wichtiges Einsatzgebiet des Zetos konnte die
Biomaterialforschung beziehungsweise Implantatforschung sein, da es mit diesem
System moglich sein wird, relativ kostenguinstig und im Vergleich zu Tierversuchen mit
organisatorisch  geringerem  Aufwand  Materialvertraglichkeiten  oder  aber
Gewebeeinwachsverhalten zu testen. Dartiberhinaus kann der Einfluss verschiedenster
Belastungssignale oder aber Pharmaka auf den Knochen untersucht werden.

In naher Zukunft soll zudem ein komplettes miniaturisiertes und vollautomatisiertes
Zetos-System im Weltraum in der |ISS eingesetzt werden. Ziel dieser Versuche soll die
Erforschung des Knochenstoffwechsels in der Schwerelosigkeit sein. In anderen
Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Schwerelosigkeit im Weltraum eine Abnahme
an Knochenmasse bedingt [6,11]. Man kdnnte jedoch mit dem Zetos untersuchen, ob
bestimmte Belastungsformen, in bestimmten Zeitintervallen appliziert, diesen
Substanzverlust reduzieren oder gar verhindern kdnnen.
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6 Ergebniszusammenfassung

Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung des ZETOS als Kultur- und Belastungssystem fiir
trabekulére Knochenzylinder. Dazu wurden wahrend eines 26-tégigen Versuchs- bzw.
23-tdgigen  Belastungszeitraumes zwel  Versuchsgruppen von  jeweils acht
Knochenzylindern, die aus dem Radius eines 18 Monate alten Kalbes gewonnen
wurden, mit zwei unterschiedlichen physiologischen Belastungssignalen stimuliert und
einer nicht belasteten, aus ebenfalls acht Knochenexplantaten bestehenden
Kontrollgruppe gegenibergestellt. Das erste Belastungssignal  stimuliert  das
physiologische Laufen (,, Walking“-Signal), das zweite das physiologische Springen
(,Jumping“-Signal). Beide Belastungssignale wurden auf einer Kraftmessplattform
gewonnen und kamen taglich fir 600 Zyklen bei einer Frequenz von 1 Hz und einer
Intensitdt von 4000ustrain zur Anwendung. Unmittelbar nach der Belastung wurde die
scheinbare Steifigkeit einer jeden Probe bestimmt, die as Elastizitdtsmodul (E-Modul)
angegeben wird. Bei den nicht belasteten Proben der Kontrollgruppe wurde die
scheinbare Steifigkeit nach jewells vier Versuchstagen gemessen.

Beide Belastungsgruppen zeigten wahrend des Versuchszeitraumes einen deutlichen
Anstieg ihrer scheinbaren Steifigkeit. Die Kontrollgruppe hingegen zeigte weder eine
deutliche Zu- noch Abnahme. Hinsichtlich der scheinbaren Steifigkeit ergaben sich bei
der statistischen Auswertung signifikante Unterschiede zwischen der mit dem
» Walking“-Signal belasteten Gruppe und der Kontrollgruppe (p=0,0004). Statistisch
signifikante Unterschiede zeigten sich zudem beim Vergleich zwischen der ,, Jumping*-
Gruppe und der Kontrollgruppe (p<0,0001). Keine signifikanten Unterschiede ergaben
sich hingegen bei der Gegentiberstellung der beiden Belastungsgruppen (p=0,5767).

Die Zunahme der scheinbaren Steifigkeit konnte histologisch durch den Nachweis eines
appositionellen Knochenwachstums in Form aufgelagerten Osteoids bestétigt werden.
Auch hier zeigten sich deutliche Zunahmen in den Belastungsgruppen. Die Zunahme an
Osteoid in den nicht-belasteten Proben der Kontrollgruppe war weniger stark.
Statistisch signifikante Unterschiede ergaben sich zwischen der ,, Walking*-Gruppe und
der Kontrollgruppe (p<0,05), sowie zwischen der ,Jumping“-Gruppe und der
Kontrollgruppe (p<0,05). Wiederum kein signifikanter Unterschied zeigte sich
zwischen den beiden Belastungsgruppen (p>0,05).
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Die in dieser Arbeit bestimmten Zellmarker, die Laktatdehydrogenase (LDH) und die
Alkalische Phosphatase (AP), die mit Ausnahme der ersten beiden Belastungstage
jewells im Abstand von 72 Stunden bestimmt wurden, zeigten wéahrend der ersten
Messungen in alen Versuchsgruppen erhohte Werte, die auf préparationsbedingte
Zellschadigung zuriickzufuhren sind. Im weiteren Versuchsverlauf zeigte die LDH
Werte um Null, was daftir spricht, dass es zu keinem weiteren Zelluntergang kam. Die
AP hielt sich auf einem stabilen Niveau von ca. 25 U/dl und unterstreicht somit eine
kontinuierliche Aktivitét der Zellen.

