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1 EINFUHRUNG

1 Einfithrung

Es ist bereits seit mehr als 150 Jahren bekannt, dass die Regulation der Knochen-
masse und -struktur durch mechanische Belastungen beeinflusst wird. Infolge ei-
ner mechanischen Belastung kommt es zu einer Deformierung der Knochenmatrix
und zu einer Anderung der Knochenlidnge relativ zu seiner Ausgangsliange. Diese
Anderung wird in “strain” angegeben und ist der Quotient aus AL/L. Hierbei ist
AL die Lange, um welche der Knochen komprimiert wird und L die jeweilige Aus-
gangslange. Zudem reagiert der Knochen auf Belastung mit einer Zunahme seiner
Knochendichte und/oder mit einer Anderung seiner Architektur im Sinne eines
Knochenumbaus. Als Resultat wird er widerstandsfahiger gegentiber weiteren Be-

lastungen [67, 98].
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Abbildung 1: Hypothetischer Ubertragungsweg mechanischer Signale: Osteo-
zyten als Mechanosensoren leiten Informationen an die Effektorzellen
(Osteoblasten,Osteoklasten,Bone Lining cells) weiter. [University Orthopaedics,
Southampton, UK]



1 EINFUHRUNG

Verschiedene Studien belegen, dass sowohl eine direkte als auch eine indirekte
mechanische Belastung des Knochens eine verstarkte Proliferations- und Diffe-
renzierungsleistung der Osteoblasten férdert [90, 8]. Dadurch kommt es zu einer
Zunahme der Knochendichte oder aber zu einer Abnahme des altersbedingten
Knochenabbaus [68, 19, 37, 81, 109], sofern die mechanische Belastung im phy-
siologischen Bereich liegt. Dies zeigt, dass die Mechanosensitivitat von Knochen
auf physiologische Belastungsreize zu reagieren mit einer erh6hten Syntheserate
von Matrixproteinen und einer erh6hten Mitoserate einhergeht. Somit findet man
bei sportlich aktiven Menschen eine erhéhte Knochenmasse [132]. Hingegen zei-
gen Menschen, die nicht der Schwerkraft ausgesetzt sind und deren Belastung
damit unterhalb einer Grenzschwelle liegt, einen Verlust an Knochendichte, der
durch eine verminderte Knochenneubildung [76] und eine Abnahme der zur Syn-
these der Knochenmatrix erforderlichen Proteine [14] bedingt ist. Kommt es im
Gegensatz dazu zu Belastungen, die tiber das physiologische Maf3 hinausgehen,
ist mit einer Degeneration der Knochenstruktur zu rechnen [59].

Fur ex vivo Studien an trabekuldren Knochen unter definierten Kultur- und
Belastungsbedingungen wurde ein prazises mechanisches Belastungs- und Mess-
system, kombiniert mit einer Kultur-Belastungs-Kammer entwickelt. Das Belas-
tungssystem kann hierbei in zwei Modi arbeiten. Entweder man lasst eine de-
finierte Kompression oder aber eine definierte Kraft auf einen Knochenzylinder
einwirken. Da die beiden Grofien auseinander hervorgehen, stellt die jeweils re-
sultierende andere Grof3e die Unbekannte dar. Zur Zeit kénnen Proben im Fre-
quenzbereich von 0,1 bis 50 Hertz dynamisch stimuliert werden. Die Genauigkeit
der Kompression betragt dabei +0.5 bis +1.5 ym.

Das System erlaubt akkurate Messungen vielerlei mechanischer Eigenschaften
des zu untersuchenden Gewebes. Der piezo-elektrische Aktor kann sowohl Quasi-
Statische-Belastungen als auch eine Vielzahl periodischer Oszillationsmuster er-

zeugen, wahrend Kraft und Kompression simultan gemessen werden. Kraft und
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1 EINFUHRUNG

Kompression werden zur Berechnung der scheinbaren Steifigkeit des Knochens
und fiir dessen physikalische Anderung wihrend seiner Kultivierung verwendet.
Das komplette System ist unter dem Namen ZETOS bekannt (United States Patent
6. July, 1998, No: US 6.171.812; Everett L. Smith, David Jones: Combined per-
fusion and mechanical loading system for explanted bone/ United States Patent
19. March, 2002, No: US 6.357.303 B2; Everett L. Smith, David Jones: Mecha-
nical Testing Device). Es setzt sich aus zwei Wortern zusammen. Der griechische
Buchstabe ( (Zeta) wird als Symbol fur “strain” (relative Kompression) verwendet,
wahrend das lateinische Wort “Os” fiir Knochen steht.

Es wurde eine Vielzahl von in vivo- und in vitro-Modellen entwickelt, um me-
chanisch induzierte Veranderungen im Knochenmetabolismus und in dessen Mor-
phologie zu untersuchen. Trotz grofier Fortschritte ist der Mechanismus, welcher
sich hinter der mechanischen Transduktion verbirgt, sowie die Tatsache, welcher
Zelltyp (bzw. Zelltypen) hierfiir verantwortlich ist, noch nicht restlos aufgeklart.

Die bisherigen Modelle verwenden Zellkulturen [136, 138], Organkulturen [93,
15] oder betrachten den Gesamtorganismus [1, 99, 95, 16]. Dabei verwenden sie
entweder hydraulische Systeme oder eine Vielzahl von Hebeln, Nockenwellen oder
Schrauben, um ein Gewebe mechanisch zu stimulieren oder seine physikalischen
Eigenschaften zu bewerten [2, 38, 96, 40, 111, 74, 75, 125]. Andere Belastungs-
systeme verwenden Dehnungsmessstreifen, die an ganzen Knochen oder an Kno-
chenstiicken angebracht werden, um anhand einer limitierten Anzahl von Mes-
sungen die elastische Kompression einzuschéitzen oder zu berechnen. Die ver-
wendeten Systeme sind jedoch grofitenteils nicht dazu befdahigt, die Amplitude,
Richtung, Art und Frequenz zu imitieren, welche in der komplexen Natur der phy-
siologischen Belastung in vivo auftritt. Auch eine engmaschige Kontrolle der Kraft
und der Kompression in Form von Echtzeitmessungen wahrend einer dynami-
schen Belastung ist bei den angesprochenen Systemen, vor allem bei Frequenzen

uber 10 Hz, nicht méglich.
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1 EINFUHRUNG 1.1 Der ZETOS

Daher ist ein prazises und stabiles Belastungssystem notwendig, um eine de-
finierte mechanische Belastung auf Knochenzylinder auszutiben. Es muss zudem
gewahrleistet sein, dass diese eine grof3e Varianz in ihrer Struktur und ihren phy-

sikalischen Eigenschaften aufweisen kénnen.

1.1 Der ZETOS

Das ZETOS-Belastungssystem besteht aus einem Rahmen von Stahlbolzenschrau-
ben, verbunden mit einem Aluminiumgehduse und jeweils einer oberen und unte-
ren Endplatte aus Stahl. Ein Schraubsystem bewegt die Belastungseinheit, beste-
hend aus dem Kraftsensor [KISTLER, Schweiz] und dem piezo-elektrischen Aktor
(PEA) [Physik Instrumente, Deutschland] nach oben oder nach unten. Durch ma-
nuelle Bedienung des Schraubsystems kann eine geringe statische Vorlast auf
die Knochenzylinder ausgetibt werden. Dies bringt die Linse des PEA in Kontakt
mit der Knochenoberflache. Das Gerat ist mit Dehnungsmessstreifen versehen,
welche ermoglichen, dass prazise Messungen der Ausdehnung des Gerates er-
mittelt werden kénnen. Der PEA besteht aus einem Stapel von piezo-Kristallen,
welche in einem wasserresistenten Mantel eingebettet sind. Er kann eine Kraft
von bis zu 4500 Newton ausuiben, wobei das Maximum der PEA-Ausdehnung von
der Belastungsapplikation abhidngt. Wahrend des dynamischen Arbeitsvorgangs,
korreliert die Amplitude der Expansion mit der Frequenz des Arbeitsgangs in Kom-
bination mit der Resonanzfrequenz des PEA. Diese steht wiederum in Verbindung
mit der effektiv schwingenden Masse, der Viskoelastizitat und Steifigkeit des Kno-

chens.
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Abbildung 2: Aufbau des ZETOS-Belastungssytems

Die untere Kontaktoberflache des PEA ist mit einer Saphir Plan-Konvexen Linse
[Victor Kyrburz AG, Schweiz] versehen. Die kugelférmige Natur der Linse erlaubt
eine adidquate Adaption an die zu belastende Knochenoberflache, die moéglicher-
weise nicht zu 100 % planparallel ist und verhindert somit das Auftreten einer
Biegelast innerhalb des Kristall-Stempels.

Ein Hochspannungsverstarker [Physik Instrumente, Deutschland], dessen Ein-

gang mit einem Analogausgang der Mikrokontroller-Schaltung verbunden ist, ak-
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1 EINFUHRUNG 1.1 Der ZETOS

tiviert den PEA. Zusammen mit einem WINDOWS-Benutzerprogramm (siehe Abb.
3) ist es nun moglich, eine quantifizierte Kraft oder eine quantifizierte Kompressi-

on der Knochenzylinder in der Kultur-Belastungs-Kammer zu erreichen.
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Abbildung 3: Oberflache des WINDOWS-Benutzerprogramms

Der Mikrokontroller und das damit verbundene Elektronische-System (siehe
Abb. 4) sowie die Sensoren arbeiten unabhéngig von dem Betriebssystem des PC’s.
Die Echtzeit-Messdaten der Ausdehnung (Dehnungsmessstreifen) des PEA sowie
die auf die Knochenzylinder einwirkende Kraft werden erfasst und anschliefend
abgespeichert. Das Design der Kultur-Belastungs-Kammer (siehe 2.1.3), in wel-
cher der Belastungskolben (Piston) abgedichtet ist, ist mit einem X-Ring [Basag
& Shamban S.A. Crissier, Schweiz] versehen. Er erlaubt eine Anpassung an eine
nicht vorhandene Parallelitat von bis zu 50 ym, wobei durch die prazise Aufar-
beitung der Knochenzylinder mit einer Rauhigkeit und Nicht-Parallelitat von zirka

7 pym ausgegangen werden muss.
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1 EINFUHRUNG 1.1 Der ZETOS

Abbildung 4: Elektronisches-System des ZETOS

Ein Hochspannungs piezo-Aktor-Verstarker [Physik Instrumente, Deutschland],
welcher eine Kapazitat von O bis 1000 Volt aufweist, steuert den PEA. Er besitzt ein
eigenes Netzteil und wird tiber den Mikrokontroller des Elektronischen-Systems
ein- und ausgeschaltet.

Der piezo-Kraftsensor [KISTLER] wird fiir die Messung der Krafteinwirkung auf
den Knochen verwendet. Die Kraftantwort des Sensors in Form einer elektrischen
Ladung ist linear zu der Grof3e der Kraft, welche auf den Sensor einwirkt.

Bei einer Quasi-Statischen-Messung glattet ein Tiefpassfilter die Arbeitsspan-
nung des PEA, um eine dynamische Stimulation zu verhindern. Weiterhin wird
der PEA nach der Messung langsam entlastet (10 Sekunden), da auch ein abrup-

ter Ruckgang zu einer derartigen Stimulation fihren kann (siehe Abb. 5).
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1 EINFUHRUNG 1.2 Das E-Modul

Treiberspannung des PEA

Anstieg Abfall

Abbildung 5: Verlauf einer Quasi-Statischen-Belastung

1.2 Das E-Modul
1.2.1 Quasi-Statische-Belastung

Um die scheinbare Steifigkeit von Knochen oder Referenzkérpern messen zu kén-
nen, wird eine Quasi-Statische-Belastung durchgefiihrt. Hierbei lasst man tiber
30 Sekunden (die Zeit ist jedoch prinzipiell frei wahlbar) die Kraft langsam in
Schritten von 300 bis 1000 Newton ansteigen. Das Maximum der resultierenden
Kompression wird zuvor festgelegt, um die Knochenzylinder nicht tiber die Frak-
turgrenze hinaus zu belasten (Gefahr von Mikrofrakturen).

Wahrend der Belastung wird die aufgewendete Kraft mit der aus ihr resultie-
renden Kompression simultan gemessen und die ermittelten Daten elektronisch
gesammelt und gespeichert. Um nun die scheinbare Steifigkeit der Knochenzylin-
der zu berechnen, muss man den reziproken Verlauf der linearen Regressionslinie

uber ein frei wahlbares Kraftintervall auftragen. Dies bedeutet, dass die scheinba-
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1 EINFUHRUNG 1.2 Das E-Modul

re Steifigkeit aus der Ausgleichsgeraden der Kompression-Kraft Kurve gewonnen
wird. Im Falle eines nicht-linearen Verlaufs wird auf der Kraftachse ein Intervall
gewahlt, welches wenigstens einen nahezu linearen Verlauf aufweist.

Das Kontrollprogramm des Systems ermittelt nun zunachst die tatsachliche

Steifigkeit, welche tiber das Hook’sche Gesetz definiert ist:

s: = Steifigkeit
g = ﬂ _ (fmaz_fmin)
T AC B (Cmax - Cmin) f - Kraft
¢ = Kompression

Der Vorteil des Systems liegt darin, dass es eine grof3e Anzahl von Daten (zirka
300) {fi,..., fa}.{c1,...,c,} in einem bestimmten Kraftintervall {fi,..., f,} sammelt,
anstatt sich lediglich auf die Maximal- und Minimalwerte der Messparameter
zu beschranken (fiuz, Cmaz)s (fmin, Cmin)- Anhand der dadurch entstehenden Kur-
ve kann der gesamte Verlauf der Quasi-Statischen-Belastung des Knochenzylin-
ders nachvollzogen werden. Die scheinbare Steifigkeit folgt aus der Steigung der
Regressionsgeraden tiber diese Werte. Das Programm errechnet die Steifigkeit in
der Maf3einheit eines Elastizitats-Moduls (Y, Einheit Mega Pascal [MPa] oder Giga
Pascal [GPa]), indem es die zylindrischen Parameter (in diesem Fall des Knochens)
Radius (r) und Hoéhe (h) zur Normalisierung benutzt. Um jedoch einen Wert zu
erzeugen, der nicht von den geometrischen Dimensionen abhéngt, sondern eine

reine Materialkonstante reprasentiert, wird folgende Formel verwendet:

Y =s-2 7mr? = Stirnflaeche

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

Eigenschaften anderer Materialien verglichen werden kann.
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1 EINFUHRUNG 1.2 Das E-Modul
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Abbildung 6: Graphische Darstellung der scheinbaren Steifigkeit, wie sie vom Be-
nutzerprogramm errechnet wird

Andere Definitionen sind mathematisch vollig gleichwertig, heben aber andere

Begriffe hervor. So wird oft geschrieben:

A = Stirnflaeche
_ Afh P Druck
~ AAc  (  Dehnung P = Druck = (Af/A)

¢ = Dehnung = Ac/h
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1 EINFUHRUNG 1.3 Der Knochen

1.3 Der Knochen

Die Knochen und damit das Skelett sind fiur die Formgebung und Fortbewegung
des Korpers eine notwendige Voraussetzung, weshalb man sie in allen hoheren
Vertebraten vorfindet. Neben ihrer Funktion als Stiitzorgan dienen sie zusétzlich
als Kalziumspeicher.

Beim Knochen handelt es sich um ein hochspezialisiertes und auflerst kom-
plexes Bindegewebe, dessen metabolisch aktive Zellen in einer mit Kalziumsalzen
mineralisierten organischen Matrix vorliegen oder ihr anliegen.

95 % der organischen Matrix bestehen aus Kollagen Typ-I, welches fiir die Zug-
festigkeit des Knochens verantwortlich ist. Proteoglykane, welche aus Glykosami-
noglykanen (Polysaccharidketten) aufgebaut sind, und eine Vielzahl an “Nichtkol-
lagenen Proteine” bilden die restlichen 5 %.

Auch das Osteokalzin, welches zur Zeit das am besten charakterisierte Kno-
chenprotein ist, sowie weitere “Nichtkollagene Proteine” z.B. Osteopontin, Bo-
ne Sialoprotein, Osteonektin usw. sind in der Knochenmatrix vorhanden. Die Ab-
lagerung von Kalziumsalzen und Kristallen, die dem Hydroxylapatit
[Ca;o(PO4)s(OH),] sehr dhnlich sind, erfolgt unter zellularer Kontrolle. Diese Hy-
droxylapatite sind in einem Abstand von 60 bis 70 nm léngs der Kollagenfibrillen
angeordnet und werden durch die umgebende Grundsubstanz stabilisiert. Da-
mit verleihen sie dem Skelett seine Kompressionsfestigkeit, wobei einige Prozente
an Elastizitat immer aufrechterhalten bleiben. Infolge mechanischer Belastungen
kommt es zu stiandigen Umbauvorgangen, wodurch die Knochen trajektoriell aus-
gerichtet werden.

Neben diesen standig bestehenden mechanischen Belastungen wirken ver-
schiedene Hormone auf den Knochen ein, die unter anderem das Knochenwachs-
tum modulieren und zur Konstanz des Kalzium- Blutspiegels des Individuums

beitragen.
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1 EINFUHRUNG 1.4 Die Knochenzellen

1.4 Die Knochenzellen

Der Knochen besteht aus vier verschiedenen Zelltypen. Hierbei befinden sich Osteo-
blasten, Osteoklasten und Bone Lining cells an der Knochenoberflache, wahrend
die Osteozyten in der mineralisierten Matrix lokalisiert sind.

Osteoblasten, Osteozyten und Bone Lining cells entstammen lokalen Osteo-
progenitorzellen (mesenchymale Vorlauferzellen) [112, 113, 114], wohingegen sich
Osteoklasten aus der Fusion von mononuklearen Vorlauferzellen [21, 52] hamato-
poetischer Gewebe (wahrscheinlich granulocyte and macrophage colony-forming

cells "CFU-GM") entwickeln.

1.4.1 Osteoblasten

Osteoblasten entwickeln sich aus multipotenten, mesenchymalen Stammzellen,
die sich alternativ auch in Chondroblasten, Fibroblasten, Adipozyten und Myo-
blasten weiterentwickeln konnen [4]. Es handelt sich um vollstandig differenzierte,
kubische, stark Alkalische-Phosphatase-Positive Zellen, welche ftir die Produktion
der Knochenmatrix verantwortlich sind. Sie sezernieren hauptsachlich Kollagen
Typ-I aber auch die “Nichtkollagene Proteine” der Matrix. Hierzu ziahlen unter an-
derem Proteoglykane, Osteokalzin, Osteopontin, Osteonektin, Fibronektin,
Bone Sialoprotein, Interleukine, Wachstumsfaktoren, Prostaglandine, Hormonre-
zeptoren und weitere. Eine Vielzahl der “Nichtkollagenen Proteine” konnte be-
reits isoliert werden [102], eine definitive Funktion wurde ihnen bis heute je-
doch nicht zugewiesen. Als typische Protein-Produzenten besitzen die Osteobla-
sten einen prominenten Golgiapparat und ein gut ausgebildetes rauhes Endo-
plasmatisches Retikulum.

