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Zusammenfassung

Vergleich des Einflusses von Kalziumcarbonat, Putamen ovi

und Estrogen auf Osteoblasten in vitro

Feldmann, Stefanie

Estrogenmangel, ein veridnderter Kalziummetabolismus und eine verringerte korperliche
Betitigung stellen die Hauptursachen fiir die altersbedingte Osteoporose dar. Der
fortlaufende Knochenverlust kann durch Kalzium- und Hormonsubstitution verlangsamt
oder sogar verhindert werden. In dieser Studie wurde unter in vitro -Bedingungen der
Einfluss von reinem Kalziumcarbonat, pulverisiertem Putamen ovi (Ei-Schale. Gallus
domesticus) und Estradiolen auf die Entwicklung boviner Osteoblasten-dhnlicher Zellen
untersucht.

Die Knochenzellen reagierten in allen Phasen ihrer Entwicklung auf die jeweilige
Substitution: In der Proliferationsphase vermehrten und differenzierten sich die
Osteoblasten in verstarktem Malle, wobei hier die Hormonersatztherapie den Kalzium-
priaparaten iiberlegen war. Wihrend der nachfolgenden Phase der Matrixsynthese und
Matrixreifung nahm die Produktion von Struktur- und Adhésionsproteinen zu. Bei den
Kalziumpréparaten konnte eine gesteigerte Syntheserate von Kollagen I, Fibronektin und
Proteoglykan aufgezeigt werden, wihrend die Estradiolkulturen erhthte Expressionsprofile
von Prokollagen I, Kollagen I, Fibronektin und Osteokalzin aufwiesen. In der Biominera-
lisationsphase fiihrte sowohl die Estrogen- als auch die Kalziumsubstitution, insbesondere
das Hiihnereischalenpulver zu einer stark erhthten Bildung von Biomineral.

Insgesamt bewirkte der Zusatz von reinem Kalziumcarbonat, Putamen ovi und Estradiol
eine Stimulation der Osteoblasten-Entwicklung, eine Erhohung der Matrixproteinsynthese

und der Biomineralisation in vitro.

Tag der miindlichen Priifung: 22.11.2004
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Stand der Forschung

1 Einleitung

1.1 Stand der Forschung

Der Knochen erfiillt in unserem Organismus mehrere essentielle Funktionen. Zum einen
ist er ein hochdifferenziertes Stiitzgewebe, das an den Bewegungen und am Schutz
unseres Korpers beteiligt ist, zum anderen dient er als Hauptspeicher fiir Kalzium- und
Phosphationen, der mit dem Extrazellulirraum im Gleichgewicht steht. Beim
Erwachsenen erfolgt ein stindiger Knochenumbau. Diese dynamische und komplexe
Knochenregeneration ist durch einen adaptiven Knochenan- und -Abbau
gekennzeichnet, welcher zahlreichen hormonellen und nervalen
Regulationsmechanismen unterworfen ist [52]. Ebenso wird mechanischen und
elektrischen Reizen, sowie dem Kalzium- und Vitamin-D-Angebot im Korper eine
entscheidende Bedeutung im Knochenstoffwechsel zugeschrieben. Mit zunehmenden
Alter verschiebt sich das Umbaugleichgewicht und es findet ein vermehrter
Knochenabbau statt. Vor allem bei Frauen kommt es als Begleiterscheinung der
Menopause zu einer Steigerung des Knochenumbaus, insbesondere der
Knochenresorption [52]. Dies kann einen stirkeren trabekuldren und kortikalen
Knochenverlust bewirken, so dass es zu einer verstiarkten Frakturgefihrdung mit dem
klinischen Bild einer Osteoporose kommen kann.

In der géngigen Literatur sind zahlreiche Therapieansitze zu diesem Krankheitsbild

beschrieben worden, die nachfolgend néher erldutert werden.

1.1.1 Substitution mit Kalziumpriparaten

Schon seit langem ist bekannt, dass Kalzium als essentielles Mineral fiir die
Knochengesundheit und den Knochenmetabolismus eine Grundvoraussetzung ist [29;
39]. Kalzium-haltiges Apatit sorgt nicht nur fiir die mechanische Stabilitdt von Knochen

und Zihnen, sondern dient im Skelett angereichert als Reserve bei Kalziummangel [39].
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Es findet ein stindiger Kalziumverlust via Gastrointestinaltrakt, Niere und Haut statt
[29; 39]. Um das Kalziumgleichgewicht im Korper aufrecht zu erhalten bendtigt ein
erwachsener Mensch durchschnittlich 800 — 1200 mg Kalzium pro Tag [39]. Wihrend
der Menopause dndert sich der Ca- Metabolismus mit sinkender Ca-Absorption [44] auf
Grund der verdnderten hormonellen Gegebenheiten. Es kommt zum postmenopausalen
Knochenverlust mit dem klinischen Bild einer Osteoporose [29; 39]. Folglich steigt der
tagliche Kalziumbedarf auf 1000- 1200 mg pro Tag [39]. Von der Mehrheit der Autoren
wird sogar eine tigliche Ca-Zufuhr von 1500 mg [19; 25; 29; 55], teilweise auch 1600
mg [44] - 1700 mg [1] gefordert. Durch eine ausreichende tigliche Kalziumaufnahme
kann der jdhrliche Knochenverlust wihrend der Menopause signifikant verlangsamt
werden [29; 39]. Die Ca-Gabe sollte in Form von Kalziumcarbonat ( CaCOs3 ) erfolgen,
da es den hochsten Prozentsatz an Kalzium enthilt. Zudem wird es gut toleriert, ist
kostengiinstig und sicher [44; 55]. In einigen Studien wurden lediglich leichte

gastrointetstinale Beschwerden bei Kalziumsubstitution beobachtet [44].

Zahlreiche Untersuchungsreihen haben nachgewiesen, dass durch eine ausreichende
tagliche Ca-Zufuhr Knochenverlust verringert oder sogar verhindert werden kann [5;
19; 29; 39; 44, 55]. Dies beruht auf der Tatsache, dass Kalzium den Knochenumbau
verlangsamt [29], indem es zur Reduktion der Knochenumbaumarker und zur
verminderten Knochenresorption beitrdgt [19]. Fardellone et al. [19], ebenso wie Riggs
et al. [44] konnten nach Kalziumcarbonatgabe auf zelluldrer Ebene eine signifikante
Reduktion der alkalischen Phosphatase sowie von Knochenresorptionsmarkern
( Hydroxyproline [19], Pyridinoline [19; 44] und Deoxypyridinoline [19] ) nachweisen.
Ferner kam es zu einem signifikanten Anstieg des Kalziumspiegels sowohl im 24
Stunden Urin [19], als auch im Serum [1], und des Serum-Calcitonin-Spiegels [1].
Ebenso wird laut Riggs et al. [44] der altersbedingte PTH-Anstieg umgekehrt.
AuBlerdem konnte er die Abnahme von Osteocalcin, einem wichtigen Marker der
Knochenbildung im Serum nachweisen [44].

Viele klinische Studien der letzten Jahre haben teilweise widerspriichliche Ergebnisse
beziiglich des Erfolges der Substitution mit Kalziumpridparaten zu Tage gebracht.
Héufig konnte bei Frauen, deren Menopause erst ein paar (<5 ) Jahre her war, nur ein

geringer oder gar kein Effekt durch die Ca-Gabe nachgewiesen werden [1; 5; 25; 29;
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44]. Bei Frauen, die iiber 5 Jahre postmenopausal waren zeigten sich jedoch die
protektiven Wirkungen der Kalziumgabe [5; 19; 29; 44]. Sowohl Riggs et al. [44], als
auch Heaney et al. [29] sehen den Grund hierfiir darin, dass die Abnahme der
Knochendichte in den ersten Jahren nach der Menopause hauptsdchlich durch den
Estrogenmangel bedingt ist. Es kommt zu einem raschen Knochenverlust, wobei
Kalzium in dieser Phase nur méfigen Einfluss auf den Verlust von kortikalem Knochen
im peripheren, nicht jedoch im zentralen Skelett hat. Der nachfolgende (ab dem ca.
fiinften Jahr postmenopausal ) langsamere Knochenverlust ist auf die altersbedingte
Umstellung der Ca-Homeostase zuriickzufithren; dass heilit mangelnder
Kalziumresorption, erhohter renaler Verlust, der zu hoheren Serum-PTH-Leveln und
somit zu erhohter Knochenresorption fiihrt [19; 44]. In dieser Phase greift nun
wiederum die Kalziumgabe [29; 44].

Durch die gleichzeitige Gabe von Estrogenpriparaten ldsst sich die gastrointestinale
Kalziumresorption wesentlich verbessern [39; 44]. Des weiteren kann auf diese Weise
laut Riggs et al. [44] der oben genannte sekundidre Hyperparathyroidismus auf einen

normalen PTH-Spiegel gesenkt werden.

Auch in der craniofacialen Chirurgie haben Kalziumpriparate gute Erfolge erzielt.
Corrente et al. [9] fiillten periimplantire Defekte mit einem alloplastischen
Knochenersatzmaterial aus Kalziumcarbonat auf. Mit dieser Defektfiillung erreichten
sie dhnlich gute Resultate, wie bei Implantationen in adidquaten, nicht augmentierten

Knochen.

Ebenfalls auf dem Gebiet der Mund-, Kiefer-, Gesichtschirurgie haben Dupoirieux et al.
[13; 14; 15; 16] auf der Suche nach geeigneten Knochenersatzmaterialien zahlreiche
Versuche mit Vogeleischalen durchgefiihrt. Laut Dupoirieux et al. [16] sollte eine neue
Art der Defektfiillung geschaffen werden, die sowohl kostengiinstig und quantitativ gut
zu erlangen, als auch biokompatibel, stabil und im besten Falle zusitzlich osteoinduktiv
ist [16]. Bis dato waren Vogeleischalen noch nie als Knochenersatzmaterial eingesetzt
worden [16], obwohl ihre chemische Zusammensetzung der Zusammensetzung von

menschlichen und tierischen Knochen und Zihnen #hnelt. Die Schale besteht zu ca.
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95,1% aus Mineral [16], wobei Kalzium als Hauptmineralkomponente etwa 37,3%
ausmacht [16]. Es liegt zu 97,4 % in Form von Kalziumcarbonat vor [13], dem schon
gute Biokompatibilitidt im Knochen nachgewiesen werden konnte [13]. Des weiteren
finden sich neben Kalzium als Mineral 1,9% Magnesiumphosphat und 0,7%
Trikalziumphosphat [13]. Die anderen chemischen Komponenten der Schale sind
Wasser (1,6%) und Proteine (3,3%), die als Protein-Polysaccharidkomplex vorliegen
(70% Proteine, 11% Polysaccharide) [16].

Dupoirieux et al. [13; 14; 15; 16] experimentierte mit den Vogeleischalen sowohl in
pulverisierter Form, als auch als vollstindig erhaltenes und auf die jeweilige Defektform
und —GroBe zugeschnittenes Implantat und Onlay aus dem mechanisch sehr stabilen
StrauBenei (Struthio camelus) [13; 15]. Das Eischalenpulver (hier vom Huhn; Gallus
domesticus) wurde zum einen in Oberschenkelmuskeltaschen von Ratten kultiviert, um
eine osteoinduktive Wirkung der Substanz nachzuweisen [13; 15; 16]. Zum anderen
wurden cranielle und mandibulédre ossdre Defekte verschiedener Grofle [13; 15; 16] bei
Ratten und Kaninchen mit dem neuen Knochenersatzmaterial aufgefiillt. Zusétzlich
testeten Dupoirieux et al. die Tauglichkeit des Pulvers als Onlay [13; 16] und im
Rahmen der Knochenaugmentation bei der Guided Bone Regeneration mit Membranen

[14]. Die Auswertung erfolgte klinisch, rontgenologisch und histologisch.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass bei allen Versuchsreihen eine ausgezeichnete
Biokompatibilitit der Vogeleischalen als Knochenersatzmaterial nachgewiesen werden
konnte [13; 14; 15; 16]. Dies beruht sicherlich unter anderem darauf, dass
Kalziumcarbonat die Hauptmineralkomponente der Schale bildet, dem auch schon gute
Biokompatibilitit im Knochen nachgewiesen werden konnte [13]. Durch die leichte
Sterilisierbarkeit des Materials im Autoklaven besteht kein Risiko einer viralen
Transmission [13; 16]. Die biologischen Fahigkeiten der Substanz bleiben beim
Sterilisationsvorgang unbeeinflusst [13]. Eischalenpulver ist nicht toxisch [16],
kostengiinstig und quantitativ nicht limitiert [13; 16]. Vogeleischalen lassen sich einfach
und gut bearbeiten und somit in Form und Grofle den Defekten gut anpassen [13]. Die
Dicke und die Kurvatur der Straueneischalen sind der menschlichen Orbita und dem
Schidel sehr dhnlich [13]. Alle Implantate erwiesen sich als mechanisch duBerst stabil

[13; 14; 16]. Jedoch lieB} sich beim Eischalenpulver nicht die Stabilitit von normalen
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Knochen erreichen, so dass diese Art von Knochenersatzmaterial nur fiir kleinere
Defekte in nicht tragenden Gebieten, wie zum Beispiel Extraktionswunden vorbehalten
bleibt [13; 16]. Laut Dupoirieux et al. [13; 14; 16] fand keine Resorption statt. Leider
konnte dem Material keine osteoinduktiven oder osteokonduktiven Fihigkeiten
nachgewiesen werden [13; 14; 15; 16]. Bei einigen Versuchsreihen kam es zu einer
minimalen Osteointegration/ partiellen Knochenregeneration vom Defektrand her,
jedoch wurde eine vollstindige kndcherne Regeneration nicht erreicht [13; 15; 16].