Neben dem Verlauf der Enzyme wurde zum Nachweis vitalen Knochengewebes eine
umfangreiche histologische Aufarbeitung der Proben durchgefiihrt. In allen Farbungen
konnten jewells eine voll erhaltene Gewebestruktur und vitale Zellen beziehungsweise
vitale Zellkerne demonstriert werden.

Darlberhinaus wurde eine stichprobenartige Apoptoseuntersuchung der Proben
durchgefuihrt. Dabei zeigten sich anteilsmassig nur sehr wenige apoptotische Zellen in
den Belastungsgruppen. In den Proben der nicht belasteten Kontrollgruppe konnten
mehr in Apoptose begriffene Zellen detektiert werden.

Die dargelegten Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Knochenzylinder wahrend
des gesamten V ersuchszeitraumes voll vital waren und, dass die Proben auf applizierte
physiologische Belastungssignale mit physiologischen Reaktionsmustern antworten.
Das System kann somit als voll funktionsfahig bezeichnet werden. Die beiden
verwendeten Belastungssignale liegen jeweils oberhalb einer physiologischen
Belastungsschwelle, zeigen jedoch hinsichtlich ihrer Auswirkungen keine statistisch
signifikanten Unterschiede.

Die zukinftigen Einsatzgebiete des ZETOS konnen sehr vielfdtig sein. In der
Entwicklung ist ein miniaturisertes, vollautomatisiertes System, das in der
Internationalen Raumstation ISS eingesetzt werden soll, um die Auswirkungen der
Schwerelosigkeit auf die Knochenphysiologie zu untersuchen. Darlberhinaus wird es
maoglich werden, beispielsweise die Vertraglichkeit und das Einwachsverhalten neuer
Implantationsmaterialien kostenglinstig zu testen. Zum anderen koénnen die
Auswirkungen verschiedener Pharmaka auf den Knochen demonstriert und untersucht
werden. Kostentréchtigere und organisatorisch aufwendiger zu gestaltende Tierversuche
werden partiell ersetzt werden kénnen.
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7  Summary

The purpose of this work is the investigation of the ZETOS as a system for cultivation
and mechanical stimulation of bone cores. During a 23 days period two different
loading groups, each containing eight bone cores, were loaded with two different
mechanical signals and compared to a non-loaded control-group. The first loading-
signal corresponds to physiological walking (“walking”-signal), the second one to
physiological jumping (“jumping”-signal). Both loading signals were used for 600
cycles daily with a frequency of 1 Hz and an intensity of 4000 pstrain. Immediately
after mechanical loading we measured the apparent stiffness of each bone-core, which
is expressed as an Elastic-modulus (E-modulus). The apparent stiffness of the non-
loaded control-group was always measured after four days.

During the run both loading groups showed a clear increase of their apparent stiffness.
The non-loaded control-group had neither a clear increase nor decrease. With regard to
the apparent stiffness resulted statistically significant differences between the walking-
group and the control-group (p=0,0004) as well as between the jumping-group and the
control-group (p<0,0001). No significant differences were detected in the comparison
between our loaded groups (p=0,5767).

The increase of apparent stiffness was confirmed histologically by an appositional bone-
growth in the form of osteoid. In both loading-groups we could show a significant
increase of bone mass whereas the increase of osteoid in the control-group was lower.
Statistically significant differences with regard to new osteoid were measured between
the walking-group and our control-group (p<0,05) and between the jumping-group and
the control-group (p<0,05). No significant differences resulted in the comparison of the
loaded goups (p>0,05).

With exception of the first two loading-days, we measured the Alkaline Phosphatase
(AP) as well as Lactatdehydrogenase (LDH) always after three days (72 houres) of
loading. Caused by the preparation of the bone cores, the enzymes showed higher
values during the first measurements in each group. The following measurements
showed LDH-values of around zero, which means no further cell-death. The AP kept
astable level of about 25 U/dI, which underlines the continuous cell-activity.

In addtion to enzym-measurements we proofed the vitality of our bone-cores by doing
an extensive histological analysis. In al colourings that were done, we could
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demonstrate a preserved tissue-structure as well as vital cells respectively vital cell-
nuclei.

Moreover we made spot checks for apoptotic cells in our loaded and non-loaded bone
cores. Proportionately there were only a few apoptotic cells in the loaded samples. In
the non-loaded bone cores of the control-group proportionately more apoptotic cells
were detected.

Based on these results we can conclude that the bone cores were vital during the whole
period of the run and that the cores reacted on physiological stimulation in a
physiological way. The mechanical loading-signals that were used exceed a certain
physiological threshold that induces certain reactions in the form of increasing apparent
stiffness which correlates histologically in an appositional bone growth.

Future prospects for the Zetos are the development of a miniature version that will be
used at the ISS to investigate influences of microgravity on bone physiology. Moreover
it will be possible to examine new implantation-materials with regard to their
digestibility or to investigate influences of new drugs on bone physiology.