Die Mineralisierung der Knochenmatrix wird von den Osteoblasten reguliert,
wobei allerdings der oder die dazugehorigen Mechanismen noch nicht vollstandig

aufgeklart sind. Sie beginnt in den Matrixvesikeln, welche an der Plasmamembran
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1 EINFUHRUNG 1.4 Die Knochenzellen

der Osteoblasten knospen. Die Weiterentwicklung erfolgt dann von der Zellober -
flache weg in Richtung der bereits mineralisierten Matrix.

Dieser Prozess ist identisch mit der bereits gut dokumentierten Rolle von Ma-
trixvesikeln bei der Knorpel-Mineralisierung [49]. Dem Kollagen ist hierbei eine
zentrale Bedeutung zuzuschreiben, da es zumindest als Matrize fiir den Beginn
und die Ausbreitung der Mineralisierung verantwortlich ist.

Unterhalb der Osteoblastenoberflache verbleibt immer eine Schicht nicht mi-
neralisierter Knochenmatrix, welche ungeordnete Kollagenfibrillen enthélt und als
Osteoid bezeichnet wird.

Die Ablagerung der Matrix ist normalerweise zur Knochenoberflache hin ge-
richtet. In regelmafligen Abstdnden kommt es jedoch zu einer Generalisierung,
wobei sich die Osteoblasten mit der Knochenmatrix umgeben, sodass eine weitere
Schicht an Osteozyten entsteht. Eine spatere Ablagerung von Mineralien in die
organische Matrix machen diese impermeabel. Vor dieser Mineralisierung bilden
die Osteozyten eine Vielzahl zytoplasmatischer Verbindungen mit angrenzenden

Zellen aus, um sich eine metabolische Lebensader zu sichern.

1.4.2 Osteozyten

Osteozyten entstehen durch Transformation von Osteoblasten. Im menschlichen
Knochen ist ihre Anzahl 10mal grof3er, als die der Osteoblasten [85]. Damit stellen
sie die grofite Fraktion der Knochenzellen dar.

Bei diesem Zelltyp handelt es sich um sternférmige oder dentritische, post-
mitotische [124], mature Osteoblasten [80, 84], die in dem Lakuno-Kanalikularen-
Netzwerk des Knochens eingeschlossen sind. Wahrend der Transformierung zum
Osteozyten verlieren die Zellen die Charakterziige eines Osteoblasten und gewin-
nen die fur Osteozyten spezifische Merkmale, einschlieflich ihrer typischen Mor-
phologie. Osteozyten kénnen unterschiedliche Aktivitaten aufweisen. Sie sind ent-

weder in der Lage Matrix zu synthetisieren oder sie zu einem geringen Anteil zu
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resorbieren. Damit dienen sie der Erhaltung der organischen Knochenmatrix bzw.
beteiligen sich an der biochemischen Regulation der Knochenmasse und Struk-
tur. Die funktionelle Aktivitat der Osteozyten kann anhand ihrer Struktur einfach
festgestellt werden. Zellen, die Matrix produzieren, besitzen die fir Osteoblasten
charakteristischen Zellorganellen, wahrend osteolytisch aktive Osteozyten lysoso-
male Vakuolen und weitere typische Charakterziige phagozytierender Zellen auf-
weisen. Um einen jeden Osteozyten inklusive seiner filopodialen Zellauslaufer fin-
det man eine dinne Schicht nicht mineralisierter Matrix, die reich an Kollagen-
fibrillen und Proteoglykanen [53] ist. Die Zellausldufer bilden sich innerhalb der
Kanalikuli (nicht mineralisierte Matrix) der Knochenmatrix aus, um mit Zellaus-
laufern benachbarter Zellen in Form von gap junctions [56, 22] in Kontakt zu
treten. Sie verbinden aber nicht nur benachbarte Osteozyten miteinander, son-
dern stellen auch Verbindungen mit der inneren und aufleren Oberflache des
Knochens, einschlieBlich dort lokalisierter Zellen, und mit in der Matrix gelegenen
Blutgefdfien her. Dadurch werden die Zellen mit Nahrstoffen und Sauerstoff ver-
sorgt und kénnen ihrerseits angefallene Metabolite abgeben, denn eine Diffusion
durch die mineralisierte Knochenmatrix ist limitiert.

Die Produktion von Osteokalzin und Osteonektin ist vermutlich mitverantwort-
lich bei der Regulation der Kalzifizierung der Matrix. Osteopontin, Fibronektin und
Kollagen Typ-I haben wahrscheinlich einen Einfluss auf die Befestigung der Osteo-
zyten zu der sie umgebenden Knochenmatrix. Damit haben sie die Moglichkeit,
ihre eigene Adhasion und damit ihre Sensitivitat flir Stress-Signale zu regulieren.

Im Prinzip kénnten alle Zellen des Knochens in den Mechanismus der Mecha-
notransduktion involviert sein, doch viele Argumente sprechen fiir den Osteozyten
als Mechanosensor par excellence [18, 12]. Dies wird durch verschiedene Studien
belegt [97, 99, 108, 90, 66].

Die direkt am Osteoid gelegenen Osteozyten stehen mit den Bone Lining cells

und den Osteoblasten in Kontakt. Hierdurch koénnen zellulare bzw. chemische
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Signale an die genannten Zellen weitergegeben werden. Dieser Vorgang wird durch
eine Stress-Belastung der Osteozyten induziert.

Die Belastung eines Knochens fithrt unter anderem zu einer Anderung des hy-
drostatischen Drucks, zu einer direkten Belastung der Zellen, zu einem durch
einen Flussigkeitsfluss induzierten “shear stress” und zum Aufbau eines elektri-
schen Feldes, welches durch die den Flussigkeitsfluss begleitenden elektrokine-
tischen Effekte ausgeldst wird. Der interstitielle Flussigkeitsfluss ist vermutlich
der durch Stress bedingte Faktor, welcher die Knochenzelle tiber die mechanische
Belastung informiert. Hiervon ausgehend fungiert das porése Lakuno-Kanaliku-
lare-System als Mediator der Mechanotransduktion und die Osteozyten als Me-

chanosensoren.

1.4.3 Bone Lining cells

Bone Lining cells sind begrenzende, flache, langgezogene, inaktive Zellen, die an
der Oberflache des Osteoids und an mineralisierten Knochenoberflachen anzu-
treffen sind. Aufgrund ihrer Inaktivitat besitzen sie nur wenige zytoplasmatische
Organellen. Es wird spekuliert, dass sie Vorlaufer von Osteoblasten darstellen
konnten.

Sie dienen als Barriere fir Kalzium-Ionen [86], erhalten ein spezielles Knochen-
internes Milieu [100] und spielen eine Schliisselrolle in der Lokalisierung und

Initiierung des Knochenumbaus [139].

1.4.4 Osteoklasten

Osteoklasten sind vielkernige und mobile Riesenzellen, die Knochen resorbieren.
Typischerweise sind weiterhin eine stark Tartrat-Resistente-Alkalische-Phospha-
tase-Aktivitat und eine grof3e Anzahl Kalzitonin-Rezeptoren vorhanden.

In wachsenden Knochen werden sie flir den Prozess des “Modeling” (ungekop-
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pelte Funktion von Osteoblasten und Osteoklasten) gebraucht, in Adulten sind
sie mitverantwortlich fiir das “Remodeling” (gekoppelte Funktion von Osteoklasten
und Osteoblasten).

Wenn es flir die Aufrechterhaltung der Kalzium-Homdostase des Korpers not-
wendig ist, kann es zu einer exzessiven Resorption kommen, die tiber das norma-
le “Remodeling” hinausgeht, um dem Korper gentigend Kalzium zu Verfliigung zu
stellen. Aktive Osteoklasten, welche polar orientiert sind, findet man typischer-
weise in Lakunen des resorbierten Knochens. Die Zellkerne sind an der von der
Knochenoberflache abgewandten Seite lokalisiert und durch Zytoskelett-Proteine
untereinander verbunden [129].

Die ringférmige Aussenzone (basolaterale Zelloberflache) der Osteoklasten stellt
ein Mikrofilament-reiches und Zellorganellen-freies Areal dar und wird als
"clear zone" bezeichnet. Von dieser umgeben findet man das apikale Plasmalemm,
welches zentral zum Knochen gelegen ist und durch die rasante Fusion saurehal-
tiger intrazellularer Vesikel entsteht. Es besitzt eine spezifische, haufig verzweigte
Resorptionsstruktur in Form eines Bilirstensaums und wird als "ruffled border"
bezeichnet.

Mit Hilfe von Podosomen heften sich die Osteoklasten an die extrazellulare
Matrix an. Der Vitronektin Rezeptor (avb3 Integrin) ist der bedeutendste Integrin-
Typ in den Podosomen der Osteoklasten, da er die Aktinfilamente des Zytoskeletts
mit den Proteinen der extrazellularen Matrix verbindet.

Es ist evident, dass der Abbau des Kollagens und anderer Knochenmatrix-
Proteine in der extrazellularen Resorptionslakune stattfindet. Der einzige Zustand,
bei dem mineralisierter Knochen, welcher hauptsachlich aus kristallinem Hydro-
xylapatit besteht, aufgelost werden kann, ist ein saurer pH. 1984 demonstrierten
FALLON et al., dass in den Resorptionslakunen ein saures Milieu vorliegt. Die
Ansauerung wird hierbei durch eine V-Protonen-ATPase erreicht [5, 7, 123] und

verlauft in zwei Phasen. Zu Beginn des Resorptionsprozesses fusionieren die sau-
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rehaltigen Vesikel, wodurch die "ruffled border" entsteht und es folglich schnell zur
Ausbildung eines schmalen saurehaltigen Kompartements zwischen der Zellmem-
bran und der Knochenoberflache kommt. Es wird vermutet, dass die Aufrechter-
haltung der Aziditit der Resorptionslakunen entweder durch die kontinuierliche
Fusion neuer saurehaltiger Vesikel oder durch das Ausschleusen von Protonen
gewahrleistet wird. Am wahrscheinlichsten ist, dass beide Prozesse dafuir verant-
wortlich sind. Ob auch ein Na/ H -Antiporter [42] oder weitere Strukturen in den
Prozess involviert sind, bleibt abzuwarten.

Nachdem die Hydroxylapatit-Kristalle (minerale-Phase) aufgeschlossen sind,
wird die organische Matrix abgebaut. Hierflir sind eine Reihe proteolytischer En-
zyme verantwortlich, wobei vor allem den lysosomalen Zystein-Proteinasen
(Kathepsin B, D, L, K, O, S) und Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) eine besondere
Bedeutung zukommt.

MMP-1 wird von Osteoblasten produziert und sezerniert und ist verantwortlich
fiir den Abbau des Osteoids oberhalb der mineralisierten Matrix. Die Entfernung
des Osteoids ist ein notwendiger Schritt fiir die weitere Tatigkeit der Osteoklasten.
Anschlieffend erfolgt die Produktion von MMPs sowie von lysosomalen Zystein-
Proteinasen durch die Osteoklasten selbst, wobei dem Kathepsin B die grofite
kollagenolytische Aktivitiat zugeschrieben wird. Eine wichtige, wenn auch noch
nicht vollstandig geklarte Rolle kommt dem Kathepsin E zu. Es ist entweder fiir
den Abbau der Matrix, fiir die Erneuerung der "ruffled border" oder fiir den Prozess
des Anheftens und Trennens der "ruffled border" von der Knochenmatrix wichtig.

Proteinfilamente und zahlreiche Mikrotubuli und Intermediarfilamente verlei-
hen den Osteoklasten die Fahigkeit, sich zu polarisieren, spezifische Bewegungen
zu koordinieren und sich an die Knochenmatrix zu binden. Osteoklasten 16sen
sich nach der Knochenresorption von der Knochenoberflache, heften an anderer
Stelle am Knochen wieder an und beginnen dort erneut mit dem Knochenabbau

oder aber es kommt zum Zelltod. Pro Zeiteinheit bauen sie bis zu drei mal mehr
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Knochenmatrix ab als von Osteoblasten aufgebaut wird.

Beim Differenzierungsprozess der Osteoklasten-Vorlduferzellen in Osteoklasten,
spielen “Osteoblastische Zellen” durch Zell-zu-Zell-Interaktionen eine zentrale Rol-
le, denn sie sind die Zielzellen osteotrophischer Hormone und Zytokine. Hier-
zu zahlen unter anderem das Parathormon (PTH), la-25-dihydroxyvitamin Ds,
Interleukin-13 (IL-173), IL-6, IL-11 und der Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) [115,
117, 121, 122, 47]. Weiterhin produzieren “Osteoblastische Zellen” 16sliche Fakto-
ren wie z.B. M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) [137, 118] und Kom-
plement C3 (reguliert durch 1a-25-dihydroxyvitamin D3) [104, 50, 58], welches die
Entwicklung der Osteoklasten reguliert. M-CSF spielt aber nicht nur eine wichtige
Rolle in der Proliferation und Differenzierung der Osteoklasten-Vorlauferzellen,
sondern ist auch essentiell fir die Migration, Chemotaxis [34] und fiir das Uber-
leben reifer Osteoklasten [57].

Das Netzwerk aus Osteoprotegerin (OPG), RANK (Receptor activator of NF-xB)
und RANKL (Osteoclast differentiation factor = ODF; Osteoprotegerin ligand =
OPGL), welches die Osteoklastengenese und die Osteoblasten/ Osteoklasten In-

teraktion moduliert, ist erst seit wenigen Jahren bekannt.

1.5 Osteoprotegerin (OPG)

Osteoprotegerin, auch Osteoclastogenesis inhibitory factor (OCIF) genannt, ist ein
Glykoprotein, welches 1997 als ein Angehoriger der Tumornekrosefaktor-Rezeptor
Superfamilie identifiziert (TNF-R) wurde [107, 134].

Es handelt sich um einen l6slichen Rezeptor, der von verschiedenen Geweben
gebildet wird und als "decoy receptor" die Interaktion zwischen RANK und RANKL
[135] und damit die Schritte der Rekrutierung, Proliferation und Aktivierung der
Osteoklasten blockiert. Die daraus resultierenden biologischen Effekte von OPG

stellen das Gegenteil derer von RANKL dar, welches die Osteoklastentatigkeit for-
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dert. Weiterhin ist OPG in der Lage, TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand)
zu binden und so die durch diesen Liganden induzierte Apoptose zu unterbinden.

Somit wirkt OPG als potenter Inhibtor des Knochenabbaus [107, 134, 120, 73].
Tierversuche an transgenen Mausen haben gezeigt, dass es bei einer Uberexpres-
sion von OPG zu einer Osteopetrose kommt und dass das Glykoprotein zudem vor
einem konsekutiven Knochenverlust nach einer Ovarioektomie schiitzt.

Die Expression und Regulation von OPG wird durch verschiedene Zytokine,
Peptide, Hormone und Medikamente beeinflusst. Sowohl Zytokine wie TNF-a, In-
terleukin-la (IL-1a), IL-18, TGF-$ ( transforming growth factor-g), BMP (bone
morphogenetic proteins) als auch Steroidhormone wie z.B. das Ostradiol-174 stei-
gern die mRNA-Expression von OPG [10, 127, 71, 116, 128, 17, 101, 46]. Auch
mechanische Krafte, die auf die Knochenoberflache einwirken stimulieren die OPG
Expression [62]. Hingegen verursachen Glukokortikoide, das Zyklosporin A,
Parathormon (PTH), PGE9 und FGF (fibroblast growth factor) eine Suppression
der OPG-Produktion [126, 45, 48, 82, 11, 79].

RANK (Receptor activator of NF-xB) wird an der Oberflache von Zellen der
Osteoklastenlinie (Vorlauferzellen und reife Osteoklasten), der entsprechende Li-
gand RANKL (Osteoclast differentiation factor = ODF; Osteoprotegerin ligand =
OPGL) an der Oberflache von Praosteoblasten expremiert [110]. Bei einem akti-
ven Remodeling ist RANKL immer anzutreffen [65]. Neben den Pridosteoblasten
produzieren aber auch aktivierte T-Zellen RANKL.

Verschiedene Zytokine wie z.B. IL-1, IL-6, IL-11, TNF-« aber auch Glukokorti-
koide und PTH [63] modulieren die Expression von RANKL. Durch Bindung von
RANKL an seinen spezifischen Rezeptor RANK [3, 78, 51, 77, 39] wird dieser sti-
muliert. Infolge einer dadurch intrazellular ausgelosten Signalkaskade [94] kommt
es zu einer Osteoklastenformation, -fusion, -differenzierung [65, 134, 72] und
-aktivierung [65, 35, 13]. Zum anderen wird die Apoptose [35] der Osteoklasten

gehemmt. Dies fihrt zu einer progressiven Knochenresorption und damit zum
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Knochenabbau [65, 64].
Folglich nimmt das Zytokinnetzwerk aus RANKL, OPG (beides parakrine Media-
toren) und RANK eine Schlusselrolle in der Regulation des Knochenmetabolismus

und der Osteoklasten-Biologie ein.

1.6 Das Remodeling

Unter dem Remodeling versteht man den Knochenumbau, welcher durch das ge-
koppelte Zusammenwirken von Osteoklasten und Osteoblasten entsteht. Dieser
Mechanismus tritt als Reaktion auf ein gewisses Maf3 an Verformung (strain) am
Knochen in Erscheinung. Nach FROST [32] betragt diese 1500 bis 3000 pstrain.

Jeder Knochen nimmt auf ihn einwirkende externe Krafte oder Stimuli wahr,
reagiert auf sie und passt sich den unterschiedlichen Gegebenheiten an. Eine we-
sentliche Eigenschaft des Remodeling ist, dass es multifokal am Knochen auftritt
und dabei eine Gruppe verschiedener Zellen rekrutiert. Etwa 20 % der spongiésen
Knochenoberflache befindet sich zu jeder Zeit im Remodeling.

An verschiedenen Stellen des Knochengewebes entstehen kleinste zellulare
Struktureinheiten, die BMUs (basic metabolic units), welche fir das Remodeling
verantwortlich sind. Dies ist dadurch gegeben, dass sie aus verschiedenen Zellty-
pen, unter anderem aus Osteoblasten und Osteoklasten bestehen. Je nachdem,
welche dieser Zellarten dominiert, kann das Remodeling potentiell zu einer Erho-
hung oder zur Erniedrigung des Knochenvolumens fiihren.

