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Abkürzungsverzeichnis 

% = Prozent 

AA = Ascorbinsäure 

Ak = Antikörper 

AP = alkalische Phosphatase 

art. = arteriell 

BMP = Bone Mineral Protein 

BMU = Bone multicellular unit 

BP = Bisphosphonate 

BPH = Benigne Prostatahyperplasie 

BSA = bovine serum albumin 

bzw. = beziehungsweise 

ca. = circa 

chro. = chronisch 

cm = Zentimeter 

CO2 = Kohlendioxid 

COPD = chronisch obstruktive Lungenerkrankung 

DEX = Dexamethason 

dH2O = destilliertes Wasser 

DM Typ 2 = Diabetes mellitus Typ 2 

DMSO = Dimethylsulfoxid 
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ECM = Extrazellulärmatrix 

FCS = fetales Kälberserum 

h = Stunde 

H2O = Wasser 

HCl = Salzsäure 

HEPES = 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 

IGF = Insulin-like growth factor 

IHC = immunhistochemische Färbung 

IL-6 = Interleukin 6 

IS = Intensity score 

KHK = koronare Herzerkrankung 

Kol I = Kollagen 1 

M = Mol 

max. = maximal 

Med. = Medikamente 

Mg = Magnesium 

min = Minute 

mind. = mindestens 

mm2 = Quadratmillimeter 

MRSA = Methicillin resistenter Staphylococcus aureus 

MSC = mesenchymale Stammzellen 
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n = Anzahl der Messungen 

Na = Natrium 

NE = Nebenerkrankungsprofil 

NSAR = nichtsteroidale Antirheumatika 

o.a. = oben aufgeführt 

o.g. = oben genannte 

OC = Osteocalcin 

Pb = Blei 

PBS = phosphatgepufferte Salzlösung 

PCR = Polymerase-Kettenreaktion 

PDMS = Polydimethylsiloxan 

PFA = Paraformaldehyd 

PP = positive Zellen in Prozent 

PTH = Parathormon 

RPM = rounds per minute 

RT = Raumtemperatur 

S = Schwefel 

s = Sekunde 

Silan = (tridecafluoro-1,1,2,2-tetrahydrooctyl) trichlorosilane 

TGF-ß = transformierender Wachstumsfaktor 

TNF ! = Tumornekrosefaktor ! 
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u.a. = und andere 

VE = Vorerkrankungen 

VHF = Vorhofflimmern 

!l = Mikroliter 
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1 Einleitung 

Im klinischen Alltag sind Frakturen eines der häufigsten Krankheitsbilder, 

die einer medizinischen Therapie bedürfen [Mayer, Siems 2011]. Hierbei 

ist das primäre Ziel, die Kontinuität des Knochens wieder herzustellen und 

dadurch eine ausreichende mechanische Belastbarkeit und 

Schmerzfreiheit für den Patienten zu erreichen [Henne-Bruns 2003]. 

Dieses primäre Therapieziel wird in 10-20% der Fälle nicht erreicht und es 

kommt zur verzögerten oder inadäquaten Frakturheilung sowie in 

schweren Fällen zum vollkommenen Ausbleiben der Abheilung [Einhorn 

1996, Court-Brown, McQueen 2008, Hernandez, Do et al. 2012]. Bis heute 

hat das Thema Frakturheilung in der klinischen und experimentellen 

Forschung einen hohen Stellenwert. Bisherige Arbeiten konnten zeigen, 

dass endokrinologische Gegebenheiten sowie höheres Lebensalter einen 

starken Einfluss auf die Frakturheilung und den Knochenstoffwechsel 

aufweisen [Gruber, Koch et al. 2006]. 

Der postmenopausale Abfall der Sexualhormone bedingt nicht nur eine 

vermehrte Osteoklastenaktivität und damit eine verstärkte Resorption von 

Knochensubstanz, sondern beeinflusst auch die Frakturheilung negativ 

[Meyer, Tsahakis et al. 2001, Sowers, Zheng et al. 2010, Khosla, Melton 

et al. 2011]. Nicht nur die weiblichen sondern auch die männlichen 

Sexualhormone wie z.B. Testosteron wirken auf den Knochenstoffwechsel 

[Callewaert, Boonen et al. 2010]. Die Erklärung hierfür findet sich 

begründet in ähnlichen Strukturformeln der beiden Hormongruppen 

[Vanderschueren, Vandenput et al. 2004]. 

Studien aus Japan belegen einen Knochenverlust unter Glukokortikoid-

Therapie, da das Medikament die Apoptose von Osteoblasten und 

Osteozyten induziert und die Lebensdauer der Osteoklasten verlängert [Y. 

Tanaka 2013]. 
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Dass Knochenmasse und Knochenheilung positiv mit dem Körpergewicht 

korrelieren, und somit übergewichtige Patienten eine bessere 

Knochenqualität aufzeigen, wird in der heutigen Literatur diskutiert 

[Waters, Ward et al. 2013, Ducy 2000, Cohen, Dempster et al. 2013].  

Mit einem höherem Lebensalter reduziert sich nicht nur die 

Knochendichte, was zu vermehrten Frakturen führt, es laufen auch viele 

für die Regeneration des Knochens wichtige Mechanismen 

(Differenzierung und Teilungsraten der Osteoblasten, Angiogenese) 

verzögert oder gestört ab [Lu, Miclau et al. 2005, Stenderup, Justesen et 

al. 2001]. Diese Feststellungen werden dadurch bestärkt, dass 

mesenchymale Stammzellen im Alter eher zu Adipozyten als zu 

Osteoblasten differenzieren und auf diese Weise ein höherer Fettanteil auf 

Kosten der Knochendichte aufgebaut wird [Nishikawa, Nakashima et al. 

2010, Rosen, Ackert-Bicknell et al. 2009, Abdallah, Haack-Sorensen et al. 

2006, Stringer, Waddington et al. 2007]. 

Durch die geringere Anzahl an mesenchymalen Stammzellen wird die 

Reserve an Osteoblastenvorläuferzellen im Alter deutlich vermindert. Dies 

könnte eine mögliche Erläuterung für die Versuchsergebnisse von Meyer 

et al. sein, die heraus fanden, dass bei alten Versuchstieren eine deutlich 

verzögerte Frakturheilung im Vergleich zu jüngeren Tieren zu beobachten 

ist [Bergman, Gazit et al. 1996, D'Ippolito, Schiller et al. 1999, Egrise, 

Martin et al. 1992, Kassem, Marie 2011, Meyer, Tsahakis et al. 2001].  

Diese Fakten sind nicht nur für den einzelnen Patienten relevant, sondern 

auch für das Gesundheitssystem. So korreliert die Liegezeit im 

Krankenhaus nach Frakturen positiv mit zunehmendem Alter [Gomberg, 

Gruen et al. 1999, Greatorex 1988]. Die Morbiditätsrate nach einem 

solchen Ereignis ist deutlich höher bei alten als bei jungen Menschen und 

die hierdurch entstehenden Kosten belasten die Gesundheitssysteme 

stark [Nilsson, Edwards 1969, Nieminen, Nurmi et al. 1981, Hee, Wong et 

al. 2001, Gomberg, Gruen et al. 1999]. 
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Weitere Arbeiten untersuchen ihrerseits die Auswirkungen von 

Lebensgewohnheiten, Krankheiten, sowie Medikamenten auf die 

Frakturheilung, hier insbesondere den Einfluss von Diabetes mellitus Typ 

1+2, NSAR, Rauchen, Alkoholkonsum, Mangelernährung und 

Koffeinkonsum [Court-Brown, McQueen 2008, Calori, Albisetti et al. 2007, 

Buckwalter J A, Einhorn T A et al. 2006, Hallstrom, Melhus et al. 2010, 

Syed, Ng 2010]. Dabei zeigt sich eine verzögerte Knochenheilung bei 

Diabetes-Typ 1+2-Patienten sowie bei dauerhafter Einnahme von NSAR 

[Hernandez, Do et al. 2012]. Der regelmäßige Alkoholkonsum sowie das 

Rauchen von Zigaretten verursachen bei alten wie bei jungen Patienten 

gleichermaßen einen vermehrten Knochenverlust und begünstigen somit 

Frakturen [Cawthon, Harrison et al. 2006, Hunter, Sambrook 2000, Taes, 

Lapauw et al. 2010, Rodrigues, Caetano-Lopes et al. 2012a]. 

Zigarettenrauch schädigt die Osteoblasten toxisch, während Ethanol die 

Differenzierung und Proliferation von Osteoblasten beeinträchtigt und 

MSC zur Proliferation zu Adipozyten anregt [Maddalozzo, Turner et al. 

2009, Akhter, Iwaniec et al. 2003, Gong, Wezeman 2004]. Ferner gibt es 

Untersuchungen auf zellulärer Ebene, die die Auswirkungen von häufig 

verwendeten Medikamenten auf Osteoblasten untersuchen und ihre 

Auswirkung auf Syntheseleistung und Proliferationsrate dokumentieren [Di 

Az-Rodri Guez, Garci et al. 2011, Ho, Chang et al. 1999, Koch, Yekta et 

al. 2010, Edin, Miclau et al. 1996, Aslan, Andersen et al. 2012]. Die 

ubiquitär in der Medizin eingesetzten NSAR zeigen eine Hemmung sowohl 

der Proliferation als auch des Wachstums von Osteoblasten [Di Az-Rodri 

Guez, Garci et al. 2011, Ho, Chang et al. 1999]. Bei Bisphosphonaten 

hingegen zeigt sich allenfalls eine geringe Beeinflussung der 

Osteoblastenproliferation in vitro [Koch, Yekta et al. 2010]. 

Zusammenfassend können vier Faktoren für eine erfolgreiche 

Frakturheilung genannt werden. Erstens müssen genug MSC verfügbar 

sein, die auf ausreichend vorhandene Wachstumshormone und –stimuli 

adäquat reagieren können. Zweitens dürfen keine zytotoxischen Stoffe die 
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Osteoblasten behindern. Drittens muss die Lebenserwartung der Zellen 

ausreichend lang sein und zuletzt sollten genügend Grundsubstrate für 

den Knochenstoffwechsel vorhanden sein [Kassem, Marie 2011, Marie 

1994, Parfitt, Villanueva et al. 1995, Syed, Hoey 2010]. 

Allerdings finden sich in der Literatur bisher keine Untersuchungen über 

den Effekt von Alter und Geschlecht auf das Verhalten von Knochenzellen 

bei der Frakturheilung. Besonders interessant erscheint hierbei die Frage, 

ob sich zwischen den verschiedenen Zellen Unterschiede in der Zell-

Matrix-Interaktion oder in ihrem Differenzierungsverhalten zeigen. 

