48

4 Ergebnisse

4.1 Einleitung

Als Parameter fur den Zellstoffwechsel in den Knochen- und Knorpelkulturen wurden
folgende Werte bestimmt, bzw. Entwicklungen beurteilt:
1. Calciumgehalte in den Organoidkulturen

2. Aktivitat der Alkalischen Phosphatase in den Organoidkulturen

Zur Bewertung der Mineralisation in den Organoidkulturen wurden zwei verschiedene
Versuchsserien gewabhlt, die Veranderungen im Zellstoffwechsel im Verlauf der Zeit
darstellen sollten (siehe Abbildung 5 und Abbildung 6).

Die Ergebnisse der unbehandelten Kontrollen variieren tblicherweise von Experiment
zu Experiment, deshalb unterscheiden sich auch die Ergebnisse der Kontrollen unter-
einander.

Es existieren mehrere Ursachen fir diese Variationen:

1. Wegen der fur jeden Versuch nur begrenzt vorhandenen Anzahl von Kul-
turen und um fur statistische Belange eine moglichst hohe Anzahl von Kul-
turen pro Behandlung (=N) und die Kontrollen zu erreichen, wurden die
verschiedenen Behandlungen mit den Kontrollen jeweils getrennt vonein-
ander durchgefuhrt.

2. Bedingt durch den Vorgang der Praparation der Tiere und die Arbeitspro-
zesse bei der Herstellung von Organoidkulturen variieren die absoluten

Zellmassen minimal von Kultur zu Kultur, siehe auch 5.1.2.

Die Kontrollen blieben abgesehen vom nétigen Mediumwechsel (wie in den Behand-
lungsgruppen) unbehandelt. Es wurde darauf geachtet, dass die gleiche Anzahl Kon-

trollkulturen und Behandlungskulturen vorlagen.



4.2 Behandlung von fetalen Mausecalvarienzellen

4.2.1 Messung von Calcium nach Behandlung mit HBO, Sauerstoff und

Druck in Versuchsserie 1

Zusammenfassung 8 Tage Behandlung Calvarien (Calcium)
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Ko Uber 9 Tage 8 Tage Behandlung + 1 d Ko uber 12 Tage 8 Tage Behandlung + 4 d
EHBO 100 120 149 260
BO2 100 350 221 359
ODruck 100 223 206 303

Abbildung 7: Calciumgehalt in Organoidkulturen von fetalen Mausecalvarienzellen nach Be-
handlung mit HBO, Sauerstoff oder Druck. Die Ergebnisse sind in Prozent angegeben.
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Messvariable Mittelwert Standardabweichung +in N
Prozentpunkten
Kontrolle Gber 9 Tage
HBO 100% 4 9
O, 100% 11 13
Druck 100% 10 11
8 Tage Behandlung + 1 Tag
HBO 120%+* 18 9
02 350%:* 51 13
Druck 223%%x* 34 11
Kontrolle Uber 12 Tage
HBO 149% 31 9
O, 221% 36 12
Druck 206% 29 11
8 Tage Behandlung + 4 Tage
HBO 260% 3 30 9
O, 359% % 50 12
Druck 303%x*: 26 11

Tabelle 1: Mittelwerte und Standardabweichungen des Calciumgehalts in Organoidkulturen von

fetalen Mausecalvarienzellen nach Behandlung mit HBO, Sauerstoff oder Druck.

* = p < 0,05und ** = p < 0.005 (in Bezug auf die zugehorige Kontrolle)

Die Zellen blieben zunachst 14 Tage in der Kultur, danach wurden die Kulturen fir ins-

gesamt 8 Tage taglich eine Stunde der HBO-Behandlung, der Sauerstoffoehandlung

oder nur Druck bei 2 bar (=1500 mmHg) ausgesetzt. Calcium wurde in den Kulturen

und in den Kontrollen parallel bestimmt und zwar einen und 4 Tage nach Abschluss der

Behandlung.

Der Calciumeinbau in den Knochenkulturen konnte durch den Einsatz von HBO durch

eine siebentagige Behandlung deutlich gesteigert werden. Er erhdhte sich signifikant

von 100% auf 120%. Nach einer Inkubationszeit von weiteren 4 Tagen war dieser Effekt

noch ausgepragter — im Vergleich zur Kontrolle hoch signifikant von 149% auf 260%.