In trabekularen Knochen liegen die BMUs entlang der Knochenoberflache, wel-
che mit Bone Lining cells gesdaumt ist. Moglicherweise dienen Bone Lining cells, die
durch Osteozyten, welche nach einer mechanischen Belastung IGF-I expremieren,
aktiviert werden, zur Neubildung der BMUs. Sie kénnen aber auch selbstandig auf
mechanische Krifte reagieren. Dabei nehmen lokale und zirkulierende Hormone,

Zytokine und Wachstumsfaktoren Einfluss auf die Formierung einer BMU.
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Das Remodeling basiert letztendlich auf einem Prozess, der stets nach dem sel-
ben Prinzip ablauft: Organisierung der BMU, Aktivierung von Osteoklasten und
Osteoblasten, Resorption von altem Knochen, Formierung einer neuen Knochen-
matrix und Mineralisierung. Uber die Lebensdauer einer BMU und wie deren Ent-
wicklung kontrolliert wird, ist sehr wenig bekannt. Fest steht, dass innerhalb der
BMU kontinuierlich neue Zellen gebildet werden mussen, um diesen Entwick-
lungsprozess zu sichern, da die Lebensdauer individueller Zellen unter der der
BMU liegt.

Die Organisierung einer BMU beginnt mit deren Erschaffung. Hierzu muissen
sich zunachst initial Zellen ansammeln, welche eine neue BMU bilden sollen. Da-
fiir mtissen jedoch gentigend Vorlauferzellen verfiigbar sein. Hierbei spielen eine
grof3e Anzahl von Hormonen und Zytokinen eine zentrale Rolle.

Eine BMU kann sich an jeder Stelle der Knochenoberflache bilden [88]. Es ist
wichtig, zwischen der Erschaffung und der Aktivierung einer BMU zu differen-
zieren. Die Erschaffung geschieht nur einmal an einer untatigen Oberflache oder
in Nachbarschaft einer Mikrofraktur. Die Aktivierung ist ein kontinuierlicher Pro-
zess, welcher an der vordersten Front (Schnittkante) einer BMU stattfindet. Als
Voraussetzung dafiir, dass sich eine BMU ausbreiten kann, muss zunachst auch
die noch nicht in den Prozess involvierte Knochenoberflache aktiviert werden. Die
Front einer BMU schreitet zirka 10 ym pro Tag fort.

Die Aktivierung der Knochenoberflache beginnt mit den bereits oben erwdhn-
ten Bone Lining cells. Wenn diese Hormonen unterworfen werden, verandern sie
ihre Form von flachen epithelahnlichen Zellen zu runden Zellen, und machen da-
bei einen Teil der Kollagenmatrix zuganglich. Weiterhin sondern sie Kollagenasen
ab, um das Knochenmineral zu entbléf3en. Das beim Kollagenabbau entstehende
Hydroxyprolin kann als qualitativer und quantitativer biochemischer Marker fir
die stattfindende Knochenresorption verwendet werden.

Bei der durch die Aktivierung der Bone Lining cells induzierten Rekrutierung
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der Osteoklasten spielen systemische Hormone, Wachstumsfaktoren, Interleukine
und Zytokine eine wesentliche Rolle, indem sie den Vorlaufer-Zell-Pool erweitern.

Bei der Resorption unterscheidet man zwischen zwei Phasen. Die erste dauert
zirka 8 Tage und verlauft damit auflerst schnell. Sie wird von multinuklearen
Osteoklasten getragen. Dann folgt die zweite langsamere Phase, die zirka 34 Tage
andauert [24], bei der auch mononukleare Zellen beteiligt sind.

Multinukledre Osteoklasten sind fiir zirka 12 Tage aktiv [89] und unterliegen
dann einer Apoptose. Dieser Prozess wird moéglicherweise durch TGF-3 eingeleitet.
Die durch Apoptose untergehenden Zellen findet man an der Verbindungsstel-
le zwischen resorbierender Oberflache und deren Umkehrflache. Dies lasst ver-
muten, dass dieser Prozess auch in der Signalwirkung zur Bildung neuer Osteo-
klasten eine Rolle spielt.

Osteoklasten sondern Zytokine wie z.B. Interleukin-6 ab, welches als Signal
fiir eine neue Osteoklastentatigkeit dient. An der Knochenoberflache bilden akti-
ve Osteoklasten eine Resorptionslakune (Howship-Lakune) oder dehnen sich tiber
einen Bereich aus [41, 54, 87]. Die Tiefe der Resorptionslakune ist von der Lebens-
dauer der aktiven Osteoklasten und deren Neurekrutierung abhangig. Wenn sich
die Howship-Lakune durch den gesamten Trabekel zieht, ist es moglich, dass ein
Teil des Trabekel isoliert wird. Das dabei entstehende Fragment verliert die Fahig-
keit, auf mechanische Kriafte zu reagieren und besitzt keine strukturelle Funktion
mehr. Solche Fragmente sind letztendlich Opfer einer schnellen Resorption und
koénnen vollstandig verschwinden [20, 41, 55], wodurch der Verlust an Knochen-
masse erhoht wird.

Wahrend der Resorption werden knochenabhangige Wachstumsfaktoren frei-
gesetzt. Dazu zdhlen z.B. TGF-f, IGF und FGF, welche durch frithere Generatio-
nen von Osteoblasten in der Knochenmatrix hinterlegt wurden. Daher handelt es
sich um einen autokrinen Mechanismus. Einige Faktoren, wie z.B. TGF-3, werden

wahrscheinlich durch das saure Milieu aktiviert, welches durch die Protonense-

29



1 EINFUHRUNG 1.6 Das Remodeling

kretion der Osteoklasten entsteht.

Die bei diesem Schritt freiwerdenden Wachstumsfaktoren sind wichtig ftr die
Rekrutierung der Osteoblasten. Je mehr Knochen resorbiert wird, desto mehr
Wachstumsfaktoren werden frei. Diese Tatsache ist vermutlich beteiligt an der
gekoppelten Funktion zwischen Knochenresorption und Knochenformation.

Nachdem die maximale Tiefe (bis zu 70 ym) der Howship-Lakune erreicht ist,
folgt eine Umkehrphase, die zirka 9 Tage andauert [24]. Wahrend dieser Phase
nahern sich die Osteoblasten dem Boden der Lakune an. Darauf beginnt eine
Gruppe von Osteoblasten mit der Produktion von Osteoid. In vivo beginnt das
Osteoid nach zirka 13 Tagen mit einer Rate von 1 pym pro Tag zu mineralisieren.
Die Osteoblasten produzieren solange Osteoid bis die Lakune vollstandig oder an-
nahernd aufgeftillt ist. Dieser Prozess dauert bei einem gesunden Individuum 124
bis 168 Tage [24].

Die neuen Osteoblasten am Boden der Hohle sind plump und vigords, besitzen
einen grofien Nukleus und produzieren eine dicke Schicht an Osteoid. Mit Ab-
nahme der Osteoid-Produktion flachen die Osteoblasten ab und wandeln sich zu
untatigen Bone Lining cells um. Einige der Osteoblasten entwickeln sich zu Osteo-
zyten und werden damit Bestandteil des neu formierten Knochens. Benachbarte
Osteoblasten sind immer gleichaltrig; man findet nie gleichzeitig plumpe und fla-
che Zellen. Neu rekrutierte Osteoblasten schliefen sich demnach nicht der Grup-
pe von Osteoblasten an, welche bereits mit dem Auffullen der Resorptionslakune
begonnen haben sondern lagern sich am Rand einer BMU an.

Die Dichte der Osteoblasten am Entstehungsort der BMU variiert. Wenn die
Zellen sich gruppieren, werden sie grofer und begrenzter. Als Kollektiv konnen
sie mehr Osteoid bilden als einzelne Zellen.

Ein Grogteil der Physiologie des Remodelings wurde mit Hilfe von Tetrazyklin
markierten Knochenbiopsien ermittelt. Vor allem die Erkenntnisse von FROST

und PARAFITT [30, 31, 89] haben hierzu beigetragen.
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Ein hoher Prozentsatz (40-60 %) der Osteoid-Oberflache verbindet sich jedoch
nicht mit dem Fluochrom Tetrazyklin. Ursache hierfur kénnte sein, dass das neu
gebildete Osteoid noch nicht mineralisiert ist. Dies trifft aber nur fir 7 % [83] des
Tetrazyklin freien Osteoids zu. Auch terminales Osteoid, welches am Ende der
Formation persistiert, mineralisiert zu langsam, um gemessen zu werden. Eine
weitere Moglichkeit flir die nicht stattfindende Markierung durch das Tetrazy-
klin, besteht in einer diskontinuierlichen Bildung des Osteoids [29]. Studien an
Menschen und Tieren unterstiitzen diese Hypothese. Die Mineralisierung beginnt
zirka 13 Tage nachdem das Osteoid entstanden ist. Im Normalfall ist die Rate der
Osteoid-Produktion gleich der Mineralisierungsrate.

Auch andere biochemische Marker wie etwa die Knochen-Spezifische-Alkalische-
Phosphatase kénnen fir den Nachweis einer Knochenneubildung herangezogen

werden.

1.7 Die polychrome Sequenzmarkierung

Die polychrome Sequenzmarkierung ist ein Verfahren, mit dem sich dynamische
Umbauvorgiange am Knochen darstellen lassen. Anders als bei radiologischen
Verfahren, die immer nur eine isolierte Momentaufnahme wiedergeben kénnen,
gestattet die polychrome Sequenzmarkierung Ort, Zeitpunkt und Umfang von
knoéchernen Umbauprozessen histologisch sichtbar zu machen. Die Fluochrome
bilden mit dem Kalzium Chelatkomplexe (MILCH 1958; MODIS 1969), die sich
hauptséchlich entlang der Mineralisationsfronten einlagern (SUZUKI u. MATHEWS
1966; RAHN u. PERREN 1971 und 1972; MODIS 1996).

Bei der Sequenzmarkierung werden unterschiedliche Fluoreszensfarbstoffe in
definierten Zeitabstidnden verabreicht, sodass in der Farbabfolge der zeitliche Ver-
lauf der Mineralisation kodiert ist. Durch die unterschiedlich gefarbten Banden

ist eine Differenzierung zwischen den einzelnen neugebildeten Knochenabschnit-
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1 EINFUHRUNG 1.8 Alkalische Phosphatase

ten moglich. Auf diese Weise kénnen Riickschliisse auf die Dynamik der Kno-
chenneubildung gezogen werden. Hierfiir eignen sich z.B. Stoffe, wie die Farben
Kalzeingriin und Xylenorange und das Antibiotikum Tetrazyklin, die keine lokale
oder generelle Toxizitat besitzen, welche Einfluss auf die Knochenbildung aus-
uben koénnte. Sie werden auf3erdem nicht durch die Fixierung und die Einbettung
in Methylmethacrylat verandert.

1958 hat MILCH als Erster beschrieben, dass sich Tetrazyklin im lebenden
Knochen ablagert. Bei mikroskopischer Betrachtung eines Hartschliffes unter ul-
traviolettem Licht stellt sich an Stellen der Knochenneubildung eine gelbe Farb-
bande dar. RAHN und PERREN fiihrten 1971 und 1972 das sich orange darstel-
lende Xylenorange und den roten Alizarinkomplex ein. Das 1966 von SUZUKI und
MATHEWS entdeckte Kalzein zeigt eine leuchtend grine Bande.

1.8 Alkalische Phosphatase

Die alkalische Phosphatase ist ein ubiquitir vorkommendes, membrangebundenes
Plasmaenzym, das in unterschiedlichem Mafie von vielen Zellen produziert wird.
Besonders hohe Aktivititen werden jedoch in Praosteoblasten und Osteoblasten
des Knochens und in osteoblastendhnlichen Zellen in vitro gefunden [25]. Die al-
kalische Phosphatase dient als ein Marker fur osteoinduktive Zellen [131].
Dartiber hinaus korrelieren die Werte far die alkalische Phosphatase mit der
histomorphometrisch bestimmten Rate der Knochenbildung. Die alkalische Phos-
phatase kann damit als biochemischer Index fiir die osteoblastische Aktivitat wah-
rend des appositionellen Knochenwachstums herangezogen werden [69, 130]. Da
die Hohe der osteoblastischen Aktivitit von der osteoinduktiven Potenz der mecha-
nischen Belastung beeinflusst wird [43], lassen sich aus der Bestimmung der alka-
lischen Phosphatase Ruckschliisse auf den Grad an mechanischer Belastung, die

auf den Knochen ausgetibt wird, ziehen. Das Enzym wurde in einer Vielzahl von
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1 EINFUHRUNG 1.9 Die Laktat-Dehydrogenase

Arbeiten zur belastungsinduzierten Osteoneogenese verwendet und hat sich zu

dem am haufigsten genutzten biochemischen Marker etabliert [9, 91, 74, 119, 70].

1.9 Die Laktat-Dehydrogenase

Die Laktat-Dehydrogenase (LDH) ist ein zytoplasmatisches Enzym und Bestandteil
aller Gewebe. Bei bereits geringen Organschiaden kann sie vermehrt ins Plasma
ubertreten und ist bei vielen pathologischen Zustanden erhéht. Da die Konzentra-
tion der LDH im Gewebe etwa 500fach hoher ist als im Plasma, fuhrt bereits ein
Gewebeschaden von geringem Ausmafl zur Aktivitdtserh6hung im Serum. Somit
liegt der Schwerpunkt der Gesamt-LDH in der Erkennung von Gewebeschaden

geringen Ausmafles.

1.10 Apoptose

Unter Apoptose versteht man den von der Zelle selbst ausgeldsten aktiven Zell-
tod. Man spricht in diesem Zusammenhang auch vom “programmiertem Zelltod”.
FLEMMING konnte im Jahre 1885 erstmalig diesen physiologisch bedeutsamen
Prozess an Saugetierfollikeln beobachten [27]. In den darauf folgenden Jahrzehn-
ten wurden noch etliche entsprechende Beobachtungen gemacht, doch erst 1972
konnte KERR et al. [60] mit Hilfe seiner Experimente an Rattenlebern das Ver-
schwinden von Zellen beweisen. Ein Jahr spéater bezeichnete er diesen Vorgang
als Apoptose [61]. Der Begriff Apoptose setzt sich aus zwei griechischen Worten
zusammen; zum einem aus apo (ab, los) und zum anderen aus ptosis (Senkung).
Sinnbildlich soll dieser Vorgang das Abfallen von welken Blattern symbolisieren.
Unter physiologischen Bedingungen stellt die Apoptose den Gegenspieler der
Proliferation dar und spielt vor allem wahrend der Embryonalentwicklung eine
herausragende Rolle. So fiihrt sie beispielsweise zum Einschmelzen der Schwimm-

haute zwischen den Fingern des menschlichen Embryos oder auch zur Ruckbil-
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1 EINFUHRUNG 1.10 Apoptose

dung des Schwanzes von Kaulquappen wihrend ihrer Metamorphose zum Frosch.

Heute unterteilt man den energieabhingigen Verlauf der Apoptose in drei Pha-
sen [103]: In der ersten Phase, der sogenannten Einleitungsphase, kann die zel-
lulare Apoptose durch zwei verschiedene Mechanismen ausgeldost werden. Man
unterscheidet zwischen einer Aktivierung durch die in der Zellmembran vorhan-
denen Todesrezeptoren und einer Aktivierung des mitochondrialen Pfades.

In einer sich anschlieBenden Effektorphase fihren beide dieser Mechanismen
dazu, dass eine Kaspasekaskade in Gang gesetzt wird, die sich selbst amplifiziert.
Diese Kaspasekaskade setzt ihrerseits spezifische Endonukleasen in Gang.

Zu den typischen Anzeichen der Apoptose kommt es erst in einem dritten Ab-
schnitt, der Degradationsphase. Diese beinhaltet die eindeutigen morphologischen
Verdanderungen und die internukleosomale Fragmentierung der DNA. Der kom-
plette Ablauf dauert in vivo 6 bis 24 Stunden, wobei die Dauer vom Zelltyp abhén-
gig ist [36].

Die morphologischen Kennzeichen einer Apoptose sind Zellschrumpfung, Er-
héhung der Zytoplasmadichte und Chromatinkondensation [106]. Hierbei lagert
sich das Chromatin, welches aus DNA und gebundenen Proteinen (Histone) be-
steht, von innen an die intakte Kernmembran an. Im weiteren Verlauf 16st sich die
Zelle aus ihrer Umgebung und ihr Kern bricht auseinander (Karyorrhexis). Letzt-
endlich zerfallt die Zelle selbst in eine Vielzahl kleiner apoptotischer Koérperchen
(apoptotic bodies). Diese apoptotic bodies sind membranumhillt und bestehen
aus dicht gepackten Zellorganellen und Kernbruchsttiicken. Im Gegensatz zur Ne-
krose zeigen die Mitochondrien und die Zellmembran kaum Veranderungen.

Ein sehr frihes Ereignis der Apoptose ist die Fragmentierung der DNA durch
endogene DNAsen. Hierbei entstehen charakteristische DNA-Bruchstiicke mit 180
bis 200 bp (base pairs) [133]. Durch die Assoziation der core-DNA mit den Histon-
molektilen erhalten die Bruchstiicke ihre Stabilitat. Im Gegensatz dazu erfolgt bei

der Nekrose die DNA-Verdauung zufallsbedingt ("random-digest") infolge einer Ak-
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1 EINFUHRUNG 1.10 Apoptose

tivierung nicht spezifischer Proteasen.

Die bei der DNA-Fragmentierung entstehenden Nukleosomen-Monomere und
-Multimere lassen sich als typische DNA-Leiter auf einem Agarose-Gel darstel-
len [133]. Hierzu muss die DNA aus dem zu untersuchenden Gewebe isoliert
und elektrophoretisch aufgetrennt werden. Besteht die zu untersuchende Probe
hauptséchlich aus nekrotischem Material, so zeigt sich auf dem Agarose-Gel ein
sogenanntes “Schmiermuster”. Diese Methode erlaubt eine eindeutige Abgrenzung
zwischen Nekrose und Apoptose. Es wird jedoch relativ viel Material bendétigt, das
Ergebnis ist nicht quantifizierbar und in Mischgewebe ist eine Bestimmung der
apoptotischen Zellpopulationen nicht maoglich [44].

Infolgedessen hat sich die TUNEL-Technik als Methode der Wahl durchgesetzt.
Bei diesem Verfahren werden die Gewebeschnitte entsprechend dem unter 2.3.13

beschriebenen Protokoll behandelt.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2 Material und Methoden

2.1 Herstellung der Knochenzylinder
2.1.1 Praparation der Knochenzylinder

In diesem Experiment dienen die Femurkopfe zweier gesunder Patienten (mann-
lich, 45 bis 63 Jahre alt) mit einer Coxarthrose als Knochenspender. Im Rahmen
einer totalen Huftgelenksersatzoperation (Hiift-TEP) werden nach Durchfiihrung
der Femurosteotomie die standardisierten Knochenzylinder steril aus den Femur-

kopfen gewonnen.

Entfernung des erkrankten Gelenkkopfes

befallener Gelenkkaopf

N\
s g .

