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3 Material und Methoden

3.1 Gewinnung von Zellen

3.1.1 Gewinnung fetaler Mausecalvarienzellen

Zur Gewinnung des Zellmaterials wurde von 18 Tage trachtigen Mausen der Uterus mit
den Feten unter sterilen Bedingungen entnommen. Tag O war der Tag der Konzeption.
Aus den Uteri wurden die Feten prapariert und in eine sterile Hanks Salzlésung tber-
fuhrt. Mit Hilfe einer Schere wurden die Schadeldecken der Mausefeten durch einen
zirkularen Schnitt abprapariert, von Haut und Periost gesdubert und wiederum in einer
Hanks Salzldsung gesammelt und dreimal gespiilt. Es folgte eine mechanische Zerklei-
nerung der Kalotten zu ca. 1 mm? groRen Fragmenten, um der folgenden enzymati-
schen Zellfreisetzung durch Kollagenase eine moglichst groRe Angriffsflache zu bieten.
Die Knochenfragmente wurden in eine 0,2 prozentige Collagenaselésung (Seromed
Biochrom KG, Berlin) Uberbracht und fir 10 Minuten bei leichter Bewegung in einem
Wasserbad von 37°C inkubiert. Der Uberstand aus dieser Losung wurde verworfen und
die Calvarien wurden in einer frischen 0,2 prozentigen Collagenaselésung erneut fur 60
Minuten inkubiert, ebenfalls in einem Wasserbad bei 37°C. Danach wurde die entstan-
dene Zellsuspension durch wiederholtes Pipettieren homogenisiert, die Collagenase
hatte zu diesem Zeitpunkt die Knochenzellen aus den Knochen herausgelgst. Die me-
chanische Homogenisierung sollte den Prozess schonend unterstiitzen ohne die Kno-
chenzellen zu zerstéren. Der Verlauf der enzymatischen Zellfreisetzung wurde in Pro-
ben der Suspension unter dem Lichtmikroskop kontrolliert.

Um die Knochenfragmente nun von der Zellsuspension in der Kollagenase zu trennen
und die Zellen zu vereinzeln, wurde die Losung durch ein Nylonnetz mit einer Poren-
grof3e von 20 um filtriert. Damit die Zellen von der Collagenase befreit werden konnten,
wurde die Zellsuspension bei 700 Umdrehungen pro Minute (UpM) fur 10 Minuten
zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde anschlie3end in einem frisch angesetz-
ten Medium erneut zentrifugiert, der Uberstand auf dem Zellsediment wurde verworfen.

Das Zellsediment konnte nun zur Herstellung der Organoidkulturen verwendet werden.
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3.1.2 Gewinnung fetaler Mauseepiphysenzellen

Zur Gewinnung von Zellkulturen aus Epiphysenzellen wurden 18 Tage trachtigen Mau-
sen die Uteri entnommen. Die steril gewonnenen Feten wurden mit Hanks Losung ge-
spult. Mit Hilfe von sterilen Skalpellen konnten nun die Gliedmal3en der Feten ein-
schlie3lich der grof3en Gelenke (Hufte und Schulter) entfernt und von Haut und umge-
bendem Gewebe befreit werden. Die fetalen Extremitaten wurden nach der Praparation
dreimal mit Hanks Salzl6sung gesptilt und danach fur 40 Minuten in einer 0.1 prozenti-
gen Dispaselésung (Boehringer, Mannheim) in einem Wasserbad bei 37°C bei leichter
Bewegung inkubiert. Durch die enzymatische Behandlung konnte weiteres Weichgewe-
be entfernt werden.

Nach der Spllung wurden sie fur 40 Minuten in einer Trypsin/ EDTA-LAsung (0,05% /
0,02%) im Wasserbad inkubiert. Nach dieser enzymatischen Vorbehandlung konnten
nun die knorpeligen Epiphysen von den mineralisierten Diaphysen entfernt werden. Um
die Knorpelzellen vom Gewebe und voneinander zu trennen, wurden die Epiphysen
zunachst fir 15 Minuten und anschliel3end erneut fir 30 Minuten in eine 0,2 prozentige
Collagenaselosung uberfuhrt. Diese Inkubation geschah im Wasserbad bei 37°C und
leichter Bewegung.

Um Gewebereste zu entfernen und die Zellen zu separieren, wurde die entstandene
Zellsuspension durch ein Nylonnetz mit der Porengré3e 20 um filtriert und nachfolgend
bei 700 UpM fur 10 Minuten zentrifugiert. Die Uberstehende Collagenase wurde abge-
gossen und das Zellpellet erneut mit frischem Medium fur 10 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand tiber dem Zellpellet konnte verworfen werden, aus dem reinen Zellsediment

wurden Organoidkulturen gefertigt.