Aus diesem Grund war es das primäre Ziel der vorliegenden Arbeit 

erstmals zu untersuchen, ob sich Knochenzellen von Patienten 

unterschiedlichen Alters oder Geschlechts in ihrem Verhalten 

unterscheiden. Dazu wurde sowohl die verschiedenen Zell-Matrix-

Interaktionen bewertet, als auch das Expressionsmuster der Zellprodukte 

im Rahmen der Osteoblastendifferenzierung untersucht und ein 

Rückschluss auf deren Stellenwert in der Frakturheilung gezogen. 

Als weiterer Aspekt wurde untersucht, inwieweit häufig in der Orthopädie 

eingesetzte Medikamente primäre humane Osteoblasten in ihren 

Verhaltensmustern beeinflussen. 

Grundlage dieser Untersuchung war die erstmals 2009 von Fernandez et 

al. entwickelte Methode zur Beurteilung der mechanischen Zellkontraktion 

und deren mögliche Bedeutung für die Frakturheilung. 
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2 Materialien und Methoden 

2.1 Geräte und Reagenzien 

2.1.1 Technische Geräte 

+70 °C Backofen    Wagner + Müller   
   (München, Deutschland) 

 
Axiovert 10 Mikroskop    Zeiss     

   (München, Deutschland) 
 
CO2-Inkubator C 150    Binder    

   (Tuttlingen, Deutschland) 
 
Gefrierschrank Liebherr Premium  Liebherr    
       (Biberach, Deutschland) 
 
Hera freeze basic (-80°) Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, USA) 
 
Hera Safe HS12 (Laminar Flow) Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, USA) 
 
Inkubator Hera Cell Thermo Fisher Scientific 

(Waltham, USA) 
 
Klimaschrank WTC     Binder    
       (Tuttlingen, Deutschland) 
 
Kühlschrank Liebherr Premium Frost free Liebherr    
       (Biberach, Deutschland) 
 
Kupferkammer Sonderanfertigung AG 

Bausch, Biophysik TUM 
(München, Deutschland) 

 
Maske Wafer bvm.maskshop GbR, 

(Obertshausen, 
Deutschland) 

Mikroskop Axiovert 25    Carl Zeiss GmbH   
       (Jena, Deutschland) 
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Mikroskop Observer.Z1    Carl Zeiss GmbH   
       (Jena, Deutschland) 
 
MS2 Minishaker      Ika Works Inc.   
       (Staufen, Deutschland) 
 
Neubauer Zählkammer     Assistant    
       (Sondheim, Deutschland) 
 
Objektträger 76 x 26 mm    Carl Roth    

   (Karlsruhe, Deutschland) 
 
Plasma Cleaner/Sterilizer PDC-32 G  Harrick    
       (Ithaca, NY, USA) 
 
Quecksilberdampflampe    Oriel Instruments   
       (New Port USA) 
 
Rotanata 460 R Hettich Zentrifugen 

(Tuttlingen, Deutschland) 
 
Temperaturautoregulation Sonderanfertigung, AG 

Bausch, Biophysik TUM, 
(München, Deutschland) 

 
Typ TKF (Laminar Flow) BDK Luft- und 

Reinraumtechnik 
(Sonnenbühl, Deutschland) 

 
Unisonic Cleaner     VWR     
       (Darmstadt, Deutschland) 
 
Vakuumglocke Sonderanfertigung AG 

Bausch, Biophysik TUM, 
(München, Deutschland) 

 
Waage Kern PEJ 220-3M    Kern     
       (Balingen, Deutschland) 
 
Wärmeplatten     VWR     
       (Darmstadt, Deutschland) 
 
WS-400 B-6NPP/LITE Spin Coater Laurell Technologies  

(North Wales, PA, USA) 
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XR 125 SM Waage    Precisa    
   (Dietikon, Schweiz) 

 
Z-Axis Piezo Stage and Controller Bundle Thorlabs  

(Newton, NJ, USA) 
 
Zentrifuge 5804 R     Eppendorf    
       (Hamburg, Deutschland) 
 

2.1.2 Material für die Zellkultur 

Alpha Medium      Biochrom AG   
       (Berlin, Deutschland) 
 
BSA lyophilized powder    Sigma    
       (Steinheim, Deutschland) 
 
Cryogefäße  Nalge Nunc International 

(Rochester, NY, USA) 
 
Dexamethason     Sigma    
       (Steinheim, Deutschland) 
 
DMEM w/o Ca 2+,      Biochrom AG   
       (Berlin, Deutschland) 
 
DMEM (10x)      Biochrom AG   
       (Berlin, Deutschland) 
 
DMSO (Dimethylsulfoxid)    Sigma    
       (Steinheim, Deutschland) 
 
Einmalpinzette    Braun Melsungen AG  

   (Melsungen, Deutschland) 
 
Einmalskalpell      Feather Safety Razor Co. 
       (Osaka, Japan) 
 
FCS       Biochrom AG   
       (Berlin, Deutschland) 
 
Hepes-Buffer (1M) in PBS w/o Ca2+ w/oMg2 Biochrom AG   
       (Berlin, Deutschland) 
Nalgene Freezing Container   Sigma    
       (Steinheim, Deutschland) 
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Kanülen R 0,90 mm x 40 mm, Sterican   Braun Melsungen AG 
(Melsungen, Deutschland) 

 
Klebestreifen      Tesa     
       (Hamburg, Deutschland) 
 
L-Ascorbic acid-2-phosphate   Sigma    
       (Steinheim, Deutschland) 
 
L-Glutamin 200mM low endotoxin  Biochrom AG   
       (Berlin, Deutschland) 
 
MEM-Vitamine      Biochrom AG   
       (Berlin, Deutschland) 
 
Omnifix F Spritzen 1 ml ohne Kanüle   Braun Melsungen AG  

 (Melsungen, Deutschland) 
 
Penicillin/Streptomycin (10.000 U/ml 10.000 !g/ml) Biochrom AG  

   (Berlin, Deutschland) 
 
Petrischalen 100 x 20 mm    Sarstedt    
       (Newtown, NC. USA) 
 
PFA-Pulver      Sigma    
       (Steinheim, Deutschland) 
 
Phosphate buffered saline, pH 7,4  Sigma    
       (Steinheim, Deutschland) 
 
Pipettenspitzen 2 ml/10 ml    Serstedt    
       (Nümbrecht, Deutschland) 
 
Pipettenspitzen 5 ml/25 ml    BD Labware   
       (Franklin Lakes, NJ; USA) 
 
Pipettierhilfe Easypet    Eppendorf    
       (Hamburg, Deutschland) 
 
Sterile PCV-Röhrchen      BD Bioscience   
       (Franklin Lakes, NJ, USA) 
 
Sterile Tischabdeckung     Lohmann & Rauscher 
       (Regensburg, Deutschland) 
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Trypsin/EDTA Solution    Biochrom AG 
0,05%/0,02% (w/v)      (Berlin, Deutschland) 
 
Zellkulturflaschen     BD Biosciences   
       (Two Oak Park, Bedford,  
       MA, USA) 
 
Zellkulturobjektträger     Falcon, BD    
       (Heidelberg, Deutschland)  
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2.1.3 Medienzusammensetzung 

 Grundmedium Zusätze 

Medium 1 

Alpha-Medium (mod. 

MEM w 2.0 g/l 

NaHCO3, w/o L-

Glutamine, w/o 

Nucleosides) 

20% FCS 

1% DMEM Vitamine 

1% L-Glutamin 

0,2% 

Penicillin/Streptomycin 

2% HEPES 

Medium 2 

DMEM w/o Ca 2+ 

(Dulbeccos modified 

eagle Medium, w 3,7 

g/l NaHCO3, w 1,0 g/l 

D-Glucose, w/o 

Glutamine) 

10% FCS 

1% DMEM Vitamine 

1% L-Glutamin 

0,2% 

Penicillin/Streptomycin 

Medium 3 

DMEM (10x) 

Flüssigmedium 

(w/o NaHCO3, w 4,5 

g/l D-Glukose, 

w/o L-Glutamin, w/o 

Na-Pyruvat ) 

Keine Zusätze 

 

Tab. 1: Auflistung und Zusammensetzung der verwendeten Medien 
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2.1.4 Material für die Wafer und PDMS-Kanal-Herstellung 

Helmanex II (1-2%)     Hellma Analytics   
    (Mühlheim, Deutschland) 

 
Isopropanol      Carl Roth    
       (Tuttlingen, Deutschland) 
 
Siliciumscheiben     Silicon Materials  

      (Kaufering, Deutschland) 
 
SU8 Entwickler     Microchem’s    
       (Newton, MA, USA) 
 
SU8-100 Fotolack     Microchem’s    
       (Newton, MA, USA) 
 
Sylgard®184 Silicone Elastomer Kit  Dow Corning   
       (Midland, MI, USA)  
 

2.1.5 Medikamente und Reagenzien 

Ibandronsäure 2 mg/2 ml CH: H0361H01   Roche   
        (Mannheim, 
Deutschland) 
 
Diclo-CT 75 mg/2 ml Ampulle CH: 259/10  CT Arzneimittel   
       (Berlin, Deutschland) 
 
Pure Col 100 ml 3,0 mg/ml   Inamed Biomaterials 
       (Fremont, CA, USA) 
 
Vancomycin CP 1,0 g CH: K04044   Hikma    
       (Terrugem, Spanien) 
 

2.1.6 Immunhistochemie/Enzym-Substrat-Reaktion 

1M Tris-HCl Stocksolution    Sigma    
       (Steinheim, Deutschland) 
 
AEC + High sensitivity substrate    Dako  
chromogen ready to use    (Hamburg, Deutschland) 
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Antibody Diluent with Background   Dako  
reducing components    (Hamburg, Deutschland) 
 
Aqua dest. Ecotainer    B. Braun    
       (Melsungen, Deutschland) 
 
Avidin-Biotin-Complex (ABC)   Vector    
       (Burlingame, Kanada) 
 
Brij L23 Solution     Sigma    
       (Steinheim, Deutschland) 
 
Ethanol 70%      Apotheke, Klinikum Rechts 
       der Isar  
       (München, Deutschland) 
 
Ethanol absolut 99,8%  Apotheke, Klinikum Rechts 

 der Isar  
 (München, Deutschland) 

 
Kaisers Glyceringelatine     Merck    
       (Darmstadt, Deutschland) 
 
Methanol 99,9%     Roth     
       (Karlsruhe, Deutschland) 
 
NaCl-Tabletten     Sigma    
       (Steinheim, Deutschland) 
 
NBT/BCIP-Tablets     Roche    
       (Mannheim, Deutschland) 
 
Normal Rabbit IgG     PeproTech Inc.   
       (Rocky Hill, USA) 
 
Pepsin      Sigma    
       (Steinheim, Deutschland) 
 
Phosphate buffered saline, pH 7,4  Sigma    
       (Steinheim, Deutschland) 
 
Primärer Collagen Type I Polyclonal   Quartett  
Antibody, Rabbit     (Berlin, Deutschland) 
 
Primärer Osteocalcin-AK    Biotrend    
       (Köln, Deutschland) 
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Protein Block, Serum free    Dako     
       (Hamburg, Deutschland) 
 
Proteinkinase K 1:1000 aq    Qiagen GmbH   
       (Hilden, Deutschland) 
 
Saures Hämalaun nach Mayer    Apotheke, Klinikum Rechts 
       der Isar  
       (München, Deutschland) 
 
Sekundärer biotinylated Anti-Rabbit IgG (H+L) Vectors Laboratories 

(Burlingame, CA, USA) 
 

2.1.7 Software 

MS Word 

MS Excel 

 

2.2 Patientenmaterial 

Das für diese Arbeit verwendete humane Knochengewebe stammte aus 

dem Operationssaal der Klinik für Orthopädie und Sportorthopädie 

(Direktor: Univ.-Prof. Dr. Eisenhart-Rothe) des Klinikum rechts der Isar, 

München. 