Meist wurde das Knochenersatzmaterial fibros eingekapselt [13; 14; 15; 16].

1.1.2 Substitution mit Hormonpriparaten

In den letzten Jahren hat sich auf der Suche nach geeigneten Therapieformen bei
postmenopausaler Osteoporose die Hormonersubstitutionstherapie (HST) mit
Estrogenen als effektivste BehandlungsmafBnahme herausgestellt [39; 42]. Estrogene
sind die wichtigsten Geschlechtshormone zur Aufrechterhaltung der skelettalen
Homoestase, insbesondere Estradiol, als das wirksamste im menschlichen Organismus
gebildete Estrogen [31]. Estrogenmangel fiihrt nicht nur zu einem rapiden und
fortwihrenden Knochenverlust nach Menopause oder Entfernung der Eierstocke [52],
sondern trigt auch zum langsamen altersbedingten Knochenschwund bei Ménnern und
Frauen bei [44; 49]. Wihrend es im Alter zu einem rapiden Knochenverlust durch
gesteigerten Umbau, v.a. Resorption bei Estrogenentzug kommt, fiithren steigende
Serumestrogenspiegel in der Pubertit zu einem adaptiven Knochenanbau [7; 49; 52].
Schon geringe Estradiollevel in der frithen Phase der Pubertit stimulieren das
Knochenwachstum [7; 49], wobei hohe Estradiollspiegel gegen Ende der Pubertit das
Lingenwachstum durch Inhibition des Knochenumbaus vermindern [7]. Ebenso
berichten eine Mehrzahl der Autoren bei der postmenopausalen HST mit Estrogenen
von einer Aufrechterhaltung der Knochendichte und teilweise sogar einen leichten

Knochengewinn [11; 18; 39; 56].
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Zahlreiche Untersuchungen sind auf zelluldrer Ebene durchgefiihrt worden, um die
Wirkung der Estrogene auf die Knochenzellen, insbesondere auf die Osteoblasten und
Osteoklasten nachvollziehen zu koénnen, um somit mogliche Therapieansitze zu
optimieren. Gleichzeitig wird ausdriicklich darauf hingewiesen, dass der
Wirkungsmechanismus der Estrogene noch nicht vollstindig geklirt ist. Studien an
Zellkulturen haben eine Vielzahl zum Teil widerspriichlicher Effekte auf zelluldrer

Ebene aufgezeigt.

Zusammenfassend ldsst sich jedoch sagen, dass die Knochenzellen ‘Ziele* der
Sexualhormone, wie Estrogene darstellen, da Estrogenrezeptoren auf Osteoblasten und
Osteoklasten nachgewiesen werden konnten [26; 52; 56]. Es wird vermutet, dass diese
Rezeptoren nicht nur Mediatoren der direkten Wirkung von Estrogenen auf die
Knochenzellen sind, sondern dass sie ebenso die mechanische Stimulation der
Osteoblasten vermitteln [10]. Laut Damien et al. [10] fithrt der postmenopausale
Estrogenmangel zu einer Verminderung der Rezeptorenzahl. Somit reduziert sich auch
die mechanische Stimulation der Zellen im Alter. Ferner finden sich bei mutierten oder
fehlenden Estrogenrezeptoren klinisch instabile und diinne Knochen [10]. Dagegen
resultiert eine erhohte mechanische Skelettbelastung in einer Knochenmassezunahme
und einer Knochenumbausteigerung [4; 23; 37; 42; 57]. Eine Kombination aus erhohter
mechanischer Stimulation und einer Estrogensubstitution stellt sich hinsichtlich der
Knochenmassezunahme als am effektivsten heraus [42; 57].

Wihrend einige Autoren den Estrogenen eine inhibitorische Wirkung auf die
Osteoblastenproliferation zuschreiben [34; 52], erwidhnen andere eine Zunahme der
Proliferationsrate der Osteoblasten nach Hormongabe [10; 17; 60]. Die proliferative
Wirkung der Estrogene konnte durch Tamoxifen- einem “Antiestrogen®, bzw.
Estrogenrezeptoragonist blockiert werden [10; 17]. Nach Gohel et al. [26] verhindern
Estrogene ferner die Glukokortikoid-induzierte-DNA-Zerlegung, bzw. die durch
Glukokortikoide verursachte Apoptose und den durch Lipopolysaccharide vermittelten
Zelltod der Osteoblasten. Auf Ebene der Osteoblasten war nach Estrogen-Gabe ferner
eine Steigerung des DNA-Gehaltes und der alkalischen Phosphatase-Aktivitdt zu
verzeichnen. Estrogene stimulieren ebenfalls die Messenger-RNA-Spiegel der

Osteoblasten fiir die Synthese von Prokollagen I und Kollagen I [26].
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Der antiresorptive Effekt der Estrogene, wie z.B. Estradiol wird zusétzlich {iber eine
Hemmung der Osteoklastenfunktion vermittelt [31]. 17-beta-Estradiol aktiviert den
apoptotischen Zelltod der Osteoklasten sowohl in vitro als auch in vivo [20; 26; 52].
Ebenso wird laut Di Gregorio et al. [11] die Produktion der Osteoklasten bzw. ihrer
Vorlduferzellen durch Hormonsubstitution unterdriickt. Des weiteren beobachtete
Spelsberg et al. [52] eine inhibitorische Wirkung der Estrogene auf die Genexpression
resorbierender Enzyme.

Obwohl die Hormonsubstitution mit Estrogenen in angemessenen Dosen den
postmenopausalen Knochenverlust verlangsamen oder sogar verhindern kann, erhalten
nicht alle betroffenen Frauen eine derartige Therapie, da sie mit einer Vielzahl von
Nebenwirkungen einhergehen kann. Estrogene proliferieren das Endometrium und
regen das Wachstum des Myometriums an, so dass es zu endometrischen Hyperplasien
bis hin zum Krebs kommen kann [18; 31; 52]. Das Brustkrebsrisiko steigt bei Frauen
mit HST [18; 31] auf Grund erhohter Brustzellproliferation [52]. Es kann zu vaginalen
Durchbruch- und Schmierblutungen kommen [18; 31]. Ebenso wurden das Auftreten
venoser Thromboembolien, Fliissigkeitsretention, vasomotorischer Effekte, gutartiger,
und noch seltener bosartiger Lebertumore nach Anwendung hormonaler Wirkstoffe wie
z.B. Estradiol beobachtet [31]. Daher ist es von groBtem Interesse die Estrogendosis
moglichst gering zu halten, ohne seine positiven therapeutischen Wirkungen zu
minimieren. Es wurden bereits gute klinische Ergebnisse mit niedrig dosierten
Estrogenen in Kombination mit Kalziumpriparaten erzielt. Nach Ettinger [18] reichte
eine Estrogendosis von 0,5mg in Verbindung mit 1500mg Kalzium pro Tag aus, um die
Knochendichte aufrecht zu erhalten und dennoch die Nebenwirkungen wie
Vaginalblutungen und Endometriumhyperplasie zu verringern. Ein weiterer positiver
Effekt dieser Kombinationstherapie liegt in der Estrogen-bedingten erhohten
gastrointestinalen Absorption und renalen Reabsorption von Kalzium [31; 39; 44].
Verinderungen des Hormonhaushaltes stellen jedoch stets schwerwiegende Eingriffe in
den menschlichen Organismus dar, die meist mit zahlreichen Nebenwirkungen behaftet
sind. Daher sollte die Suche nach geeigneten Therapiealternativen zur

Hormonsubstitution immer im Vordergrund stehen.
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1.1.3 Elektrische und elektromagnetische Felder

Die Forderung der Knochenbildung durch exogene elektrische oder elektromagnetische
Felder gibt einen weiteren Therapieansatz im Rahmen von Knochenerkrankungen
wieder. Dieser beruht ebenfalls auf der Erfahrung, dass durch mechanische Belastung
Umbauprozesse und eine verstiarkte Osteogenese im Knochen hervorgerufen werden
konnen. Hierbei wird die Vermutung zu Grunde gelegt, dass dies durch einen

elektromechanischen Transduktionsmechanismus vermittelt wird [27].
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1.2 Problemstellung

Trotz dieser zahlreichen Therapieansitze, die meist auf empirischen Erfahrungswerten
beruhen und deren Therapie-Kombinationen bei der Behandlung der Osteoporose, sind
die Wechselwirkungsvorginge auf zelluldrer Ebene groftenteils nur unzureichend
bekannt. Inzwischen widmen sich viele Arbeitsgruppen zunehmend den Problemen der
biologischen Grundlagenforschung mit dem Ziel, die Stimulationsmethoden auf eine
fundiertere wissenschaftliche Grundlage zu stellen und somit optimierte Therapien zu
entwickeln. Dabei sind eine Vielzahl zum Teil widerspriichlicher Effekte auf zelluldrer
Ebene nachgewiesen worden. Diese sind meist auf Unterschiede in der Kultur oder
Versuchsdurchfithrung sowie auf die Komplexitit des biologischen Systems
zuriickzufiihren.

Einen moglichen Ansatz liefert die vorliegende Arbeit, in der die Reaktionen von
Osteoblasten  -dhnlichen Zellen auf verschiedene in der Mineral- und
Hormonsubstitution bei Osteoporose angewandte Substanzen iiberpriift werden.
Besonderes Augenmerk wird dabei zum einen auf die Gabe von Estradiol, dem
wirksamsten im menschlichen Organismus gebildeten Estrogen gelenkt. Zum anderen
werden zwei verschiedene Arten der Kalziumgabe getestet. Letztere erfolgt einerseits
durch Zugabe von reinem Kalziumcarbonat (CaCOs) als giinstigste Kalziumquelle, da
es den hochsten Kalzium-Prozentsatz aufweist. Andererseits wird die Kalzium-
substitution in Form von Hiihnereischalenpulver untersucht. Auf Grund seiner
natiirlichen Zusammensetzung enthilt Putamen ovi nicht nur Kalzium, sondern auch
Mineralien und Spurenelemente, die sich positiv auf den Knochenmetabolismus
auswirken konnen.

Hinsichtlich der Zellreaktion stellt sich die Frage, ob die zugegebenen Substanzen
Einfluss auf die Proliferation oder Differenzierung der Osteoblasten nehmen, oder ob
sie auf die gesamte Zellentwicklung einwirken. Es ist weiterhin von Interesse, wie sich
die Syntheseleistung der Zellen beziiglich der Extrazelluldrmatrix-relevanten Proteine

und die Mineralisation bei Substitution verhalten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Die Zellkultur

e Zellen: primire bovine Osteoblasten-dhnliche Zellen aus dem Periostgewebe vom
Metacarpus frisch geschlachteter Rinder
¢ Nihrmedien:
- MMO: High Growth Enhancement Medium (High-GEM, ICN Biomedicals
GmbH, Eschwege) + 10% fetales Kilberserum + 250 pg/ml Amphotericin +
10.000 IU/ml Penicillin + 10.000 pg/ml Streptomycin + 200mmol/I L-
Glutamin
- MMI1: Mmo + 10 mmol/l 8-Glycerophosphat + 25 pg/ml Ascorbinsédure
(Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
e BSA (Bovine Serum Albumin) (International British Bio Cell)
e Collagenase (0,04%-tig) (Biochrom KG seromed®)
e FEarl s-Salzlosung
e Ham's F10-Medium (Biochrom KG seromed®)
e HEPES-Puffer (Biochrom KG seromed®)
¢ Dibromol® Tinktur gefirbt (Trommsdorf GmbH & co.)
e Methanol
e PBS-Puffer (Phosphate Buffered Saline) / Sérenson-Puffer
e TBST (Tris Buffered Saline mit 0,1% Tween 20)

e Tyrode-Losung (Kalzium- und Magnesium-frei)
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2.1.2 Substanzen/ Medikamente

Aar Os®/ Putamen ovi (aar pharma, Remscheid)

Alendronat-Mononatrium / FORSAMAX® (MSD Sharp & Dohme GmbH)
Calcitonin-ratiopharm® (ratiopharm GmbH, Ulm)

Calciumcarbonat ( Fresenius Medical Care GmbH, Bad Homburg)
Estradiol ( Jenapharm® GmbH, Jena)

Monotridin® (Opfermann Arzneimittel GmbH)

Os Pur® F25 (Henning Berlin GmbH & Co., Berlin)