=
rtf:_:- o Entnakme der Embryonan aus
'_“ﬂ-_____,,-"\l trachtigen Mausen Tag 18
..-"'"'“'““-n.‘_“_ﬂ,.-‘

Praparation der Calvarien/Gelenks

enzymatische
Behandlung

"“—'_] Filtration

Zentrifugation

Bildurng von
Crganeidkulturen

Abbildung 2: Gewinnung der Mausecalvarien- und Mauseepiphysenzellen
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3.2 Herstellung von Organoidkulturen

Die Versuche wurden mit Hilfe von Organoidkulturen durchgefiihrt. Diese Art der in vitro
Kultivierung ermdglicht eine sehr hohe Zelldichte mit Kulturen an der Medium-
Luftgrenze, wobei die sehr differenzierten Zellen histotypische, organoide Strukturen

bilden (Zimmermann, 1992).

Aufbau einer Organoidkultur:

In eine 35 mm Petrischale wurden 2 ml Nahrmedium gegeben. Es bestand aus
DMEM/HAM's F12 mit 2% iFCS (bei 56°C fur 30 Minuten inaktiviertes fetales Kalberse-
rum), 100 pg/ml Streptomycin, 100 IU/ml Penicillin, 2,5 ng/ml Amphotericin B, 150 pg/ml
Calciumchlorid (CaCl, 2H,0, mit einer Endkonzentration von 1,95 mM Calciumionen),

50 ug/ml Ascorbinsaure und nichtessentiellen Aminosauren.

In jede Petrischale wurde ein Edelstahlgitterbankchen mit den Mal3en 15 mm Lénge, 5
mm Breite, 3 mm Hohe und 1 mm Gittergrol3e gestellt. Auf diese ,,Grids" wurden Zellu-
losenitratfilter mit 0,2 um Porengréf3e gelegt (Lewis und Irving, 1970). Mittels einer Ep-
pendorf-Varipette wurden auf jeden Filter 2 Zellkulturtropfen von jeweils 6 pl (+ 1,5 x 10°
Zellen) aus den zuvor bereiteten Zellpellets (s. 3.1.1 und 3.1.2) aufgetragen. Durch die-
sen Aufbau erreicht man Zellkulturen mit 6-8 Zelllagen (Zimmermann et al., 1990; Zim-
mermann, 1992).

Alle zwei bis drei Tage wurde das Nahrmedium erneuert. Die Organoidkulturen wurden

in einer wassergesattigten Atmosphare bei 37°C und 7,5 Vol.% CO, inkubiert.

Um eine Osteoidmatrixmineralisation zu initiieren, wurde ab dem 7. Tag nach begonne-
ner Inkubation 3-GP (Natrium-3-Glycerophosphat) in einer Dosierung von 5 mM Nahr-

medium zugesetzt (Zimmermann et al., 1990; Zimmermann, 1992).
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Abbildung 3: Organoidkultur mit zwei Zellkulturen.

3.3 Versuchsdurchfiuhrung

3.3.1 Behandlung der Kulturen mit hyperbarem Sauerstoff

Zur Behandlung der Organoidkulturen mit hyperbarem Sauerstoff wurden sie mit ihren
Petrischalen in einen handelsiblichen Schnellkochtopf gesetzt, der zuvor durch ein Ma-
nometer und ein zusatzliches Ventil am Deckel erganzt wurde. Der Topf wurde zu-
nachst ca. 1 cm mit Wasser gefullt. In dem Wasser standen Plastikbéankchen mit 4 cm
Hohe, auf die die Petrischalen gestellt wurden. Um fiir die Kulturen gleichbleibende
Temperaturen zu gewabhrleisten, wurde auch der Topf standig bei 37° C inkubiert.

Der Topf wurde luftdicht verschlossen.

Uber das Ventil konnte nun das Sauerstoffgemisch (95% Sauerstoff und 5% Kohlen-
dioxid) eingeflllt werden. Ohne Druckaufbau wurde der Topf zunéachst mit diesem Gas

gespllt, um die Normalatmosphéare auszuwaschen.
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Danach wurde mit dem Gasgemisch ein Druck von 2 bar (= 1500 mmHg) im Topf er-
zielt. Nach dem Druckaufbau wurde der Topf bei 37°C inkubiert.
Nach einer Stunde wurden die Petrischalen mit den Organoidkulturen aus dem Topf

entnommen und wieder in die Inkubationsschrénke verbracht.