Alle verwendeten Knochenfragmente waren überschüssige, nicht mehr 

verwendbare Spongiosaanteile des Beckenkamms, des Knies oder des 

Femurkopfes, die im Rahmen korrektiver oder kurativer Operationen 

gewonnen wurden. Die Entnahme, sowie anonyme Weiterverwendung 

des Knochengewebes erfolgte nach Einverständniserklärung der 

jeweiligen Patienten und wurde durch die lokale Ethikkomission Nr. 

(1307/05) genehmigt. 
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2.3 Osteoblastenisolierung aus Knochengewebe 

Die Kultivierung der Zellen und die Herstellung der benötigten Lösungen 

fand unter sterilen Bedingungen und Verwendung einer Laminar-Air-Flow-

Bank statt. 

Alle Zellen wurden unter Standardbedingungen bei 5% CO2, 95% 

Luftfeuchtigkeit und einer Temperatur von 37 °C in 

Begasungsbrutschränken kultiviert. Vor jeder Passagierung fand eine 

lichtmikroskopische Kontrolle auf Kontamination der Zellen statt. 

Kurz vor jeder Verwendung von Kulturmedium 1 oder 2 wurden 

Ascorbinsäure (250 !l/50 ml) und Dexamethason (10 !l/50 ml) als 

osteogene Zusätze hinzugefügt, da diese aufgrund ihrer hohen 

Lichtempfindlichkeit bei -32 °C und Dunkelheit gelagert wurden. 

2.3.1 Gewinnung von primären humanen Osteoblasten aus 

spongiösem Knochengewebe 

Die für diese Arbeit verwendete Methode zur Gewinnung von primären 

Osteoblasten aus Knochenfragmenten wurde nach Gundle et al. 

modifiziert angewendet [Gundle, Beresford 1995]. 

Die Knochenproben wurden unter Operationsbedingungen in ein steriles 

PVC-Röhrchen (50 ml) mit 37 °C warmem Medium 1 gegeben und im 

Labor direkt weiterverarbeitet. 

Ein steriles Operationstuch zur Abdeckung der Arbeitsfläche wurde 

ausgebreitet um grobe Verunreinigungen der Laminar-Air-Flow-Bank zu 

verhindern und das Kontaminationsrisiko der Proben zu reduzieren. 

Das sich im PVC-Röhrchen befindende Medium-Blut-Gemisch wurde 

abpipettiert und in eine Kulturflasche (175 cm2) mit Medium 1 und 

osteogenen Zusätzen überführt, um möglicherweise bereits abgelöste 

Osteoblasten anzuzüchten.  

Die Spongiosa wurde 4 mal mit 20 ml lauwarmen Medium 1 gereinigt und 

die Spülflüssigkeit in einem separaten PVC-Röhrchen gesammelt. Von 

Blut und Knochenmarkzellen befreit, wurde die Spongiosa mit einem 
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Einmalskalpell und einer Einmalpinzette in gleichgroße Chips (3x3x3 mm) 

zerteilt. Vom gewonnen Material wurden etwa 10 Chips pro Petrischale 

ausgesät, mit 30 ml Medium 1 plus osteogene Zusätze bedeckt und in den 

Brutschrank (37 °C, 5% CO2, 95% Luftfeuchtigkeit) gegeben. 

Die gesammelte Spülflüssigkeit wurde auf ca. 2-3 Flaschen à 175 cm2 

aufgeteilt und ebenfalls mit den osteogenen Zusätzen ergänzt. 

2.3.2 Kultivierung von primären humanen Osteoblasten 

Nach zwei Tagen erfolgte eine erste lichtmikroskopische Kontrolle des 

Zellwachstums, bei der die Wachstumsdichte sowie die Reinheit der 

Zellkultur beurteilt wurden. Ebenso wurde die Hälfte des Mediums in den 

Flaschen als auch in den Schalen verworfen und mit derselben Menge 

Medium 2 ersetzt. Dieses Vorgehen wurde je nach Zelldichte und 

Wachstumsgeschwindigkeit beliebig häufig wiederholt, wobei 

lichtmikroskopische Kontrollen zur Vitalitätsprüfung und 

Kontaminationsfreiheit zweitägig erfolgten. 

Nach 3-4 Wochen war meist der gewünschte subkonfluente Zellrasen 

erreicht und die Zellen konnten weiterverarbeitet werden. 

Hierfür wurde das alte Kulturmedium verworfen und die Zellen mit PBS 

gereinigt, um eine Auswaschung des vorhandenen FCS zu erreichen. Zur 

Ablösung der Zellen aus den Kulturflaschen/-schalen wurde Trypsin 

verwendet. 

Ca. 5 ml Trypsin wurden pro 175 cm2 Flasche hinzugegeben (die Zellen 

sollten vollständig mit Trypsin bedeckt sein) und 7 min lang bei 37 °C 

inkubiert. Durch seitliche Schläge auf die Flasche ließen sich noch 

haftende Zellen vom Boden lösen. Die Zugabe der doppelten Menge FCS-

haltigen Mediums 2 stoppte die Trypsinreaktion. 

Die gesamte Flüssigkeit wurde in ein PVC-Röhrchen in geeigneter Größe 

überführt und bei 2500 RPM 10 min lang zentrifugiert. Der Überstand 

konnte verworfen werden und die Zellen entweder in flüssigem Stickstoff 



 25 

bei -196 °C eingelagert oder in 25 ml Medium 2/175 cm2 Flasche mit 125 

µl AA und 5 µl Dex weiterkultiviert werden.  

2.3.3 Passagierungsmethode und Bestimmung der Zellzahl 

Das gewonnene Zellpellet wurde zuvor mit Hilfe der Neubauer-

Zählkammer ausgezählt und portionsweise in 25 ml Medium 2 auf weitere 

Kulturflaschen verteilt, um Subpopulationen zu erhalten. 

 

Gefäßart Zelldichte 

175 cm2 Flaschen 80 x 104 Zellen 

75 cm2 Flaschen 35 x 104 Zellen 

25 cm2 Flaschen 12 x 104 Zellen 

chamber slides 1,5 x 104 Zellen 

 

Tab. 2: Kultivierungsgefäße mit ihren empfohlenen Zelldichten 

Die Trypanblaufärbung ist eine sichere und schnelle Methode, um die 

Vitalität und Anzahl der Zellen in einer umschriebenen Probe zu ermitteln. 

Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, der geschädigte Zellmembranen 

durchdringt und sich intrazellulär an Proteine bindet, die dann im 

Lichtmikroskop blau erscheinen. Vitale unbeschädigte Zellen hingegen 

erscheinen als hell-weiße Kugel in blauer Umgebung, da ihre Membran 

nicht durchlässig ist. Mit Hilfe dieser Methode konnten avitale Zellen 

selektiv sichtbar gemacht werden und die vitalen schnell mit Hilfe der 

Neubauer-Zählkammer quantifiziert werden [Gassen, Schrimpf 1999, T. 

Lindl 2000b]. 

Dieses Verfahren wurde angewandt, um sicherzustellen, dass gleich viele 

Zellen pro Versuch benutzt wurden. 
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Trypsin-Medium-Zell-Mischung und Trypanblau wurden im Verhältnis 1:1 

vermengt, ca. 1 min stehen gelassen und anschließend in die Neubauer-

Zählkammer eingespritzt. 

Die Neubauer-Zählkammer ist eine Glasfläche, in die ein Gitternetz 

eingefräst ist, und mit einem Deckglas einen definierten Raum von 0,9 µl 

ergibt. Der Raum mit 16 x 4 Feldern wurde mit Zellsuspension befüllt und 

die Zellen unter dem Lichtmikroskop ausgezählt. Somit ließ sich später die 

Anzahl an vitalen Zellen mit Hilfe der folgenden genannten Formel 

berechnen: Zellkonzentration pro ml = gezählte Zellen x 104/4 x 2/2. 

Abb. 1: Neubauerzählkammer: Nur die grün dargestellten Zellen werden in der Formel 
berücksichtigt; rote Zellen dürfen nicht gezählt werden. 

2.3.4 Kryokonservierung 

Die Kryokonservierung ist eine geeignete Methode, gewonnene Zellen 

aufzubewahren und für spätere Versuche in einheitlicher Passage zu 

konservieren. Bei diesem Verfahren können für die Zelle schädliche 

Substanzen, wie z.B. Eiskristalle entstehen, was durch die Zugabe von 

Dimethylsulfoxid (DMSO) verhindert wird [Pomerat, Moorhead 1956, 

Bouroncle 1965, Murthy 1998]. 
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Das beim Zentrifugieren gewonnene Zellpellet wurde in dem PVC-

Röhrchen ohne Überstand auf Eis gelegt; ebenso wurde mit dem leicht 

angetauten DMSO verfahren. Die Zellen wurden im kalten DMSO 

resuspendiert (3 Mio. Zellen/300 µl DMSO) und in ein speziell hierfür 

entwickeltes Kryoröhrchen überführt. Um eine gleichmäßige Abkühlung 

der Zellen zu erreichen, wurden die Kryoröhrchen in eine Isopropanolbox 

gestellt und diese bei -80 °C gekühlt. Durch dieses Verfahren wurde eine 

gleichmäßige und langsame Abkühlung bis auf -80 °C gewährleistet. Nach 

2-3 Tagen wurden die Röhrchen in -196 °C kalten flüssigen Stickstoff 

überführt. In diesem Zustand können die Zellen theoretisch unbegrenzt 

konserviert werden [Lindl 2000a].  

Beim Auftauen der Osteoblasten wurde auf eine rasche Erwärmung im 

Wasserbad geachtet, um keinen Zellverlust zu verursachen. Die 

Kryoröhrchen wurden im Wasserbad erwärmt bis nur noch ein kleiner 

Eiskristall zentral übrig blieb. Die halbgefrorene Lösung wurde sofort in ein 

mit 5 ml Medium 1 befülltes Röhrchen überführt und mit 2500 RPM 10 min 

zentrifugiert. Nach Abnahme des Überstandes konnte das Zellpellet wie 

gewohnt weiter verwendet werden. 