Zum Teil noch deutlicher konnte der erhdhte Calciumeinbau in den Kulturen durch die

alleinige Behandlung mit Sauerstoff oder Druck ausgeldst werden. Die Behandlung mit

Sauerstoff ergab einen Tag nach Behandlungsende eine Steigerung von 100% auf

350%. 4 Tage nach Behandlung konnte in den Kulturen noch eine Steigerung von
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221% auf 359% Calciumgehalt gemessen werden. Beide Ergebnisse waren statistisch

hoch signifikant.

Allein mit Druckbehandlung ergab sich nach einem Tag eine Steigerung der Calcium-
konzentration in den behandelten Kulturen von 100% auf 223%, nach 4 Tagen von

206% auf 303%. Die Ergebnisse waren ebenfalls hoch signifikant.

4.2.2 Messung der Aktivitat von Alkalischer Phosphatase nach Behand-

lung mit HBO, Sauerstoff und Druck in Versuchsserie 1

Zusammenfassung 8 Tage Behandlung Calvarien (ALP)
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Ko Uiber 9 Tage 8 Tage Behandlung + 1 d Ko Uber 12 Tage 8 Tage Behandlung + 4 d
EHBO 100 324 203 529
HO2 100 179 181 350
ODruck 100 124 120 173

Abbildung 8: Aktivitat von Alkalischer Phosphatase in Organoidkulturen von fetalen Mausecal-
varienzellen nach Behandlung mit HBO, Sauerstoff oder Druck. Die Ergebnisse sind in Prozent

angegeben.
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Messvariable Mittelwert Standardabweichung =+ in N
Prozentpunkten
Kontrolle Gber 9 Tage
HBO 100% 8 9
0O, 100% 11 14
Druck 100% 15 12
8 Tage Behandlung + 1 Tag
HBO 324%x* 61 9
02 179%: 30 14
Druck 124%* 19 12
Kontrolle Uber 12 Tage
HBO 203% 32 9
0O, 181% 36 13
Druck 120% 36 12
8 Tage Behandlung + 4 Tage
HBO 529%x* 48 9
0O, 350% 67 13
Druck 173%*x* 20 12

Tabelle 2: Mittelwerte und Standardabweichungen der Aktivitat von Alkalischer Phosphatase in
Organoidkulturen von fetalen Mausecalvarienzellen nach Behandlung mit HBO, Sauerstoff oder
Druck.

#* = p < 0.005 (in Bezug auf die zugehorige Kontrolle)

Die Organoidkulturen wurden 14 Tage inkubiert. Danach konnten die Zellen fur 8 Tage
taglich eine Stunde behandelt werden. Die Kulturen wurden entweder HBO, nur Sauer-
stoff oder nur Druck ausgesetzt. Einen Tag und 4 Tage nach Behandlungsabschluss

wurde in den Kulturen die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase gemessen.

Die Kombination aus Sauerstoff und Druck fiihrte in den Knochenzellkulturen zu den
hochsten Steigerungen in der Aktivitat der ALP. Bereits einen Tag nach der Behandlung
konnte eine im Mittel von 100% auf 324% gesteigerte Aktivitat gemessen werden, nach

weiteren 4 Tagen fand sich noch eine Aktivitatssteigerung von 203% auf 529%.

Die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase konnte auch durch den alleinigen Einsatz von
Sauerstoff oder Druck gesteigert werden, wobei die Steigerungen nach einer Inkuba-

tionszeit von 4 Tagen noch ausgepragter waren als einen Tag nach Behandlungsende.
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Die alleinige Behandlung mit Sauerstoff flihrte bereits einen Tag nach der Behandlung
zu einer Aktivitatssteigerung von 100% auf 179%, nach 4 Tagen zu einer Steigerung
von 181% auf 350%.

Durch die Behandlung mit Druck konnte die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase zwar
auch, aber nicht ganz so ausgepréagt gesteigert werden. In diesen Kulturen wurden im
Mittel nach einem Tag Steigerungen von 100% auf 124% gemessen, nach 4 Tagen ho-
here Aktivitaten von 120% auf 173%.

Insgesamt waren alle Ergebnisse aus dieser Versuchsserie statistisch hoch signifikant.