2.1.3 Antikorper

Anti-Bone Sialoprotein, polyclonal ImmunDiagnostik GmbH, Bensheim; Art.-Nr.
A222),

Anti-Collagen Typ I, polyclonal (BioTrend Chemikalien GmbH, Koln; Art.-Nr.
2150-0510),

Anti-Fibronectin, polyclonal (Collaborative Biomedical Products, Bedford, MA,
USA; Art.-Nr.40094),

Anti-Fibronectin-Rezeptor, monoclonal (TaKaRa  Biomedical = Europe
S.A.,Gennevilliers, F; Art.-Nr. M022),

Anti-Osteocalcin, monoclonal (TaKaRa; Art.-Nr. M041),

Anti-Osteonectin, monoclonal (TaKaRa; Art.-Nr. M124),

Anti-Osteopontin, polyclonal (R & D Systems GmbH, Wiesbaden-Nordenstadt;
Art.-Nr.AF808),

Anti-Procollagen Typ I, monoclonal (TaKaRa; Art.-Nr. MO11) und
Anti-Proteoglycan, monoclonal (Chemicon Int. Inc. Temecula, CA, USA; Art.-Nr.
MAB2005).
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2.1.4 Analysesystheme

Arsenazo III ( Sigma-Aldrich, Deisenhofen) zur Kalziumbestimmung

DAKO EnVisionTM+—Analysesystem (DAKO Diagnostik GmbH, Hamburg) fiir den
Antigennachweis

Kalzium/ Phosphor-Standardlosung ( Kat.-Nr. 360-11, Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

fiir die Kalziumbestimmung

2.1.5 Gerite

Beckmann-Spektralphotometer ACTA V

CO;,-Inkubator (Heraeus Instruments, Diisseldorf)

Computer Counter-System CASY® I (Modell TT, Schirfe System GmbH,
Reutlingen)

Lichtmikroskop Diaphot-TMD (Nikon Kogaku K.K., Tokyo, Japan)
Polystyrol-Kulturschalen ( 13,5 cm Durchmesser)

Spiegelreflexkamera Nikon 801 (Nikon Kogaku K.K., Tokyo, Japan)

Wachsstift PAP-Pen (DAKO Diagnostik GmbH, Hamburg)

Zentrifuge Heraeus Labofuge 400R (Karl Willers Laborbedarf OHG, Miinster)

2.1.6 Computerprogramme

Bildverarbeitungsprogramm Easy Win 32 ( Herolab, Wiesloch)
Excel 2000
SPSS 10.0 fiir Windows

12
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2.2 Methoden

2.2.1 Die Zellkultur

Zur Zellgewinnung wurde in dieser Arbeit ein 1977 von Jones und Boyde
[33]1beschriebenes Verfahren benutzt, welches auf der Fihigkeit der Osteoblasten
beruht, unter geeigneten Kulturbedingungen aus Gewebestiicken auszuwachsen.
Periostgewebe vom Metacarpus frisch geschlachteter Kilber diente als

Ausgangsmaterial.

Die Kilberbeine wurden einmal pro Woche von einem Schlachthof aus der Umgebung
bezogen und wenige Stunden nach Totung des Tieres pripariert. Unter normalen
Laborbedingungen erfolgte die Entfernung von Fell und Hufe ( Abbildung Ia ).
AnschlieBend wurden die Beine griindlich mit Wasser abgespiilt und mit einer
jodhaltigen Tinktur (Dibromol® Tinktur) desinfiziert ( Abbildung 1b ). Nach
Entfernung des Weichgewebes unter sterilen Bedingungen mit Skalpell und Pinzette
( Abbildung Ic ) wurde das daraufhin freiliegende Periost im Bereich der Metaphyse in
Streifen geschnitten und unter aseptischen Kautelen vom Knochen abgezogen
( Abbildung 1d ). Die Perioststreifen wurden mehrmals in 37°C warmer Earl’s-
Salzlosung sorgfiltig gewaschen, danach in ca. 5 x 5 mm® groBe Stiicke zerlegt
( Abbildung le ) und mit der osteogenetischen Seite nach unten in Kulturschalen mit
einem Durchmesser von 13,5 cm gelegt. Nach etwa 20 Minuten, die die Perioststiicke
zur Anheftung an den Polystyrolboden der Kulturschale benotigen, konnten sie mit
37°C warmen Nihrmedium bedeckt werden, ohne dass sie sich vom Schalenboden

Iosten ( Abbildung If ).
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Abbildung la-c: Knochenzellgewinnung aus bovinem Periostgewebe: a) Kilberbeine
bei der Entfernung von Hufe und Fell, b) Kdlberbeine nach Desinfektion mit einer
jodhaltigen Tinktur, c) Entfernung des Weichgewebes
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Abbildung 1d-f: d) Abziehen eines Perioststreifens von der Metaphyse, e) Zerlegen des
Perioststreifens in 5 x 5 mm? grofse Stiicke, f) Ausgelegte Perioststiicke in Kulturschale
nach Bedecken mit dem Nédhrmedium
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Als Nidhrmedium diente das im Folgenden als "MMO0-Medium” bezeichnete Medium,
welches sich aus kommerziell erhéltlichem Standardmedium “High Growth
Enhancement Medium” (High-GEM, ICN Biomedicals GmbH, Eschwege) und jeweils
frisch zugesetztem fetalen Kélberserum (10 %), Amphotericin B (250 pg/ml), Penicillin
(10.000 TU/ml), Streptomycin (10.000 pg/ml) und L-Glutamin (200 mmol/l, Biochrom
KG seromed®, Berlin) zusammensetzt. Die Fiitterung der Zellen fand einmal
wochentlich statt, indem das alte Medium vollstindig mit einer Wasserstrahlpumpe
abgesaugt und durch neues MMO-Medium ersetzt wurde. Die Zellen wurden in einem
CO,-Inkubator bei 100% Luftfeuchtigkeit, einer Temperatur von 37°C und einer CO,-

Konzentration von 5 % kultiviert.

Zu weiteren Versuchszwecken mussten die auf dem Polystyrolboden gewachsenen und
darauf anhaftenden Zellen sorgsam abgeldst und in neue Kulturschalen ausgesiedelt
werden. Hierzu wurde das Nihrmedium vorsichtig abgesaugt, die Zellschicht bei 37°C
fiir 20 Minuten mit 0,04 % Collagenase in 10 mM/l HEPES gepufferten Ham’s F10-
Medium (Biochrom KG seromed®) bedeckt und anschlieBend mehrmals mit PBS
gewaschen. Anschliefend wurde der Zellmonolayer 15 Minuten lang in Kalzium- und
Magnesium -freier Tyrode-Losung inkubiert. Nun konnten die Zellen mit einer Pipette
vom Schalenboden abgespiilt und die Zellsuspension in ein Zentrifugenréhrchen
gegeben werden. Aus diesem wurde ein Aliquot der Zellsuspension entnommen und mit
Hilfe eines Computer Counter - Systems (CASY®I Modell TT, Schiirfe System GmbH,
Reutlingen) die Zellzahl und die ZellgroBen-Verteilung bestimmt. Danach wurden die
Zellen bei 500 U/min zentrifugiert. Nach Absaugen des Tyrode-Uberstandes wurde das
Zellpellet mit neuem Medium versetzt. Jetzt konnten die Zellen in einer definierten
Zellkonzentration in neue Kulturschalen ausgesiedelt werden. Es erfolgte eine
regelmiBige Kontrolle der Kulturbedingungen und der Zellproliferation mit dem

Lichtmikroskop (Diaphot-TMD, Nikon Kogaku K. K., Tokyo, Japan).

Fiir Mineralisations-Experimente wurde das MMO0O-Medium gegen ein im Folgenden als
"MM1-Medium” bezeichnetes Nihrmedium ausgetauscht, welches neben dem oben
beschriebenen MMO-Medium  zusitzlich frisch zugefiigtes B-Glycerophosphat (10
mmol/l) und Ascorbinsédure (25 pg/ml Sigma-Aldrich, Deisenhofen) beinhaltet.
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Tabelle 1: Verschiedene Nihrmedien

Bezeichnung Bestandteile Anwendung

MMO High-GEM Primérzellenanzucht
+ 10 % fetales Kélberserum
+ 250 pg/ml Amphotericin B
+ 10.000 IU/ml Penicillin
+ 10.000 pg/ml Streptomycin
+ 200 mmol/l L-Glutamin

MM1 MMO Mineralisations-
+ 10mmol/l B-Glycerophosphat Experimente
+ 25 pg/ml Ascorbinsiure

2.2.2 Die Zellproliferation

Die aus dem Rindermetacarpusperiost ausgewachsenen Primirzellen wurden nach etwa
4 Wochen mit Collagenase vom Kulturschalenboden gelost und in einer definierten
Zelldichte zusammen mit dem Nihrmedium MMO in neue Kulturschalen ausgesiedelt.
Als Aussaat-Konzentration wird die Konzentration der zugegebenen Zellsuspension
[Zellen/ml] angegeben, da meist nicht alle Zellen nach der Aussiedelung an dem
Polystyrolboden der Kulturschale anhaften. Die Aussaat erfolgte bei den
Proliferationsexperimenten in geringeren Konzentrationen (< 100.000 Zellen/ml), was

zu einer subkonfluenten Verteilung der Zellen fiihrte ( ca. 10.000 Zellen/cm?).
Die zu untersuchenden Substanzen ( aar® os/ Putamen ovi, Kalziumcarbonat,

Monotridin®, Alendronat, Os Pur®, Estradiol und Calcitonin) wurden in der

Konzentration von jeweils 0,1mg Wirkstoff/ 1ml Fliissigkeit hinzugefiigt. Da sich eine
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Wirkkonzentration von 0,1mg /Iml bei Os Pur®, Monotridin® und Alendronat als
zytotoxisch erwies (Abb. 2 ), wurden diese Substanzen in folgenden Konzentrationen
zugegeben: Monotridin® und Os Pur® mit je 0,0lmg Wirkstoff/lml MMO und
Alendronat mit 0,001lmg Wirkstoff/ 1ml MMO. Zusitzlich wurde eine Referenzkultur
ohne Substanzzugabe angelegt. Die Kulturen wurden regelmifig lichtmikroskopisch
tiberwacht. Nach gut einwochiger Applikation wurden die Zellen wie im Kapitel 2.2.1,
S. 16 beschrieben geerntet, mit dem Zellcounter gezihlt und GroBenprofile erstellt.

Die Zellproliferation kann anhand der lichtmikroskopischen Beobachtung der
Zellmorphologie, des Zellzahlanstieges und der Grofenprofile der Zellpopulationen
charakterisiert werden. Ferner erfolgte mit dem Mikroskop eine routineméBige

Kontrolle der Kulturbedingungen der bovinen Primirkultur.

Abbildung 2: Lichtmikroskopische Phasenkontrast-Aufnahme von Zellaggregaten
abgestorbener Zellen bei zytotoxischen Wirkstoffkonzentrationen
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Das nachfolgende Flussdiagramm ( Abb. 3 ) gibt eine Ubersicht iiber den

Versuchsablauf an den ausgesiedelten Primérzellen.

Priaparation
Tag ™ 0°

\ 4
3-4 Wochen Anzucht in MMO

A\
Passage und Aussaat subkonfluent

\{

1Woche

Proliferationsversuch

! '

Bestimmung der Bestimmung des
Zellzahl ZellgroBenprofils

Abbildung 3: Versuchsablauf der Zellproliferations-Experimente an nach der Passage
ausgesdten Osteoblasten-dhnlichen Zellen. Die eine Woche lang kontinuierlich mit den
jeweiligen Substanzen behandelten Kulturen sowie die unbehandelte Referenzkultur
wurden hinsichtlich ihrer Zellzahl und ihres Zellgrofenprofils untersucht.
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2.2.3 Die Syntheseleistung

Um die Auswirkung der Wirkstoffe auf die Zelldifferenzierung und Syntheseleistung
der Osteoblasten-dhnlichen Zellen zu tiberpriifen, wurden die ausgewachsenen bovinen
Primirzellen im gewiinschten Reifestadium von etwa 4 Wochen mit einer definierten
Zelldichte zusammen mit dem Nihrmedium MMO in neue Kulturschalen ausgesiedelt.
Die Aussaat erfolgte konfluent, was einer Zelldichte von 60.000 Zellen/cm? entspricht.
Die Substanzzugabe wurde bereits im Kapitel 2.2.2, S. 17-19 beschrieben, jedoch
beschrinken sich die Syntheseleistungsversuche auf die Zugabe von aar® os/ Putamen
ovi, Kalziumcarbonat (CaCO3), Estradiol und Calcitonin. Demgegeniiber stand die
unbehandelte Kontrolle als Referenz. Ein Teil der Syntheseleistungsversuche lief eine
Woche, der andere Teil wurde 2 Wochen lang durchgefiihrt.