2.3.5  Zellpool erstellen 

Für die weiterführenden Experimente wurden die zuvor einzeln 

untersuchten Patientenzellen zu einem Zellpool vereinigt, um die 

Auswirkung von unterschiedlichen Medikamenten zu testen. Hierfür 

wurden jeweils 500.000 Zellen in Passage 2-3 pro Patient „gepoolt“ und 

der Pool unter unterschiedlichen Gegebenheiten weiterkultiviert. 

Zu diesem Zweck war es wichtig, dass sich alle Zellen in Passage 2 oder 

3 befanden, unter gleichen Bedingungen herangezüchtet wurden 

(Medium, Zusätze, Zelldichte) und in keiner der Spenderzellflaschen eine 

Kontamination vorlag, die sich dann im gesamten Pool hätte ausbreiten 

können. 
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2.3.6 Kultivierung und Fixierung von zellbewachsenen 

Zellkulturobjektträgern 

Für eine spätere immunhistologische Färbung mussten die Zellen auf 

Zellkulturobjektträgern, sogenannten chamber slides kultiviert werden. 

Hierbei handelt es sich um Glasobjektträger mit vier isolierten Kammern. 

In jede Kammer eines Objektträgers wurden 15.000 Zellen mit 1 ml 

Medium 2 ausgesät und im Brutschrank 2-3 Tage kultiviert. War ein 

subkonfluenter Zellrasen erreicht (mikroskopische Kontrolle), wurden die 

Objektträger vom Kammersystem abgelöst, in PBS für ca. 10 min 

gewaschen und anschließend luftgetrocknet. 

Für die anschließende Fixierung der Zellen wurden zwei Lösungen 

benutzt: PFA für die Kollagen I Färbungen bzw. Alkohol (50% 

Methanol/50% Ethanol) für die alkalische Phosphatase- und die 

Osteocalcinfärbung. In diesen Lösungen wurden die Objektträger 10 min 

inkubiert, bevor sie über Nacht bei Raumluft trockneten. Anschließend 

konnten die chamber slides bei -32 °C eingefroren oder direkt weiter 

verwendet werden. 

2.3.7 Herstellung der Paraformaldehyd-Lösung (PFA) 

16 g des PFA Pulvers wurden in 300 ml 100 °C heißes PBS und 3,5 ml 

NaOH gegeben und mit Alufolie abgedeckt. Die Lösung wurde 

anschließend gerührt, bis sich das Pulver vollständig gelöst hatte und in 

einem Eisbad auf RT abgekühlt. Mit Hilfe von Titration mit HCl ließ sich 

der pH-Wert auf gewünschte 7,2-7,4 einstellen. 

2.3.8 Medikamentenbehandlung des Zellpools 

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die Einflüsse von Diclofenac, 

Ibandronsäure und Vancomycin auf primäre humane Osteoblasten in vitro 

untersucht. Um in vivo Bedingungen zu entsprechen, wurde mit bekannten 

therapeutischen Plasmakonzentrationen gearbeitet. Die Zellen wurden 14 

Tage in Medium 2 mit Medikamentzusätzen kultiviert. Ein Mediumwechsel 
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erfolgte alle 4 Tage. Die Messungen wurden an den Tagen 7, 8, 13 sowie 

14 durchgeführt. 

 

Medikamente Zugabe 
pro 25 ml 
Medium 2 

Konzentration 
pro ml Medium 
2 

In vivo 
Plasmakonzentration 

Diclofenac 

(75 mg/2 ml) 

1,5 !l 2,2 !g/ml 2,2 !g/ml * 

Ibandronsäure 

(2 mg/2 ml) 

2,225 !l 90 ng/ml 90 ng/ml ** 

Vancomycin 

(1000 mg/50 ml) 

37,5 !l 30 !g/ml 30 !g/ml *** 

 
Tab. 3: Konzentrationen und Mischungsverhältnisse der verwendeten Medikamente für 
das Medium 2 
 
* Diclofenac: http://www.pharmazie.com/graphic/A/86/1-23786.pdf (31.1.2011) 
** Ibandronsäure: http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/EPAR_-
_Scientific_Discussion/human/000101/WC500053173.pdf (31.1.2011) 
*** Vancomycin: 
https://www.gesundheit.gv.at/Portal.Node/ghp/public/content/labor/referenzwerte/Labor_Medikamente_Vancom
ycin_VANCO.html (31.1.2011) 

2.4 Immunhistochemie und Substrat-Enzym-Reaktion 

Um sicher zu stellen, dass es sich bei den angezüchteten Zellen um 

Osteoblasten handelte, wurden die Marker Osteocalcin und Kollagen I 

immunhistochemisch mittels Avidin-Biotin-Methode nachgewiesen [Hsu, 

Raine et al. 1981]. Die Enzym alkalische Phosphatase wurde mittels einer 

Substrat-Enzym-Reaktion nachgewiesen.  

Osteocalcin (OC), Kollagen I (Kol I) und alkalische Phosphatase (AP) 

dienten als Substrate für die Färbung, da sie abhängig vom Reifestadium 

der Osteoblasten in unterschiedlichen Konzentrationen exprimiert werden 

[Aubin 1998]. 

Osteocalcin ist ein 47-50 Aminosäuren großes Protein [Hauschka 1986], 

das von reifen Osteoblasten [Aubin 1998] in der Phase der Matrixbildung 

und Mineralisierung stark exprimiert wird und als spezifischer 
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Osteoblastenmarker anerkannt ist [Aubin 1998, Hauschka 1986, Ducy 

2000].  

Kollagen I ist kein spezifischer Marker für Knochengewebe, da es in Haut, 

Sehnen, Bändern und anderen Organen vorkommt [Hees, Sinowatz 

2000]. Es ist jedoch das einzige Kollagen, das im Knochen vorkommt 

[Auf'mkolk, Schwartz 1985, Marie, Lomri et al. 1989]. 

Durch eine gründliche Reinigung der Spongiosafragmente konnte eine 

Verunreinigung der Kulturen mit nicht-osteogenem Gewebe nahezu 

ausgeschlossen werden. Daher wurde Kollagen I in den vorliegenden 

Untersuchungen als knochenspezifischer Marker gewertet. 

Alkalische Phosphatase ist ein Enzym, das bei der Kalzifikation der 

Knochenmatrix mitwirkt und auf der Zelloberfläche von Osteoblasten 

exprimiert wird [Swaminathan 2001]. Dieses ist ein anerkannter 

osteoblastischer Marker und kann sowohl in Vorläuferzellen als auch bei 

reifen Osteoblasten detektiert werden [Aubin 1998, Coelho, Cabral et al. 

2000]. 

2.4.1 Immunhistochemischer Nachweis von Osteocalcin 

Die bei -32 °C eingefrorenen, in Alkohol fixierten chamber slides wurden in 

der feuchten Kammer für 15 min bei RT erwärmt und anschließend 10 min 

lang in PBS rehydriert. 

Zur Andauung der fixierten Zellen wurde für 20 min Proteinkinase K 

(1:1000 aq) auf die Objektträger aufgetragen und bei RT inkubiert. Die 

Andauung konnte durch eine zehnminütige Spülung in PBS gestoppt 

werden. Der Proteinblock, der 15 min bei RT inkubiert wurde, diente der 

Unterdrückung der unspezifischen Anfärbung der nicht gewünschten 

Antigene in einem späteren Schritt der IHC.  

Die Anordnung der aufgetragenen Substrate zeigt Tabelle 4. 
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 Fenster 1 Fenster 2 Fenster 3 Fenster 4 

Substrat 
Spezifischer 

AK 1:25 

Spezifischer 

AK 1:25 

Unspezifischer 

AK 1:25 

PBS-

Probe 

 
Tab. 4: Anordnung der immunhistochemischen Färbungen mit der jeweiligen AK-
Verdünnnung auf chamber slides 
 

Die spezifischen AK gegen Osteocalcin wurden im Verhältnis 1:25 in 

Antibody-Diluent verdünnt und 70 µl pro Fenster aufgetragen ohne 

zwischenzeitliches Waschen. Als Negativ-Kontrolle wurden unspezifische 

rabbit-IgG in der gleichen Verdünnung verwendet. Die Inkubationszeit 

betrug zunächst 120 min bei RT, um anschließend bei 4 °C über Nacht 

abgeschlossen zu werden. 

Zur Weiterverarbeitung wurden die Objektträger für eine Stunde auf RT 

erwärmt bevor die Antikörper mit PBS/Brij für 10 min abgewaschen 

wurden. Nun wurde der sekundäre Antikörper (Anti-Rabbit-IgG) 1:200 in 

PBS verdünnt aufgetragen und die Zellen für 30 min bei RT inkubiert. 

Der Avidin-Biotin-Komplex (Fertigkit) musste 10 min vor Anwendung frisch 

angesetzt werden und 30 min auf den Zellen nach nochmaligem Waschen 

in PBS/Brji inkubieren. 

Der AEC-Komplex, dessen Umsetzung des roten Chromogens 

lichtmikroskopisch kontrolliert wurde, inkubiert 2-10 min auf den Zellen, bis 

eine ausreichend starke Färbung erzielt wurde. Die Anfärbung wurde 

abermals mit PBS/Brij abgestoppt. 

Zur besseren Differenzierung erfolgte die Anfärbung der Zellkerne mittels 

Hämalaun. Hierfür wurden die chamber slides 3 min in die Farblösung 

gegeben und anschließend 30 min unter fließendem Wasser gespült. Zum 

Schluss wurden die chamber slides mit flüssiger Glyceringelatine betropft 

und mit einem Deckglas endgültig fixiert.  

2.4.2  Immunhistochemischer Nachweis von Kollagen I 

Die bei -32 °C gelagerten, in 4% PFA fixierten chamber slides wurden in 

der feuchten Kammer für 15 min auf RT erwärmt und anschließend 10 min 



 32 

in PBS rehydriert. Zur Andauung der fixierten Zellen wurde für 70 min 

Pepsin (5 mg Pepsin/50 ml 0,01M HCl) auf die chamber slides 

aufgetragen und bei RT inkubiert. Die Andauung wurde durch eine 

zehnminütige Spülung in PBS gestoppt. Mit dem Proteinblock wurde wie 

unter 2.4.1 beschrieben verfahren.  

Die spezifischen Antikörper für Kollagen I wurden 1:25 in Antibody-Diluent 

verdünnt und 70 µl pro Fenster aufgetragen. Mit der Negativ-Kontrolle 

wurde wie unter 2.4.1 verfahren. Die Zellen wurden über Nacht in der 

feuchten Kammer bei RT ohne zwischenzeitliche Waschung inkubiert. 

Das weitere Vorgehen glich dem unter Punkt 2.4.1 beschriebenen 

Prozedere. 

2.4.3 Enzym-Substrat-Reaktion zum Nachweis von alkalischer 

Phosphatase  

Die alkalische Phosphatase wurde direkt durch einen Farbstoff detektiert 

und angefärbt. 