134



Anhang

AP

Aqua bidest
Agua dest.
BMU

BP

C3

Ced

Cox
DMEM-Medium
DNA
E-Modul
FCS

FGF

GPa

HE

Hz

|GF

ISS

KV

LDH

MBar
M-CSF
MPa

N

OlIF

OPG
PAS-Reaktion
PBS

PBS

PC

8 Abkulrzungsverzeichnis

Alkalische Phosphatase

Zweifach destilliertes Wasser
Destilliertes Wasser

Bone Metabolic Unit

Base Pairs/ Basenpaare
Komplementfaktor C3

Cell Death Abnormal
Cyclooxygenase

Dulbecco’s Mod. Eagle Medium
Desoxyribonukleinsiure
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PEA
PGE;
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PTH
RANK
RANKL
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TGFR
TNF
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Prostaglandin E;
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nuclear factor kappaB

nuclear factor kappaB-ligand
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Transforming Growth Factor 3
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9 Abbildungsver zeichnis

Der Zetos

Schematische Darstellung von Knochengewebe und dessen
Zellen (©Pfizer GmbH 2002)

Schematische Darstellung der Knochenzellen und deren
Abstammung (University Orthopaedics, Southampton, UK)

Aus dem Arachidonat entsteht durch eine Cyclooxygenase das
Prostaglandin H,, von dem sich die Ubrigen Prostaglandine
ableiten

Gegenuberstellung mor phol ogischer Charakteristika
apoptotischer und nekrotischer Zellen (©Boeringer Mannheim)
Der Zetos (Konstruktionszei chnung)

Die Kultur- und Belastungskammer in ihren Einzelkomponenten
Die elektronischen Module

Die Perfusionspumpe

Freipréparierter Radius

In der Bandsége fixierte Epiphyse

Entnahme der Knochenzylinder mit einem Hohlbohrer

Der Hohlbohrer

Mit der Inlochsage werden die Zylinder auf eine Hohe von 5mm
gebracht

Knochenzylinder nach der Préaparation

Waschen der Proben in einem Rotator

Belastungspiston und Knochenzylinder werden mit Hilfe eines
Pushersin die Kammer eingebracht

Fertigbestiickte Kammer

Komplettes System bestehend aus Kammern, Rollpumpe und
Mediumreservoiren

Das,, Walking“ -Signal in seinen jeweiligen Phasen

Das,, Jumping” -Signal in seinen jeweiligen Phasen

Das, Walking” -Sgnal aufgetragen auf ,, Jumping” -Sgnale
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Die Windows-Benutzer oberflache zur Steuerung des Zetos

Das Belastungsprotokall

Verlauf der PEA-Treiberspannung

Quasi-statische Messungen zur Bestimmung der scheinbaren
Seifigkeit

Typisches Messergebnis einer quasi-statischen Messung zur
Bestimmung der scheinbaren Seifigkeit

Eingebettete Préparate

Ubersichtsaufnahme in der Trichrom-Farbung nach Goldner
Zwei verschmel zende Knochentrabekel

Ubersichtsaufnahme in der Giemsa-Farbung

Knochentrabekel in der Giemsa-Farbung

Knochentrabekel in der Toluidin O-Féarbung

Knochentrabekel in der v.Kossa-Farbung mit Gegenfarbung mit
Trichrom-Goldner-Farbstoffen

Zwei verschmel zende Knochentrabekel in der v.Kossa-Farbung
Ubersichtsaufnahme in der H& E-Doppelfarbung

Oberflache eines Knochentrabekels in der H& E-Doppel farbung
Osteozyten mit eingelagertem Glykogen

Osteoklast in Howship-Lakune

Osteoklast in der Sauren Phosphatase-Darstellung

Osteoblasten, deren Enzymaktivitat nicht mehr nachweisbar ist
Alizarinbande mit aufgelagertem Osteoid

Detektion apoptotischer Zellen mit dem ApopTag 1SOL Kit
Vitale Osteozyten nach Anwendung des ApopTag | SOL Kit
Apoptotische Osteozyten

Gegenuberstellung vitaler und apoptotischer Osteozyten
Arithmetische Mittel (n=23) der Veranderung der scheinbaren
Seifigkeit inden Gruppen und deren Sandardabweichungen
Arithmetische Mittel (n=23) der prozentualen Veranderung der
scheinbaren Seifigkeit und deren Standardabwei chungen

Zu- bzw. Abnahme der arithmetischen Mittel der scheinbaren
Seifigkeit in den beschriebenen Belastungsphasen
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52

53
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Mit der Trichromféarbung nach Goldner angefarbtes und mit
Image®Pro Plus ausgewertetes Praparat

Arithmetische Mittel der Osteoidauflagerung und deren
Standardabwei chungen

Gegentberstellung der Veranderung der scheinbaren Steifigkeit
und ermittelter Osteoiddicke (arithmetische Mittel mit ihren
Sandardabwei chungen)

Arithmetische Mittel der Alkalischen Phosphatase und deren
Standardabwei chungen

Arithmetische Mittel der Laktatdehydrogenase und deren
Standardabwei chungen

Arithmetische  Mittel der pH-Werte  und deren
Standardabwei chungen

Praparationsbedingtes Knochenmehl im Aussenbereich der
Knochenzylinder
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