4.2.3 Messung von Calcium nach Behandlung mit HBO, Sauerstoff und

Druck in Versuchsserie 2

Zusammenfassung aus 1 - 7 Tagen Behandlung - Calvarien (Calcium)
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1 Tag Behandlung +| 3 Tage Behandlung | 5 Tage Behandlung | 7 Tage Behandlung
Ko
1d +1d +1d +1d
EHBO 100 33 79 139 114
HO2 100 67 105 97 117
ODruck 100 628 113 1709 1133

Abbildung 9: Calciumgehalt in Organoidkulturen von fetalen Mausecalvarienzellen nach Be-

handlung mit HBO, Sauerstoff oder Druck. Die Ergebnisse sind in Prozent angegeben.
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Zusammenfassung aus 1 - 7 Tagen Behandlung - Calvarien (Calcium)
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Abbildung 10: Calciumgehalt in Organoidkulturen von fetalen Mausecalvarienzellen nach Be-
handlung mit HBO oder Sauerstoff. Die Ergebnisse sind in Prozent angegeben. Detailansicht
aus Abbildung 9, nur Parameter HBO und Sauerstoff.
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Messvariable Mittelwert Standardabweichung +in N
Prozentpunkten
Kontrolle Gber 8 Tage
HBO 100% 33 7
0O, 100% 7 5
Druck 100% 18 5
1 Tag Behandlung + 1 Tag
HBO 33%:* 31 7
0O, 67 %% 6 5
Druck 628%0%* 6 5
3 Tage Behandlung + 1 Tag
HBO 79% 36 7
0O, 105% 4 5
Druck 113% 23 5
5 Tage Behandlung + 1 Tag
HBO 139% 17 7
0O, 97% 10 5
Druck 1709%: * 9 )
7 Tage Behandlung + 1 Tag
HBO 114% 37 7
O, 117% 6 S
Druck 1133%%x* 21 5

Tabelle 3: Mittelwerte und Standardabweichungen des Calciumgehalts in Organoidkulturen von

fetalen Mausecalvarienzellen nach Behandlung mit HBO, Sauerstoff oder Druck. Zusammen-

fassung aus Abbildung 9 und Abbildung 10.

* = p < 0,05 und ** p < 0,005 (in Bezug auf die Kontrolle)

Die Organoidkulturen wurden 14 Tage inkubiert. AnschlieBend wurden sie taglich eine

Stunde fir 1, 3, 5 oder 7 Tage der Behandlung mit HBO, Sauerstoff oder Druck ausge-

setzt. Jeweils einen Tag nach Abschluss der Behandlung wurde in den Organoidkultu-

ren der Calciumgehalt gemessen.

Eine kurze Behandlungsfrist mit HBO Uber einen Tag und 3 Tage fuhrte in den Kulturen

zu einem deutlichen Absinken des Calciumeinbaus, wobei die Behandlungsfrist von nur

einem Tag zu den geringsten Calciumwerten fihrte.

Nach einem Tag war der Calciumeinbau von 100% auf 33% hoch signifikant vermindert,

nach 3 Tagen noch auf 79%.
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Erst durch eine langer andauernde Behandlung tber 5 oder 7 Tage bewirkte HBO einen
verstarkten Calciumeinbau in den Kulturen.
Nach 5 Tagen wurden im Mittel von 100% auf 139% signifikant erhdhte Calciumkon-

zentrationen bestimmt, nach 7 Tagen wurden noch 114% hdhere Werte gemessen.

Ahnlich verhielten sich die Calciumwerte auch unter der Behandlung von Sauerstoff.
Eine eintdgige Behandlung wirkte sich negativ auf den Calciumeinbau aus, mit einer
hoch signifikanten Verminderung von 100% auf 67%.

Eine Behandlungsdauer von 3 Tagen filhrte zu einer geringen Steigerung auf 105%,
eine Dauer von 5 Tagen flhrte zu einem leicht verminderten Calciumeinbau auf 97%.
Es ergab sich demnach keine relevante oder signifikante Anderung der Werte im Ver-
gleich zur Kontrolle.

Erst eine Behandlungsfrist von 7 Tagen fuhrte zu einem signifikant erhéhten Calcium-

einbau, in den behandelten Kulturen war er auf 117% erhoht.

Die Behandlung der Zellkulturen mit Druck fuhrte bereits ab dem ersten Behandlungs-
tag zu einer sehr deutlichen Erhéhung des Calciumeinbaus und stand damit im Gegen-
satz zur Anwendung von HBO (vgl. Abbildung 9).

Bereits nach einem Behandlungstag konnte der Calciumeinbau im Mittel hoch signifi-
kant von 100% auf 628% gesteigert werden, nach 5 Tagen Behandlung auf 1709% und
nach 7 Tagen auf 1133%. Auch diese beiden Ergebnisse waren statistisch hoch signifi-

kant.