3.3.2 Behandlung der Kulturen mit Sauerstoff

Sollten die Kulturen nur mit Sauerstoff behandelt werden, wurden sie in den oben be-
schriebenen Schnellkochtopf gesetzt. Er wurde danach mit dem Sauerstoffgemisch von
95% Sauerstoff und 5% Kohlendioxid ,gespult®. Ohne Druckaufbau wurde diese Atmo-
sphare im verschlossenen Topf fir eine Stunde und bei einer Inkubationstemperatur

von 37° C belassen.

3.3.3 Behandlung der Kulturen mit Druck

Sollte der Versuch nur mit Druck durchgefthrt werden, wurden die Organoidkulturen im
Topf einer normalen Atmosphare ausgesetzt, der Topf wurde also nicht mit einem Gas-
gemisch gefillt. Der Druck im Topfinneren wurde allein mit Druckluft aufgebaut. Die In-

kubation erfolgte wiederum fir eine Stunde bei 37° C.
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Abbildung 4: Handelsiiblicher Schnellkochtopf mit Manometer und zuséatzlichem Ventil, in dem

der notwendige Sauerstoffdruck gehalten und kontrolliert werden konnte.

3.3.4 Zeitlicher Ablauf der Versuche

Zur Bewertung des Zellstoffwechsels in den Knochenkulturen wurden zwei verschiede-
ne Versuchsserien gewahlt, um Veranderungen in Abhangigkeit von der Zeit festzustel-
len.

Versuchsserie 1 (zeitlicher Ablauf 1):

Die Organoidkulturen wurden 6 Tage mit einem Medium bestehend aus DMEM/HAM's
F12 und 2% inaktiviertem fetalen Kalberserum inkubiert. Ab dem 7. Tag wurde allen
Kulturen zur Initiierung der Osteoidmatrixmineralisation 5 mM Natrium-R3-
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Glycerophosphat (3-GP) zugesetzt. Die Kulturen wurden fir weitere 8 Tage bei 37°C im
Brutschrank inkubiert.

Ab Tag 15 wurden die Kulturen taglich eine Stunde fiir insgesamt 8 Tage behandelt.
Einen Tag und 4 Tage nach abgeschlossener Behandlung wurde in den Kulturen der
Calciumgehalt und die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase gemessen.

Die Kontrollkulturen wurden wéhrend dieser Zeit weiter bei 37°C inkubiert. Am 23. bzw.
26. Tag (am Ende des Versuchs) wurden Calcium und die Aktivitat der Alkalischen

Phosphatase in den Kulturen bestimmt.

Zeitschema fiur Versuchsserie 1:
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Abbildung 5: zeitlicher Ablauf fur Versuchserie 1

[1 = Kultivierung mit Mediumwechseln, ab Tag 7 Zugabe von R-GP in das Medium
I = Behandlung mit HBO, Sauerstoff oder Druck

I = Messung von Calcium und Aktivitat der Alkalischen Phosphatase

Versuchsserie 2 (zeitlicher Ablauf 2):

Die Organoidkulturen in Versuchsserie 2 wurden ebenfalls fir 6 Tage in DMEM/HAM's
F12 und 2% inaktiviertem fetalen Kalberserum inkubiert. Zur Initiierung der Osteoid-
matrixmineralisation wurden nach den 6 Tagen jeweils 5 mM Natrium-[3-
Glycerophosphat (3-GP) zugesetzt. Ab dem 15. Tag wurde mit der Behandlung begon-
nen, wobei die Kulturen fiir 7 Tage, 5 Tage, 3 Tage oder nur fur einen Tag taglich fur
eine Stunde behandelt wurden. Einen Tag nach abgeschlossener Behandlung wurde in
den Kulturen der Calciumgehalt und die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase gemes-

sen. Die Kontrollkulturen wurden wahrenddessen weiter bei 37°C inkubiert.
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Zeitschema fir Versuchsserie 2:
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Abbildung 6: zeitlicher Ablauf fur Versuchserie 2

[1 = Kultivierung mit Mediumwechseln, ab Tag 7 Zugabe von R-GP in das Medium
I = Behandlung mit HBO, Sauerstoff oder Druck,

I = Messung von Calcium und Aktivitat der Alkalischen Phosphatase

3.4 Bestimmung der Differenzierung und Mineralisation

3.4.1 Messung der Alkalischen Phosphatase Aktivitat

Nach Versuchsdurchfiihrung und Kultivierung der Organoidkulturen wurden die Zellulo-
senitratfilter zweigeteilt, um die Kulturen voneinander zu trennen. Jede Kultur wurde
einzeln zweimalig mit 0,9 prozentiger Kochsalzlésung gespiilt, um sie von Medium-
resten zu reinigen. Anschliel3end konnten die einzelnen Kulturen in Eppendorfgefalie
verbracht werden, die jeweils mit 750 pl destilliertem Wasser gefillt waren. Darin wur-
den sie jeweils 30 Sekunden mit Hilfe eines Ultra-Turraxgerates (IKA-Labortechnik)
homogenisiert und anschlieRend bei 7000 UpM zentrifugiert.