Die wie unter 2.4.1 beschrieben, aufgetauten alkoholfixierten chamber 

slides wurden für 10 min in Tris-Puffer rehydriert und anschließend mit der 

Substratlösung (NBT/BCIP Tablette in 10 ml dH2O) für 30-60 min unter 

lichtmikroskopischer Kontrolle inkubiert. Bei ausreichender Anfärbung 

wurde die Reaktion mit Tris-Puffer gestoppt und die chamber slides mit 

flüssiger Glyceringelatine betropft und mit einem Deckglas endgültig 

fixiert. 

2.4.4 Auswertung der immunhistochemischen Färbungen sowie der 

Enzym-Substrat-Reaktion 

Die Auswertung der Immunhistochemie erfolgte semiquantitativ nach dem 

modifizierten immunreaktiven score (IRS) nach Remmele und Stegner, 

der das Produkt aus der Intensität der Färbungen (Staining Intensity = SI) 

und die Prozentzahl der positiv angefärbten Zellkerne (positive Prozente = 

PP) pro Blickfeld berücksichtigt [Remmele, Stegner 1987]. In der 
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vorliegenden Arbeit wurde nicht die Prozentzahl der positiven Zellkerne, 

sondern der positiv angefärbten Zellen pro Blickfeld bestimmt.  

Die Auswertung erfolgte unter dem Lichtmikroskop bei 10-facher 

Vergrößerung anhand vier repräsentativer Bildausschnitte.  

 

Der Prozentsatz positiver Zellen wurde wie folgt klassifiziert: 

0 = keine positiven Zellen 

1 = <10% positive Zellen 

2 = 10-50% positive Zellen 

3 = 51-80% positive Zellen 

4 = > 80% positive Zellen 

 

Die Färbeintensität wurde wie folgt klassifiziert: 

0 = keine Färbereaktion 

1 = schwache Färbereaktion 

2 = mäßige Färbereaktion 

3 = starke Färbereaktion 

 

Der IRS kann als Produkt von SI und PP Werte zwischen 0 und 12 

erreichen und wurde wie folgt klassifiziert: 

0 = keine Expression 

1-3 = geringe Expression 

4-8 = mäßige Expression 

9-12 = starke Expression 

 

2.5 Versuchsaufbau 

Zur Untersuchung der Zellinteraktion mit der dreidimensionalen 

Kollagenmatrix wurden spezielle Mikrokanalsysteme aus PDMS 

angefertigt. Als Gußform dienten beschichtete Silizium-Wafer. Hierbei 
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handelt es sich um eine Siliciumscheibe auf der durch speziellen Fotolack 

ein vorgegebenes Muster kreiert wurde. 

Die Kanalsysteme wurden mit einer Kollagen-Zell-Suspension befüllt und 

bei einer Temperatur von 37 °C 20 h unter einem speziellem 

Lichtmikroskop mittels einer digitalen Videokamera beobachtet und 

aufgezeichnet. 

2.5.1 Lithographische Herstellung eines Wafers mittels Fotolacks 

Die im Folgenden beschriebenen Vorgänge des Lithographieverfahrens 

wurden modifiziert nach den Protokollen von Sidorova et al. sowie 

McDonald et al. [Sidorova, Li et al. 2009, McDonald, Duffy et al. 2000]. 

Zur Herstellung der Gußform für die PDMS-Kanäle wurden Wafer 

(vorgeschnittene Siliciumscheiben) mit einem strahlungsempfindlichen 

Lack beschichtet.  

 

Abb. 2: Prinzip der Lithografie [www.halbleiter.org/litografie] 

Der Fotolack besteht aus drei Komponenten: Lösungsmittel, das die 

Viskosität des Lacks beeinflusst, fotoempfindliche Partikel, die durch eine 

Quecksilberlampe umstrukturiert werden und Grundharz. In der 

Lackschicht kann mit Hilfe einer Strukturvorgabe (Maske) und einer 

Quecksilberlampe ein vorgegebenes Muster geschaffen werden. Durch 

diese Umstrukturierung können bestimmte Anteile des Lackes aushärten 
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(Negativlack) oder durch Entwickler vom Wafer gelöst werden 

(Positivlack). Die im Folgenden beschriebenen Versuche wurden alle mit 

einem Negativlack durchgeführt. 

Die für die Experimente benötigten Wafer wurden aus einer 

Siliciumscheibe maskengerecht zugeschnitten. Hierbei musste darauf 

geachtet werden, dass der Glasschneider auf der matten Seite der 

Scheibe angesetzt wurde, um spätere Unebenheiten zu vermeiden. 

Die zugeschnittenen Wafer wurden 30 min in Isoproanol in ein 

Ultraschallbad gegeben, um alle Fremdpartikel von der Oberfläche zu 

entfernen. 

In dieser Zeit wurde der Arbeitsplatz entstaubt und der 

Rotationsbeschichter (Spin-Coater) vorbereitet. Es handelt sich hierbei um 

eine Zentrifuge, die durch Vakuum den Wafer fixiert, wodurch eine 

gleichmäßige Lackbeschichtung ermöglicht wurde. 

 

Abb. 3: Herstellung der homogenen Fotolackbeschichtung [www.halbleiter.org/litografie] 

Die sauberen Wafer wurden einzeln in den Spin-Coater eingelegt und 

nochmals mit Isopropanol bei 3000 RPM für 2 x 30 s gewaschen. 

Auf die Mitte des Wafers wurde ein dicker Tropfen SU8-100 Fotolack 

gegeben und ebenfalls mit 3000 RPM 2 x 30 s lang beschleunigt, wodurch 

eine 100 !m dicke Lackschicht auf dem Wafer entstand. Um 
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Verunreinigungen oder ungleichmäßig verteilten Lack zu detektieren, 

musste nach den ersten 30 s eine Sichtkontrolle vorgenommen werden. 

Bei eventuellen Fehlern wurde der Lack mittels Isopropanol abgewaschen 

und der Wafer neu beschichtet.  

Wurde der Fotolack korrekt aufgetragen, folgte die Phase des „soft 

baking“, bei der der Wafer stufenweise erhitzt wurde, zuerst 10 min auf 65 

°C, dann 30 min auf 95 °C und schließlich wieder 1 min auf 65 °C zum 

Abkühlen. Durch das Erhitzen verdunstete das Lösungsmittel und der 

Lack erlangte eine feste Konsistenz. 

Die anschließende Belichtung erfolgte mittels einer Quecksilberlampe 

gemäß der „Kontaktbelichtungsmethode“. Hierbei wurde die Maske direkt 

mittels einer sauberen Glasscheibe auf den Lack gepresst. So wurden die 

Strukturen der Maske im Maßstab 1:1 auf den Wafer übertragen. 

Zuvor wurde ein Tropfen Glycerin auf den Wafer gegeben, um einen 

verbesserten Brechungsindex zwischen Maske und Wafer zu erhalten 

[Chuang, Tseng et al. 2002]. Die Belichtungszeit betrug exakt 8 min und 

40 s. 

Durch die Belichtung unter der Quecksilber-Dampf-Lampe wurden die 

Fotoinitiatorsalze im Lack zu einer Säure umgewandelt, die später die 

Polymerisation induzierte. Einmal polymerisiert, war der Lack irreversibel 

am Silizium gebunden. 

Die Belichtungszeit wurde von der Lackstärke und den Laborbedingungen 

bestimmt. Durch Unterbelichtung entstanden Risse im Film (ungenügende 

cross-links); Überbelichtung hingegen verursachte sogenannte T-toppings, 

was in Unebenheiten im Lack resultierte.  

Beim anschließenden „post exposure baking“, bei dem der Wafer erneut 

für 30 min auf 65 °C erhitzt wurde, kam es zur Ausbildung der irreversiblen 

cross-links im Lack. 

Im letzten Schritt, der sogenannten Entwicklung, wurde der überschüssige 

Lack mit zweifachem Inkubieren für 10 min in MicroChem’s SU-8 

Developer entfernt. Unentwickelte Stellen im Lack konnten durch 
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Isopropanol sichtbar gemacht werden (weißer Schleier) und mussten 

erneut entwickelt werden. Die Entwicklungszeiten wurden an die 

Lackstärke angepasst. 

Die Qualität des Wafers wurde mithilfe eines Auflichtmikroskops geprüft, 

wobei jede einzelne Fotolackstruktur auf Genauigkeit der Kanten und 

Durchgängigkeit der Kanäle geprüft wurde. Bei Rissbildung oder 

Ablösungen des Lacks wurden „post exposure bake“-Länge und 

Belichtungszeiten dementsprechend angepasst. 

Um später eine zu starke Haftung zwischen PDMS und Fotolack zu 

verhindern, wurden die Wafer 30 min im Vakuum mit Silan behandelt 

[Weibel, Kruithof et al. 2005]. 

2.5.2 PDMS-Kanal-Herstellung 

PDMS (polydimethylsiloxane) ist ein geruchloses, farbloses, hydrophobes, 

ungiftiges und inertes Silikon. Die letztgenannte Eigenschaft war für den 

Einsatz in dieser Arbeit ausschlaggebend, da auf diese Weise keine 

Wechselwirkungen mit dem Kollagen, den Zellen oder der 

Wasserumgebung zu erwarten waren.  

Aus dem Sylgard®184 Silicone Elastomer Kit wurden Sylgard und Silicon 

Elaston Base im Verhältnis 10:1 vermengt und anschließend zur 

Entgasung 20 min unter die Vakuumglocke gestellt.  

Die luftblasenfreie Menge wurde über die parallel liegenden Wafer in eine 

große Petrischale gegeben bis die Wafer vollständig bedeckt waren. Die 

Dicke des Silikons sollte 0,5 bis 0,8 mm betragen. Die Petrischale wurde 

ebenfalls ca. 20 min entgast und anschließend über Nacht zum Aushärten 

in den 70 °C heißen Backofen gegeben. 

Mit einem scharfen Skalpell und tangentialer Krafteinwirkung wurden 

vorsichtig die einzelnen Kanalblöcke aus der Masse herausgeschnitten 

und an den Enden der Mikrokanäle jeweils 1 mm große Löcher 

hineingestanzt, ohne dabei die Kanalstrukturen im PDMS zu verletzen. 

Um ein geschlossenes Kanalsystem zu erhalten wurden Glasobjektträger 
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je nach PDMS-Kanalsysstemgröße zugeschnitten und dienten später als 

Boden der Mikrokanäle. 

Im nächsten Schritt wurden die zugeschnittenen Glasobjektträger sowie 

die Silikon-Kanäle mit Helmanex gereinigt und getrocknet. 

Die PDMS-Kanäle wurden durch das Verfahren „Plasma cleaning“ 

irreversibel an die Glasobjektträger gebunden, so dass zwischen PDMS 

und dem Glas Mirkokanäle mit jeweils einem Stanzloch an jeder Seite 

entstanden [Brent, Steinbock 2003]. 