—
'.‘ ,ﬁ\s

Oberschenkelknochen
(Femur)

Copyright MMG, Inc. 1996

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Femurosteotomie

Direkt nach Entnahme des Femurkopfes wird dieser unter sterilen Bedingun-
gen in ein Gefaf mit isotonischer Losung (Natriumchlorid-Lésung 0.9 %) eingelegt
und in das Labor gebracht. Alle sich anschlieBenden Prozeduren erfolgen weiter-

hin unter sterilen Bedingungen.
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2 MATERIAL UND METHODEN 2.1 Herstellung der Knochenzylinder

Unter einer Sterilwerkbank wird der Huiftkopf in einer eigens hierfiir entwickel-
ten speziellen Halterung eingespannt. Mit Hilfe dieser Halterung ist es moglich,
den Femurkopf beliebig zu einem Diamantsigeblatt auszurichten und Knochen-
scheiben mit einer Planparallelitdt von + 2 ym herzustellen. Das Diamantsigeblatt
sowie die Halterung fiir den Knochen sind Bestandteil einer Diamantbandsage der

Firma Exakt Apparatebau GmbH.

Abbildung 8: In die Halterung eingespannter und angeschnittener Femurkopf

Unter Verwendung der Bandsige wird der Femurkopf in 8 mm dicke Schei-
ben gesagt. Wahrend des Sagevorgangs wird der Knochen permanent mit auf 4° C
gekuhlter, steriler isotonischer Kochsalzlésung gespult. Das Spiilen ist notwen-
dig, um grofere Irritationen des Knochens durch die entstehende Warme und den
Bohrstaub zu verhindern. Weiterhin werden die Explantate vor dem Austrocknen
geschuitzt. Die einzelnen gewonnenen Knochenscheiben werden bis zu ihrer wei-
teren Bearbeitung in Petrischalen aufbewahrt, welche mit Phosphat-gepufferter

physiologischer Kochsalzlésung (PBS) geftillt sind. Jede Knochenscheibe erhalt
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2 MATERIAL UND METHODEN 2.1 Herstellung der Knochenzylinder

hierbei eine eigene Petrischale. Fur die PBS-Losung werden 9,55 g PBS Dulbecco
(Biochrom KG) in 1 Liter Aqua bidest. gelost und fiir ca. 20 min autoklaviert.
Wahrend des nachsten Arbeitsschritts werden aus den gewonnen Knochen-
scheiben die Knochenzylinder ausgebohrt. Hierflir werden die Knochenscheiben
in einer speziell entwickelten Haltevorrichtung fixiert, welche mit einer Feinfra-
se mit Kreuztisch (Proxxon GmbH) verbunden ist. Aus den fixierten Knochen-
scheiben werden anschliefend mit Hilfe eines diamantbesetzten Innenlochbohrers

Knochenzylinder mit einem exakten Durchmesser von 10 mm ausgebohrt.

Abbildung 9: Diamantbesetzter Innenlochbohrer

Dabei ist darauf zu achten, dass nur die makroskopisch und réntgenologisch
unauffalligen spongitésen Anteile Verwendung finden. Die Praparate werden auch
hierbei wieder mit gekuihlter, steriler isotonischer Kochsalzlésung gespult. Nach
jedem Bohrvorgang wird der Bohrer aus dem Bohrfutter gelést und die ausgebohr-
ten Knochenzylinder mit einem speziell entwickelten Probenextraktor aus dem
Innenlochbohrer entnommen. Bis zum néachsten Arbeitsschritt werden die Kno-
chenzylinder einzeln in mit PBS gefillten Zentrifugenréhrchen 50 ml (Sarstedt)

aufbewahrt.
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2 MATERIAL UND METHODEN 2.1 Herstellung der Knochenzylinder

Abbildung 10: Rontgenologische (25 KV; 16 mAs) Darstellung einer Knochenschei-
be. Die fur die Praparation der Knochenzylinder verwendeten Bereiche erscheinen
unauffallig

Abbildung 11: Makroskopische Darstellung der réntgenologisch unauffalligen
Knochenscheibe
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2 MATERIAL UND METHODEN 2.1 Herstellung der Knochenzylinder

Wahrend des Bohrvorgangs entstehen im oberen und unteren Anteil der Kno-
chenzylinder leicht ausgefranste Rander. In diesem Bereich genuigt das Gewebe
nicht mehr den Anforderungen unserer Kulturbedingungen und wird verworfen.
Hierfur werden die Knochenzylinder in eine Halterung fiir die oben genannte Dia-
mantbandsége eingesetzt und die ausgefransten Rander unter Sptilung entfernt.
Die entstehenden Knochenzylinder besitzen nun eine Héhe von 5 mm und wei-
sen makroskopisch keine und mikroskopisch vernachlassigbare Schiaden an den

Schnittflachen auf.

Abbildung 12: Zwei in eine Spezialhalterung eingespannte Knochenzylinder (Hohe
von 8 mm) beim Schneidvorgang auf 5 mm

Damit ist die Praparation beendet; man erhalt homogene, spongiése Knochen-
zylinder mit einer Héhe von 5 mm und einem Durchmesser von 10 mm. Die An-
zahl der Knochenzylinder, welche aus einem Femurkopf hergestellt werden koén-
nen, variiert betrachtlich. In unserem Fall konnten aus den beiden Femurkdpfen
insgesamt 24 Knochenzylinder prapariert werden.

Zur eindeutigen und dauerhaften Identifikation beztiglich der Herkunft der Pra-
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parate, werden die einzelnen Knochenscheiben digital fotografiert und gespeichert
sowie die Knochenzylinder fortlaufend nummeriert (siehe Abbildungen 10 und
11). So erhalt beispielsweise der erste Knochenzylinder aus der ersten Knochen-
scheibe den Buchstaben A (flir die erste Scheibe) und die Nummer 1 (fiir den
ersten Knochenzylinder). Diese Knochenzylinder-spezifische Identifikationsken-
nung wird ebenfalls auf allen verwendeten Utensilien einschlief3lich der Kultur-
Belastungs-Kammer angebracht und dient bei allen weiteren Untersuchungen zur

sicheren Erkennung.

2.1.2 Aufbereitung der Knochenzylinder

Im Anschluss an die Praparation mussen die Knochenzylinder gewaschen wer-
den, bevor sie in die Kultur-Belastungs-Kammern integriert werden kénnen. Die
Waschprozedur dient dazu, den noch vorhandenen Bohrstaub und potentielle In-
fektionserreger auszuwaschen bzw. unschadlich zu machen.

In einem ersten Waschschritt werden die sich in PBS befindlichen Knochenzy-
linder in mit 25 ml Earles-Medium gefiillte Zentrifugenrohrchen 50 ml umgesetzt.
Fur das Earles-Waschmedium werden 100 ml Earles Salt Solution 10x (Biochrom
KG) und 7,5 ml Natriumhydrogenkarbonat 6% ig (Merck) mit Aqua bidest. auf
1000 ml aufgefiillt. Um die Waschprozedur zu intensivieren, werden die Zentri-
fugenréhrchen mit den Knochenzylindern fir 10 min bei 25 Umdrehungen pro
Minute in einen Rotator (Heidolph; “Reax2”) eingespannt.

Im Anschluss wird das gebrauchte Waschmedium abgekippt und die Wasch-
prozedur wiederholt, sodass die Knochenzylinder insgesamt 20 min in dem Earles
Medium gewaschen werden.

Fur einen dritten Waschgang werden die Zylinder in neue Zentrifugenréhrchen
umgesetzt und dem oben verwendeten Earles Waschmedium zusatzlich 2 mg Am-
photericin B (Sigma), 250000 IE Penicillin mit 250000 IE Streptomycin (PAA La-

boratories GmbH) sowie 100 mg Gentamycin (Sigma) zugeftigt. Der sich anschlie-
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Bende Waschvorgang betragt 20 min bei 25 Umdrehungen pro Minute.
Nach diesem letzten Waschschritt kénnen die Explantate in die Kultur-Belas-

tungs-Kammern integriert werden.

2.1.3 Integration der Knochenzylinder in die Kultur-Belastungs-Kammern

Die aufbereiteten Explantate werden im folgenden Schritt in die sterilen Kammer-
systeme integriert. Eine Kultur-Belastungs-Kammer besteht hierbei aus einem
Boden (T. Pohl Universitat Marburg), einem Korper (T. Pohl Universitat Marburg),
zwei Saphir-Kolben (sogenannte Piston), einem Quad-Ring (Busak und Shamban
S.A.), einem O-Ring @ 13 mm x 1 mm, einem O-Ring @ 19,5 mm x 1,78 mm und
einem O-Ring ¥ 100 mm x 2 mm (alle O-Ringe von C. Otto Gehrkens Gummi und
Riemenwerke GmbH & Co.KG). Sowohl der Kérper als auch der Boden werden aus

Polykarbonat angefertigt.

Abbildung 13: Korper, Boden, beide Saphir-Kolben und Luer-Konnektoren-
mannlich der Kultur-Belastungs-Kammer

Zunachst wird einer der beiden Piston in den Boden der Kultur-Belastungs-

Kammer eingesetzt. Daraufhin wird ein Hohlzylinder in das gleiche Gewinde des
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Korpers geschraubt, mit dem spater der Kammerboden fixiert wird. Auf das obe-
re Ende des Hohlzylinders wird der zweite Piston aufgesetzt und in den Zylinder
eingebracht. AnschliefSend wird der Knochenzylinder nachgeschoben. Sowohl der
Piston als auch das Explantat werden mit Hilfe eines Pushers in der Kammer
positioniert. Zuletzt wird der Kérper der Kammer mit dem Boden handfest ver-

schraubt.

Abbildung 14: Sogenannter Pusher fur die Platzierung der Knochenzylinder inner-
halb der Kultur-Belastungs-Kammer

2.1.4 Anschluss der Kultur-Belastungs-Kammern an das Nahrmedium

Als Nahrmedium fiir die Knochenzylinder werden 13,38 g Dulbeccos modified
Eagle Medium (Gibco), 0,37 g Natriumhydrogenkarbonat (Merck), 2,383 g HEPES
(Sigma), 1,08 g 5-Glycerophosphat (Sigma), 10 mg Vitamin C (Wako), 5,866 mg
L-Glutamin (PAA Laboratories GmbH) und 25000 IE Penicillin mit 25000 IE Strep-
tomycin (PAA Laboratories GmbH) in Aqua bidest. gelost und auf 900 ml aufgefullt.
Anschliefend wird das Nahrmedium auf pH 7,25 eingestellt und 100 ml fetales

Kéalberserum (Biochrom) hinzugefugt.
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Da es sich bei dem verwendeten System um einen geschlossenen Kreislauf

handelt, werden pro Kultur-Belastungs-Kammer folgende Gegenstande bendtigt:

Kultur-Belastungs-Kammer T. Pohl Universitat Marburg
Rundbodenglas 100x16,0/ 1,2 mm Kobe
Reservoirstopfen T. Pohl Universitat Marburg
Tygon-Schlauch ca. 7 cm (2x) Novodirekt
Tygon-Schlauch ca. 25 cm (2x) Novodirekt
Tygon-Schlauch ca. 90 cm Novodirekt
Pharmed-Pumpenschlauch Novodirekt
Luer-Konnektor-mannlich (4x) Novodirekt
Verbinder aus PP gerade (2x) Novodirekt

Als Pumpe dient eine 24 Kanal Kassettenpumpe der Firma Ismatec.

Nach dem Zusammenbau des Schlauchsystems wird die Kultur-Belastungs-
Kammer in den Kreislauf integriert und 6 ml des Nahrmediums in das Rundbo-
denglas vorgelegt. Die nun fiir den Versuch vorbereiteten und in sich geschlosse-
nen Systeme werden in einen Versuchsraum gebracht und dort an die Rollpumpe
angeschlossen.

In dem abgedunkelten und auf 37° C aufgewdrmten Versuchsraum befindet
sich neben den Explantaten der ZETOS. Um eine Infektion der Explantate zu
verhindern, darf der Raum nur mit Schutzkleidung betreten werden. Die Elek-
tronische Steuerung des ZETOS sowie der notwendige PC befinden sich in einem

benachbarten Raum.
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Abbildung 15: Uberblick tiber die Kultur-Belastungs-Kammern mit Ndhrmedium-
kreislauf

2.2 Versuchsdurchfiihrung

2.2.1 Einteilung der Knochenzylinder in die verschiedenen Versuchsgrup-

pen

Die aus der Praparation gewonnenen n=24 Knochenzylinder werden randomisiert

in drei Gruppen mit n=8 Explantaten aufgeteilt.
Gruppe 1:

Die Knochenzylinder der Gruppe 1 dienen als Kontrollproben. Jeden vierten Tag
werden zwei aufeinanderfolgende Quasi-Statische-Belastungen mit Messung der

scheinbaren Steifigkeit, dem sogenannten E-Modul, durchgefiihrt.
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Gruppe 2:

Die Knochenzylinder der Gruppe 2 werden téglich mit einer Frequenz von 1 Hz
fiir 300 Zyklen belastet. Als Belastungssignal wird eine “Jumping-Sequenz” mit
1000 pstrain verwendet. Weiterhin wird sowohl vor als auch nach der dynami-

schen Belastung das E-Modul gemessen.

Gruppe 3:

Die Knochenzylinder der Gruppe 3 werden taglich mit einer Frequenz von 1 Hz
fiir 300 Zyklen belastet. Als Belastungssignal wird eine “Jumping-Sequenz” mit
3000 pstrain verwendet. Weiterhin wird sowohl vor als auch nach der dynami-

schen Belastung das E-Modul gemessen.

Die Durchflussrate des Nahrmediums in dem geschlossenen Kreislauf kann
mit der verwendeten 24 Kanal Kassettenpumpe beliebig variiert werden. Im vor-
liegenden Fall wird die durchschnittliche Flussrate auf 7 ml in der Stunde ein-
gestellt. In Vorversuchen wurde gezeigt, dass diese Flussrate nicht zu einer Be-
lastung der Knochenexplantate in Form von Scherkréften fihrt, sie jedoch genti-
gend mit Nahrmedium versorgt werden.

Die weitere Prozedur verlauft bei allen drei Versuchsgruppen identisch.

2.2.2 Die Quasi-Statische-Belastung und das Belastungssignal

Die Quasi-Statische-Belastung und die Belastung mit der “Jumping-Sequenz” er-
folgen erst ab dem zweiten Versuchstag. Der erste Tag nach der Praparation der
Knochenzylinder gilt als Ruhetag. Fiur die Quasi-Statische-Belastung wird zu-
nachst manuell eine Vorlast von 5 Newton auf die Explantate ausgetibt. Anschlie-
Bend tbernimmt der PEA die definierte Kompression der Knochenzylinder von

maximal 10 pm.
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Damit setzt sich die Vorlast aus zwei Anteilen zusammen:

5 Newton (manuell) + X Newton (PEA) = Vorlastvon 10 pm bzw. 2000 pstrain

Hierdurch wird gewéhrleistet, dass jeder Knochenzylinder mit der gleichen Vor-
last belastet wird. Wiirde die Vorlast nur in einer definierten Anzahl von New-
ton ausgetlibt werden, so wire die Kompression der Knochenzylinder mit hoher
Grundsteifigkeit kleiner als die von Knochenzylindern mit niedriger Grundsteifig-
keit.

Um jedoch die Explantate einer Gruppe oder die Versuchsgruppen unterein-
ander vergleichen zu kénnen, mussen die Knochenzylinder einer Gruppe mit der
gleichen Anzahl von pstrain belastet werden. Aufgrund zahlreicher Vorversuche
kann davon ausgegangen werden, dass eine Vorlast von 2000 pstrain nur zu ei-
nem geringen Anteil auf den Knochen selbst einwirkt. Der grof3ere Teil wird far
die sichere Kontaktierung des PEA mit dem Belastungskolben (Piston) und fiir die
Glattung von Rauhigkeiten auf der Explantatoberflache benotigt.

Bei der sich nun anschlieffenden Quasi-Statischen-Belastung mit Messung des
E-Moduls werden die Knochenzylinder um weitere 15 ym komprimiert und die
Messdaten fiir die Auswertung elektronisch gespeichert. Insgesamt ergeben sich
uber den Versuchszeitraum n=21 Messungen pro Knochenzylinder. Die ermittel-
ten E-Modul Werte des zweiten Versuchstages gehen nicht in die statistische Aus-
wertung ein, da die bisher unbelasteten Explantate noch nicht in ihrer endguiltigen

Position in der Kultur-Belastungs-Kammer vorliegen.
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Bei dem verwendeten Belastungssignal handelt es sich um eine “Jumping-
Sequenz” mit einer relativen Kompression von 1000 pstrain respektive 3000 pstrain.
Auch hier werden die Knochenzylinder zunachst (analog zu der Quasi-Statischen-
Belastung) mit der beschriebenen Vorlast und anschliefend mit der “Jumping-

Sequenz” belastet. Die Sequenz selbst stellt sich wie in Abbildung 16 dar.

Abbildung 16: Jumping-Sequenz: (A) Stand, (B) Schwungholen, (C) Absprung, (D)
Flug in der Luft, (E) Landung, (F) Nachfedern

Abbildung 17 zeigt die Oberflache des WINDOWS-Benutzerprogramms, mit
dessen Hilfe es moglich ist, ein Belastungssignal zu kreieren. Dabei kénnen ne-
ben der “Jumping-Sequenz” auch andere Sequenzen ausgewahlt werden. Zudem
werden alle Modalitdten, unter anderem die Starke des Signals eingestellt. Ei-
ne ahnliche Oberflache des Benutzerprogramms findet sich auch fiir die Quasi-

Statische-Belastung.
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Abbildung 17: Oberflache des WINDOWS-Benutzerprogramms zum Einstellen der
Belastungssequenz (hier Jumping-Sequenz)

Wahrend der Belastung speichert das Benutzerprogramm alle erhobenen Mess-

daten (siehe Abb. 18).
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Abbildung 18: Oberflache des WINDOWS-Benutzerprogramms nach erfolgter Be-
lastung. Auf der Zeitachse findet man simultan die Jumping-Sequenz mit ih-
rer daraus resultierenden Kompression des Knochenzylinders, die hierfir aufge-
wendete Kraft in Newton und die scheinbare Steifigkeit des Knochens in MPa
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2.2.3 Wechsel des Nahrmediums

Der Wechsel des Nahrmediums erfolgt alle 24 Stunden jeweils nach der Belastung
der Knochenzylinder. Hierbei wird zunachst die Kassettenpumpe kurzfristig ange-
halten, damit keine Luft in das System gelangt und der Reservoirstopfen von dem
jeweiligen Reagenzglas entfernt. Danach wird sofort ein neues Reagenzglas, in wel-
chem 6 ml des nicht verbrauchten Nahrmediums vorgelegt sind, an das System
angeschlossen. Sind alle 24 Reagenzglaser ausgetauscht, wird die Kassettenpum-
pe wieder in Betrieb genommen.