Nach ein- /bzw. zweiwochiger Wirkstoffapplikation wurden die Zellen geerntet, fixiert
und gelabelt (Kapitel 2.3.1, S. 22-23 ). AnschlieBend erfolgte ein qualitativer und
quantitativer immunhistologischer Nachweis (Kapitel 2.3.1, S. 22-23 ) der
verschiedenen extrazelluliren Matrixproteine der einzelnen Zellpopulationen fiir die
jeweiligen Behandlungszeitrdume.

Zum Nachweis der Biomineralbildung als wesentlichen Punkt der Syntheseleistung der
Osteoblasten wurden weiteren Kulturen, welche ebenfalls mit einer konfluenten
Zelldichte von 60.000 Zellen/cm? angesetzt wurden, 4 Wochen lang behandelt. Die
Substanzen (aar® os/ Putamen ovi, Kalziumcarbonat, Monotridin®, Alendronat, Os
Pur®, Estradiol und Calcitonin) wurden zusammen mit dem Nihrmedium MMI1 den
Zellkulturen zugefithrt. MM enthélt neben dem bekannten MMO als Zusatz [3-Glycero-
phosphat als externen Phosphatlieferanten und Ascorbinsdure. Die unbehandelte
Kontrolle diente wiederum als Referenz. Das Ausmal} der in den Zellpopulationen
gebildeten Mineralphase wurde durch spektrometrische Bestimmung (Kapitel 2.3.2, S.

23 ) des gebundenen organischen und anorganischen Kalziums bestimmt.
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Das nachfolgende Flussdiagramm (Abb. 4 ) gibt eine Ubersicht iiber die einzelnen

Versuchsabldufe an den ausgesiedelten Primérzellen.

Priaparation
Tag ™ 0°

!

3-4 Wochen Anzucht in MMO

Passage und Aussaat konfluent ohne Substanz

|
v v

1 Tag spiter Substanzzugabe sofortige Substanzzugabe
1 bzw. 2 Wochen 4 Wochen
Syntheseleistungsversuch Mineralisationsversuch
(Knochenmarker) in MM1
in MMO
Fixieren und Labeln spektrometrische Bestimmung des
¢ Kalziumgehaltes

qualitativer und quantitativer Nachweis
der Knochenmarker

Abbildung 4: Versuchsablauf der Syntheseleistungs-Experimente an nach der Passage
ausgesdten Osteoblasten-idhnlichen Zellen. Der quantitative und qualitative Nachweis
der produzierten Knochenmarker erfolgte an primdren Rinderosteoblasten, welche eine
bzw. zwei Wochen lang mit und bei der Referenzkultur ohne die jeweiligen Substanzen

kultiviert wurden. Der Mineralisationsversuch zum Nachweis des Kalziumgehaltes lief
dahingegen vier Wochen.
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2.3 Analysemethoden

2.3.1 Immunhistochemische Farbung

Zur Beurteilung der Zelldifferation und Synthese der Extrazellulirmatrix diente der
Nachweis Extrazellulirmatrix-relevanter Proteine in der jeweiligen Zellprobe. Zunichst
wurde der am Polystyrolboden der Kulturschalen heftende Zellmonolayer fixiert, indem
er sorgfiltig mit kaltem PBS gewaschen und 10 Minuten lang, mit —25 °C kaltem reinen
Methanol bedeckt, bei —25 °C inkubiert wurde. Nach Abgielen des Methanols erfolgte
eine Lufttrocknung der Proben, bis der noch verbliebene Alkohol vollstindig verdunstet
war. Um eine deutliche Abgrenzung der einzelnen Farbe-Felder zu gewéhrleisten, und
um das Ineinanderlaufen nebeneinander aufgetragener Antikorperlosungen zu
verhindern, wurde mit einem Wachsstift (PAP-Pen, DAKO Diagnostik GmbH,
Hamburg) ein Raster auf den nun fixierten Monolayer aufgemalt.

Nachdem der luftgetrocknete Zellmonolayer mit TBST (Tris Buffered Saline mit 0,1 %
Tween 20) rehydratisiert worden war, wurden nach einem bestimmten Muster die
jeweiligen verdiinnten Primérantikorper (siehe Antikorperliste, Kapitel 2.1.3, S.11) in
die Gitterfelder pipettiert und fiir eine Stunde bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Die
Verdiinnung der Antikorper erfolgte mit TBST, dem zur Unterdriickung unspezifischer
Bindungen jeweils frisch 1 % BSA (Bovine Serum Albumin) zugesetzt worden war. Im
Anschluss wurde die Probe, nach Absaugen des Primirantikdrpers, mehrmals mit TBST
gewaschen. Die verschiedenen Antigene wurden mit dem DAKO EnVision™*-
Analysesystem nachgewiesen. Im Folgenden wurde der zweite Antikorper, der je nach
Herkunft des Primérantikrpers gegen Kaninchen- oder Maus-Antikorper gerichtet war,
auf das jeweilige Gitterfeld pipettiert und 30 Minuten bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert. Nach Absaugen des Peroxidase-konjugierten Sekundérantikorpers erfolgten
weitere Waschvorginge mit TBST, bevor das Substrat-Chromogen aufgetragen und die
Kulturschalen zum Einwirken der Féarbelosung 30 Minuten lang bei Raumtemperatur an
einen lichtgeschiitzten Ort gestellt wurden. Als Chromogen diente in diesem Fall 3-
Amino-9-Ethylcarbazol (AEC), welches ein unlosliches, rotlich-braunliches Prézipitat

an der Stelle des Antigens bildet.
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Mit dem Lichtmikroskop erfolgte die Lokalisation der positiv gefdrbten Zellen. Die
quantitative Auswertung erfolgte am eingescannten und digitalisierten Bild. Mit Hilfe
eines Bildverarbeitungsprogramms (Easy Win 32, Herolab, Wiesloch) wurde die
Intensitétsverteilung der Farbung am Rechner statistisch ausgewertet und als MaB fiir

die Antigenmenge in der Probe angesehen.

2.3.2 Kalziumbestimmung

Unter der zu priifenden Voraussetzung, dass die Mineralbildung eine zellgesteuerte
Mineralisation darstellt, wurde die chemische Kalzium-Quantifizierung im Sinne einer
quantitativen ‘Endproduktkontrolle” als wesentliches Mal} fiir die biologische
Mineralisation der extrazelluliren Matrix angesehen. Diese Methode basiert auf der
Wechselwirkung des Kalzium-Kations mit dem Farbstoff Arsenazo III (Sigma-Aldrich).
Unter sauren Bedingungen bildet dieses Chromogen mit Kalzium einen lila geférbten
Komplex mit einem Absorptionsmaximum bei 600 nm, wobei die zur
Kalziumkonzentration direkt proportionale Farbintensitit spektrometrisch ausgelesen
werden kann. Die Bestimmung des Kalziumgehaltes der Probe erfolgte anhand einer an
Kalzium-Standard-Losungen gewonnenen Eichkurve, welche aus Verdiinnungen einer
10 mg/dl Kalzium/Phoshor-Standard-Losung (Sigma-Aldrich, Kat.-Nr. 360-11) in
entionisiertem Wasser hergestellt wurde. Laut Herstellerangaben zeigt der Farbstoff

Arsenazo III bis zu einer Kalziumkonzentration von 18 mg/dl linear an.

2.3.3 Statistische Auswertung

Die in dieser Arbeit angegebenen Werte sind Mittelwerte + der Standardabweichung
des Mittelwertes. Zum Vergleich der Daten der verschiedenen Versuche untereinander
wurde der #-Test fiir unabhéngige Stichproben herangezogen. Hierbei kamen die
Datenverarbeitungsprogramme ‘Excel 2000” und ‘SPSS 10.0 fiir Windows” zum

Einsatz.

23



Material und Methoden

9
7 wzg | (e

L]
0oo 0

RC]
Oy (e

£Fl

0oo at

Ok

zualajay

a0
Z wmzg | (e

Efrl

0oo at

WA

10’0

g sq

v (0 ¥ 0 ¥ a AL via 70
gomzq (e | zowzqie gwzq (e  gwmzg (e  Zwzg|ie 7 wmzg e
9 79 ¥ ¥9 9 ¥
000 09 000 09 000 09 000 09 000 09 000 09
LIl (9 LI (9 LAl (g LIl (0 LIl (9 LIl (9
OV (B O (B WA (B O (e OV (B O (e

lo'o (g Loo'o (g
# (e I'0 1'0 1'0 x (e 1'0
| ! | ! | !

EFl EFl £Vl EFL Evl Evl
000 Ol 000 ol ood ol 000 ol 000 ol oo ol
WAIA QWA DI WA DI WA
] 10 1'0 1'0 100’0 1'0

uipIouoyy |oipens] QOB uuOyd|e]) JRUOIpud|y S0 iee

UayaIoAn Ul JANBPSYINSIAA,
D Ul AYIBHNYNY

2w oad ayyaip|jaz

wnipaulyey

['Bspyey pubw]
uonenuazZuoyyoIsyiian

yeyabietaiil (4
stamyoreusodionnuy (&

Sumsiaasoypiis

uayaIon Ul JIaNepPSYINSIap
LD Ul ayaemny

-wa oxd ayyaip|ez
wnipaulyen

['Bspyey pubw]
uonenuazZuoyoIsyIIan

fHoiduagiond (g
baysuepyezyay (e
toneiopjoidijey

Abbildung 5 : Uberblick iiber die durchgefiihrten Versuche
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Ergebnisse: Die Zellproliferation

3 Ergebnisse

3.1 Die Zellproliferation

3.1.1 Kontrolle der Kulturbedingungen und des Wachstums

im in vitro System

Bei den durchgefiihrten Zellproliferationsexperimenten wurde iiberpriift, ob eine
Hemmung oder Steigerung des Zellwachstums bei Osteoblasten-dhnlichen Primirzellen

durch eine der zugegebene Substanzen hervorgerufen wird.

Nach vierwochiger Aufzucht und anschlieender Kultivierung im Ndhrmedium MMO
unter Zugabe der Substanzen aar® os/ Putamen ovi, Kalziumcarbonat, Monotridin®,
Alendronat, Os Pur®, Estradiol und Calcitonin lassen alle angelegten Zellkulturen den
gleichen morphologischen Ablauf erkennen.

Zunichst zeichnen sich die subkonfluent auf dem Kulturschalenboden ausgesiedelten
Zellen nach einer Kulturdauer von fiinf Tagen bei allen Zellkulturen durch ihre
langliche, polygonale Form mit mehreren langen Zellausldufern aus (Abb. 7a, 8a, 9a, S.
27-29 ). Zwischen den benachbarten Zellen sind sowohl bei den Mineralstoffen
Putamen ovi (Abb. 7a ) und Kalziumcarbonat (Abb. 8a ), als auch bei dem Hormon
Estradiol (Abb. 9a ) noch freie Bereiche zu erkennen. Bei den Hiihnereischalenpulver-
und Estradiol-Kulturen ist noch keine Orientierung der Zellen ersichtlich (Abb. 7a und
Abb. 9a ), wihrend sich die Zellen der Kalziumcarbonat-Schalen schon anndhernd
parallel ausrichten (Abb. Sa ).

Mit zunehmender Kulturdauer verdichtet sich der Zellrasen. Ab dem ca. sechsten Tag
nach Versuchsbeginn nehmen die Osteoblasten-dhnlichen Zellen ein lang gestrecktes,
spindelformiges Aussehen an und orientieren sich parallel zueinander in Wirbeln und
Windungen an ( Abb. 7b, 8b, 9b, S.27-29 ). Bei allen Zellkulturen liegen die Zellen

relativ dicht gepackt und lassen kaum noch freie Bereiche zwischen den Nachbarzellen

25



Ergebnisse: Die Zellproliferation

erkennen (Abb. 7b, 8b, 9b ). Die ehemals langen Zellausldufer sind nur noch schwach zu
sehen.

Mit steigender Zellzahl hebt sich die Orientierung allméhlich auf, bis die Zellen
mosaikartig dicht gepackt sind. Zwischen den einzelnen Zellen sind in diesem
Kulturstadium der Eischalen-, Kalziumcarbonat- und Estradiolkulturen weder
Freirdume, noch Zellauslidufer erkennbar (Abb. 7c, 8c, 9c, S. 27-29 ). Etwa acht Tage
nach Versuchsbeginn (ca. 5 Wochen nach Préiparation) bedecken die Zellen den
Kulturschalenboden als kompakten, konfluenten Zellmonolayer ( Abb. 7c¢, 8c, 9c ).
Zwei oder mehr Zellrasen konnten nicht beobachtet werden.

Eine zytotoxische Anfangskonzentration der Wirkstoffe Os Pur®, Monotridin® und
Alendronat fiihrte in diesen Zellpopulationen anfangs zum Zelltod. Die Osteoblasten-
dhnlichen Zellen bildeten keine Zellausldufer, sondern rundeten sich ab und lagen

teilweise in Zellaggregaten von abgekugelten Zellen zusammen ( Abb. 6 ).