Die Lagerung der fertigen Mikrokanäle erfolgte im 70 °C Backofen. 

2.6 Versuchsdurchführung 

2.6.1 Herstellung des Kollagens 

Bei der Herstellung des Kollagens wurde auf eine besonders präzise 

Vorgehensweise geachtet, da bereits geringe Abweichungen der pH-

Werte oder Temperatur zu unterschiedlicher Fibrillenausbildung führen 

konnten. Aus diesem Grund mussten die Lösungen für jeden Versuchstag 

frisch angesetzt werden [Sung, Su et al. 2009]. Für einen Versuch mit 

einem PDMS-Kanal-System wurde ca. 1 ml Kollagenlösung benötigt. 

Das Kollagen setzte sich zusammen aus 80% PureCol-Rinderkollagen, 

1% Penicillin/Streptomycin und 5% FCS. Zur Neutralisation wurden 2% 

HEPES und 2% NaOH 1M zugegeben; 10% von Medium 3 lieferten 

genügend Nährstoffe während des Versuches. Das Kollagengemisch 

wurde für 60 min bei 4 °C gelagert, um eine optimale Fibrillenstruktur zu 

erhalten [Sung, Su et al. 2009]. Der Lösung wurden 6 !m durchmessende 

kollagenbeschichtete Latexkugeln zum „Tracking“ sowie Größenvergleich 

hinzugefügt [Fernandez, Bausch 2009].  

2.6.2 Vorbehandlung und Befüllung der PDMS-Kanäle 

Die fertigen PDMS-Mikrokanäle wurden 2 h vor Versuchsbeginn auf RT 

gebracht und erneut auf Verunreinigungen überprüft. Eine BSA-
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Beschichtung der Kanäle verhinderte starke Anhaftungen von Kollagen 

am PDMS. Diesen Vorgang bezeichnet man als Passivierung. 

Jeder einzelne Kanal wurde 20 min lang mit BSA bei 37 °C passiviert und 

anschließend mit PBS einzeln durchgespült. Um eine Verdampfung der 

BSA-Lösung zu verhindern, wurden die Öffnungen der Mikrokanäle mit 

einem Klebestreifen abgedichtet und der Objektträger in eine Petrischale 

mit 37 °C warmem destilliertem Wasser gelegt. 

Die zu untersuchenden Zellen wurden wie gewohnt abtrypsiniert, das 

gewonnene Zellpellet in 500 µl PBS resuspendiert und abermals bei 6000 

RPM zentrifugiert. 

Zellen und Kollagen wurden in einer Konzentration von 300.000 

Zellen/270 µl Kollagenmischung vorsichtig vermengt ohne dass Luftblasen 

im Kollagen entstanden, da diese sich bei Wärmezufuhr ausdehnen 

konnten und eine korrekte Aufzeichnung somit verhindert wurde. 

Mit einer 1 ml Spritze wurde die Zell-Kollagen-Mischung aufgezogen und 

mit einer 0,9 mm durchmessende Kanüle langsam und stetig in die Kanäle 

eingespritzt. Bei zufriedenstellender lichtmikroskopischer Kontrolle (gute 

Zellverteilung, keine Fremdkörper, keine Luftblasen) wurden die 

Stanzlöcher an beiden Enden der Kanäle mit einem Klebestreifen luftdicht 

verschlossen. 

2.6.3 Computergestützte mikroskopische Aufzeichnung  

Vor Versuchsbeginn musste stets die Funktionalität des Versuchsaufbaus 

überprüft werden um technische Probleme im Vorfeld zu beseitigen. 

Sobald die Zell-Kollagen-Mischung einen Temperatur von 37 °C erreichte 

wurde die Aufzeichnung gestartet [Sung, Su et al. 2009]. Eine 

Unterbrechung der Gelpolymerisation war nicht möglich. 

Der verwendete Verschiebetisch war mit einer Wärmekammer aus Kupfer 

versehen, die für eine konstante Temperatur von 37 °C während des 

gesamten Versuchs sorgte. Eine Fensterung im Boden und im Deckel der 

Kammer (0,8 x 2,5 cm) ermöglichte eine mikroskopische Aufzeichnung der 
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in der Kammer fixierten PDMS-Kanäle. Bei der Fixierung (durch 

Klebestreifen) war die parallele Ausrichtung zur horizontalen Kupferwand 

entscheidend, so dass die im Folgenden eingestellte Kameraeinstellung 

den gewünschten Kanalabschnitt zentral erfassen konnte. 

Die Kammer wurde nun fest verschlossen und der Innenraum mit H2O (5% 

CO2, 37 °C) befüllt. Das Wasser versorgte die Zellen während der 

zwanzigstündigen Versuchsdauer mit ausreichend Sauerstoff und sorgte 

für die gewünschte Wärmeübertragung. 

Im Anschluss wurde mit Hilfe des Computerprogramms die aktuelle 

Position des Tisches ermittelt. Davon abhängig wurden die Koordinaten 

für die gewünschten Messungen eingegeben, wobei beachtet werden 

musste, dass die Messstellen auf der y-Achse mind. 0,5 cm auseinander 

lagen, um Dehnungseffekte einer anderen Kollagenstelle auszuschließen. 

Bei den Messungen handelte es sich um mikroskopische Fotografien von 

verschiedenen Messpunkten in den PDMS-Kanälen zur Aufzeichnung der 

Zellinteraktion mit der sie umgebenden Kollagenmatrix. 

Im letzten Schritt mussten die Zeit für den Gesamtversuch, sowie die 

Häufigkeit der Bilder der einzelnen Messpunkte festgelegt werden. 

Alle Versuche wurden über 20 h durchgeführt und jede Position alle 15 

Sekunden fotografiert. Pro Mikrokanal (Gesamtlänge 2 cm) wurden 3 

Positionen beobachtet. 

2.6.4 Auswertung der Aufzeichnungen  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Kollagenbreiten zu den 

jeweiligen Zeitpunkten gemessen und hieraus eine Restkollagenbreite in 

% errechnet (Startwert 100%). Die jeweilige Breite wurde in Pixeln 

ausgemessen und durch den Ausgangswert dividiert um eine 

Vergleichbarkeit der Messungen zu erreichen. 

Zur Auswertung wurden die Bilder nach 0, 2, 4, 10 und 20 h verwendet. 

Der Messpunkt 0 diente hierbei als Ausgangswert. Der Messpunkt nach 2 
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h wurde gewählt, da nach Sung et al. zu diesem Zeitpunkt das 

Kollagennetzwerk vollständig ausgebildet vorlag [Sung, Su et al. 2009]. 

Vorversuche zeigten, dass Stunde 4 und 10 die größten Veränderungen in 

der Kollagen-Zellinteraktion aufwiesen und somit eine hohe Aussagekraft 

besaßen. 

Die Zell-Kollagenmatrix erreichte bei ca. 15-30% Restkollagenbreite ihren 

Endwert; eine weitere Kontraktion war aus räumlichen Gegebenheiten 

nicht mehr möglich. Da dieser Zustand nach 20 h sicher bei allen 

Versuchen erreicht wurde, diente dieser Messzeitpunkt als 

Versuchsendpunkt. 

Die Diagramme zeigen die Mittelwerte und ihre Standardabweichung; die 

Anzahl der einzelnen Messungen wurde in den jeweiligen Diagrammen 

angegeben. Für die tabellarische und graphische Darstellung der Daten 

wurde das Programm MS Excel 2008 verwendet. 
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2.7 Vorversuche 

Im Vorfeld dieser Arbeit wurden Experimente mit den Patientenzellen 

unternommen um die optimalen Rahmenbedingungen für die 

darauffolgenden Untersuchungen herauszufinden. Es galt, eine 

bestmögliche Zellverteilung in den Mikrokanälen sowie die ideale 

Kollagenkonzentration und -struktur zu erzielen, um möglichst 

aussagekräftige Resultate zu erhalten. Ebenso legten wir in diesen ersten 

Vorversuchen die Messzeitpunkte fest.  

Der Versuchsaufbau erfolgte wie o.a. mit Abweichungen in der 

verwendeten Zellzahl sowie der Kollagenkonzentration in der 

Versuchslösung.  

Um die optimale Zellzahl zu ermitteln fügten wir 100.000, 200.000, 

300.000, 400.000 sowie 500.000 Zellen pro 270 !l Kollagenlösung hinzu 

und untersuchten die Zellverteilung in den Kanälen mikroskopisch.  

Zur Feststellung der geeigneten Kollagenkonzentration in der Lösung 

verwendeten wir 80%ige sowie 40%ige (40% Kollagen, 10% DMEM, 

4Hepes, 2NaOH, 1% Pen/Strep, 43% Serum) Kollagenlösungen und 

verglichen ihre Kontraktionsraten über 20 h.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Patientengut 

Patient Nr. 1 

Geschlecht: weiblich  
Alter: 18 Jahre 
NE: keine 
Med.: orales Antikontrazeptivum 
Entnahmeort: Beckenkamm 

Patient Nr. 2 

Geschlecht: weiblich 
Alter: 66 Jahre 
NE: DM Typ2, Hyperlipidämie, 
Adipositas, chro. VHF, KHK, art. 
Hypertonie, Hypothyreose  
Med.: Torasemid, Ramipril, Digitoxin, 
Bisoprolol, Phenprocoumon, L-
Thyroxin, Insulin, Spironolacton, 
Metformin 
Entnahmeort: Femurkondyle 

Patient Nr. 3 

Geschlecht: männlich 
Alter: 28 Jahre 
NE: keine  
Med.: keine 
Entnahmeort: Beckenkamm 

Patient Nr. 4 

Geschlecht: männlich 
Alter: 64 Jahre 
NE: art. Hypertonie, 
Dyslipoproteinämie, Adipositas, BPH, 
Nephrolithiasis, COPD, 
Niereninsuffizienz 
Med.: Triamteren, Hydrocholothiazid, 
Tenofibrat 
Entnahmeort: Hüftkopf 

 
Tab. 5: Patientendaten mit Angaben zu Geschlecht, Alter, Nebenerkrankungsprofil (NE), 
Medikamenten sowie Entnahmestelle 
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3.2 Vorversuche 

Die Vorversuche zur Bestimmung des Kollagengehalts in der verwendeten 

Lösung zeigten, dass bei einer 80%igen Kollagenmischung die messbaren 

Unterschiede graduierter als in einer 40%igen Matrix waren, da bei der 

verdünnten Versuchsreihe bereits nach 2 h das Kollagen um 20-40% 

kontrahiert und somit die weitere Aussagekraft eingeschränkt war (vgl. 

Abb. 3.2). Die von Fernandez et al. eingesetzten Latexkugeln dienten in 

ihrer Arbeit von 2009 dem „Tracking“ der Zellen und der Darstellung der 

Kollagenbewegung [Fernandez, Bausch 2009, Sawhney, Howard 2002]. 