Aus dem verbrauchten Nahrmedium werden je 1 ml Medium fiir die Bestim-
mung der alkalischen Phosphatase, der Laktat-Dehydrogenase und des Osteo-
protegerins in Mikrorohren 2 ml mit Verschluss (Sarstedt) pipettiert. Die Proben
werden bis zu ihrer Messung entweder kurzfristig bei 4° C oder langerfristig bei
-80° C gelagert. Abschliefend erfolgt die Bestimmung des pH-Wertes in dem ver-

brauchten Medium mit einem pH-Meter der Firma inoLab.

2.2.4 Bestimmung der Alkalischen Phosphatase und Laktat-Dehydrogenase

Die alkalische Phosphatase (AP) und die Laktat-Dehydrogenase (LDH) werden tag-
lich, exklusive dem ersten Tag nach der Praparation und den Tagen nach der po-
lychromen Sequenzmarkierung, im Zentrallabor der Philipps-Universitat Marburg
an einem Hitachi 917 gemessen. Uber den gesamten Versuchszeitraum ergeben
sich pro Knochenzylinder n=21 Bestimmungen der AP und LDH.

1946 wurde von BESSEY, LOWRY und BROCK die Bestimmung der alka-
lischen Phosphatase mit p-Nitrophenylphosphat als Substrat und Glycin/ NaOH
als Puffer beschrieben. HAUSAMEN et al. verbesserten 1967 mit Einfihrung des
Diathanolamin-Puffers die Bestimmung. Die vorliegende Methode entspricht der
“Optimierten Standard-Methode” nach den Empfehlungen der Deutschen Gesell-
schaft fur Klinische Chemie 1972.
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Als Testprinzip dient ein Farb-Test nach einer standardisierten Methode. Der
zu untersuchenden Probe wird zunéchst ein Puffer hinzugeftigt. Anschliefend er-

folgt der Start der Reaktion auf die Zugabe eines Puffer/ Substrat-Gemisches hin:

ALP
Mg2t+

p-Nitrophenylphosphat + HyO Phosphat + p-Nitrophenol

Bei der Reaktion wird das p-Nitrophenylphosphat in Gegenwart von Magnesium-
Ionen durch Phosphatasen in Phosphat und p-Nitrophenol gespalten. Das dabei
freigesetzte p-Nitrophenol ist proportional der AP-Aktivitdt und wird photome-
trisch gemessen.

WACKER et al. beschrieben 1956 eine Methode der LDH-Bestimmung mit Lak-
tat als Substrat und Nikotinamidadenindinukleotid (NAD) als Koenzym. Die hier
angewendete Methode entspricht ebenfalls der “Optimierten Standard-Methode”
nach den Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fiir Klinische Chemie 1972.

Als Testprinzip dient ein UV-Test nach einer standardisierten Methode. Der
zu untersuchenden Probe wird zunichst ein Gemisch aus Puffer und Pyruvat
hinzugeftigt. Durch die anschlieende Zugabe des NADH kommt es zum Start der

Reaktion:
Pyruvat + NADH + H L2 [ aktat + NAD

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

Bei jeder Bestimmung wird als “O-Probe” nicht verbrauchtes und 24 Stunden
im Versuchsraum belassenes Nahrmedium verwendet. Nach Subtraktion der “O-
Probe” von den jeweils ermittelten Werten, erhalt man die tatsdchlichen Aktivita-
ten der alkalischen Phosphatase und der Laktat-Dehydrogenase der vergangenen
24 Stunden. Da die alkalische Phosphatase im vorliegenden Versuch nur durch

Zellen der Osteoblasten-Linie produziert werden kann, sind die ermittelten Werte
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mit der Knochen-AP gleichzusetzen.

2.2.5 Bestimmung des Osteoprotegerins

Die Osteoprotegerin-Bestimmung aus dem verbrauchten Nahrmedium erfolgt alle
vier Tage, beginnend mit dem vierten Tag nach Versuchsbeginn. So ergeben sich
pro Knochenzylinder n=6 Bestimmungen.

Verwendet wird der Osteoprotegerin ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbant
Assay) der Firma immun Diagnostik. Hierbei misst der Sandwich-Enzymimmuno-
assay das Osteoprotegerin direkt in der biologischen Fliissigkeit. Verwendet wer-
den zwei spezifische Antikorper gegen Osteoprotegerin, von denen einer an die
Mikrotiterplatte gebunden (Bindeantikérper), der zweite mit Biotin markiert ist
(Detektionsantikorper).

Im ersten Schritt wird die Probe und der biotinylierte Antikdorper gegen Osteo-
protegerin in die Mikrotiterplatte tiberfiihrt; es bildet sich ein “Sandwich”, in dem
das gebundene Osteoprotegerin zwischen dem Bindeantikorper (auf der Platte)
und dem Detektionsantikodrper (biotinyliert) eingefasst ist. Nach einem Waschvor-
gang, der nicht spezifisch gebundenes Material entfernt, wird tiber ein Streptavidin-
Peroxidase/ TMB-System das OPG schliefSlich quantifiziert. Nach Zugabe einer
Stoplésung wechselt die Farbe des Indikators von blau nach gelb. Die Farbent-
wicklung ist dabei proportional zur nachgewiesenen Analytmenge (Probe bzw.
Standard). Eine Standardkurve, aus der die Konzentrationen ermittelt werden
koénnen, wird erstellt.

Die Bestimmungen werden in der Mikrotiterplatte in Dreifachwerten durchge-

fihrt.
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Pipettierschema:

1. 100 ul Assaypuffer in jede Vertiefung pipettieren.

2. 50 pl Standard und Proben in Dreifachwerten pipettieren.

3. 50 ul 2. Antikorper in jede Vertiefung pipettieren.Vorsichtig mischen.

4. Uber Nacht (18-24 Stunden) bei 4° C inkubieren.

5. Den Inhalt der Platte verwerfen und 5x mit je 300 pul Waschpuffer wa-
schen. Mikrotiterplatte nach dem letzten Waschgang auf Saugpapier
ausschlagen.

6. 200 ul Konjugat in jede Vertiefung pipettieren.

7. 1 Stunde bei Raumtemperatur (18-26° C) inkubieren.

8. Den Inhalt der Platte verwerfen und 5x mit je 300 pl Waschpuffer wa-
schen. Mikrotiterplatte nach dem letzten Waschgang auf Saugpapier
ausschlagen.

9. 200 pl TMB-Substratlésung pro Vertiefung pipettieren.

10. 15-20 Minuten (entsprechend der Farbdifferenzierung) bei Raumtem-
peratur inkubieren.

11. 50 pl Stoplésung pro Vertiefung zusetzen und kurz mischen.

12. Sofortige Messung der Extinktion im Mikrotiterplattenphotometer bei

450 nm gegen die Referenzwellenldnge 620 nm.
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2.2.6 Durchfiihrung der polychromen Sequenzmarkierung

Die polychrome Sequenzmarkierung erfolgt am 9. und am 18. Tag nach Versuchs-
beginn. Zunachst findet das Tetrazyklin Verwendung, dann das Alizarin Com-
plexone. Die Fluochrome werden dem Nahrmedium ohne FCS (fetales Kalberse-
rum) zugesetzt und fur 4 Stunden an das Kreislaufsystem angeschlossen.
Anschliefend werden die Knochenzylinder mit ihren Systemen zweimal fir je-
weils 45 Minuten mit Nahrmedium ohne FCS gesptilt. Nach dem zweiten Spulvor-
gang werden die Kultur-Belastungs-Kammern wieder an das eigentliche Nahrme-

dium mit FCS angeschlossen.

Herstellung der Tetrazyklin-Losung:

1. 30 mg Tetrazyklin (Sigma) in 10 ml Aqua ad injektabile (Braun) l6sen.
2. 8,90 ml Nahrmedium ohne FCS in ein Rundbodenglas vorlegen.
3. Dem vorgelegten Nahrmedium 90 pl Tetrazyklin-Losung zugeben.

Herstellung der Alizarin Complexone-Lésung:

1. 30 mg Alizarin Complexone (ICN Biomedicals Inc.) in 10 ml Natrium-

chlorid-Lésung 0,9% ig (Braun) 16sen.

2. pH-Wert auf 6,8 einstellen.

3. 8,90 ml Nahrmedium ohne FCS in ein Rundbodenglas vorlegen.

4. Dem vorgelegten Nahrmedium 135 pul Alizarin Complexone-Losung
zugeben.
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2.3 Histologie
2.3.1 Die Alkoholfixation

Nach dem Ausbau der Praparate aus den Kultur-Belastungs-Kammern werden
die Explantate in flissigkeitsdurchlassige Kunststoffkérbchen (Tissue-Tek Uni-
Cassets, Firma Miles, Naperville, Irland) eingesetzt. Um weiterhin eine korrekte
Identifizierung der Explantate zu gewahrleisten, wird jedes Kunststofftkérbchen
beschriftet. Nach Vorgabe der Firma Kulzer erfolgt anschliefend die Athanolstu-

fenfixierung bei 4° C unter stindiger Bewegung:

1. 40% iges Athanol fiir ca. 2-3 Stunden, maximal fiir 10 Stunden.
2. 70% iges Athanol fiir 7 Tage, wobei das Athanol taglich zu wechseln
ist.

2.3.2 Die alkoholische Dehydrierung und Xylol-Entfettung

Nach der Fixierung werden die Praparate weiterhin in Bechergliasern unter stan-
diger Bewegung mittels eines Magnetruhrers in sechs Tagen bei 4° C durch eine
aufsteigende Alkohlreihe dehydriert. Folgende Dehydrierungsintermedien finden

hierbei Verwendung:

1. 80% iges Athanol
2. 90% iges Athanol
3. zweimalig 96% iges Athanol
4. zweimalig absolutes Athanol

(jeweils fir 24 Stunden)
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Eine langere Verweildauer in einem der Intermedien stellt kein Problem dar,
doch sollte kein Schritt ausgelassen werden.

Unentbehrlich ist die anschlieende Entfettung der Proben. Zu diesem Zweck
werden die Knochenzylinder fiir 48 Stunden bei Raumtemperatur in Xylol einge-

legt, wobei das Xylol alle 12 Stunden gewechselt werden muss.

2.3.3 Die Kunststoffeinbettung

Voraussetzung fur die Histologie nicht entkalkter Knochen ist deren Einbettung in
Kunststoff. Die Kunststoffeinbettung bietet gegentiber der einheitlich beschriebe-
nen entkalkten Knochenhistologie mit Paraffineinbettung erhebliche Vorteile. So
findet man eine gute Gewebserhaltung und nur geringftigige Schrumpfungen, au-
Berdem bleibt die Darstellung mineralisierter Bestandteile erhalten. Die Nachteile
der nicht entkalkten Knochenhistologie liegen in erster Linie in deren Aufberei-
tung. So ist der zeitlichen Aufwand bis zur Fertigstellung des histologischen Pra-
parats hoher, die finanzielle Belastung durch Chemikalien und deren Entsorgung
grofler, und es muss ein histologisches Speziallabor zur Verfligung stehen.

1941 fahrte PUCKET das Metacrylat als Gewebeeinbettmedium in die Histo-
logie ein. Als Folge des neuen Einbettmediums mussten bessere Mikrotome ent-
wickelt werden, mit denen der Kunststoffblock geschnitten werden konnte. Mit
der Entwicklung des Sagemikrotoms im Jahre 1949 wurde dieser Notwendigkeit
Rechnung getragen.

Aufgrund der hohen Harte des Metacrylats konnten jedoch nur histologische
Knochenschnitte von zirka 25 ym hergestellt werden. 1958 verbesserten HIRSCH
und BOELLAARD die Methode nachhaltig, indem sie dem Metacrylat einen Weich-
macher, das sogenannte Polyethylenglykol, zusetzten. Heute findet das Nonylphe-
nol-Polyglykol-Atheracetat als Weichmacher Verwendung. Seither ist der Einsatz
von normalen Mikrotomen mit Hartstahlmessern und Schnittdicken im einstelli-

gen Mikrometerbereich moglich.
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Nach zahlreichen Vorversuchen haben wir uns entschlossen, nicht das von der
Firma Kulzer propagierte Technovit 9100Neu zu verwenden, sondern die Proben
in Anlehnung an das “alte” Technovit 9100 einzubetten. Die positiven Effekte des
Technovit 9100Neu in Bezug auf die Enzym- und Immunhistochemie sind fiir uns
nicht nachvollziehbar.

Die Infiltrationslésung hat dabei folgende Zusammensetzung (G/ G%)

1. Basislosung 94 %
2. Weichmacher 5 %
3. Aktivator 1%

Als Basislosung verwenden wir die nicht entstabilisierte Basislosung (Kunst-
stoff auf Methylmethacrylat-Basis) des Technovit 9100Neu. “Nicht entstabilisiert”
bedeutet, dass das zur Vermeidung der vorzeitigen Polymerisation zugesetzte Hy-
drochinon, entgegen anderen Empfehlungen, nicht tiber eine Chromatographie-
sdule mit Aluminiumoxid entfernt wird. Da die Praparate durch das Xylol an Li-
pophilen gewinnen, kénnen sie durch das ebenfalls nicht polare und demnach
lipophile Methylmethacrylat gut infiltriert werden.

Das ebenfalls aus dem Set des Technovit 9100Neu stammende Benzoylperoxid
fungiert als Katalysator, der in diesem Fall die Aufgabe hat, die zur Polymerisation
notwendige Aktivierungsenergie zu minimieren. Folglich wird es auch als Aktivator
bezeichnet.

Als Weichmacher verwenden wir das Dibutylphthalat der Firma Merck.

Um eventuelle Riickstande der Fixierung aus den Explantaten zu 16sen und zu-
dem eine verbesserte Infiltration des Gewebes zu erreichen, werden die Praparate
im Vakuum infiltriert. Um einer vorzeitigen Polymerisation vorzubeugen, muss die
Infiltration bei 3 bis 5° C stattfinden. Die Infiltrationsdauer betragt 7 Tage.

Fur die Polymerisation werden Rollrandschnappdeckelgldser mit Polyschnapp-

deckel (ScherfGlas) mit einer dem Praparat entsprechenden Etikettierung vorbe-
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reitet (mit Bleistift beschriftetes Filterpapier), in welche anschliefSend die Prapara-
te und Etiketten eingelegt werden.

Die Rollrandschnappdeckelglaser werden zu zirka zwei Drittel mit der Ein-
bettlosung gefiillt und das Praparat sowie das jeweilige Etikett eingelassen. Die-
ser Uberschuss an Kunststoff ist notwendig, da mit einer zirka 15% igen Poyl-
merisationsschrumpfung zu rechnen ist und ein Kunststoffsockel zur Einspan-
nung in das Mikrotom benétigt wird. Die verwendete Einbettlosung hat hierbei
die gleiche Zusammensetzung wie die Infiltrationslésung. Die bestiickten Roll-
randschnappdeckelgldaser werden anschliefend mit den Polyschnappdeckeln ver-
schlossen und, zur Ableitung der Polymerisationswarme, aufrecht in eine flache,
wassergefiillte Schale gestellt. Die Polymerisationszeit bei Raumtemperatur be-
tragt zirka 48 Stunden. Nach abgeschlossener Polymerisation werden die Roll-

randschnappdeckelgldser mit einem Hammer zerschlagen.

Abbildung 19: Rollrandschnappdeckelglaser in einer wassergefiillten Schale
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2.3.4 Das Schneiden der Praparate

Vor der Bearbeitung der Praparate mit dem Mikrotom wird der tiberschussige
Kunststoff mit einer Bandsage abgetragen. Hierdurch kommt es zu einer Optimie-
rung der zu schneidenden Flache und die Abnutzung der Hartstahlmesser kann
moglichst gering gehalten werden.

Zunachst mussen jedoch die verwendeten Objektglaser (Menzel-Glaser) mit ei-
ner Chromalaun-Gelatine-Losung beschichtet werden, um die Haftung des Prapa-
rates auf dem Objektglas wahrend der Entacrylierung und des Farbevorgangs zu

gewdhrleisten.

Herstellung der Chromalaun-Gelatine-Losung:

1. 4,5 g weifle Blatt-Gelatine werden in 1 Liter Aqua dest. unter standi-

gem Ruhren und unter Warmezufuhr (die Losung darf nicht kochen)

aufgelost.
2. Filtrieren der Losung.
3. Der filtrierten Losung werden 38,5 ml einer 4% igen Chromalaunlo6-

sung (4 g Kaliumbrom(Ill)Sulfat auf 100 ml Aqua dest.) hinzugesetzt.

4. Losung mit ein paar Tropfen eines Emulgators vermischen.
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Herstellung der mit Chromalaun-Gelatine beschichteten Objektglaser:

1. | Objektglaser in 2% iger Salzsdure anatzen | 5-10 Minuten
2. Sptlen in Aqua dest.

3. Einstellen der Objektglaser

in 3% ige Natronlauge 5 Minuten
4. Sptlen in Aqua dest.
5. Einstellen der Objektglaser
in die Chromalaun-Gelatine-Losung wenige Minuten

6. Trocknen der Objektglaser

Die histologischen Schnitte werden mit einem Hartschnittmikrotom der Firma
Reichert-Jung hergestellt. Dabei sind Schnittgeschwindigkeit und Schnittdicke
frei wahlbar.

Zunachst wird ein Hartstahlmesser (Reichert-Jung) im Anstellwinkel der Po-
sition O eingespannt. Anschliefend erfolgt die Fixierung des Kunststoffsockels
des jeweiligen Praparates auf der dafiir vorgesehenen Verankerung des Schlit-
tens. Die so installierten Praparate werden mit einem Abhub von 15 ym und einer
hohen Geschwindigkeit vorgeschnitten bis man in das Zentrum des Knochens
vorgedrungen ist. Die eigentlichen Schnitte werden mit einer Geschwindigkeit von
3 Schnitten pro Minute unter Verwendung der Schneidfltissigkeit der Firma WIV
in einer Dicke von 2 bis 6 ym erstellt. Die Schneidfltissigkeit wird wahrend des
Schneidvorganges in reichlicher Menge mit einem feinem Pinsel vorsichtig auf die
entstehenden Praparate aufgetragen, so dass diese quasi vom Messer abschwim-
men. Dies gewahrleistet, dass sie sich nicht einrollen. Die auf die Oberkante des
Messers gezogenen Praparate werden anschliefSend mit einer Splitterpinzette im

gestreckten Zustand vom Messer abgehoben und auf ein mit 70% igem Athanol

60



2 MATERIAL UND METHODEN 2.3 Histologie

benetztes Objektglas gelegt. Die Schnitte werden nochmals mit 70% igem Atha-
nol betraufelt, wodurch es zu einer Streckung der Praparate kommt. Nach diesem
Arbeitsschritt wird auf das gestreckte, nasse Praparat eine diinne Polyethylenfolie
(Kulzer) aufgelegt. Der Alkohol, der zwischen Praparat und Folie verbleibt, wird mit
Hilfe zweier Tupfer ausgestrichen. Abschliefend werden die Objektglaser, welche
durch kleine Loschpapierstreifen voneinander getrennt sind, in einer selbst kon-
struierten Presse fiir Objektglaser gestapelt und fiur 48 Stunden bei 50° C unter
handfestem Druck im Brutschrank getrocknet.