Eine dreitagige Behandlungsphase ergab im Vergleich zur Kontrolle nur eine Steige-
rung der Werte von 100% auf 113%.
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4.2.4 Messung der Aktivitat von Alkalischer Phosphatase nach Behand-

lung mit HBO, Sauerstoff und Druck in Versuchsserie 2

Zusammenfassung aus 1 - 7 Tagen Behandlung - Calvarien (ALP)
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1d +1d +1d +1d

EHBO 100 89 87 152 136
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W02 100 103 118 165 1635
ODruck 100 125 213 163 275

Abbildung 11: Aktivitat von Alkalischer Phosphatase in Organoidkulturen von fetalen Mausecal-
varienzellen nach Behandlung mit HBO, Sauerstoff oder Druck. Die Ergebnisse sind in Prozent

angegeben.
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ODruck 100 125 213 163 275

Abbildung 12: Aktivitat von Alkalischer Phosphatase in Organoidkulturen von fetalen Mausecal-
varienzellen nach Behandlung mit HBO oder Druck. Die Ergebnisse sind in Prozent angegeben.

Detailansicht aus Abbildung 11, nur Parameter HBO und Druck.
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Messvariable Mittelwert Standardabweichung +in N
Prozentpunkten
Kontrolle Gber 8 Tage
HBO 100% 23 7
O, 100% 5 5
Druck 100% 35 5
1 Tag Behandlung + 1 Tag
HBO 89% 13 7
02 103% 10 5
Druck 125% 14 5
3 Tage Behandlung + 1 Tag
HBO 87% 31 7
O, 118% 19 5
Druck 213%%* 8 S
5 Tage Behandlung + 1 Tag
HBO 152%:* 24 7
0O, 165%s%* 26 5
Druck 163%* 11 S
7 Tage Behandlung + 1 Tag
HBO 136% 66 7
02 1635%:%** 19 5
Druck 275% 17 S

Tabelle 4: Mittelwerte und Standardabweichungen der Aktivitat von Alkalischer Phosphatase in
Organoidkulturen von fetalen Méausecalvarienzellen nach Behandlung mit HBO, Sauerstoff und

Druck. Zusammenfassung aus Abbildung 11 und Abbildung 12.

* = p < 0,05 und #* = p < 0.005 (in Bezug auf die Kontrolle)

Nach einer vierzehntagigen Inkubationszeit wurden die Kulturen HBO, Druck oder Sau-
erstoff ausgesetzt. Die Behandlung wurde taglich Uber eine Stunde durchgefihrt und
zwar Uber Zeitrdume von einem Tag, 3 Tagen, 5 Tagen und 7 Tagen.

Einen Tag nach abgeschlossener Behandlungsphase wurde in allen Kulturen die Aktivi-

tat der Alkalischen Phosphatase gemessen.

Eine Kombinationsbehandlung aus Druck und Sauerstoff fihrte in den Kulturen nach
kurzen Behandlungsphasen von einem und 3 Tagen zur Verminderung der Aktivitat der
ALP. Nach einem Behandlungstag lag die Aktivitat bei 89%, nach 3 Behandlungstagen
bei 87%.
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Erst langere Behandlungszeitraume von 5 und 7 Tagen flhrten zu einer Aktivitatsstei-
gerung. Nach 5 Tagen Behandlung konnte die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase im
Mittel hoch signifikant von 100% auf 152%, nach 7 Tagen auf 136% gesteigert werden.

Wurden die Kulturen alleiniger Sauerstoffbehandlung ausgesetzt, war nach einem Be-
handlungstag nahezu keine Aktivitdtsanderung der ALP messbar. Erst ab 3 Behand-
lungstagen konnte die Aktivitat des Enzyms gesteigert werden, im Durchschnitt auf
118%.

Eine Dauer von insgesamt 5 und 7 Tagen unter einstiindiger Sauerstoffapplikation
konnte die Aktivitat der ALP hoch signifikant steigern. Nach 5 Tagen auf 165%, nach 7
Tagen im Mittel bis Giber das funfzehnfache und zwar auf 1635%.

Wurden die Kulturen lediglich Druck ausgesetzt, wurde in allen Versuchsgruppen eine
Steigerung der Aktivitat von Alkalischer Phosphatase gemessen.

Bereits nach einem Behandlungstag wurde die Alkalische Phosphatase deutlich akti-
viert und zwar auf 125%, ab 3 Behandlungstagen hoch signifikant auf 213%. Die Zu-
nahme nach 7 Tagen nur Druck war ausgepragt, sie konnte auf 275% gesteigert wer-

den und war hoch signifikant.