Abbildung 6: Lichtmikroskopische Phasenkontrast-Aufnahime von Zellaggregaten
abgestorbener Zellen bei zytotoxischen Wirkstoffkonzentrationen
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Abbildung 7a-c: Lichtmikroskopische Phasenkontrast-Aufnahmen der Zellpopulation
bei Hiihnereischalenpulverzugabe zu verschiedenen Zeitpunkten der Kultur: a) nach 5
Tagen, b) nach 6 Tagen, c) nach 8 Tagen
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Abbildung 8a-c: Lichtmikroskopische Phasenkontrast-Aufnahmen der Zellpopulation
bei Kalciumcarbornat- Zugabe zu verschiedenen Zeitpunkten der Kultur: a) nach 5
Tagen, b) nach 6 Tagen, c) nach 8 Tagen
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Abbildung 9a-c: Lichtmikroskopische Phasenkontrast-Aufnahmen der Zellpopulation
bei Estradiol- Zugabe zu verschiedenen Zeitpunkten der Kultur: a) nach 5 Tagen, b)
nach 6 Tagen, c) nach 8 Tagen

29



Ergebnisse: Die Zellproliferation

Neben der lichtmikroskopischen Beobachtung der Zellmorphologie wurden nach einer
Woche die unterschiedlichen Zellkulturen mit dem Zellzidhler hinsichtlich ihrer
ZellgroBen-Verteilungen untersucht.

Abbildung 10 ldsst erkennen, dass der mittlere ZellgroBendurchmesser bei allen
Substanzen etwas iiber 17 um ( 17,14 pum bei der Kontrolle bis 17,8 um bei Os Pur®)
liegt. Alle Zellpopulationen haben eine geringfiigig groBere mittlere Grofe als die

unbehandelte Kontrolle mit 17,14 pm.
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Abbildung 10: Maxima der Zellgrifsenverteilung nach einer Woche Proliferations-
versuch, gemessen mit dem Zellzihler (n=6). Die Verteilungsmaxima liegen im
Durchschnitt bei etwa 17,4 um. Es konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede
festgestellt werden.

Die GroBenverteilungen der einzelnen Zellpopulationen bei der jeweiligen
Substanzzugabe sind in Abbildung 11a-h, S.31-32 dargestellt. Die vitalen Osteoblasten-
dhnlichen Zellen werden mit dem ZellgroBenbereich von 10 — 30um erfasst,
wohingegen die Messsignale unterhalb von ca. 10 pm auf abgestorbene Zellen und
Zelltrimmer zuriickzufiihren sind.

Ahnlich wie bei den morphologischen Beobachtungen sind auch im Vergleich der acht
GroBenverteilungen keine signifikanten Unterschiede zwischen den jeweiligen Kulturen

festzustellen.
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Abbildung 11a-d: Mit dem Zellcounter registrierte Zellgrifienprofile der behandelten
Zellpopulationen nach einer Woche Proliferationsversuch in MMO
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Abbildung 11e-h: Mit dem Zellcounter registrierte Zellgrof3enprofile der behandelten
Zellpopulationen nach einer Woche Proliferationsversuch in MMO
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Die einzelnen Diagramme spiegeln im Wesentlichen die Ergebnisse des
Zellzahlanstieges pro Zeiteinheit des folgenden Kapitels 3.1.2, S. 33 wieder.

Die Zellzahlen der Kulturschalen von aar® os (Abb. 11a), Kalziumcarbonat (Abb. 11d),
Calcitonin (Abb. 1ic), Estradiol (Abb. 11e) und Os Pur® (Abb. 11g) bewegen sich im
Bereich der Werte der unbehandelten Kontrolle (Abb. 11 h) oder etwas iiber ihr. Im
Gegensatz hierzu reichen die Zellzahlen der Monotridin®-  (Abb. 1If) und
Alendronatkulturen (Abb. 11b) nicht an die der Referenzkultur (Abb. 11h) heran.
Dementsprechend weist die Zellkultur nach Alendronatzugabe erhohte Zellzahlen im
Messbereich unter 10 um (Abb. 11b) auf, die auf abgestorbene Zellen und Zelltriimmer
zuriickzufiihren sind. Dies entspricht der im Kapitel 2.2.2, S. 17 beschriebenen
Problematik der vorliegenden Arbeit beziiglich der Zelltoxizitdt von Alendronat in den
angewandten Wirkstoffkonzentrationen.

Das GroBenverteilungsmaximum liegt jedoch bei allen Zellpopulationen bei Werten von

etwas iiber 17 um.

3.1.2 Zellzahlanstieg pro Zeiteinheit

Fir die Untersuchung des FEinflusses der angewandten Substanzen auf die
Zellproliferation der urspriinglich subkonfluent ausgesiten Osteoblasten-dhnlichen
Zellen wurden gleichzeitig mit den ZellgroBenprofilen die Zellzahlen der nun etwa fiinf
Wochen alten bovinen Kulturen im Zellzdhler bestimmt.

Die Ergebnisse der eine Woche lang kontinuierlich behandelten Zellpopulationen sind

in Abbildung 12, S. 34 dargestellt.
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Abbildung 12: Anzahl der Zellen der eine Woche lang kontinuierlich mit aar® os/
Putamen ovi, Kalziumcarbonat, Monotridin®, Alendronat, Os Pur® und Calcitonin
behandelten Kulturen. Demgegeniiber steht die unbehandelte Kontrolle. Die Zellzahl ist
in Prozent zur angegebenen Kontrolle aufgetragen (n=14). Statistisch signifikante
Differenzen zwischen der Zellzahl der behandelten Populationen und der Referenz sind
durch Symbole gekennzeichnet (p<0,1 (+); p<0,05 (*¥)).

Abbildung 12 ldasst grofitenteils deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen
Zellpopulationen in Bezug auf die stimulierende Wirkung bzw. der Zu- /Abnahme der
Zellzahl bei Zugabe der angegebenen Substanzen erkennen. Wihrend nahezu keine Zu-
/Abnahme des Zellwachstums bei Calcitonin (nur — 0,6%) festgestellt wurde, kam es bei
Monotridin® zu einer Abnahme der Zellzahl gegeniiber der unbehandelten Kontrolle
von etwa — 9%, und bei Alendronat sogar zu — 59% (p<0,05). Bei Os Pur® kam es zu
einer Proliferationszunahme von ca. 6%. Wesentlich wird die Zellzahl der Referenz
jedoch bei den mit Kalziumcarbonat (CaCO3) stimulierten bovinen Zellkulturen mit
Werten von etwa 24% iiberschritten. Bei Putamen ovi iibersteigt die Zellzahl die
entsprechende Kontrollkultur signifikant mit ca. 30% (p<0,05) und bei Estradiol sogar
mit ungefihr 40% (p<0,1).
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3.2 Die Syntheseleistung

3.2.1 Einfluss auf Bildung und Reifung der extrazelluliren

Matrix im in vitro System

Um die Auswirkung der Wirkstoffe auf die Zelldifferenzierung und Syntheseleistung
der Osteoblasten-dhnlichen Zellen zu tiberpriifen, wurden die ausgewachsenen bovinen
Primirzellen im gewiinschten Reifestadium von etwa 4 Wochen konfluent (60 000
Zellen pro cm?) mit dem Nihrmedium MMO in neue Kulturschalen ausgesiedelt.

Nach ein- /bzw. zweiwochiger Wirkstoffapplikation der Substanzen aar® os/ Putamen
ovi, Kalziumcarbonat, Estradiol und Calcitonin wurden die Zellen geerntet, fixiert und
gelabelt. AnschlieBend erfolgte ein qualitativer und quantitativer immunhistologischer
Nachweis der verschiedenen extrazelluliren Matrixproteine der einzelnen

Zellpopulationen fiir die jeweiligen Behandlungszeitraume.

Der Differenzierungsgrad der Osteoblasten-dhnlichen Zellen wird durch das
immunhistologische Expressionsmuster der verschiedenen Knochenmarker bzw. der
Proteine als Bausteine der extrazelluldren Matrix in Abbildung 13a-d, Abb. 14a-e, S.36-
37 deutlich.
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Abbildung 13a-d: Immunhistologischer Nachweis Extrazelluldrmatrix-relevanter
Proteine der Osteoblasten-dhnlichen Zellpopulationen fiir die unterschiedlich langen
Behandlungs- zeitrdume von einer Woche (n= 18) bzw. 2 Wochen (n=12). Statistisch
signifikante Unterschiede der Syntheseleistung zwischen der unbehandelten Kontrolle
und den stimulierten Zellkulturen sind mit einem Symbol gekennzeichnet (p<0,05 (*);

p<O0,1 (+)).
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Abbildung 14a-e:

Immunhistologischer Nachweis

Extrazelluldrmatrix-relevanter

Proteine der Osteoblasten-dhnlichen Zellpopulationen fiir die unterschiedlich langen
Behandlungs- zeitrdume von einer Woche (n=18) und zwei Wochen (n=12). Statistisch
signifikante Unterschiede der Syntheseleistung zwischen der unbehandelten Kontrolle
und den stimulierten Zellkulturen sind mit einem Symbol gekennzeichnet (p<0,05 (*);

p<0,1 (+)).
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Der qualitative immunhistochemische Nachweis der verschiedenen Proteine der
extrazelluldren Matrix am fixierten Zellmonolayer fiel bei allen Zellkulturen positiv aus.
An den 5 bzw.6 Wochen alten bovinen Zellpopulationen traten deutliche Antikorper-
Reaktionen von Anti-Fibronectin-Rezeptor, Anti-Fibronectin, Anti-Collagen I, Anti-
Procollagen I, Anti-Bone Sialoprotein, Anti-Osteopontin, Anti-Osteonectin, Anti-
Osteocalcin und Anti-Proteoglycan auf.

Ein Vergleich der Diagramme zeigt, dass die Synthese aller untersuchten Marker bei
beiden Zeitrdumen einem qualitativ und quantitativ relativ dhnlichen Verlauf folgt.
Wihrend Fibronectin-Rezeptor, Bone Sialoprotein, Osteonectin und Osteocalcin in
Bezug auf die unbehandelte Kontrolle nahezu konstant bleiben, liegen die Messwerte
von Osteopontin sogar durchschnittlich leicht unterhalb der Kontrolle (p<0,05; p<0,1).
Diese Substanzen scheinen keinen fordernden Einfluss auf die Syntheseleistung der
EZM-Proteine zu haben. Bei Prokollagen I ist bei allen behandelten Zellpopulationen
ein Anstieg iiber die Referenzwerte zur zweiten Behandlungswoche hin zu verzeichnen,
wobei die gesamte Prokollagen I-Zunahme bei den Hormonen Estradiol und Calcitonin
signifikant (p<0,05) stdrker als bei den Mineralstoffen Putamen ovi und
Kalziumcarbonat ausgeprigt ist. Auffallende Unterschiede zur Kontrolle treten
ebenfalls bei Kollagen I und Fibronectin auf. Hier liegen die Werten bei allen
Substanzen nach der ersten Behandlungswoche signifikant iiber denen der Referenz
(p<0,05; p<0,1), wobei die Hormone (Estradiol und Calcitonin) wiederum die grof3ere
Syntheseleistung zu verzeichnen haben. In der zweiten Behandlungswoche nehmen
Kollagen I und Fibronectin jedoch grofitenteils wieder auf das Niveau der Kontrolle ab.
Dieser Trend zur Abnahme der Syntheseleistung der Proteine der extrazelluldren Matrix
lasst sich nahezu bei allen untersuchten Knochenmarkern und allen Zellpopulationen

zur zweiten Untersuchungswoche hin erkennen.
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3.2.2 Einfluss auf die in vitro Mineralisation der

extrazellularen Matrix

Die Kultivierung der 3-4 Wochen alten bovinen Zellkultur fiir weitere 4 Wochen unter
Zugabe der bereits erwdhnten Substanzen (aar® os/ Putamen ovi, Kalziumcarbonat,
Monotridin®, Alendronat, Os Pur®, Estradiol und Calcitonin) mit dem Nihrmedium
MM1 (MMO plus Ascorbinsdure plus [-Glycerophosphat als externen
Phosphatlieferanten) fiithrte zur Biomineralisation der extrazelluldiren Matrix des
Zellmonolayers. Einen Ausschnitt einer insgesamt 5 Wochen alten Zellkultur mit
teilweise mineralisiertem Zellmonolayer liefert die lichtmikroskopische Aufnahme in
Abbildung 15. Zwischen den mosaikartig dicht gepackten Zellen sind bereits

mineralisierte Areale (siehe Pfeile) zu erkennen.

Abbildung 15: Lichtmikroskopische Phasenkontrast-Aufnahme eines insgesamt 5
Wochen alten Zellmonolayers mit beginnender Mineralisierung der extrazelluldren
Matrix. Die Pfeile zeigen bereits mineralisierte Bereiche auf.
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Des weiteren dienten die insgesamt 8 Wochen alten Zellpopulationen dem Nachweis
der zellgesteuerten Mineralisation als wesentlichen Punkt der Syntheseleistung der
Osteoblasten-dhnlichen Zellen. Es wurde iiberpriift, ob durch die 4wochige Behandlung
mit den Substanzen eine Steigerung der Mineralbildung hervorgerufen werden kann.
Der hierzu durchgefiihrte Kalziumnachweis ist ein wesentliches Mal} fiir die
Biomineralisation, quasi als quantitative Endproduktkontrolle der Syntheseleistung der
Zellen.