Nach dem Trocknen kénnen sowohl das Loschpapier als auch die Polyethylen-
folien vorsichtig entfernt werden, sodass die Praparate bereit flir die Entacrylie-
rung sind.

Belasst man die Folie auf den getrockneten Objektglasern, lassen sich die Pra-

parate uber einen langen Zeitraum unbeschadet aufbewahren.
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2.3.5 Die Entacrylierung

Die Entacrylierung oder auch Entplastinierung der Praparate erfolgt unmittelbar
vor ihrer histologischen Farbung. Eine histologische Farbung ohne vorheriges Ent-
fernen des Einbettmediums, wie sie von der Firma Kulzer beschrieben wird, flihrte
bei uns zu keinen zufriedenstellenden Ergebnissen. Nach Beginn des Entacrylie-
rungsvorgangs mussen die Praparate gefarbt und versiegelt werden. Fur die fluo-

reszenzmikroskopische Auswertung werden sie lediglich versiegelt.

Der Entplastinierungsvorgang stellt sich wie folgt dar:

1. Kuvette | 2-Methoxyethylacetat | 20 Minuten
2. Kuvette | 2-Methoxyethylacetat | 20 Minuten
3. Kuvette | 2-Methoxyethylacetat | 20 Minuten
4. Kiivette | 100% iges Athanol | 3 Minuten
5. Kavette 96% iges Athanol 3 Minuten
6. Kiivette 80% iges Athanol 3 Minuten
7. Kavette 70% iges Athanol 3 Minuten
8. Kiivette 50% iges Athanol 3 Minuten
9. Kuvette Aqua dest. 3 Minuten
10. Kuvette Aqua dest. 3 Minuten

Das verwendete 2-Methoxyethylacetat wird als fertige Gebrauchsldésung bei der
Firma Merck bezogen und dient der Entplastinierung. Die sich anschliefSende ab-
steigende Alkohlreihe wird zur Rehydrierung der Praparate durchgefiihrt, um sie
auf die wassrigen Farbeldsungen vorzubereiten. Das zweimalige kurze Sptilen in
Aqua dest. dient ebenfalls der Hydratisierung der Schnitte. Ein etwas langeres
Verweilen der Praparate in Aqua dest. fihrt unserer Erfahrung nach nicht zu ei-

ner Beeintrachtigung der histologischen Ergebnisse.
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2.3.6 Vorbemerkung zu den Firbungen

Bei den gangigen Farbevorschriften, die in einschlagiger histologischer Literatur
nachgelesen werden kénnen, wird meist von der Paraffineinbettung ausgegangen.
In der Regel werden die Hartgewebe wie Knochen und Zahne hierbei nicht extra
berticksichtigt. Vor allem die Vorschriften, die fiir die nicht entkalkte Knochen-
histologie existieren, sind oft widerspriichlich oder sie sind auf sehr spezifische
Problemstellungen zugeschnitten. Letztendlich musste jede Farbevorschrift durch
eine grof3e Anzahl von Testlaufen zu einer fiir uns akzeptablen Fassung heranrei-

fen.

2.3.7 Die Farbung mit Toluidinblau O

Die Toluidinblau O Farbung sticht durch ihre einfache und schnelle Durchfiihr-
barkeit bei guter Zellfarbung hervor. Obwohl nur ein Farbstoff verwendet wird,
ist eine gute Gewebsdifferenzierung infolge metachromatischer Farbeffekte mog-
lich. Durch Differenzierung in 70% igem und absolutem Athanol kénnen die me-
tachromatischen Farbeffekte infolge einer unterschiedlich starken Entfarbung der
einzelnen Gewebearten noch ausdrucksvoller dargestellt werden.

In der Farbung stellt sich mineralisierte Hartgewebematrix ungefarbt bis blaf3-
blau, Zellen und Weichgewebe in unterschiedlichen Blauténen, Knorpelmatrix
und Mastzellgranula metachromatisch rot-violett und verkalkte Knorpelmatrix
dunkelblau dar. Nach REVELL [92] ist die Mineralisationsgrenze in Form einer

gekornten violetten Linie erkennbar.
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Herstellung der Farbeldsung:

1. 0,3 g Toluidinblau O
2. 2,5 g Natriumkarbonat
3. 100 ml Aqua dest.
Das Toluidinblau O sowie das Natriumkarbonat werden in 100 ml
Aqua dest. mittels eines Magnetruhrers gelost und die entstandene
Farbeldosung vor ihrem Gebrauch zweimal filtriert.
Farbevorschrift:
1. | Entplasten in 2-Methoxyethylacetat | dreimal 20 Minuten
2. Absteigende Alkoholreihe
3. Sptlen in Aqua dest. zweimal 3 Minuten
4. Toluidin O Losung 10 Minuten
5. Sptlen in Aqua dest.
6. | Differenzieren in 70% igem Athanol
7. | Differenzieren in absolutem Athanol
8. Dehydratisieren in Xylol zweimal 5 Minuten
9. Eindecken mit Entellan
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Abbildung 20: ﬁbersichtsférbung mit Toluidin O: (A) Arterie, (Fv) Fettvakuolen,
(Oz) Osteozyten

Abbildung 21: Mitotische Zelle
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2.3.8 Die Trichromfirbung nach Goldner

Die Masson-Goldner-Farbung ist eine der vielen Trichromfarbungen und gilt heu-
te als Standardfarbung fur die Knochenmorphometrie, da neben guter Zellfarbung
mineralisierte und nicht-mineralisierte Knochenmatrix farblich klar unterschie-
den werden kénnen.

In den gefarbten Praparaten stellt sich mineralisiertes Knochengewebe und
Kollagen leuchtend grun, verkalkte Knorpelmatrix hellgriin, Osteoid rot, Zellkerne

blau-schwarz und das Zytoplasma rotlich-braun dar.

Herstellung der Farbeldsungen:

Weigerts Eisenhdmatoxylin
Stammldsung: Hamatoxylinlésung
1. 1 g Hamatoxylin
2. 100 ml 96% iges Athanol
Das Hamatoxylin wird im Athanol gelést und muss vor der Anwendung zirka eine

Woche reifen. Eventuell ist es notwendig das Athanol zum Lésen des Himatoxylins

etwas zu erwarmen.

Stammloésung: Eisenchloridlosung

1. 1,5 g Eisen(Illl)chlorid wasserfrei
2. 100 ml Aqua dest.
3. 1 ml konzentrierte Salzsaure
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Das Eisen(Ill)chlorid wird im Aqua dest. geldst und die konzentrierte Salzsaure

zugesetzt.
Farbeldosung:
Fur die Farbeldsung werden die beiden Stammldsungen im Verhéltnis 50:50

unmittelbar vor dem Gebrauch gemischt.

Scurefuchsin-Ponceau

1. 0,2 g Ponceau de Xylidine
2. 0,1 g Saurefuchsin

3. 100 ml Aqua dest.

4. 0,6 ml Eisessig

Das Ponceau de Xylidine und Saurefuchsin werden im Aqua dest. gelost und der

Eisessig zugesetzt.

Phosphormolybddénséure-Orange G

1. 3-4 g Phosphormolybdéansaure
2. 100 ml Aqua dest.
3. 2 g Orange G

Die Phosphormolybdansaure wird im Aqua dest. gelést und das Orange G zuge-

setzt.
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Lichtgriin

0,1-0,2 g Lichtgrun
100 ml Aqua dest.

0,2 ml Eisessig

Das Lichtgriin wird im Aqua dest. gelost und der Eisessig zugesetzt.

Farbevorschrift:

1. | Entplasten in 2-Methoxyethylacetat

2. Absteigende Alkoholreihe

3. Spulen in Aqua dest.

4. Weigerts Eisenhamatoxylin

5. Blauen in Leitungswasser

6. Farben in Saurefuchsin-Ponceau

7. Abspitilen mit 1% iger Essigsaure

8. Differenzieren in
Phosphormolybdansaure-Orange G

9. Abspitilen mit 1% iger Essigsaure

10. Gegenfarben mit Lichtgriin
Auswaschen in 1% iger Essigsdure

11. Aufsteigende Alkohlreihe

12. Dehydratisieren in Xylol

13. Eindecken mit Entellan
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Abbildung 22: Ubersichtsféirbung mit Masson-Goldner: (Oz) Osteozyten, (Ob)
Osteoblasten, (O) Osteoid, (K) Kollagen, (Fv) Fettvakuolen

Abbildung 23: Bone Lining cells (BLc) sdumen das Osteoid (O): (K) Kollagen, (Oz)
neu entstandener Osteozyt der sich noch nicht in der mineralisierten Matrix be-
findet
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2.3.9 Die modifizierte “von-Kossa-Versilberung” nach KRUTSAY

Die ursprungliche “von-Kossa-Versilberung” der Kalziumsalze wurde 1963 von
KRUTSAY modifiziert und wird seither auch fiir Kunstharzeingebettete Hartmikro-
tomschnitte empfohlen. Die auf einem Ionenaustausch beruhende Versilberung
detektiert selektiv alle mineralisierten (v.a. kalziumphosphathaltige) Gewebsantei-
le und ergibt infolgedessen sehr kontrastreiche Bilder. Strukturelle Unterschiede
wie lamellare oder geflechtartige Kollagenfibrillenanordnung werden jedoch tiber-
deckt.

Fir die automatische Bildanalyse ist die “von-Kossa-Farbung” in Bezug auf die
histomorphometrische Vermessung an verkalkter Substanz nicht zu tiberbieten.

Im einzelnen wird mineralisiertes Gewebe tiefschwarz und die Mineralisations-
fronten granuliert dargestellt. Die Anfarbung der tibrigen Strukturen richtet sich
nach der verwendeten Gegenfarbung. In unserem Fall finden zum einen das Ker-
nechtrot und zum anderen die Farbstoffe der Trichrom-Goldner-Farbung (siehe
2.3.8) Verwendung. In der Kernechtrot-Farbung stellen sich die Kerne dunkelrot,
Zytoplasma, Osteoid und Weichgewebe hellrot dar. Die verwendeten Farbstoffe der
Trichrom-Goldner-Farbung farben das Osteoid rot, Zellkerne blau-schwarz und

das Zytoplasma roétlich-braun.

Herstellung der Farbelésungen:

5% ige Sibernitrat-Lésung

1. 10 g Sibernitrat

2. 200 ml Aqua dest.

Das Sibernitrat wird im Aqua dest. gelést und die Losung lichtgeschuitzt aufbe-

wahrt.
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Natriumkarbonat-Formaldehyd-Losung

1. 10 g Natriumkarbonat
2. 50 ml 37% ige Formaldehydlésung (wasserfrei)
3. 150 ml Aqua dest.

Das Natriumkarbonat wird im Aqua dest. gelost und die Formaldehydlésung zu-

gesetzt.

Natriumthiosulfatlésung

1. 7 g Natriumthiosulfat

2. 133 ml Aqua dest.

Das Natriumthiosulfat wird im Aqua dest. gelost.

Kernechtrot-Férbelésung

1. 0,2 g Kernechtrot

2. 200 ml 5% ige wassrige Aluminiumsulfatlésung
Die Aluminiumsulfatlésung wird zum Kochen gebracht und das Kernechtrot ein-

gertiihrt. Diese Losung wird fur weitere 10 Minuten gekocht und nach dem Erkal-

ten filtriert.
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Farbevorschrift:

1. | Entplasten in 2-Methoxyethylacetat | dreimal 20 Minuten

2. Absteigende Alkoholreihe

3. Sptlen in Aqua dest. zweimal 3 Minuten

4. | Einstellen in die Sibernitratlésung 30 Minuten

5. Spulen in Aqua dest. dreimal

6. Reduzieren in

Natriumkarbonat-Formaldehyd 8 Minuten

7. Sptlen in Aqua dest. 10 Minuten

8. Fixieren in Natriumthiosulfat 5 Minuten

9. Sptlen in Leitungswasser 15 Minuten
Gegenfarbung mit Kernechtrot:

10. In Aqua dest. wissern

11. | Einstellen in das Kernechtrot 45 Minuten

12. Sptilen in Aqua dest.

11. Aufsteigende Alkohlreihe

12. Dehydratisieren in Xylol zweimal 5 Minuten

13. Eindecken mit Entellan
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Gegenfarbung mit Farbstoffen der Trichrom-Goldner-Farbung:

10. Weigerts Eisenhdmatoxylin 10 Minuten
11. Blauen in Leitungswasser 10 Minuten
12. | Farben in Sdurefuchsin-Ponceau 7 Minuten

13. | Absptulen mit 1% iger Essigsdaure
14. Differenzieren in
Phosphormolybdansaure-Orange G 7 Minuten

15. | Absptulen mit 1% iger Essigsaure

16. Aufsteigende Alkohlreihe
17. Dehydratisieren in Xylol zweimal 5 Minuten
18. Eindecken mit Entellan
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Fu

50 pm

Abbildung 24: Gegenfarbung mit Kernechtrot; Osteoid-Briicke (O), die zwei Tra-
bekel miteinander verbindet: (Mf) Mineralisationsfront, (Ob) Osteoblasten, (0Oz)
Osteozyt, (Fv) Fettvakuolen

Abbildung 25: Gegenfarbung mit Kernechtrot; Osteoblasten (Ob) sdumen das
Osteoid (O): (Oz) Osteozyten, (Fv) Fettvakuolen
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Abbildung 26: Gegenfarbung mit Farben der Masson-Goldner-Farbung; Struktur
des Osteoids (O) mit seiner Mineralisationsfront (Mf)

Abbildung 27: Gegenfarbung mit Farben der Masson-Goldner-Farbung; (Oz)
Osteozyten, (Ob) Osteoblasten, (O) Osteoid, (K) Kollagen, (Fv) Fettvakuolen
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2.3.10 Die Farbung mit Alcianblau-PAS

Mit Hilfe dieser Farbstoffkombination ist es moéglich, saure Glykosaminoglykane
und neutrale Polysaccharide zu differenzieren. Die PAS-Reaktion basiert darauf,
dass durch die verwendete Perjodsaure bestimmte, hauptsdchlich in Polysaccha-
riden vorkommende, Atomgruppen zunachst aufgespalten und darauthin zu Alde-
hyden oxidiert werden. Die anschlief3ende Detektion der gebildeten Aldehyde mit
fuchsinschwefliger Saure (Schiff'sches Reagenz) fiihrt zu einer deutlichen Rotfar-
bung.

Die PAS-Reaktion umfasst den Nachweis von Polysacchariden, neutralen Gly-
kosaminoglykanen, Muco- und Glykoproteinen, Glykolipiden, ungesattigten Fet-
ten und Phospholipiden. Es besteht jedoch nicht die Moglichkeit, genau zwischen
diesen Stoffen zu differenzieren.

In den gefarbten Praparaten stellt sich Osteoid blassrosa, mineralisiertes Gewe-
be blassroétlich, saure Glykosaminoglykane blaugriin, Zellkerne blau und sowohl

Glykogen als auch Glykoproteine dunkel purpurrot dar.

Herstellung der Farbelésungen:

Alcianblaulésung
1. 1 g Alcianblau
2. 100 ml 3% ige Essigsaure

Das Alcianblau wird in Essigsaure gelost.
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0,5% ige Perjodsciure

1. 10 ml 0,2 M Natriumazetatlosung
2. 0,8 g Perjodsaure

3. 20 ml Aqua dest.

4. 70 ml absolutes Athanol

Fur die 0,2 M Natriumazetatlosung werden 0,272 g Natriumazetat in 10 ml Aqua
dest. gelost.

Die Perjodsaure wird in Aqua dest. gelost und die Natriumazetatlésung zuge-
setzt. Abschliefend mischt man diese Losung mit dem Athanol. Die Aufbewahrung
der Farbelosung erfolgt lichtgeschiitzt in einer braunen Glasflasche. Sobald sich

das Reagenz braun verfarbt, muss es verworfen werden.
Schiff sches Reagenz:
Stammlésung I

1. 5 g Pararosanilin

2. 150 ml 1 N Salzsaure

Das Pararosanilin wird in der Salzsdure gelost.
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Stammlésung II

1. 5 g Natriumdisulfit

2. 850 ml Aqua dest.

Das Natriumdisulfit wird im Aqua dest. gelost.

Farbelosung:

Fur die Farbelosung werden beide Stammlésungen im Verhaltnis 50:50 ge-
mischt und fir 24 Stunden bei Raumtemperatur stehen gelassen. AnschliefSend
wird die Losung mit 3 g Aktivkohle versetzt und vor der abschliefSenden Filtration

fir 2 Minuten geschtittelt.

Hémalaun
1. 2,5 g Hamatoxylin
2. 0,5 g Natriumjodat
3. 125 g Aluminiumkaliumsulfat
4. 2500 ml Aqua dest.
5. 125 g Chloralhydrat
6. 2,5 g Zitronensaure

Das Hamatoxylin, Natriumjodat und Aluminiumkaliumsulfat werden tiber Nacht
im Aqua dest. gelost. Am nachsten Tag wird das Chloralhydrat und die Zitronen-
saure hinzugeftigt. Diese Losung wird 5 Minuten aufgekocht und abschlieend

filtriert.
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Farbevorschrift:
1. | Entplasten in 2-Methoxyethylacetat
2. Absteigende Alkoholreihe
3. Sptlen in Aqua dest.
4. Einstellen in 3% ige Essigsaure
5. Einstellen in Alcianblaulésung
6. Sptlen mit Leitungswasser
7. Einstellen in Perjodsaure
8. Sptilen mit Leitungswasser
9. | Einstellen in Schiff'sches Reagenz
10. Spulen mit Leitungswasser
11. Einstellen in Hamalaun
12. Blduen in Leitungswasser
13. Aufsteigende Alkoholreihe
14. Dehydratisieren in Xylol
15. Eindecken mit Entellan
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Abbildung 28: Zwei sich gegentiberliegende Trabekel sind im Begriff zu verschmel-
zen: (O) Osteoid, (K) Kollagen, (Ob) Osteoblasten

Abbildung 29: Bone Lining cells (BLc) sGumen den Knochen: (Oz) Osteozyten
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2.3.11 Die Doppelfarbung mit Haimatoxylin-Eosin (H&E)

Die H&E Farbung ist eine routinemaflig sehr einfach und rasch durchzufiihren-
de Ubersichtsfarbung. Die Zellkerne werden blau, alles tibrige in verschiedenen

Tonabstufungen rot gefarbt.

Herstellung der Farbelésungen:

Hémalaun
1. 2,5 g Hamatoxylin
2. 0,5 g Natriumjodat
3. 125 g Aluminiumkaliumsulfat
4. 2500 ml Aqua dest.
5. 125 g Chloralhydrat
6. 2,5 g Zitronensaure

Das Hamatoxylin, Natriumjodat und Aluminiumkaliumsulfat werden tiber Nacht
im Aqua dest. gelost. Am nachsten Tag wird das Chloralhydrat und die Zitronen-
saure hinzugeftigt. Diese Losung wird 5 Minuten aufgekocht und abschlieend

filtriert.
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FEosin

1. 1 ml Certstain Eosin G (gelblich)

2. 100 ml 70% iges Athanol

Das Certstain Eosin G wird im Athanol gelést und die Farbeldsung kurz vor ihrem

Gebrauch etwas mit Eisessig angesauert.