4.3 Behandlung von fetalen Mauseepiphysenzellen

4.3.1 Messung von Calcium nach Behandlung mit HBO, Sauerstoff und

Druck in Versuchsserie 1

Zusammenfassung 8 Tage Behandlung Epiphysen (Calcium)
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Tag Tage
EHBO 100 126 181 183
mO2 100 126 98 110
ODruck 100 147 215 258
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Abbildung 13: Calciumgehalt in Organoidkulturen von fetalen Mauseepiphysenzellen nach Be-

handlung mit HBO, Sauerstoff oder Druck. Die Ergebnisse sind in Prozent angegeben.
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Messvariable Mittelwert Standardabweichung +in N
Prozentpunkten
Kontrolle Gber 9 Tage
HBO 100% 33 5
0O, 100% 9 5
Druck 100% 11 7
8 Tage Behandlung + 1 Tag
HBO 126% 15 5
02 126%+* 19 5
Druck 147%** 15 7
Kontrolle Uber 12 Tage
HBO 181% 7 5
0O, 98% 4 5
Druck 215% 16 7
8 Tage Behandlung + 4 Tage
HBO 183% 8 5
o7 110%%** 3 5
Druck 258%:: 13 7

Tabelle 5: Mittelwerte und Standardabweichungen des Calciumgehalts in Organoidkulturen von

fetalen Mauseepiphysenzellen nach Behandlung mit HBO, Sauerstoff oder Druck.

* = p < 0.05und ** = p < 0.005 (in Bezug auf die zugehorige Kontrolle)

Die Zellen wuchsen 2 Wochen in der Organoidkultur und wurden anschliel3end fiir 8
Tage eine Stunde pro Tag HBO, Sauerstoff oder Druck ausgesetzt. Nach einem Tag
und 4 Tage nach Behandlungsabschluss wurde in allen Kulturen der Calciumgehalt

gemessen.

Durch die Behandlung mit HBO wurde in den Kulturen einen Tag nach Behandlungsab-
schluss ein auf 126% erhohter Calciumeinbau erreicht, 4 Tage nach Behandlungsab-

schluss war der Calciumeinbau im Vergleich zur Kontrolle nahezu gleich.

Der alleinige Einsatz von Sauerstoff bewirkte einen Tag nach Behandlungsende auf
signifikante 126% gesteigerte Calciumwerte in den Kulturen, dieser Effekt lasst sich
weniger ausgepragt, aber weiterhin statistisch signifikant noch 4 Tage nach Behand-
lungsabschluss nachweisen, im Mittel konnten dann noch von 98% auf 110% gesteiger-

te Werte gemessen werden.
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Nur der Einsatz von Druck allein bewirkte einen und 4 Tage nach Behandlungsende
eine deutliche Zunahme des Calciumeinbaus in den Kulturen. Bereits nach einem Tag
war der Calciumeinbau auf 147% gestiegen, 4 Tage nach Behandlungsende lagen die
Werte im Vergleich zur Kontrollgruppe (215%) bei 258%.

Die Ergebnisse waren bezogen auf die zugehdorigen Kontrollen statistisch hoch signifi-

kant.

4.3.2 Messung der Aktivitat von Alkalischer Phosphatase nach Behand-

lung mit HBO, Sauerstoff und Druck in Versuchsserie 1

Zusammenfassung 8 Tage Behandlung Epiphysen (ALP)
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Abbildung 14: Aktivitat von Alkalischer Phosphatase in Organoidkulturen von fetalen Mause-
epiphysenzellen nach Behandlung mit HBO, Sauerstoff oder Druck. Die Ergebnisse sind in Pro-

zent angegeben.
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Zusammenfassung 8 Tage Behandlung Epiphysen (ALP)
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Abbildung 15: Aktivitdt von Alkalischer Phosphatase in Organoidkulturen von fetalen Mause-
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epiphysenzellen nach Behandlung mit HBO oder Druck. Die Ergebnisse sind in Prozent ange-

geben. Detailansicht aus Abbildung 14, nur Parameter HBO und Druck.
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Messvariable Mittelwert Standardabweichung +in N
Prozentpunkten
Kontrolle Gber 9 Tage
HBO 100% 17 5
O, 100% 11 5
Druck 100% 17 7
8 Tage Behandlung + 1 Tag
HBO 99% 11 5
02 125%+* 23 5
Druck 110% 22 7
Kontrolle Uber 12 Tage
HBO 70% 27 5
O, 1142% 40 5
Druck 121% 19 7
8 Tage Behandlung + 4 Tage
HBO 97% 23 5
0O, 1100% 33 5
Druck 186%0%* 13 7

Tabelle 6: Mittelwerte und Standardabweichungen der Aktivitat von Alkalischer Phosphatase in
Organoidkulturen von fetalen Mauseepiphysenzellen nach Behandlung mit HBO, Sauerstoff

oder Druck. Zusammenfassung aus Abbildung 14 und Abbildung 15.