In unseren Voruntersuchungen zeigte sich, dass die Latexkugeln von den 

primären humanen Osteoblasten phagozytiert wurden und somit kein 

„Tracking“ mehr erfolgen konnte. Um einen einheitlichen Versuchsaufbau 

zu erhalten und eine veränderte Kollagenpolymerisation zu vermeiden 

wurden die Kugeln trotzdem allen weiteren Untersuchungen beigefügt. 

Zur Beurteilung der verwendeten Zellzahl wurden die Kriterien 

Zellverteilung, Zellclusterbildung sowie Zell-Zell-Interaktion verwendet. Bei 

zu wenigen Zellen im untersuchtem Bildausschnitt durchwanderten die 

Zellen das Kollagen um Kontakt zu weiteren Zellen zu suchen und 

verließen dadurch teilweise den Bildausschnitt. Somit konnte keine oder 

kaum eine Interaktion beobachtet werden. Zuviele Zellen pro 

Bildausschnitt verursachten eine Clusterbildung, weshalb eine sinnvolle 

Auswertung der Kollageninteraktion nicht erfolgen konnte. Ebenso zeigte 

sich, dass in Medium 2 zentrifugierte Zellen eine sehr hohe 

Clusterbildungstendenz aufwiesen, die durch wiederholtes Zentrifugieren 

in PBS zugunsten einer besseren Zellverteilung in den PDMS-Kanälen 

deutlich minimiert werden konnte. Dies vermag am geringerem 

Elektrolytgehalt in PBS liegen. 
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Für 300.000 Zellen/270 !l Kollagenlösung erreichten wir eine homogene 

Zellverteilung ohne starke Clusterbildung, so dass alle weiteren Versuche 

mit dieser Zellzahl erfolgten.  

 

3.2.1 Verdünnungsversuch Patient Nr. 1 

 

Abb. 4: Vergleich von Patient Nr. 1 in Matrizen mit 40%- und 80%igem Kollagen über 
einen Zeitraum von 20 h (n=6 pro Messung) 

Alle im Folgenden beschriebenen Versuche wiesen zur h 0 eine 

Kollagenbreite von 100% auf. Dies zeigte, dass die verwendeten Kanäle 

zu Beginn der Messung gleichmäßig mit der Zell-Kollagen-Mischung 

ausgefüllt waren.  

Der Versuch mit Zellen des Patienten Nr. 1 im verdünntem Kollagen ergab 

in den Messpunkten nach 2, 4 und 10 h eine Kollagenbreite, die im 

Durchschnitt um 23% niedriger war als im Vergleichsversuch mit 80%igem 

Kollagen. Nach 2 h wurde ein Unterschied von 13% gemessen, nach 10 h 

betrug der Unterschied 32%. Beim letzten Messpunkt erreichten beide 

Gruppen einen gemeinsamen Endwert (14% Restkollagenbreite).  
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3.2.2 Verdünnungsversuch Patient Nr. 2 

 

Abb. 5: Vergleich von Patient Nr. 2 in Matrizen mit 40%- und 80%igem Kollagen über 
einen Zeitraum von 20 h (n=6 pro Messung) 

Bei Patient Nr. 2 zeigte sich im Mittel für die Messpunkte nach 2, 4 und 10 

h ein Unterschied von durchschnittlich 20% in der Kollagenbreite, wobei 

auch hier nach 2 h die geringsten Kontraktionsunterschiede mit 13% 

gemessen wurden. Die Messungen nach 4 und 10 h mit 26% und 21% 

wiesen die größten Unterschiede auf. Dieser Versuch erreichte keinen 

gemeinsamen Endpunkt, so dass nach 20 h ein Kontraktionsunterschied 

von 11% gemessen wurde.  
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3.2.3 Verdünnungsversuch Patient Nr. 3 

 

Abb. 6: Vergleich von Patient Nr. 3 in Matrizen mit 40%- und 80%igem Kollagen über 
einen Zeitraum von 20 h (n=3 für 40%; n=6 für 80%) 

Bei Patient Nr. 3 zeigte sich im Mittel für die Messpunkte nach 2 und 4 h 

ein Unterschied von durchschnittlich 7,5% in der Kollagenbreite, die 

Zeitpunkte nach 10 und 20 h wiesen die doppelte Differenz auf. In dieser 

Graphik war der unterschiedliche Endpunkt deutlich messbar und betrug 

15%.  
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3.2.4 Verdünnungsversuch Patient Nr. 4 

 

Abb. 7: Vergleich von Patient Nr. 4 in Matrizen mit 40%- und 80%igem Kollagen über 
einen Zeitraum von 20 h (n=3 pro Messung)  

Bei Patient Nr. 4 zeigte sich eine deutliche Differenz zwischen der 

40%igen und der 80%igen Kollagenlösung. Diese lag für die Messpunkte 

nach 2,4,10 und 20 h im Mittel bei 47%. Die größte Differenz war nach 10 

h zu messen mit 63%. Am Endpunkt nach 20 h lag die Breite noch bei 

65% des Ursprungwerts und damit 46% über dem des 40%igen 

Kollagennetzwerks.  
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3.3 Vergleich der einzelnen Patienten zwischen Passage  

2-9 

Abb. 9 zeigt die Mittelwerte der in 3.2 verwendeten Patientenzellen mit 

den dazugehörigen Standardabweichungen, die über mehrere Passagen 

hinweg beobachtet wurden. Patient Nr. 1 wurde in den Passagen 3 bis 9 

verwendet und es konnten 48 Einzelmessungen für die Auswertung 

berücksichtigt werden. Die Mittelwerte für Patient Nr. 2 errechneten sich 

aus 45 Einzelmessungen zwischen Passage 3 und 5. Patient Nr. 3 und 

Patient Nr. 4 wurden jeweils in den Passagen 2 bis 4 untersucht; hierbei 

konnten 25 bzw. 27 Einzelmessungen einbezogen werden

 

Abb. 8: Vergleich der Kollagenbreiten von unterschiedlichen Patienten in einer 80%igen 
Kollagenmatrix gemittelt aus mehreren Passagen (2-9), dargestellt in Prozent  

Patient Nr. 1 zeigte nach 2 h eine Verringerung der Kollagenbreite um 

12% und nach 4 h um weitere 20% auf 68%. Dieser Wert konnte zum 

nächsten Messpunkt hin um die Hälfte weiter reduziert werden und 

erreichte eine Endbreite von 25%. 
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Patient Nr. 2 zeigte in den ersten beiden Messpunkten eine starke 

Interaktion mit der Matrix (2 h = 80%, 4 h = 62%). Diese wurde zum 

nächsten Messpunkt um die Hälfte reduziert und erreichte eine Endbreite 

von 22%.  

Die stärkste Anfangskontraktion erzielte Patient Nr. 3 mit 78% der 

ursprünglichen Kollagenbreite, wobei nach 4 h nur weitere 10% kontrahiert 

werden konnten. In den beiden letzten Messpunkten verzeichnete Patient 

Nr. 3 zwischen 5-8% geringere Kontraktionen im Vergleich zu Patient Nr.1 

und 2. 

Von allen gemessenen Werten waren im Verlauf die geringsten 

Kontraktionsbreiten bei Patient Nr. 4 zu beobachten. Nach 2 h glichen sich 

die Patienten Nr. 1 und Nr. 4 in ihrer Kollagenbreite, nach 4 h wurde 

jedoch bereits eine Differenz von 14% messbar, die bis zum vierten 

Messpunkt auf 20% anwuchs. Im Endpunkt lag die Restkollagenbreite bei 

34% und somit nur 4% hinter der Messung von Patient Nr. 3. 
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3.4 Vergleich der einzelnen Patienten in Passage 4 

In Abb. 9 wurden die Werte der einzelnen Patienten in der vierten 

Passage exemplarisch aufgeführt, um eine direkte Vergleichbarkeit 

zwischen dem Zellalter zu erreichen. Passage 4 wurde gewählt, da für alle 

verwendeten Patienten in dieser Passage Ergebnisse vorlagen. Hierbei 

konnten die Ergebnisse aus 3.3 bestätigt werden und auch die Streuung 

der Werte entsprach derjenigen aus Abb. 8. 

 

Abb. 9: Vergleich der vier Patienten in der vierten Passage in einer 80%igen 
Kollagenmatrix (n=15, n=18, n=12, n=9), dargestellt in Prozent 

Wie bereits die Kollektivgraphik (Abb. 8) zeigte, wies Patient Nr. 1 die 

geringste Anfangskontraktion auf, die aber im Verlauf deutlich stärker 

wurde und im Endpunkt eine Breite von 20% erreichte. Für Patient Nr. 2 

und Patient Nr. 3 zeigte die Graphik Kontraktionsraten die mit denjenigen 

aus Abb. 8 vergleichbar waren. Wie bereits in Punkt 3.3 besprochen 

verzeichnetet Patient Nr. 4 die geringste Zell-Matrix-Interaktion über den 

gemessenen Zeitraum. 
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3.5 Ergebnisse der medikamentenbehandelten Zellpools  

Im Folgendem Abschnitt dieser Arbeit wurden die Auswirkungen von drei 

in der Orthopädie häufig verwendeten Medikamente und unterschiedliche 

Inkubationszeiten der Medikamente auf die Zell-Matrix-Interaktion 

gemessen. Hierfür wurden zu 1 ml Medium 2 entweder 2,2 !g Diclofenac, 

90 ng Ibandronsäure oder 30 !g Vancomycin hinzugefügt und der Zellpool 

für insgesamt 14 Tage inkubiert. Gemessen wurde die Interaktion am 7., 

8., 13. sowie 14. Tag nach Zugabe der Medikamente. Zur Kontrolle 

dienten Zellen die nicht medikamentös behandelt wurden. 