Die Ergebnisse der spektrometrischen Kalziummessung zeigt die Abbildung 16, in der
die Mittelwerte des in der Zellprobe gebundenen Kalziums gegen die verschiedenen

Behandlungsarten aufgetragen sind. Demgegeniiber steht die unbehandelte Kontrolle als

Referenz.
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Abbildung 16: Mittelwerte des Gesamtgehalts an gebundenem organischem und
anorganischem Kalzium in 8 Wochen alten Osteoblasten-dhnlichen Zellpopulationen
als Funktion der Behandlungsart (n=4). Die Behandlungsdauer betrug 4 Wochen.
Statistisch signifikante Unterschiede des Kalziumgehalts zwischen der unbehandelten
Kontrolle und den stimulierten Zellkulturen sind mit einem Symbol gekennzeichnet
(p<0,05 (*); p<0,1 (+)).
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Die Abbildung 16 lasst erkennen, dass bei nahezu allen behandelten Zellpopulationen
mit Ausnahme von Calcitonin, der mittlere Gesamtgehalt an gebundenem Kalzium die
Werte der unbehandelten Kontrolle tibersteigt. Wihrend die Kalziumkonzentration bei
Calcitonin nur leicht (um -0,1%) unter den Wert der Referenz sinkt, ist der mittlere
Kalziumgehalt der anderen Proben bezogen auf die Kontrolle zum Teil signifikant
erhoht. Somit werden mittlere Ca-Spiegel erreicht, die bei den jeweiligen Substanzen
wie folgt liegen: Monotridin® 105 %, Os Pur® 104 %, Estradiol 104 %,
Kalziumcarbonat 108 % (p<0,05) und Alendronat 109 % (p<0,05) gegeniiber der
Kontrolle von 100%. Zu einem signifikant erhohten Anstieg der Kalziumkonzentration
fithrte die Applikation von Putamen ovi iiber 4 Wochen, bei der Werte von 117 %
Gesamtkalzium in der Zellkultur erzielt wurden, also einen nahezu doppelt so hohen

Mineralgewinn als bei allen anderen angewandten Substanzen.
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Abb. 17: Uberblick iiber die Ergebnisse der durchgefiihrten Versuche
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4 Diskussion

4.1 Die Zellproliferation

4.1.1 Das in vitro System

Wihrend der Durchfithrung sdmtlicher Substitutionsversuche wurden die bovinen
Zellkulturen regelmiBig lichtmikroskopisch tiberwacht um die Eigenschaften und das
Verhalten der Zellen zu determinieren. Die Untersuchungen zur Zellmorphologie und —
Aktivitit zu den verschiedenen Kulturzeitpunkten ergaben, dass die Zellen
Osteoblasten-dhnlich sind.

Alle angelegten Zellkulturen lassen den gleichen morphologischen Ablauf erkennen
(Kapitel 3.1.1, S. 25-26 ), wie er dhnlich auch in anderen Osteoblasten-Kultursystemen
beobachtet wurde [3; 27]. Ein Indiz fiir die osteoblastische Herkunft der Zellen stellt
ihre Fihigkeit dar, knochenspezifische Marker wie Osteocalcin, Bone Sialoprotein und
Osteopontin zu synthetisieren [2; 8]. Alle Zellpopulationen dieser Arbeit bildeten
charakteristische Proteine der extrazelluliren Knochenmatrix wie Osteocalcin, Bone
Sialoprotein und Osteopontin aus (Kapitel 3.2.1,S. 38 ). Dabei fiihrte die jeweilige
Substanzzugabe sogar zu einer verstirkten Syntheserate der angegebenen
Knochenmarker.

Ebenso stellt die Fihigkeit zur Mineralisation ein charakteristisches, Osteoblasten-
spezifisches Merkmal dar (Kapitel 3.2.2, S. 39 ) [3; 8; 54]. Eine Voraussetzung fiir die
Bildung von Hydroxylapatit-haltigem Mineral in der Zellkultur ist die Anwesenheit
einer Phosphorquelle wie B-Glycerophosphat [6; 43]. Neben B-Glycerophosphat wurde
dem Kulturmedium fiir die Mineralisationsexperimente Ascorbinsidure zugefiigt um die
Biomineralisation in vitro zu beschleunigen. Durch die Ascorbinsdure wird in
Osteoblasten-Zellkulturen die Sekretion von Prokollagen [-Komponenten gesteigert.

AuBerdem wird die Weiterverarbeitung von Prokollagen I beschleunigt, so dass es zu
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einer Stimulation der Kollagenproduktion und somit zu einer verstirkten extrazelluldren
Matrixbildung kommt [21; 22].

Ahnlich wie bei den morphologischen Beobachtungen sind auch beim Vergleich der
ZellgroBenverteilungen keine signifikanten Unterschiede zwischen den jeweiligen
Zellkulturen festzustellen (Kapitel 3.1.1, S. 30 ). Der mittlere Zellgrolendurchmesser
liegt bei den etwa 4-5 Wochen alten Zellpopulationen bei etwas iiber 17 um.
Vergleichbare Ergebnisse wurden in anderen Osteoblasten-Kultursystemen beobachtet

[27].

4.1.2 Zellzahlanstieg pro Zeiteinheit

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche an Osteoblasten-dhnlichen
Primirzellen war von wesentlichem Interesse, ob eine Hemmung oder Steigerung des
Zellwachstums durch eine der zugegebenen Substanzen hervorgerufen wird.

Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass Mineralstoffe wie Kalzium, Phosphor und
Magnesium unentbehrlich am Knochenstoffwechsel beteiligt sind [46]. Aber auch eine
Reihe bestimmter Spurenelemente wie Mangan, Kupfer und Zink sind als Cofaktoren
fir die Kollagen- und Mukopolysaccharidsynthese fiir die Aufrechterhaltung des
Stoffwechselgleichgewichtes erforderlich [12; 40; 46; 53 ].

Die fiir den Knochenstoffwechsel essentiellen Mineralstoffe und Spurenelemente
konnten auch in der Eischale von Hithnern nachgewiesen werden. Die Schale besteht zu
ca. 95,1% aus Mineral [16], wobei Kalzium als Hauptmineralkomponente etwa 37,3%
ausmacht [16]. Es liegt zu 97,4% in Form von Kalziumcarbonat vor [13], dem schon
gute Biokompatibilitit im Knochen nachgewiesen werden konnte [13]. Des weiteren
finden sich neben Kalzium als Mineral 1,9% Magnesiumphosphat und 0,7%
Trikalziumphoshat [13]. Ferner enthilt Eischalenpulver relevante Mengen an Strontium
und nur geringe Mengen an potentiell toxischem Aluminium, Blei, Kadmium und
Quecksilber [47]. Ebenfalls gering waren die Spiegel von Vanadium, Bor, Eisen, Zink,
Phosphor, Magnesium, Stickstoff, Selen, Kupfer und Chrom [47]. Je nach Fiitterung

und Haltung konnten grofle Unterschiede in den nachweisbaren Mengen von Eisen,
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Selen, Kupfer, Chrom und Strontium aufgezeigt werden [47]. Die anderen chemischen
Komponenten der Schale sind Wasser (1,6%) und Proteine (3,3%) [16].

Auch das in dieser Arbeit erprobte FEischalenpriparat enthidlt die fiir den
Knochenstoffwechsel notwendigen biologisch wirksamen organischen und iiberwiegend
komplex gebundenen anorganischen Bestandteile wie Kalzium, Eisen, Fluor, Kalium,
Kieselsdure, Magnesium, Kupfer, Molybdén, Selen, Zink u.a. weitgehend bioverfiigbar
[46]. Es hat den Anschein, dass sich gerade diese Mineralstoffe und Spurenelemente im
Gegensatz zu reinem Kalziumcarbonat giinstig auf die Entwicklung der Knochenzellen
auswirken.

Dawson-Hughes et al. [5] konnte in einer 2-Jahres-Studie an gesunden
postmenopausalen Frauen nachweisen, dass die Behandlung mit reinem
Kalziumcarbonat im Gegensatz zu organischen Kalziumverbindungen lediglich einen
geringgradig ausgepridgten hemmenden Einfluss auf den Knochenmasseverlust hat.
Ubereinstimmend fanden Schaafsma et al. [48] im direkten Vergleich der
postmenopausalen  Supplementation mit Hiihnereischalenpulver und reinem
Kalziumcarbonat heraus, dass nach 12 Monaten nur die Gabe des Eischalenpulvers als
zusitzliche Kalziumquelle zu einer signifikanten Zunahme der Knochendichte fiihrte.
Die Knochenmineraldichtezunahme korreliert hier mit dem nachgewiesenen Absinken
der Knochenresorptions- und Knochenformationsmarker [48].

Die in vitro Ergebnisse der vorliegenden Arbeit (Kapitel 3.1.2, S. 33-34 ) unterstiitzen
die in vivo Studie von Schaafsma et al. [48]. Nach einwochiger Behandlung ist sowohl
bei Kalziumcarbonat als auch bei Zugabe des FEischalenpulvers eine verstirkte
Zellproliferation zu beobachten, wobei die Putamen ovi- Werte die Zellzahlen von
reinem Kalziumcarbonat iibersteigen und signifikant iiber denen der unbehandelten
Referenz liegen. Andere Studien belegen ebenfalls die positive Wirkung von
Eischalenpriparaten auf den Knochenmetabolismus. So dokumentieren Ruepp et al.
[46] eine durchschnittliche Knochenmineraldichtezunahme um +9,4% nach einer

durchschnittlichen Behandlungsdauer von 304 Tagen mit aar® os.
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Zahlreiche Untersuchungsreihen sind beziiglich der Wirkung von Estrogenen auf
zelluldrer Ebene durchgefiihrt worden. Diese Studien an Zellkulturen haben eine
Vielzahl zum Teil widerspriichlicher Ergebnisse hinsichtlich Proliferation und
Differenzierung von Osteoblasten-dhnlichen Zellen nachgewiesen.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen ergaben eine signifikante
Stimulation der Proliferation der Osteoblasten-dhnlichen Zellen nach Estradiolgabe um
+40% gegeniiber der unbehandelten Kontrolle (Kapitel 3.1.2, S. 33-34 ). Zusitzlich
erweist sich das Hormon Estradiol tendenziell stirker proliferativ als die erprobten
Mineralstoffe Kalziumcarbonat (+24%) und das Eischalenpridparat (+30%).

In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis bestitigen viele Autoren den signifikanten
Proliferationsanstieg von Osteoblasten-dhnlichen Zellen von Ratten [10; 17] und fetalen
menschlichen Osteoblasten [60] nach Gabe von 178-Estradiol. Nach Ernst et al. [17]
kam es nach 21tigiger Behandlung mit O,1nmol 17B-Estradiol zu einem Zellzahlanstieg
von ebenfalls +41% und bei 1nmol Estradiol sogar von +68%. Sowohl Ernst et al. [17]
als auch Damien et al. [10] belegten, dass die iiber den Estrogenrezeptor vermittelte
Stimulation der Zellproliferation durch den Estrogenrezeptormodulator ICI 182,780
reduziert [10], und durch den Estrogenrezeptoragonist Tamoxifen blockiert werden
kann [10; 17].

Neben der verstirkten Zellproliferation verhindert 178-Estradiol ferner die
Glucokortikoid-induzierte-DNA-Zerlegung, als auch die durch Lipopolysaccharide
vermittelte Apoptose der Osteoblasten in vitro und in vivo [26]. Dies fiihrt nach Gohel
et al. [26] zu einer verldngerten Lebensdauer der Osteoblasten. Dieser Effekt erwies sich
nach 72stiindiger Behandlung am stédrksten bei einer 17B-Estradiolkonzentration von

0,01nmol [e12].

Andere Analysereihen konnten diese Ergebnisse nicht bestitigen. Zum Beispiel
dokumentierten sowohl Yiicel et al. [57] als auch Spelsberg et al. [52] und Keeting et al.
[34] eine inhibitorische Wirkung von Estradiol auf die Proliferation von Osteoblasten-
dhnlichen Zellen boviner [57] und menschlicher [52] Herkunft. Laut Yiicel et al. [57]
wird die Inhibition der Zellproliferation mit steigender Estradiolkonzentration
(100pmol — 10 pmol Estradiol) sogar noch verstirkt. Jedoch wurde im Gegensatz zu

den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche das Zellkulturnihrmedium alle
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2 Tage ausgetauscht, um durchgehend hohe Estradiollevel zu gewihrleisten [57]. Die
stets hohen Estrogenspiegel konnten einen negativen FEinfluss auf die Proliferation
genommen haben. Dementsprechend ergab eine Studie von Di Gregorio et al. [11], dass
17B-Estradiol in vitro und in vivo die Produktion von Osteoblasten und Osteoklasten
unterdriickt. Dabei verhindert 17B-Estradiol die ‘Selbsterneuerung® von frithen
Osteoblastenvorlduferzellen (CFU-Osteoblasten) um fast 50% [11]. Dagegen fiihrt
Estradiolmangel zu einer gesteigerten Osteoblastengenese und Osteoklastengenese und

somit wiederum zu einer Steigerung des Knochenumbaus [11; 52].