* = p < 0.05und ** = p < 0,005 (in Bezug auf die zugehodrige Kontrolle)

Nach 14 Tagen Kultivierung wurden die Kulturen HBO, Sauerstoff oder Druck ausge-
setzt, insgesamt tber 8 Tage und fur eine Stunde am Tag. Einen und 4 Tage nach der

Behandlung wurde in den Kulturen die Aktivitat der ALP gemessen.

Durch die Kombination von Sauerstoff und Druck in der HBO-Behandlung ergab sich
einen Tag nach Behandlungsabschluss keine Anderung in der Aktivitat der Alkalischen
Phosphatase. Ein Unterschied wurde erst nach 4 Tagen messbar, die Aktivitat der ALP

war im Vergleich zur Kontrolle nicht signifikant von 70% auf 97% gesteigert.

Wurden die Kulturen bei normalem Luftdruck einer Sauerstoffatmosphare ausgesetzt,
fuhrte dies einen Tag nach Behandlungsende ebenfalls zu einer erhdhten Aktivitat der
Alkalischen Phosphatase, im Mittel auf statistisch signifikante 125%.

4 Tage nach Abschluss der Behandlung konnte dieser Steigerungseffekt nicht mehr

nachgewiesen werden. Die Aktivitaten der ALP in den behandelten Kulturen entspra-
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chen ungefahr den Aktivitaten in den Kontrollkulturen. Auch die Kontrollkulturen zeigten

nach 12 Tagen eine Steigerung in Bezug auf die Kontrollen nach 9 Tagen.

Wurden die Kulturen allein Druck bei 2 bar (=1500 mmHg) ausgesetzt, ergab dies deut-

lichere Aktivitatssteigerungen der Alkalischen Phosphatase als in Kombination mit Sau-

erstoff. Bereits einen Tag nach Beendigung der Druckbehandlung ergab sich eine Akti-

vitatssteigerung auf 110%, nach 4 Tagen war die Aktivitat der ALP hoch signifikant von
121% auf 186% gesteigert.

4.3.3 Messung von Calcium nach Behandlung mit HBO, Sauerstoff und

Druck in Versuchsserie 2
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Abbildung 16: Calciumgehalt in Organoidkulturen von fetalen Mauseepiphysenzellen nach Be-

handlung mit HBO, Sauerstoff oder Druck. Die Ergebnisse sind in Prozent angegeben.
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Messvariable Mittelwert Standardabweichung +in N
Prozentpunkten
Kontrolle Gber 8 Tage
HBO 100% 7 5
O, 100% 4 5
Druck 100% 16 6
1 Tag Behandlung + 1 Tag
HBO 102% 3 5
02 94% 7 5
Druck 84% 27 6
3 Tage Behandlung + 1 Tag
HBO 101% 4 5
O, 102% 7 5
Druck 64%** 10 6
5 Tage Behandlung + 1 Tag
HBO 109% 11 5
O, 107%x* 2 5
Druck 212%x** 15 6
7 Tage Behandlung + 1 Tag
HBO 107% 8 5
02 111%= 8 S
Druck 237%x 22 6

Tabelle 7: Mittelwerte und Standardabweichungen des Calciumgehalts in Organoidkulturen von

fetalen Mauseepiphysenzellen nach Behandlung mit HBO, Sauerstoff oder Druck

* = p < 0,05; ** = p < 0,005 (in Bezug auf die Kontrolle)

Die Organoidkulturen wurden 14 Tage inkubiert und anschlie3end taglich eine Stunde

Uber einen, 3, 5 oder 7 Tage hinweg HBO, Sauerstoff oder nur Druck ausgesetzt.

Jeweils einen Tag nach Abschluss der Behandlung wurde in den Organoidkulturen der

Calciumgehalt gemessen.

Unter der Behandlung mit HBO kam es kaum zu Verédnderungen der Calciumkonzentra-

tionen in den einzelnen Versuchsgruppen. Maximal konnte nach 5 Tagen Behandlung

eine nicht signifikante Erh6hung von Calcium auf 109% gemessen werden.