Farbevorschrift:
1. | Entplasten in 2-Methoxyethylacetat | dreimal 20 Minuten
2. Absteigende Alkoholreihe
3. Sptlen in Aqua dest. zweimal 3 Minuten
4. Einstellen in Hamalaun 30 Minuten
5. Blauen in Leitungswasser 10 Minuten
6. Einstellen in Eosin 5 Minuten
7. Auswaschen in Wasser
8. Aufsteigende Alkoholreihe
9. Dehydratisieren in Xylol zweimal 5 Minuten
10. Eindecken mit Entellan
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Abbildung 30: Ubersichtsfé'lrbung mit H&E: (Oz) Osteozyten, (Ob) Osteoblasten,
(Fv) Fettvakuolen

Abbildung 31: Osteoklast (Ok) und Osteoblast (Ob) in einer Howship-Lakune (HL):
(Oz) Osteozyt, (Fv) Fettvakuolen
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2.3.12 Die Giemsa-Fiarbung

Die Giemsa-Farbung ist einfach und schnell durchzuftihren. Sie liefert einen gu-
ten Farbkontrast zwischen Zellen und der Interzellularsubstanz der Weich- und
Hartgewebe.

In den gefarbten Praparaten wird mineralisierte Matrix rosa bis zartrosa, Kol-
lagen rosa, Osteoid blassblau sowie Zellen und Zellkerne unterschiedlich blau

angefarbt.

Herstellung der Farbelésung:

1. 40 ml kaufliche Giemsa-Losung

2. 160 ml abgekochtes Aqua dest.

Die Giemsa-Losung wird mit dem Aqua dest. verdinnt und ist stets frisch vor der

Verwendung anzusetzen.

Farbevorschrift:
1. | Entplasten in 2-Methoxyethylacetat | dreimal 20 Minuten
Absteigende Alkoholreihe
Sptlen in Aqua dest. zweimal 3 Minuten
Einstellen in Giemsa 30 Minuten

Differenzieren in 0,1% iger Essigsaure
Differenzieren in 70% igem Athanol
Differenzieren in 96% igem Athanol

Dehydratisieren in Xylol zweimal 5 Minuten

© © N o g &~ W Db

Eindecken mit Entellan
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Abbildung 32: Ubersichtsfarbung mit Giemsa; Die rechte Seite des Trabekels zeigt
im Gegensatz zur Linken eine Auflagerung von Osteoid: (Ma) Makrophage, (OKk)
Osteoklast, (Ob) Osteoblasten, (Oz) Osteozyten, (Fv) Fettvakuolen
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Abbildung 33: Mit Osteoid (O) besetzter Trabekel: (K) Kollagen, (Ob) Osteoblasten,
(Oz) Osteozyten, (Fv) Fettvakuolen
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2.3.13 Die Detektion apoptotischer Osteozyten

Die Detektion apoptotischer Osteozyten erfolgt mit dem ApopTag In Situ Oligo Li-
gation Kit der Firma Intergen Company.

Weil in sterbenden Zellen die DNA durch spezifische Mechanismen abgebaut
wird, findet man in apoptotischen und nekrotischen Zellen unterschiedliche je-
doch jeweils spezifische Typen von DNA-Enden. Die Farbung dieser exponierten
DNA-Enden in situ kann durch mehrere enzymvermittelte Reaktionen geschehen.
Mit dem verwendeten Kit ist es nun moglich, den exakten Typ von DNA-Ende zu
bestimmen und zu markieren, der in apoptotischen Zellen auftritt.

Der ApopTag In Situ Oligo Ligation Kit verbindet den Einsatz der DNA-Ligase
in Kombination mit markierten Oligonukleotiden, um speziell nur doppelstrangi-
ge, stumpf-endende DNA zu detektieren. Diese stumpf-endende DNA findet man
weitaus haufiger in apoptotischen als in nekrotischen Zellen.

Der histochemische Nachweis dieser spezifischen Enden verringert das Auf-
treten falsch-positiver Ergebnisse bei der Farbung und erh6ht somit das Maf3 an

Genauigkeit, zwischen Apoptose und Nekrose unterscheiden zu kénnen.
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. Ligation der stumpf endenden DNA mit dem Hairpin Oligonuldeotid

2. Bindung mit dem Steptavidin-Peroxidase Konjugat

3. Farbung mit dem Substrat und Begutachtung des Praparates unter dem

Lichtmikrogkop

O T4 DMNA Ligase

H00000CK DHNA

* Hairpin Oligonulcleotid

-4 Biotin

x Strep tavidin

L] Peroxidase

e Sub strat
Produkt

Abbildung 34: Nachweisverfahren des ApopTag In Situ Oligo Ligation Kit zur De-

tektion apoptotischer Zellen

Handhabung des In Situ Oligo Ligation Kit:

Entacrylierung

1. | Entplasten in 2-Methoxyethylacetat
Absteigende Alkoholreihe

Sptlen in Aqua dest.

Ll

Spulen in PBS
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3% ige Wasserstoffperoxid-Lésung

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

5. | Einstellen in Wasserstoffperoxid 5 Minuten
6. Spulen mit PBS
7. Waschen mit Aqua dest. zweimal 2 Minuten

Proteinase K (100 ul/ Objektglas)

Die Proteinase K Stammlésung wird mit PBS auf eine Gebrauchskonzentration

von 50 pg/ ml verdinnt.

8. | Einstellen in Proteinase K 15 Minuten
9. Spulen mit PBS

10. | Waschen mit Aqua dest. | zweimal 2 Minuten

Aquilibrations-Puffer

11. Auftragen des in feuchter Kammer
Aquilibrations-Puffer 30 Minuten
12. Sptiilen mit PBS

Oligonukleotid-Ligase Lésung (60 ul/ Objektglas)

Je nach Fragestellung werden pro Objektglas 45 ul Oligo A- oder Oligo B-Losung
mit 6 ul T4 DNA Ligase Enzym vermischt.

Bei der Negativ-Kontrolle verwendet man anstatt der T4 DNA Ligase den Aquili-
brations-Puffer. Die Positiv-Kontrollen (im Kit enthalten) werden analog mit den

zu detektierenden Praparaten behandelt.
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13.

14.
15.

Auftragen der

Spulen mit PBS

in feuchter Kammer

Oligonukleotid-Ligase Losung | 10 bis 16 Stunden

Waschen mit Aqua dest. dreimal 10 Minuten

Streptavidin-Peroxidase (60 ul/ Objektglas)

16.

17.

18.

Auftragen der

Streptavidin-Peroxidase

Sptiilen mit PBS
Waschen mit PBS

in feuchter Kammer

30 Minuten

dreimal 5 Minuten

Peroxidase Substrat (75 1l/ Objektglas)

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

Substrat vermischt.

19.

20.
21.

Auftragen des
Peroxidase Substrates

Spulen mit PBS

Waschen mit Aqua dest.

in feuchter Kammer

10 Minuten

zweimal 2 Minuten

Gegenfdarbung mit Hdmalaun (Herstellung der Hadmalaun-Lésung siehe 2.3.11)

22.
23.
24.
25.
26.

Einstellen in Hamalaun
Blauen in Leitungswasser 10 Minuten
Aufsteigende Alkoholreihe
Dehydratisieren in Xylol

Eindecken mit Entellan

30 Minuten

zweimal 5 Minuten
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Abbildung 35: Als “apoptose-positiv” detektierter Osteozyt. Man erkennt deutlich
die durch das DAB verursachte braune Farbung der Zelle

Abbildung 36: Vitale Osteozyten
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2.4 Auswertung und Statistik

Die Datenaufbereitung, Auswertung und graphische Darstellung der Ergebnisse
erfolgte unter Zuhilfenahme des Programms Microcal Origin, wobei alle Ergebnis-
se als Mittelwerte mit zugehorigen Standardfehlern dargestellt wurden. Die stati-
stischen Auswertungen wurden unter Verwendung des Statistikprogrammpakets
BMPD/Dynamic, Release 7.0, auf den Rechnern der Arbeitsgruppe Biomathema-
tik und Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterindrmedizin der Justus-Liebig-
Universitat Gief3en durchgefiihrt.

Zur statistischen Priifung des Gruppen- und Zeiteinflusses auf Signifikanz
wurde eine einfaktorielle bzw. zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederho-
lungen im Faktor Zeit durchgeftiihrt. Aufgrund einer proportionalen Abhangigkeit
der Standardabweichung vom arithmetischen Mittelwert und einer andeutungs-
weise rechtsschiefen Verteilung wurde die Variable “E-Modul” zuvor logarithmisch
transformiert.

Die Untersuchung der Zusammenhéinge erfolgte mit Hilfe von Korrelations-
bzw. Regressionsanalysen unter Angabe des Korrelationskoeffizienten (r) und der
Regressionsgeraden (y = m * x + b).

Bei der Bewertung der statistischen Signifikanzen wurde das Signifikanzniveau
a = 0.05 zugrunde gelegt, d. h. Ergebnisse mit p < 0.05 wurden als statistisch

signifikant angesehen. Zusatzlich wird der exakte p-Wert angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Vorbemerkung

Ziel dieser Arbeit ist die Etablierung des ZETOS als Kultur-Belastungssystem fuir
trabekuldre Knochen. Aus diesem Grund spiegelt der Material- und Methoden-Teil
einen erheblichen Anteil der Ergebnisse wieder. Ein besonderes Augenmerk liegt

hierbei auf der Histologie nicht entkalkter Knochen.

3.2 pH-Werte

Der pH-Wert im verbrauchten Medium eines jeden Knochenzylinders wurde tag-
lich bestimmt (siehe 2.2.3). Somit liegen pro Knochenzylinder n=24 Bestimmun-

gen zur Auswertung vor.

—&— Gruppe 1 Kontrolle
—i— Gruppe 2 "Jumping-Sequenz" 1000 pstrain
—w— Gruppe 3 "Jumping-Sequenz" 3000 pstrain
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Abbildung 37: Arithmetische Mittelwerte der pH-Werte uber die Zeit mit ihren
Standardabweichungen
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3 ERGEBNISSE 3.3 Alkalische Phosphatase

Abbildung 37 stellt den Verlauf der pH-Werte tiber die Zeit dar. Eine Erkla-
rung der tendenziell zum Anfang niedrigeren pH-Werte ist die praparationsbe-
dingte Zellschadigung im Randbereich der Knochenzylinder. Diese These wird vom
Verlauf der alkalischen Phosphatase (siehe 3.3) und Laktat-Dehydrogenase (siehe
3.4) gestutzt.

Ein von uns gewahlter Toleranzbereich von pH 7.10 bis 7.50 wurde im Mit-
tel weder Uiber- noch unterschritten, sodass das verwendete Nahrmedium (siehe

2.1.4) hinsichtlich seiner Pufferkapazitit als geeignet bezeichnet werden kann.

3.3 Alkalische Phosphatase

Fur die alkalische Phosphatase ergaben sich pro Knochenzylinder n=21 Bestim-

mungen (siehe 2.2.4).
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Abbildung 38: Arithmetische Mittelwerte der alkalischen Phosphatase tber die
Zeit mit ihren Standardabweichungen
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3 ERGEBNISSE 3.4 Laktat-Dehydrogenase

Abbildung 38 stellt eine Verlaufsbeobachtung der alkalischen Phosphatase tiber
den Versuchszeitraum dar. Hierbei zeigen alle drei Gruppen einen nahezu iden-
tischen Verlauf. Die zum Anfang hohere Aktivitat der AP und ihr anschlieender
Abfall auf ein Basisniveau ist durch die praparationsbedingte Zellschadigung zu
erklaren. Der Kurvenverlauf des Versuchs lasst sich somit mit dem nach einer
Fraktur oder Osteotomie vergleichen. Die hier verwendete Praparation der Kno-

chenzylinder ldsst sich ansatzweise mit einer Osteotomie vergleichen.

3.4 Laktat-Dehydrogenase

Analog zu der alkalischen Phosphatase, ergaben sich auch fir die Laktat-Dehy-

drogenase pro Knochenzylinder n=21 Bestimmungen (siehe 2.2.4).
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Abbildung 39: Arithmetische Mittelwerte der Laktat-Dehydrogenase tiber die Zeit
mit ihren Standardabweichungen
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3 ERGEBNISSE 3.5 Osteoprotegerin

Abbildung 39 zeigt den Verlauf der Laktat-Dehydrogenase tiber die Zeit. Wie
auch schon beim Graphen der alkalischen Phosphatase erkennbar, zeigen alle
drei Versuchsgruppen einen gleichen Verlauf. Die zu Versuchsbeginn hohen Wer-
te der Laktat-Dehydrogenase sind auf die, infolge der Praparation entstandenen,
Zellschadigungen zuruckzuftihren. Ein sich anschlieender Verlauf nahe Null, ist
ein Indiz dafiir, dass es zu keinen weiteren Zellschadigungen (z.B. Nekrose) kam.
Dies wird durch die histologischen Ergebnisse untermauert, die ein intaktes Kno-

chengewebe zeigen.

3.5 Osteoprotegerin

Das Osteoprotegerin (OPG) wurde alle vier Tage aus dem verbrauchten Medium
eines jeden Knochenzylinders bestimmt (siehe 2.2.5). Damit ergaben sich pro Kno-
chenzylinder n=6 Bestimmungen.

Zur statistischen Prifung auf Signifikanz wurde mit den einmalig gemessenen
Werten von Osteoid und Osteoprotegerin eine einfaktorielle Varianzanalyse (Welch-
Test; Variante der ANOVA, die unterschiedliche Standardabweichungen zwischen
den Gruppen zulésst), mit anschliefSendem paarweisen Gruppenvergleich durch-
geftihrt. Ein zuvor durchgefiihrter Levene’s Test (Test auf Unterschiede bezuiglich
der Standardabweichungen) ergab statistisch signifikante Streuungsunterschiede

(p = 0.02). Der abschliefende Welch-Test war knapp nicht signifikant (p = 0.055).
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3 ERGEBNISSE 3.5 Osteoprotegerin

I Gruppe 1 Kontrolle
I Gruppe 2 "Jumping-Sequenz” 1000 ustrain
I Gruppe 3 "Jumping-Sequenz" 3000 pstrain
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Dicke der Osteoidauflagerung in pm

Abbildung 40: Vergleich der einmalig gemessenen Werte Osteoid mit Gruppenver-
gleich (arithmetische Mittelwerte mit ihren Standardabweichungen)

Betrachtet man Abbildung 40 ist der knapp nicht signifikante Gruppenunter-
schied in den Osteoidauflagerungen dennoch deutlich ersichtlich. Die Kontroll-
gruppe siedelt sich eindeutig unterhalb der beiden Belastungsgruppen an, wobei
Gruppe 2 und Gruppe 3 in ihren arithmetischen Mittelwerten eng beieinander
liegen.

Bei der Untersuchung der Zusammenhange der beiden quantitativen Merkmale
Osteoid und OPG mit Hilfe von Korrelations- bzw. Regressionsanalysen ergibt sich
mit einem Korrelationskoeffizienten (r) von 0.973 eine deutliche Abhangigkeit der

Osteoidauflagerung von den OPG-Werten (sieche Abb. 41).
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3 ERGEBNISSE 3.6 Scheinbare Steifigkeit der Knochenzylinder (E-Modul)

Regressionsgerade: y = 3,16 + 2,34 * x
Korrelationskoeffizient (r) 0,973
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Abbildung 41: Abhéngigkeit der Osteoidauflagerung vom produzierten Osteopro-
tegerin

Bringt man die beiden Ergebnisse, knapp signifikanter Gruppenunterschied
bei der Osteoidauflagerung und die deutliche Korrelation dieser mit Osteoprote-
gerin, auf einen Nenner, ist die mechanische Belastung der Knochenzylinder als

auslosender Mechanismus zu verstehen.

3.6 Scheinbare Steifigkeit der Knochenzylinder (E-Modul)

Fur das E-Modul eines jeden Knochenzylinders ergaben sich n=21 Bestimmungen
(siehe 2.2.2).

Die Abweichung der scheinbaren Steifigkeit von der ersten zur zweiten Quasi-
Statischen-Belastung betragt als relativer arithmetischer Mittelwert 17.92 % mit
einer Standardabweichung von + 0.875. Diese Abweichung bleibt tiber den Ver-

suchszeitraum konstant und wird als “viskoelastischer-Effekt” der Knochenzylin-
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3 ERGEBNISSE 3.6 Scheinbare Steifigkeit der Knochenzylinder (E-Modul)

der angesehen. Er ist jedoch bei der Erhebung der scheinbaren Steifigkeit uner-
wtinscht, da dieser Effekt die zu ermittelnden E-Modul-Werte stark verfdlscht und
es zu nicht reproduzierbaren Ergebnissen kommt. Daher sind nur die E-Modul
Datensétze der zweiten Quasi-Statischen-Belastung zu verwenden. Die Rekonsti-
tution des “viskoelastischen-Effekts” nach einer Belastung der Knochenzylinder
betragt zirka eine Stunde.

Abbildung 42 zeigt die Zunahme des E-Moduls, wobei die absoluten MPa-Werte
der Knochenzylinder tiber die Zeit aufgetragen sind. Stellt man die absoluten MPa-
Werte prozentual dar, wie in Abbildung 43, so kann der Verlauf verdeutlicht wer-

den.
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Abbildung 42: Verlauf des E-Moduls angegeben als arithmetische Mittelwerte mit
ihren Standardabweichungen
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3 ERGEBNISSE 3.6 Scheinbare Steifigkeit der Knochenzylinder (E-Modul)
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Abbildung 43: Veranderung der relativen E-Modul-Werte (arithmetische Mittelwer -
te) mit ihren Standardabweichungen

Uber den gesamten Versuchszeitraum kommt es in den beiden Belastungs-
gruppen 2 und 3 zu einer Zunahme der scheinbaren Steifigkeit. In der Kontroll-
gruppe zeigt sich zunachst eine leichte Abnahme des E-Moduls, gefolgt von einem
Anstieg, welcher jedoch weit unterhalb dem der Belastungsgruppen liegt.

Zur statistischen Priifung des Gruppen- und Zeiteinflusses auf Signifikanz
wurde nach einer logarithmischen Transformierung des E-Modul Datensatzes
( siehe 2.4) eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholungen im Faktor
Zeit durchgefiihrt.