Bei den Zellproliferationsexperimenten dieser Arbeit wird das Ndhrmedium nur einmal
direkt zu Versuchsbeginn zugegeben (sieche Abb. 18, S. 48 ), so dass anfénglich eine
Stimulation des Zellwachstums iiber die Estrogenrezeptoren erreicht wird. Ferner wird
die Glucokortikoid-induzierte-DNA-Zerlegung und die durch Lipopolysaccharide
vermittelte Apoptose der Osteoblasten verhindert, wodurch die Lebensdauer der
Osteoblasten verlidngert wird [26]. Die bereits beschriebenen negativen Wirkungen des
Estradiols, wie Verminderung der ‘Selbsterneuerung® der Osteoblastenvorlduferzellen
[11] und die Unterdriickung der Produktion von Osteoblasten und Osteoklasten [11]
kommen in diesen Versuchsreihen nicht zu tragen. Da das Estradiol in einer Art
‘Schubsystem* zugegeben wird (sieche Abb. I8 ), nimmt der anfingliche
Estradiolspiegel stetig ab, so dass wahrscheinlich schon nach 48 Stunden kein Estradiol
mehr im Medium verfiigbar ist. Denn aus der Literatur ist bekannt, dass Estradiol in
vivo eine Halbwertzeit von 50 Minuten besitzt [31]. Bereits 45 Minuten nach i.v.-Gabe
findet eine Bindung am Zellkern statt und innerhalb von 48 Stunden werden das
Estradiol und seine Metaboliten im Harn ausgeschieden [31].

Somit unterscheiden sich die Versuchsreihen der vorliegenden Arbeit von anderen
Systemen, da nicht fortwdhrend hohe Substanzlevel auf die Zellen einwirken, sondern
immer nur ein kurzer Stimulus mit anschlieBender ‘Ruhephase® gesetzt wird. Nach der
Substanzzugabe werden die Mineralien des reinen Kalziumcarbonats und des
Eischalenpulvers mit in die extrazellulire Knochenmatrix eingebaut, wihrend das

Estrogen mit der Zeit ‘zerfallt*
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Gerade letzteres ldsst die Estrogendosierung am Patienten mit tédglicher
Substanzaufnahme unsinnig erscheinen. Es bleibt vielmehr zu diskutieren, ob eine
Dosierung in groferen zeitlichen Intervallen auch in Hinblick auf die moglichen

Nebenwirkungen der Hormonersatztherapie nicht als sinnvoller anzusehen ist.

Estradiolspiegel

| L | 1 >
0 2 8 10
Zeit in Tagen

Abb. 18: Darstellung der “schubartigen* Zugabe von Estradiol zum Zellkultursystem
und seines “Zerfalls* innerhalb von 48 Stunden nach Substanzzugabe
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4.2 Die Syntheseleistung

4.2.1 Einfluss auf Bildung und Reifung der extrazelluliren

Matrix im in vitro System

Die immunhistochemischen Untersuchungen der Matrixproteinsynthese an den fiinf
bzw. sechs Wochen alten Osteoblasten fiel bei allen Zellkulturen positiv aus (Kapitel
3.2.1, S. 38 ). Substanzspezifisch konnte jedoch die Osteoblastendifferenzierung

beziiglich einiger Matrixproteine stimuliert werden.

Die mit reinem Kalziumcarbonat behandelten Kulturen weisen signifikant gesteigerte
Syntheseraten von Kollagen I, Fibronektin und Proteoglykan auf (Kapitel 3.2.1, S. 35-
38 ). Kollagen I sowie Fibronektin sind Grundbausteine der extrazelluldren Matrix [27;
51; 58], die bereits wihrend der Proliferationsphase der Zellen verstidrkt produziert
werden und den intensiven Aufbau der organischen Matrix anzeigen. Fibronektin ist
ferner beteiligt an der Anhaftung und Adhision der Zellen [27; 35; 59]. Dagegen wird
Proteoglykan erst nach der Proliferation aktiv synthetisiert [27; 45] und weist auf die
Reifung der zuvor gebildeten, kollagenen Matrix hin [27; 41]. Die organische Matrix
wird hierdurch modifiziert und fiir die Einlagerung von Mineral vorbereitet [27; 41].
Dagegen konnte Schaafsma et al. [48] keine Stimulation der Expression von Kollagen I
nachweisen. In Ubereinstimmung mit den in vivo Ergebnissen von Schaafsma et al.
[48], Fardellone et al. [19], Aloia et al. [1] und Gambacciani et al. [25] konnten keine
weiteren signifikanten Veridnderungen bzw. Stimulation der Expression der
biochemischen Knochenmarker bei Kalziumsubstitution nachgewiesen werden (Kapitel
3.2.1, S. 35-38).

Sowohl Riggs et al. [44], als auch Fardellone et al. [19] beschreiben dagegen sogar eine
signifikante Reduktion aller Marker des Knochenumbaus (Osteocalcin [nur 44], PTH,
knochenspezifischer alkalischer Phosphatase ) wund der Knochenresorption
(Hydroxyproline, Pyridinoline, Deoxypyridinoline) bei der Behandlung mit

Kalziumpréparaten.
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Eine mogliche Erklédrung fiir die erhdhten Expressionsraten von Kollagen I, Fibronectin
und Proteoglycan in der vorliegenden Arbeit ist die schubartige Substanzzugabe. Reines
Kalziumcarbonat wird nur einmal pro Woche zusammen mit dem neuen Néhrmedium
zugegeben, so dass es einen Stimulus fiir die Synthese der genannten extrazelluldren
Matrixproteine in der frithen Osteoblastendifferenzierung setzt. Jedoch miissten noch
weitere Langzeitstudien folgen, um die Wirkung von Kalziumcarbonat auf die
Osteoblastendifferenzierung in vitro und in vivo aufzuzeigen.

Obwohl der Effekt der Kalziumersatztherapie auf die Syntheseleistung der Osteoblasten
schwiicher ist als die Auswirkungen der Substitution mit Estrogen (Kapitel 3.2.1, S.38 ),
gilt die Kalziumsubstitution trotzdem als sichere, gut tolerierte und kostengiinstige

praventive MaBnahme zur Vorbeugung der altersbedingten Osteoporose [44].

Ahnlich der mit Kalziumcarbonat behandelten Kulturen, konnten auch bei den mit dem
Eischalenpriparat substituierten Zellkulturen signifikant erhdhte Expressionsmuster der
extrazelluldren Matrixproteine Kollagen I und Fibronectin nachgewiesen werden
(Kapitel 3.2.1, S. 35-38 ). Sie deuten auch hier als Strukturproteine der EZM [27; 41]
auf einen intensiven Aufbau der organischen Matrix hin [27; 51; 58] und spielen daher
sowohl in der Zellkultur als auch in vivo eine essentielle Rolle in der Knochenbildung.
Hinsichtlich der anderen untersuchten biochemischen Knochenmarker, wie Fibronectin-
Rezeptor, Prokollagen I, Bone Sialoprotein, Osteonektin, Osteokalzin, und Proteoglycan
konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede zur unbehandelten Referenz
aufgezeigt werden (Kapitel 3.2.1, S. 35-38 ). Lediglich bei Osteopontin lagen die Werte
signifikant unterhalb der Kontrolle (Kapitel 3.2.1, S.38 ).

Einen weiteren Vergleich der Auswirkung der Substitution mit reinem Kalziumcarbonat
und Hiihnereischalenpulver auf die Osteoblastendifferenzierung liefert die Publikation
von Schaafsma et al. [48]. Schaafsma analysierte in einer 1-Jahres-Studie mit 85
gesunden Frauen in der Postmenopause (mindestens 5 Jahre postmenopausal) die
Wirkung von reinem Kalziumcarbonat und Hiihnereischalenpulver auf die
Knochenmineraldichte, die biochemischen Knochenmarker, wie Kollagen I und die
Marker des Kalziummetabolismus  (knochenspezifische alkalische Phosphatase,
Deoxypyridinoline, Calcitonin, PTH, Calcidiol, Kalziumkonzentration im Urin). Nach

12monatiger Behandlung konnte nur bei der Substitution mit dem Eischalenpréparat ein
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signifikanter Anstieg der Knochenmineraldichte nachgewiesen werden. Diese
Steigerung korreliert mit einer signifikanten Abnahme der Marker der
Knochenresorption und Knochenformation [48].

Die oben genannten Ergebnisse bestétigen, dass Vogeleischalenpriparate durchaus als
addquate Kalziumquellen zur Priavention der Osteoporose und zur Unterstiitzung der
Hormonersatztherapie anzusehen sind.

Die Synthese von extrazelluldren Matrixproteinen nach der Behandlung mit Estradiol
ergab signifikant erhohte Expressionsprofile von Prokollagen I, Kollagen I, Fibronektin,
Fibronektin-Rezeptor und Osteokalzin (Kapitel 3.2.1, S. 35-38 ). Wihrend die Werte fiir
Osteopontin  wieder leicht unterhalb der Referenz lagen, zeigten die {ibrigen
Expressionsmuster der Matrixproteine keine signifikanten Unterschiede zur

unbehandelten Kontrolle (Kapitel 3.2.1, S.35-38 ).

Prokollagen I als Vorldaufer von Kollagen I, gehort wie Kollagen I und Fibronektin zu
den Grundbausteinen der EZM, die bereits wihrend der Proliferationsphase der
Osteoblasten gebildet werden [27; 51; 58]. Die gesteigerten Syntheseraten von
Prokollagen I und Kollagen I in der vorliegenden Arbeit unterstiitzten weitere in vitro
und in vivo Studien anderer Autoren. So berichten sowohl Gohel et al. [26] als auch
Ernst et al. [17] von erhohten messenger-RNA-Spiegeln fiir Prokollagen 1 [26] und
Kollagen I [17; 26] nach Estrogenbehandlung an Rattenosteoblasten. Dabei fand eine
maximale Stimulation der Kollagen I-Synthese bei einer 17B-Estradiolkonzentration
von InM und 10nM statt [17]. Schlegel et al. [50] fiihrte eine in vivo-Studie an
postmenopausalen Frauen durch, die Estrogendosen von 0,3mg/Tag (Gruppe 1),
0,6mg/Tag (Gruppe 2) und 1,25mg/Tag (Gruppe 3) iiber 6 Monate erhielten. Im
Unterschied zu den oben genannten Ergebnissen diagnostizierte Schlegel keine
signifikanten Verdnderungen der biochemischen Knochenmarker wie Prokollagen I und
Kollagen I in vivo [50]. Dies korreliert mit der in vitro-Analyse von Yiicel et al. [57],
die ebenfalls keine Stimulation der Kollagen I-Synthese nach Estradiolgabe nachweisen
konnte.

Osteokalzin gilt als Marker der spiten Osteoblasten-Differenzierung [2; 27; 30], der in
direktem Zusammenhang mit der Biomineralbildung steht [3; 27; 28] und das Einsetzen

und Fortschreiten der Mineralisation in der Kultur fordert [27; 41]. Auf Grund seiner
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hohen Affinitdt zu Kalzium und Hydroxylapatit spielt es eine essentielle Rolle bei der
Kontrolle der Initiation, des Wachstums sowie der Gréf3e von Hydroxylapatitkristallen
im Laufe der Knochenbildung [30; 37]. Im Gegensatz zu der signifikant erhohten
Expressionsrate von Osteokalzin in der vorliegenden Arbeit, ergaben die
Untersuchungen anderer Autoren keine statistisch signifikante Zunahme der
Osteokalzinspiegel nach 178-Estradiolgabe in vitro [34; 57] und in vivo [1]. In der in
vivo- Studie von Aloia et al. [1] an 71 Frauen in der Postmenopause wird nach
Hormongabe sogar eine Verminderung des Serumosteokalzinlevels beobachtet [1].
Dagegen konnten die Zellkulturstudien an menschlichen [34] und tierischen [57]
Osteoblasten trotz Gabe von 178- Estradiolkonzentrationen von lpmol bis 1nmol [34]
und 100pmol bis 10umol [57] keine signifikante Stimulation der Expressionsprofile von
Osteokalzin bestitigen [34; 57]. Im Zusammenhang mit der mechanischen Stimulation
der Osteoblastenkultursysteme durch eine uniaxiale Dehnung konnte Yiicel et al. [57]
jedoch eine vermehrte Produktion der extrazelluliren Proteine Osteokalzin und
Osteonektin nach Zusatz von hohen Estradiolspiegeln (10nmol und 10pmol) aufzeigen.
Dies bestitigt die Ergebnisse verschiedener Autoren, die demonstrieren konnten, dass
uniaxiale Dehnung einen bedeutsamen Finfluss auf das Proliferations- und
Differenzierungsverhalten osteoblastéirer Zellen hat [23; 32; 36; 37; 38 ].