Auch in den Kulturen, die nur Sauerstoff ausgesetzt wurden, kam es erst nach 5 und 7

Tagen zu signifikanten Veranderungen in den Calciumkonzentrationen. Ein maximaler

Anstieg auf 111% wurde nach 7 Tagen Behandlung gemessen.
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Wurden die Kulturen nur Druck ausgesetzt, kam es in den Epiphysenkulturen zu deutli-
cheren Veranderungen. Am 1. und 3. Tag nach der Behandlung kam es zunachst zu
einer Reduktion von Calcium. Am ersten Tag ging es auf 84% des Ausgangswerts zu-
rick, nach 3 Tagen Behandlung kam es zu einer hoch signifikanten Verminderung auf
64%.

Erst Behandlungszeiten ab 5 Tagen fuhrten zu einem Anstieg der Calciumkonzentra-
tion. Nach 5 Tagen Behandlung konnte eine Steigerung im Mittel auf 212% gemessen
werden, nach 7 Tagen auf 237%. Beide Ergebnisse waren statistisch hoch signifikant.

4.3.4 Messung der Aktivitat von Alkalischer Phosphatase nach Behand-

lung mit HBO, Sauerstoff und Druck in Versuchsserie 2

Zusammenfassung aus 1 -7 Tagen Behandlung - Epiphysen (ALP)

800

700 -

600 -

500 -

%

400 -
300 -

200 -

0 4

1 Tag Behandlung + | 3 Tage Behandlung | 5 Tage Behandlung | 7 Tage Behandlung
Ko
1 Tag +1Tag +1 Tag +1 Tag
EHBO 100 156 149 91 171
W02 100 69 166 223 172
ODruck 100 56 82 421 707

Abbildung 17: Aktivitat von Alkalischer Phosphatase in Organoidkulturen aus fetalen Mause-
epiphysenzellen nach Behandlung mit HBO, Sauerstoff oder Druck. Die Ergebnisse sind in Pro-

zent angegeben.
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Messvariable Mittelwert Standardabweichung +in N
Prozentpunkten
Kontrolle Gber 8 Tage
HBO 100% 26 5
O, 100% 29 5
Druck 100% 11 6
1 Tag Behandlung + 1 Tag
HBO 156%=* 27 5
02 69%* 0 5
Druck 56% 26 6
3 Tage Behandlung + 1 Tag
HBO 149%=* 15 2
O, 166%*x* 12 5
Druck 82%x* 11 6
5 Tage Behandlung + 1 Tag
HBO 91% 16 5
O, 223%** 22 &)
Druck 421%** 10 6
7 Tage Behandlung + 1 Tag
HBO 171%=* 35 2
02 172%x 6 5
Druck 707%+x 17 6

Tabelle 8: Mittelwerte und Standardabweichungen der Aktivitat von Alkalischer Phosphatase in

Organoidkulturen aus fetalen Méauseepiphysenzellen nach Behandlung mit HBO, Sauerstoff

oder Druck

* = p < 0,05und ** = p < 0,005 (in Bezug auf die Kontrolle)

Nach 14 Tagen Inkubation wurden die Kulturen HBO, Sauerstoff oder Druck ausge-

setzt. Die Behandlung wurde taglich tber eine Stunde durchgefihrt und zwar 1 Tag, 3

Tage, 5 Tage und 7 Tage. Einen Tag nach abgeschlossener Behandlung wurde in allen

Kulturen die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase gemessen.

Die Kulturen, die HBO ausgesetzt worden waren, zeigten im Zeitverlauf eine statistisch

signifikante, zum Teil hoch signifikante Steigerung in der Aktivitat der Alkalischen
Phosphatase. Nach einem Behandlungstag konnte eine Aktivitdtszunahme auf 156%
gemessen werden, nach 3 Tagen Behandlung wurde eine Aktivitatssteigerung auf

149% bestimmt. Nach 5 Behandlungstagen konnte keine Steigerung verzeichnet wer-

den, die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase lag hier unter den Werten der Kontroll-
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kulturen bei 91%. Nach 7 Tagen HBO konnte erneut eine Aktivitatssteigerung verzeich-
net werden, dieses Mal auf 171%. Alle Steigerungen in der Aktivitat der Alkalischen

Phosphatase waren statistisch signifikant.