Beim Vergleich der drei Versuchsgruppen zu den Zeitpunkten 1,5,9,13 und
17 zeigt sich ein signifikant globaler Gruppeneffekt mit p = 0.008 und ein hoch
signifikant globaler Zeiteffekt mit p < 0.0001. Weiterhin ist die Wechselwirkung
zwischen Zeit und Gruppe mit p = 0.0002 hoch signifikant (sieche Abb. 44).
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3 ERGEBNISSE 3.6 Scheinbare Steifigkeit der Knochenzylinder (E-Modul)
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Abbildung 44: Veranderung des E-Moduls tber die Zeit (geometrische Mittelwerte
mit ihren Streufaktoren)

Vergleicht man die beiden Belastungsgruppen tber die Zeit miteinander, so
sind mit Ausnahme eines hoch signifikant globalen Zeiteffektes (p < 0.0001) keine
Unterschiede nachweisbar (siehe Abb. 45).
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3 ERGEBNISSE 3.7 Osteoid
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Abbildung 45: Veranderung des E-Moduls der beiden Belastungsgruppen tber die
Zeit (geometrische Mittelwerte mit ihren Streufaktoren)

Als Restimee findet sich eine durch die Belastung der Knochenzylinder mit
dem ZETOS verursachte hoch signifikante Zeit- und Gruppen-Wechselwirkung

zwischen der Kontrollgruppe und den beiden Belastungsgruppen.

3.7 Osteoid

Das arithmetische Mittel der Schichtdicke des Osteoids eines jeden Knochenzylin-
ders wurde unter Zuhilfenahme des Programms ImageProPlus ermittelt.
Zuniachst wurden von jedem Explantat nach Masson-Goldner gefarbte, histolo-
gische Praparate hergestellt (siehe 2.3.8). In diesen gefarbten Praparaten wurden
anschliefend jeweils acht Gesichtsfelder (100fache Vergrofierung) ausgewertet.
Hierfur wurde die Schichtdicke des Osteoids manuell unter Verwendung des Pro-

gramms ImageProPlus bestimmt. Aus allen Bestimmungen eines jeweiligen Pra-
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3 ERGEBNISSE 3.8 Polychrome Sequenzmarkierung

parates wurde das arithmetische Mittel gebildet. Die arithmetischen Mittelwerte

dienten zu statistischen Prufungen, die bereits im Kapitel 3.5 behandelt wurden.

Abbildung 46: Nach Masson-Goldner gefarbtes und anschliefend ausgewertetes
Praparat

3.8 Polychrome Sequenzmarkierung

Bei der polychromen Sequenzmarkierung kann eine Tetrazyklin-Bande nur ver-
einzelt nachgewiesen werden. Hingegen ist die Bande (Label) des Alizarin-Com-
plexone konstant nachweisbar. Infolgedessen wird davon Abstand genommen, die
Mineralisationsrate zu bestimmen.

Ein in den meisten Fallen sichtbarer Aufbau an Osteoid oberhalb der Alizarin-
Complexone-Bande spricht fiir einen stetigen Prozess. Die Schichtdicke des ober-
halb der Alizarin-Complexone-Bande befindlichen Osteoids entspricht annadhernd
der Schichtdicke, welche in den nach Masson-Goldner gefarbten Praparaten nach-

gewiesen werden konnte (siehe 3.7).
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3 ERGEBNISSE 3.8 Polychrome Sequenzmarkierung

Abbildung 47: Nur einfach markierter Trabekel; Deutlich ist die zum Teil weite-
re Auflagerung von Osteoid (O) oberhalb der Alizarin-Complexone-Bande (ACB)
erkennbar: (HL) Howship-Lakune

Abbildung 48: Doppel-Label; Deutlich erkennbar ist sowohl die Tetrazyklin-Bande
(TCB) als auch die Alizarin-Complexone-Bande (ACB): (O) Osteoid, (Fv) Fettvakuo-
len

103



3 ERGEBNISSE 3.9 Apoptotische Osteozyten

3.9 Apoptotische Osteozyten

Da nur ein kleiner Prozentsatz der Praparate auf apoptotische Osteozyten un-
tersucht wurde (Methodik siehe 2.3.13), soll hier nur eine Tendenz angegeben
werden. Insgesamt detektierte das verwendete Kit nur sehr wenige Osteozyten als
“apoptose-positiv”. In der Kontrollgruppe sind jedoch tendenziell mehr Osteozyten

in den Apoptoseprozess involviert als in den beiden Belastungsgruppen.
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4 DISKUSSION

4 Diskussion

Mit dem ZETOS als Belastungseinheit und den dazugehorigen Kultur-Belastungs-
Kammern ist es erstmalig gelungen, trabekuldre Knochen tiber mehrere Wochen
zu kultivieren und sie gleichzeitig mit nattirlich vorkommenden Belastungsmu-
stern zu stimulieren. Die Belastungsmuster imitieren dabei alle physiologisch auf-
tretenden Aspekte einer mechanischen Stimulation. Somit kann der Einfluss me-
chanischer Belastungssignale und der von Pharmaka auf trabekulare Knochen
unter kontrollierten und definierten Versuchsbedingungen erforscht werden.

Im Hinblick auf die ausgearbeiteten Ergebnisse kann von einem voll funkti-
onsfdhigen System ausgegangen werden, da die zu untersuchenden Praparate
mit physiologischen Reaktionen auf die mechanische Belastung reagieren. Wie
bereits in der Einleitung angefiihrt (siehe 1), verursachen mechanische Belastun-
gen, die in einem physiologischen Bereich liegen, eine Zunahme der Knochen-
masse, wodurch der Knochen widerstandsfahiger wird. Dieser Effekt lasst sich an
der zunehmenden scheinbaren Steifigkeit der Knochenzylinder in den Belastungs-
gruppen 2 und 3 und der histologisch nachweisbaren Auflagerung von Osteoid
verifizieren. Der leichte Anstieg des E-Moduls in der Kontrollgruppe beruht al-
ler Wahrscheinlichkeit nach auf der notwendigen (siehe 3.6) sich wiederholenden
Quasi-Statischen-Belastung.

In vorangegangenen Versuchen, bei denen keine zweite Quasi-Statische-Belastung
an den Messtagen erfolgte, konnte dieser Anstieg nicht beobachtet werden. Um in
folgenden Versuchen die durch die Ermittlung des E-Moduls bedingte Zunahme
der scheinbaren Steifigkeit zu umgehen, sollte die Kompression von 15 ym auf
10 ym reduziert werden (siehe 2.2.2).

Die nicht signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Belastungsgruppen
lassen sich damit erklaren, dass beide Stimuli in einem physiologischen Bereich

oberhalb der fiir das appositionelle Knochenwachstum verantwortlichen Reiz-
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schwelle liegen [28, 33]. Fur eine Priufung auf Signifikanz sind mindestens n=40
Praparate pro Belastungsgruppe notwendig, da nur kleine Unterschiede zwischen
den beiden Belastungsgruppen vorliegen. Die hier zur Verfigung stehenden n=8
Proben je Versuchsgruppe erlauben daher keine adaquate Prifung auf Signi-
fikanz. In Vorversuchen konnte gezeigt werden, dass dynamische Belastungen
oberhalb von 5000 pustrain zu einer Abnahme des E-Moduls fiihren (siehe 1). Die-
se Belastung stellte sich als unphysiologisch hoch dar, was histologisch in Form
vereinzelter “Mikrofrakturen” bestatigt werden konnte. Weiterhin zeigten Kontroll-
gruppen, bei denen tiber den gesamten Versuchszeitraum nur drei Messungen
der scheinbaren Steifigkeit durchgeftihrt wurden, einen Abfall des E-Moduls. Die
mechanischen Stimuli der Quasi-Statischen-Belastungen waren demnach nicht
ausreichend, um einen Verlust an Knochenmasse zu verhindern (siehe 1).

Dass die Zunahme der scheinbaren Steifigkeit eine physiologische Reaktion
auf die Belastung darstellt und kein “viskoelastischer-Effekt” ist, wird durch das
appositionelle Knochenwachstum verdeutlicht. Dies ist an den Osteoidauflagerun-
gen und den Ergebnissen der polychromen Sequenzmarkierung (siehe 3.5,3.7 und
3.8) erkennbar. Die erstmalig in dieser Arbeit beschriebene Korrelation zwischen
Osteoprotegerin und Osteoidauflagerung untermauert diese Darstellung (siehe
3.5).

Aufgrund der histologischen Ergebnisse kann auf eine adaquate Versorgung
der Knochenzylinder mit dem verwendeten Nahrmedium geschlossen werden. Es
zeigen sich weder im Randbereich noch im Zentrum Anzeichen einer Nekrose oder
Hypoxie (ein zu geringer Sauerstoff-Partialdruck fiihrte bei Vorversuchen zu einer
knorpeligen Umbildung im Zentrum des Knochenzylinders). Auch die nur sehr
vereinzelt als “apoptose-positiv” detektierten Osteozyten sowie stattfindende Mito-
sen sprechen flir eine ausreichende Versorgung des Knochens. Das histologisch
in der Alcianblau-PAS Farbung detektierte Glykogen der Zellen, ist ebenso ein

Hinweis auf eine suffizient stattfindende Ernahrung.
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Der Verlauf der alkalischen Phosphatase (AP) und der Laktat-Dehydrogenase
(LDH) uber die Zeit verdeutlichen das Bestehen eines funktionsfahigen Systems
(sieche 3.3 und 3.4). Wiirde man eine Zellschadigung infolge einer Unterversor-
gung erwarten, ware die LDH erhoht. Dies ist jedoch mit Ausnahme der zunéachst
praparationsbedingten Zellschadigung nicht der Fall. Fur zukunftige Versuche ist
anzuraten, Bone Sialoprotein, Osteonektin und Osteopontin aus dem verbrauch-
ten Medium mittels ELISA zu bestimmen. Hierbei handelt es sich um die drei
am haufigsten vorkommenden “Nichtkollagene Proteine” der extrazellularen Ma-
trix des Knochens, welche die Mineralisation regulieren [26, 23, 6, 105]. Auch eine
Bestimmung des Receptor activator of NF-x Liganden sollte in Betracht gezogen
werden.

In Bezug auf die Histologie, sollten in nachfolgenden Versuchen die fixierten
Knochenzylinder mit einer Diamantbandsage langs geteilt werden. Eine der bei-
den Halften wird nach dem oben beschriebenen Verfahren (siehe 2.3 ) und die an-
dere nach Entkalkung in Paraffin eingebettet. Somit kénnen die Vorteile der nicht
entkalkten Knochenhistologie genutzt und immunhistochemische Farbungen an
den paraffineingebetteten Schnitten durchgefiihrt werden. Hierfiir ausschlagge-
bend ist, dass die von uns durchgefiihrten immunhistochemischen Farbungen
der mit Kunststoff eingebetteten Praparate zu keinen zufriedenstellenden Ergeb-
nissen fiihrten. Eine Ausnahme bildete das verwendete ApopTag In Situ Oligo Li-
gation Kit, welches den Einsatz der DNA-Ligase in Kombination mit markierten
Oligonukleotiden verbindet, um apoptotische Zellen zu detektieren. Dagegen ge-
hort die Immunhistochemie paraffineingebetteter Praparate heute zur alltdglichen
Routinediagnostik.

Die Detektion “apoptose-positiver” Osteozyten sollte in der vorliegenden Arbeit
nur methodisch untersucht werden (siehe 2.3.13). Die Untersuchung mechani-
scher Einfltisse auf die Apoptose von Osteozyten sollte Inhalt einer weiteren Arbeit

sein. Die im Ergebnisteil aufgezeigten Tendenzen jedoch, entsprechen unseren Er-
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wartungen (siehe 3.9). So findet man in Knochen, die “geringen” mechanischen
Belastungen ausgesetzt werden, einen prozentual héheren Anteil an “apoptose-
positiven” Osteozyten [70] als in “hdher” belasteten Knochen.

Die moglichen Ursachen der nur inkonstant vorkommenden Tetrazyklin-Bande
wurden bereits unter 1.6 behandelt. Fiir folgende Versuche sollte die erste Mar-
kierung einige Tage spater und mit einem anderen Fluochrom z.B. Xylenorange
erfolgen. Auch eine Doppelmarkierung mit Alizarin-Complexone sollte nach un-
seren Erfahrungen, trotz der nachgesagten Toxizitdt des Fluochroms, in Betracht
gezogen werden, da es die besten Ergebnisse zeigte. Eine weitere Auflagerung von
Osteoid oberhalb der Alizarin-Complexone Bande spricht dafiir, dass bei der von
uns verwendeten Konzentration die toxische Eigenschaft als gering eingestuft wer-
den kann (siehe 3.8).

Fuar die Zukunft soll ein ZETOS in Form einer automatisierten Miniatur zur
Erforschung der Auswirkung von Schwerelosigkeit auf Knochen in der internatio-

nalen Raumstation ISS zum Einsatz kommen.
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5 Zusammenfassung

Mit dem ZETOS als Kultur-Belastungssystem ist es gelungen, trabekuldre Kno-
chenzylinder tiber mehrere Wochen zu kultivieren und sie gleichzeitig mechanisch
zu stimulieren. Das System kann hierbei die Komplexitat imitieren, welche bei ei-
ner mechanischen Belastung in vivo auftritt. Dies war anderen Systemen bisher
nicht gelungen.

Im Zuge durchgefiihrter Quasi-Statischer-Belastungen kénnen Veranderungen
der physikalischen Eigenschaft der Knochenzylinder bestimmt werden. Quasi-
Statische-Belastungen dienen der Ermittlung der scheinbaren Steifigkeit, welche
in der Mafeinheit eines Elastizitits-Moduls (E-Modul) wiedergegeben wird. Ande-
rungen im E-Modul erlauben Riuickschliisse auf die Effekte mechanischer Bela-
stungen oder von Pharmaka. Die Zunahme der scheinbaren Steifigkeit ist die von
uns histologisch belegte Folge eines appositionellen Knochenwachstums. Damit es
jedoch zu einem appositionellen Knochenwachstum kommt, muss der mechani-
sche Stimulus oberhalb einer Grenzschwelle und innerhalb eines physiologischen
Bereiches liegen, da es anderweitig zu einem Verlust an Knochendichte kommt
bzw. mit einer Degeneration der Knochenstruktur zu rechnen ist.

Zwischen einer unbelasteten Kontrollgruppe und zwei mit 1000 pstrain respek-
tive 3000 pstrain belasteten Versuchsgruppen (verwendet wurde eine “Jumping-
Sequenz”) zeigten sich, nach einer zweifaktoriellen Varianzanalyse mit Messwie-
derholungen im Faktor Zeit, signifikant globale Gruppen- (p = 0.008) und Zeitef-
fekte (p < 0.0001), sowie eine hoch signifikante Wechselwirkung zwischen Zeit und
Gruppe (p = 0.0002).

Eine durchgeftihrte einfaktorielle Varianzanalyse mit den einmalig gemessenen
Werten von Osteoid und Osteoprotegerin ergab statistisch signifikante Streuungs-
unterschiede (p = 0.02), wohingegen ein abschliefender Welch-Test mit p = 0.055

knapp nicht signifikant war.
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Bei der Untersuchung der Zusammenhénge dieser beiden Merkmale mit Hilfe
von Korrelations- bzw. Regressionsanalysen, konnte mit einem Korrelationskoef-
fizienten (r) von 0.973 eine deutliche Abhangigkeit der Osteoidauflagerung von

Osteoprotegerin nachgewiesen werden.
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6 SUMMARY

6 Summary

The ZETOS is used for mechanical loading of bone cores. It facilitates the cultiva-
tion and defined mechanical stimulation of the trabecular bone cores over several
weeks simultaneously. The complex behavior of mechanical forces in vivo can be
first time mimicked by this system.

Changes of physical properties of the bone cores can be investigated during
quasi-static-loadings. Apparent stiffness is declared in dimension units of the
Youngs-Modulus and can be measured using quasi-static-loads. Conclusions can
be drawn due to the rearrangement of trabecular bone and thus changes of the
Youngs-Modulus in respect to the influence of mechanical loading and pharma-
ceutical reagents. Increase of apparent stiffness is proved to be caused by appo-
sitional bone growth. To induce appositional bone growth the level of mechanical
loading has to exceed a certain threshold. Furthermore amplitude of mechanical
stimulation has to remain within a physiological range, otherwise a decrease in
bone mass and thus a degeneration of trabecular bone structure can occur.

Two-way ANOVA of an unloaded control group and two groups which has been
loaded by 1000 pstrain and 3000 pstrain (a “Jumping-Signal” was used) respec-
tively was performed examining the time-factor by experiment repetition. In con-
clusion significant global groups (p=0.008), time effects (p<0.0001) and highly
significant interaction between time and group (0.0002) were observed.

One-way ANOVA of singular measured characteristics of osteoid and osteopro-
tegerine results in differences of variance which exhibit statistical significance,
whereas a Welch-Test was not significant subsequently.

Investigation on coherences between these two characteristics by correlation-
and regression analysis show an explicit correlation between osteoprotegerin and

the thickness of the osteoid surface.
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7 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

7 Abkiirzungsverzeichnis

ANOVA
AP

Aqua dest.

Aqua bidest.

ATP
BMP
BMU

bp
CFU-GM
DAB
DNA
ELISA
E-Modul
FCS
FGF
GPa
H
H&E

Hz
IGF

IL
ISS

LDH
mAS
M-CSF

Analysis of Variance
Alkalische Phosphatase
destilliertes Wasser
zweifach destilliertes Wasser
Adenosin-Triphosphat
Bone Morphogenetic Protein
Basic Metabolic Unit

base pairs

Colony Forming Unit-Granulocyte/ Macrophage

Diaminobenzidin
Desoxyribonukleinsaure
Enzyme-Linked Immunosorbant Assay
Elastizitats-Modul
Fetales Kalberserum
Fibroblast Growth Factor
Giga Pascal
Proton
Hamalaun-Eosin
Hertz
Insulin-Like Growth Factor
Interleukin
International Space Station
Kilo Volt
Laktat-Dehydrogenase
milli Ampere Sekunden

Macrophage Colony Stimulating Factor
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7 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

MMP
MPa
N
NAD
Na/ H-Antiporter
OCIF
ODF
OPG
OPGL
PAS-Reaktion
PBS
PC
PEA
PTH
RANK
RANKL
TNF
TNF-R
TGF
TRAIL
TUNEL

Matrix-Metalloproteinase
Mega Pascal
Newton
Nikotinamidadenindinukleotid
Natrium/ Protonen-Antiporter
Osteoclastogenesis Inhibitory Factor
Osteoclast Differentiation Factor
Osteoprotegerin
Osteoprotegerin-Ligand

Perjodsaure-Schiff-Reaktion

Phosphat gepufferte physiologische Kochsalzlosung

Personal Computer
piezo-elektrische-Aktor
Parathormon
Receptor Aktivator of NF-xB
Receptor Aktivator of NF-xB Ligand
Tumor-Nekrose-Faktor
Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor
Transforming Growth Faktor
TNF-related apoptosis-inducing-ligand
Terminal Deoxynucleotidyl Tranferase-
mediated dUTP Nick End-Labeling
Volt
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