Je 250 pl des Uberstands wurden danach in EppendorfgefaRe pipettiert, um darin die
Aktivitat der Alkalischen Phosphatase zu bestimmen.

Die Aktivitditsmessung wurde mit Hilfe eines Testkits (Test-Combination Alkalische
Phosphatase opt.) der Firma Boehringer Mannheim durchgefihrt. Die fertige Testsub-
stanz enthielt 10 mmol/l Natrium-p-Nitrophenylphosphat und 0,5 mmol/l MgCl, in 2mol/l
Diathanolamin-Puffer, pH 9,8.
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Drei Milliliter dieser Losung wurden in eine Kivette mit 1 cm Schichtdicke pipettiert und
mit 100 pl des Uberstands gemischt.
Das Enzym Alkalische Phosphatase katalysiert die chemische Reaktion:
p-Nitrophenylphosphat  + H.0 —ALP— Phosphat  + p-Nitrophenyl
Das in dieser Reaktion entstehende Produkt p-Nitrophenyl ist eine farbige Substanz.
Die katalytische Aktivitat der Alkalischen Phosphatase wurde anhand der farbigen Men-
ge an p-Nitrophenyl als photometrische Absorptionszunahme wahrend einer Zeit von 3
Minuten bei einer Wellenlange von 405 nm (deltaEosnm) gemessen.
Um die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase in der Probe zu berechnen, wurde nach
Angaben des Testkit-Herstellers folgende Formel verwendet:

uin2s5°Cc) = 3300 X deltaE4osnm/min
Man erhielt dadurch die Aktivitat der ALP in der Probe als mU/ml (Boehringer Mann-
heim GmbH, 1977). Um die ALP-Aktivitat pro Kultur zu erhalten, musste der berechnete
Wert mit 0,75 multipliziert werden. Das Ergebnis war die Aktivitat der ALP in mU/Kultur.

3.4.2 Bestimmung des Calciumgehalts

Zur Bestimmung des Calciumgehaltes der Organoidkulturen wurden die restlichen

500 pul des Zellhomogenats (s. 0.) verwendet.

Um das Calcium aus den Kulturen zu I6ésen, wurde das Homogenat fur 24 Stunden bei
Raumtemperatur mit 1 N Salzsaure versetzt (Zimmermann et al., 1992). Nach dieser
Zeit wurde die Calciumkonzentration flammenphotometrisch bestimmt (Flammenpho-
tometer ELEX 6361, Eppendorf, Hamburg).

Im Photometer wurde die Flissigkeit durch einen Zerstauber vernebelt und in eine
Flamme gebracht. Das von dem Calcium in der Flamme emittierte spezifische Spektrum
wurde selektiert und in elektrische Potenziale gewandelt. Die Starke der Lichtemission
war proportional zur Calciumkonzentration in der gemessenen Probe.

Mit Hilfe der zusatzlichen Messung von Standards konnte so auf die absolute Calcium-

konzentration in den einzelnen Proben geschlossen werden.
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3.5 Statistische Auswertung und Darstellung der Ergebnisse

Da wegen der oft zu geringen Anzahl (N) der Kulturen pro Behandlung meist mehrere
Versuchsserien durchgefiihrt wurden und die absoluten Werte der Parameter in den
verschiedenen Versuchserien zum Teil stark differierten, wurden alle Werte auf die un-
behandelten Kontrollen mit der kiirzesten Inkubationszeit = 100% bezogen. Somit konn-

ten alle Werte einer Behandlungsart zusammengefasst werden.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm SPSS 8,0 for Windows Student
Version. Die graphische Darstellung der Ergebnisse wurde mit dem Programm Micro-

soft Excel ermoglicht.

Aus den einzelnen Messwerten zu den Versuchen und den Kontrollen wurde jeweils
das arithmetische Mittel bestimmt und die Standardabweichung berechnet. Die statisti-
sche Signifikanz wurde bei gleichen gepaarten Stichproben mit dem Student-t-Test be-
rechnet.

Als signifikant wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p< 0,05 angegeben.