Wurden die Kulturen nur mit Sauerstoff behandelt, konnten ebenfalls Aktivitatssteige-
rungen der Alkalischen Phosphatase gemessen werden. Nach einem Behandlungstag
wurde zunachst ein signifikanter Aktivitatsriickgang auf 69% verzeichnet, ab dem dritten
Tag der Behandlung konnte die Aktivitat der ALP jedoch deutlich gesteigert werden.
Nach 3 Behandlungstagen auf 166%, nach 5 Tagen auf 223% und nach 7 Tagen auf

172%. Alle drei Ergebnisse waren statistisch hoch signifikant.

Die grof3ten Veranderungen zeigten sich in den Kulturen, die nur eine Druckbehandlung
erhalten hatten. Auch hier konnte nach einem und 3 Behandlungstagen nur eine ver-
minderte Aktivitat der Alkalischen Phosphatase gemessen werden.

Nach dem ersten Tag war die Aktivitat auf hoch signifikante 56%, nach 3 Tagen noch
auf signifikante 82% vermindert.

Ab dem 5. Tag nur Druck kam es zu deutlichen Aktivitatssteigerungen. Nach 5 Tagen
wurde die Aktivitat der ALP hoch signifikant auf 421%, nach 7 Tagen hoch signifikant
auf 707% erhoht.

4.4 Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse

Die Versuche mit Mausecalvarienzellen (Knochenzellkulturen) zeigten insgesamt deutli-
che Veranderungen auf HBO, Sauerstoff und Druck und zwar in beiden Versuchsserien.
In den Calvarienkulturen von Versuchsserie 1 war die Zunahme des Calciumeinbaus
am ausgepragtesten nach der Behandlung mit reinem Sauerstoff. Die Kombination mit
HBO war weniger effektiv als die Behandlung mit den einzelnen Komponenten Sauer-
stoff oder Druck (s. Abbildung 7).

Die starkste Aktivitatssteigerung der Alkalischen Phosphatase wurde in Versuchsserie 1
durch die Kombination aus Sauerstoff und Druck, also durch HBO bewirkt (s. Abbildung
8). Die Steigerungen zeigten sich sowohl im Calciumgehalt, als auch bei der Alkali-

schen Phosphatase im Zeitverlauf stabil, nach 4 Tagen Inkubation gab es weiterhin
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deutliche Steigerungen im Vergleich zu den Kontrollkulturen. Nahezu alle Steigerungen

in dieser Versuchsserie 1 waren statistisch hoch signifikant.

In Versuchsserie 2 reagierten die Calvarienzellen in Bezug auf den Calciumeinbau aus-
gepragt und hoch signifikant auf die Behandlung mit Druck, wobei langere Behand-
lungszeiten auch zu deutlicheren Steigerungen im Calciumeinbau fuhrten (s. Abbildung
9). Eine Aktivitatssteigerung der Alkalischen Phosphatase wurde in Versuchsserie 2
durch HBO, Sauerstoff und Druck bewirkt und zwar zunehmend mit der Lange der Be-
handlung. Die grof3te und hoch signifikante Aktivitatssteigerung wurde durch eine sie-

bentagige Behandlung mit Sauerstoff erzielt (s. Abbildung 11).

Bei der Verwendung von Knorpelzellkulturen aus Mauseepiphysen zeigten sich die
deutlichsten Effekte bei der Behandlung mit Druck.

Bereits in Versuchsserie 1 wurde der Einbau von Calcium in den Knorpelkulturen am
deutlichsten und ebenfalls hoch signifikant durch eine alleinige Behandlung mit Druck
bewirkt. Dieser Effekt liel3 sich auch 4 Tage nach Behandlungsende noch nachweisen
(s. Abbildung 13). Auch im Hinblick auf die Aktivitatssteigerung der Alkalischen
Phosphatase war die Behandlung mit Druck die effektivste Behandlungsmethode. Nach
den 4 Tagen Inkubation war dieser Effekt weiterhin deutlich messbar und ebenfalls
hoch signifikant (s. Abbildung 15).

Auch in Versuchsserie 2 zeigten die Epiphysenzellkulturen die starksten Veranderun-
gen bei der alleinigen Behandlung mit Druck. Sowohl die Calciumkonzentrationen in
den Kulturen, als auch die Aktivitat der Alkalischen Phosphatase zeigten nach Behand-
lungszeiten von 5 und 7 Tagen ausgepragte und hoch signifikante Steigerungen (s.
Abbildung 16 und Abbildung 17). Sowohl bei der Messung von Calcium, als auch bei
der Aktivitatsbestimmung der Alkalischen Phosphatase gingen die Behandlungszeiten
von einem Tag und 3 Tagen zunachst mit einer Verminderung der Werte im Vergleich

zu den Kontrollen einher.