Letzteres verdeutlicht die enorme Wichtigkeit des Zusammenspiels vieler Komponenten
wie Kalzium- und Hormonersatztherapie, aber auch die physiologische Belastung des
Bewegungsapparates in Hinsicht auf eine Aufrechterhaltung des Knochenmetabolismus

im Alter.
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4.2.2 Einfluss auf die in vitro Mineralisation der

extrazellularen Matrix

Die im Kapitel 3.2.2, S. 39-41 vorgestellten Untersuchungen dienten dem Nachweis der
zellgesteuerten Mineralisation als wesentliches Merkmal der Syntheseleistung der
Osteoblasten-dhnlichen  Zellen. Der hierzu  durchgefiihrte  spektrometrische
Kalziumnachweis ist ein wesentliches MaB3 fiir die Biomineralisation, quasi als
quantitative Endproduktskontrolle der Syntheseleistung der Zellkulturen. Wie bereits im
Kapitel 4.1.1, S. 43 beschrieben, ist die Anwesenheit einer Phosphorquelle eine
Grundvoraussetzung fiir die Bildung von Hydroxylapatit-haltigem Mineral in der Kultur
[6; 43]. Daher wurde dem Nihrmedium fiir die Mineralisationsexperimente -
Glycerophosphat als Phosphatlieferant zugefiihrt. Neben B-Glycerophosphat wurde dem
Kulturmedium noch Ascorbinsidure zugefiigt um die Biomineralisation in vitro zu
beschleunigen [21; 22] (Kapitel 4.1.1, S.43 ).

Nach 4wochiger Behandlungsdauer mit den jeweiligen Substanzen konnte bei allen
Zellkulturen eine Steigerung der Mineralbildung gegeniiber der unbehandelten
Kontrolle nachgewiesen werden ( Abb. 16, S.40 ). Dabei konnte die Biomineralbildung
bei reinem Kalziumcarbonat um 8% auf 108% (p<0,05) und bei Estradiol um 4% auf
104% gegeniiber der unbehandelten Kontrolle von 100% erhoht werden (Kapitel 3.2.2,
S. 40-41 ). Zu einem signifikant erhthten Anstieg der Kalziumkonzentration fiihrte die
Applikation des Hiihnereischalenpriparates, bei der Werte von 117% Gesamtkalzium in
der Zellkultur erzielt wurden, also einen nahezu doppelt so hohen Mineralgewinn als bei
allen anderen angewandten Substanzen (Kapitel 3.2.2, S.40-41 ).

Leider mangelt es noch an Zellkulturstudien um die oben genannten Ergebnisse zu
vergleichen. Jedoch sind zahlreiche in vivo- Studien mit Frauen in der Postmenopause
durchgefiihrt worden, welche die positiven Auswirkungen der Kalzium- und
Hormonsubstitution auf die Knochenmineraldichte unterstreichen. Eine Analyse von 20
Kalziumuntersuchungen der letzten 20 Jahre zeigte, dass bei Kalziumsubstitution ein
geringerer jahrlicher Knochenverlust (-0,014%) als bei den unbehandelten Kontrollen
(-1%) auftritt [39]. Studien, in denen Kalzium- und Estrogensubstitution direkt
miteinander verglichen wurden, belegten, dass Estrogene effektiver [39; 44] sind und

teilweise sogar einen kleinen aber oft signifikanten Knochengewinn produzieren [39].
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Beziiglich der Kalziumsubstitution muss jedoch differenziert werden, ob sich die
behandelten Frauen mehr als 5 Jahre in der Postmenopause befinden. Wihrend der
ersten 5 Jahre nach der Menopause konnten zahlreiche Autoren trotz Kalziumgabe
einen raschen Knochenverlust mit signifikanter Reduktion der absoluten
Knochenmineraldichte demonstrieren [5; 25; 44]. Bei Frauen, die tiber 5 Jahre
postmenopausal waren, fiihrte die Kalziumsubstitution nicht nur zu einem signifikanten
Anstieg der Kalziumspiegel im 24-Stunden-Urin und Serum, sondern auch zu einer
erhohten Knochenmineraldichte gegeniiber der Referenz [5; 44]. Dies wird durch die in
vitro Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzt, da auch auf zelluldrer Ebene ein signifikanter
Mineralgewinn durch die Osteoblastenbehandlung mit Kalziumcarbonat nachgewiesen
werden konnte (Kapitel 3.2.2, S. 39-41).

Die im Rahmen der vorliegenden Studie durchgefiihrten Zellkulturanalysen bestitigen
die Ergebnisse anderer in vivo- Untersuchungen an postmenopausalen Frauen
hinsichtlich des Mineralgewinns durch die Applikation von Hiihnereischalenpulver
[48]. Schaafsma et al. [48] verglich in einer 1Jahres-Studie an Frauen, deren Menopause
mehr als 5 Jahre zuriick lag die tégliche Substitution mit Kalziumcarbonat und
Hiihnereischalenpulver als Nahrungsergénzung. Dabei fithrte nur die Gabe des
Eischalenpulvers zu einer Erhohung der Knochenmineraldichte an der
Lendenwirbelsdule [48]. Die positive Wirkung des Eischalenpulvers wird durch die
Arbeit von Ruepp et al. [46] untermauert. Er fand eine durchschnittliche Zunahme der
Knochenmineraldichte um +9,4% an den Lendenwirbeln postmenopausaler Frauen nach
durchschnittlich 304 Behandlungstagen mit dem Hiihnereischalenpriparat aar® os [46].
Die in den oben genannten Studien und in der vorliegenden Arbeit beschriebene
Uberlegenheit der Priparate aus Vogeleischalen gegeniiber reinem Kalziumcarbonat
wird durch die Experimente von Dawson-Hughes et al. [5] bekriftigt. Laut Dawson-
Hughes zeigt die Behandlung mit reinem Kalziumcarbonat im Gegensatz zu
organischen Kalziumverbindungen lediglich einen geringgradig ausgeprigten

hemmenden Einfluss auf den Knochenmasseverlust [5].
Im Gegensatz zu den in vitro Resultaten der vorliegenden Arbeit, bei denen das Hormon

Estradiol den Kalziumpriparaten beziiglich des Mineralgewinns leicht unterlegen war

(Kapitel 3.2.2, S. 39-41 ), gilt Estrogen weiterhin jedoch als ‘Haupthormon* fiir die
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Aufrechterhaltung der Knochenmasse erwachsener Frauen [52]. Estrogenmangel,
bedingt durch die Menopause oder die Entfernung der Eierstdcke fiihrt zu einem
gesteigerten Knochenumbau, v.a. Resorption, so dass es zu einem raschen
Knochenmasseverlust kommt [26; 52]. Ebenso wurden niedrige Estrogenspiegel mit
menstruellen Dysfunktionen heranwachsender und junger erwachsener Frauen in
Zusammenhang gebracht, die in einer verminderten Knochendichte resultieren [7]. Laut
Cadogan et al. [7] ist Estradiol die wichtigste Determinante des
Knochenmineralgewinns bei Midchen in der Pubertét, und wird dementsprechend
signifikant positiv assoziiert mit einem Anstieg der absoluten Knochenmineraldichte
des Korpers.

Letzteres wird durch zahlreiche Studien wie z.B. die von Prince et al. [42] unterstrichen,
in der 120 postmenopausale Frauen mit geringer Knochendichte am Vorderarm in einer
2Jahres-Studie beziiglich ihrer Knochendichte untersucht wurden. Die Frauen wurden in
drei Gruppen unterteilt: 1. erhohte korperliche Belastung/ ‘“Turngruppe‘; 2. korperliche
Belastung plus Kalziumsubstitution; 3. korperliche Belastung plus Estrogen- und
Progesteronsubstitution. Nur in der Gruppe mit erhohter korperlicher Belastung und
Hormonsubstitution war nach 2 Jahren ein Knochendichteanstieg von +2,7% zu
verzeichnen. In der Turngruppe dagegen sank die Knochendichte um -2,7%, wihrend
der Knochendichteverlust in der ‘Kalziumgruppe®nur bei —0,5% lag [42]. Die in vivo-
Studien bestitigen die groBere Effizienz der Estrogene iiber den Kalziumpriparaten,
jedoch wird stets auf die zahlreichen Nebenwirkungen der Hormonersatztherapie
verwiesen [42]. Umso interessanter erscheinen Experimente mit niedrig dosierten
Estrogenen oder Kombinationen aus mehreren Wirkstoffen. Nach Ettinger et al. [18]
reichte bereits eine Estrogendosis von 0,5mg in Verbindung mit 1500mg Kalzium pro
Tag aus, um die Knochendichte aufrecht zu erhalten und dennoch die Nebenwirkungen
wie Vaginalblutungen und Endometriumhyperplasie moglichst gering zu halten. Gerade
die Kombinationstherapien mit Kalziumpriparaten bediirfen weiterer Analysen auf
zelluldrer Ebene, da sich letztere als sichere, gut tolerierte und kostengiinstige Mittel zur
Pravention und unterstiitzenden Osteoporosetherapie bewihrt haben [44]. Dabei sollten
sich in vitro Untersuchungen anschlielen, die eine Kombination aus Estrogenen und
Eischalenpriparaten testen, um die positiven Eigenschaften dieser ‘heuartigen*

Kalziumquelle auszunutzen.
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5 Ausblick

Bei der Anwendung von Substitutionstherapien ist die Kenntnis der lokalen Wirkung
der Substanzen auf den Knochenmetabolismus und die Zielorgane, hier die
Osteoblasten Voraussetzung fiir die Interpretation der Versuchsergebnisse. Bisherige
Publikationen beruhen jedoch meist auf klinischen Erfahrungswerten bei der
Osteoporosebehandlung. Die Wechselwirkungsvorginge auf zelluldrer Ebene sind
groBtenteils nur unzureichend bekannt. Mit der in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Versuchsanordnung lassen sich die Reaktionen von Osteoblasten-dhnlichen Zellen auf
die verschiedenen in der Mineral- und Hormonsubstitution bei Osteoporose
angewandten Substanzen iiberpriifen. Es konnte bestitigt werden, dass sowohl die Gabe
von Kalziumpriparaten wie reinem Kalziumcarbonat und Hiihnereischalenpulver, als
auch die Gabe von Hormonpriparaten wie Estradiol zu einer Stimulation der gesamten
Osteoblastenentwicklung fiihrt. Diese reicht von einer gesteigerten Proliferation und
Differenzierung bis hin zu einer erhdhten Synthese bestimmter Extrazelluldrmatrix-
relevanter Proteine und gefrderter Mineralisation in vitro. Dieses Ergebnis liefert die
Grundlage fiir weiterfilhrende Studien, die die Aufkldrung der zelluldren
Wechselwirkungen von Kombinationstherapien von Estrogenen und
Eischalenpriparaten in vitro und in vivo verfolgen. Ein Ziel dieser Untersuchungen
muss die Reduktion der Hormondosis und ihre schubartige Verabreichung am Patienten
sein, um den zahlreichen Nebenwirkungen der Hormonersatztherapie entgegenzuwirken
[18; 31; 52] und auch ihrer stimulativen, pharmakokinetischen Wirkung gerecht zu
werden. Andererseits bietet das Studium an Fischalenpriparaten viele neue Aspekte
beziiglich der Kalziumsubstitution, da sie als organische Kalziumquelle reinem
Kalziumcarbonat iiberlegen sind [5; 48] und auch als Knochenersatzmaterial in der
craniofacialen Chirurgie bereits gute Erfolge erzielt haben [13; 14; 15; 16]. Bei den
nachfolgenden Analysen sollten auch die positiven Auswirkungen uniaxialer Dehnung,
bzw. die physiologische Belastung des Bewegungsapparates beriicksichtigt werden [23;
32; 36; 37; 38; 57]. Denn nur die Kenntnisse und Kombination sdmtlicher auf die
Zellentwicklung stimulativ wirkenden Therapieansétze bieten eine gesicherte Grundlage
fiir die Anwendung der Stimualtions-Techniken am Patienten und konnen zu schnellen

Therapieerfolgen fiithren.
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6 Abkiirzungen

AEC:
BSA:
BSP:

Ca

CaCOs:

CIL
EZM:
Fn:
Fn-R:
HST:

ocC:
ON:
OP:
PBS:
PCI:
PG:
TBS:
TBST:

U/min:

3-Amino-9-Ethylcarbazol

Bovine Serum Albumin

Bone Sialoprotein

Kalzium

Kalziumcarbonat

Kollagen I

Extrazellulldre Matrix

Fibronectin

Fibronectin-Rezeptor
Hormonsubstitutionstherapie
Stichprobenumfang/Anzahl der Messungen
Zellzahl

Osteokalcin

Osteonectin

Osteopontin

Phosphat Buffered Saline
Prokollagen I

Proteoglycan

Tris Buffered Saline

Tris Buffered Saline mit Tween 20

Umdrehungen pro Minute
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