Um eine Untersuchung der zeitlichen Komponente zu ermöglichen, waren 

die Messpunkte der Untersuchung ursprünglich für den 7. und 14. Tag 

nach Beginn der Medikamentenbehandlung angesetzt. Nachdem am Tag 

7 anfangs bis zur Stunde 10 kaum eine Kontraktion messbar war 

entschieden wir uns für eine erneute Messung am 8. Tag. Ebenso war es 

uns wichtig auch für Tag 14 eine zusätzliche Kontrolle durchzuführen und 

entschieden uns für den 13. Tag. 
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3.5.1 Vergleich der Zellinteraktion am 7. Inkubationstag 

 

Abb. 10: Zellpool unter dem Einfluss verschiedener Medikamente im Vergleich zu 
unbehandelten Zellen am Tag 7 der Inkubationszeit (n=6, n=12, n=6, n=6), dargestellt in 
Prozent 

In den ersten drei Messpunkten konnten keine wesentlichen Unterschiede 

zwischen den vier Gruppen gemessen werden. Nach 4 h verzeichnete die 

unbehandelte Gruppe eine Differenz in der Kollagenbreite von 3-6% im 

Vergleich zu den anderen Gruppen. Diese Differenz konnte nach 10 und 

20 h verzweifacht werden, so dass die Kontrollgruppe eine Endbreite von 

28% erreichte wohingegen die Medikamentenzellen lediglich ca. 40% 

erreichten.  
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3.5.2 Vergleich der Zellinteraktion am 8. Inkubationstag 

 

Abb. 11: Zellpool unter Einfluss von verschiedenen Medikamenten im Vergleich zu 
unbehandelten Zellen am Tag 8 der Inkubationszeit (n=6, n=3, n=12, n=6), dargestellt in 
Prozent 

Am achten Tag nach der Medikamentenbehandlung zeigte am ersten 

Messpunkt die Kontrollgruppe im Schnitt eine um 7% stärkere Kontraktion 

als die behandelten Gruppen. Die Vancomycin-behandelten Zellen 

steigerten ihr Kontraktion nach 4 und 10 h um knapp 50% und erreichten 

dadurch eine nach 10 h um 10% stärkere Kontraktion als die 

unbehandelten Zellen. Im Endpunkt betrug die Differenz zwischen den 

beiden Gruppen 3% zu Gunsten der Vancomycin-behandelten Zellen. Im 

Vergleich zur Kontrollgruppe ließ sich bei der Diclofenac-Gruppe zu allen 

Messzeitpunkten eine geringere Kontraktion erkennen (ca. 8%), wobei die 

max. Differenz nach 4h (16%) erreicht wurde. Ein ähnliches Verhalten bei 

der Interaktion verzeichneten die Ibandronsäurebeeinflussten Zellen. 

Diese konnte im Durchschnitt eine Differenz von 7% nach 4,10 und 20 h 

zu Gunsten der unbehandelten Gruppe zeigen.  
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3.5.3 Vergleich der Zellinteraktion am 13. Inkubationstag 

 

Abb. 12: Zellpool unter Einfluss von verschiedenen Medikamenten im Vergleich zu 
unbehandelten Zellen an Tag 13 der Inkubationszeit (n=6, n=12, n=6, n=6), dargestellt in 
Prozent 

Am dreizehnten Inkubationstag wies die Vancomycin-Gruppe die 

geringste Kollagenbreite an allen Messpunkten auf. Nach 2 und 4 h war 

bereits ein Unterschied von ca. 10% gegenüber der Vergleichsgruppe 

messbar. Gegen Ende des Versuchs gleichen sich beide Gruppen mit 

ihren Werten an. Die Ibandronsäure- und Diclofenac-Gruppen verhielten 

sich ähnlich wie zuvor und verzeichneten insgesamt geringere 

Kontraktionen als die Kontrollgruppe. Nennenswert war ein Unterschied 

von 10% nach 20 h zwischen der Ibandronsäure- und der unbehandelten 

Gruppe. 
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3.5.4 Vergleich der Zellinteraktion am 14. Inkubationstag 

 

Abb. 13: Zellpool unter Einfluss verschiedener Medikamenten im Vergleich zu 
unbehandelten Zellen an Tag 14 der Inkubationszeit (n=6, n=6, n=5, n=12), dargestellt in 
Prozent 

Am vierzehnten Inkubationstag zeigte sich für alle Gruppen ein 

Anfangsplateau, in dem die Zellen nur geringfügige Interaktionen mit ihrer 

Matrix erkennen ließen. Nach 10 h erreichten die Kontroll-Gruppe und die 

Vancomycin-Gruppe Werte zwischen 65% und 71% der Ursprungsbreite 

und erzielten Endwerte um 40%. Demgegenüber erreichten die anderen 

beiden Gruppen nach 10 h 87-94% der Anfangsbreite und konnten im 

Endpunkt eine maximale Kontraktion von ca. 50% erzielen. 
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3.6  Immunhistochemie und Enzym-Substrat-Reaktion 

3.6.1 Ergebnisse der Immunhistochemie sowie der Enzym-Substrat-

Reaktion von Zellen der Patient Nr. 1-4 

 

Abb. 14: Expression von Osteocalcin (OC), Kollagen I (Kol I) und alkalischer 
Phosphatase (AP) der Patientenzellen Nr. 1-4, dargestellt nach dem IR-Score 

Patient Nr. 3 erzielte beim Osteocalcinnachweis eine starke Expression. 

Bei der Kollagenfärbung konnten jeweils Patientin Nr.1 sowie Patient Nr. 3 

ein starkes Expressionslevel erreichen, während Patient Nr. 2 und Patient 

Nr. 4 nur mäßige Werte erlagen konnten. Beim Nachweis der alkalischen 

Phosphatase erreichte Patient Nr. 4 als einziger ein starkes 

Expressionsniveau. Alle weiteren Probandenzellen erzielten lediglich ein 

mäßiges Niveau.  
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3.6.2 Ergebnisse der Immunhistochemie sowie der Enzym-Substrat-

Reaktion der medikamentösbehandelten Zellpools 

 

Abb. 15: Expression von Osteocalcin (OC), Kollagen I (Kol I) und alkalischer 
Phosphatase (AP) beim unbehandeltem und medikamentenbehandeltem Zellpool, 
dargestellt nach dem IR-Score 

Bei allen Markern erreichten die unbehandelten Zellen sowie die 

Vancomycin-Gruppe die höchsten Expressionslevel, wobei auch zwischen 

den beiden Gruppen Unterschiede deutlich wurden. So zeigten die 

Vancomycinzellen beim Osteocalcin einen um 2,5 Punkte höheren Score 

als die Vergleichsgruppe, lagen jedoch bei der Kollagen-I-Expression 3,5 

Punkte hinter dieser. Im Gegensatz dazu wurde das Expressionsmuster 

der unbehandelten Zellen für Kollagen I als stark eingestuft und die der 

Vancomycin Gruppe nur als mäßig. Die geringsten Unterschiede 

beobachtet man in der Expression der alkalischen Phosphatase. Hier 

erreichten alle Gruppen eine mäßige bis starke Expression. 
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4 Diskussion 

4.1  Knochen 

4.1.1 Aufbau und Organisation 

Die Knochen bilden nicht nur das Grundgerüst des Bewegungsapparates 

und bieten Schutz für die inneren Organe, sondern dienen auch als 

Kalzium- und Phosphatspeicher des Körpers und beherbergen das 

Knochenmark [Harada, Rodan 2003]. 

Lange Röhrenknochen bestehen aus einer Diaphyse (Schaft) und zwei 

Epiphysen, die jeweils die Enden des Knochens bilden. Als Metaphyse 

wird das Verbindungsstück der beiden eingangs erwähnten 

Knochenanteile bezeichnet. Diese dient in der Kindheit und 

Adoleszenzphase dem Längenwachstum des Knochens [Rauber, Kopsch 

2003]. Periost, Gefäße, Gelenkknorpel und Knochenmark stellen die 

Weichteile des Knochens dar. Das Periost überzieht die Außenfläche der 

Knochen an allen Stellen ohne Knorpel bzw. Muskelansätze und ist mit 

sensiblen Nervenfasern ausgestattet, die im Frakturfall starken 

Schmerzen verursachen [Liebich 1999]. 

Die Blutversorgung des Knochens in der Kompakta wird durch die 

Blutgefäße in den zentral gelegenen Haverschen Kanälen gesichert, die 

mit den umgebenden Knochenlamellen (3-7 !m breit) ein Osteon bilden. 

Spongiosatrabekel (max. 200 µm dick) hingegen weisen keine 

eigenständige Blutversorgung auf. Ihre Versorgung ist durch das 

angrenzende Knochenmark gesichert [Lüllmann-Rauch 2009].  

Hinsichtlich der Grundsubstanz lassen sich Skelettknochen 

makroskopisch in die o. g. zwei Einheiten gliedern, die biochemisch 

identisch sind, sich jedoch in ihrem architektonischen Aufbau deutlich 

unterscheiden [C.P.Adler 2000]. 
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Der größte Anteil der Knochenmasse – in etwa 80% – besteht aus 

Kompakta, derer Hauptaufgabe darin besteht, mechanische Stabilität zu 

gewährleisten und den inneren Organen Schutz zu bieten. Die restlichen 

20% der Knochensubstanz bildet die Spongiosa, ein dichtes Trabekelwerk 

aus Knochenbälkchen, die im Inneren des Knochens für Stabilität sorgen. 

Aufgrund ihrer großen Oberfläche (80% der gesamten Knochenfläche), 

sehr hohen Umbauraten und einer guten Durchblutung ist die Spongiosa 

hauptsächlich für die metabolischen Regulationsaufgaben des Knochens 

verantwortlich. Sie befindet sich in der Epiphyse langer Röhrenknochen 

sowie als Stützwerk in kleineren Knochen (Wirbelkörper, Beckenkamm, 

etc.) [Hadjidakis, Androulakis 2006]. 

Das Zusammenspiel zwischen Spongiosa und Kompakta verleiht dem 

Skelett eine hohe mechanische Stabilität und Flexibilität und reduziert 

gleichzeitig das Gewicht der Knochen zugunsten einer leichten, 

dynamischen Bewegungsweise [Seeman 2008]. 

Eingebettet im Spongiosanetzwerk befindet sich das Knochenmark, ein 

zentrales blutbildendes Organ, das durch seine intraossäre Lage 

besonders geschützt ist. 

4.1.2 Zusammensetzung der Knochensubstanz 

Die Knochenmatrix besteht zu 65% aus anorganischen Stoffen und zu 

35% aus organischen Bestandteilen. 

Als organische Bestandteile werden alle von den Zellen synthetisierten 

Stoffe bezeichnet sowie die Zellen selbst. Diese werden unterteilt in 

Osteozyten, Osteoblasten und Osteoklasten, deren Aktivitätsgrad und 

Differenzierung para- und endokrin reguliert sind [Hadjidakis, Androulakis 

2006]. 

Osteoblasten stammen von mesenchymalen Stammzellen (MSC) ab, die 

ebenso die Ursprungszellen für Knorpel-, Muskel- oder Fettzellen 

darstellen [Manolagas 2000, Bianco, Riminucci et al. 2001, T.  Beck 2003]. 

Generell unterscheidet man zwischen aktiven und inaktiven Osteoblasten, 
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wobei nur die aktiven Osteoid synthetisieren. Inaktive Osteoblasten 

werden als „bone lining cells“ bezeichnet, von denen einige sich zu aktiven 

Ostoblasten umwandeln können und andere durch Apoptose untergehen 

[Noble, Reeve 2000, Lüllmann-Rauch 2009]. Zusätzlich bilden inaktive 

Osteoblasten das Endost, die innerste Schicht des Knochens [Lüllmann-

Rauch 2009]. 

Insgesamt bilden Osteoblasten den größten Anteil der Zellpopulation im 

Knochen und sind für Wachstum, Umbauvorgänge und Wundheilung 

maßgeblich verantwortlich. 

Die Knochenentstehung gliedert sich in drei Phasen: Produktion des 

Osteoids, Reifung und abschließende Mineralisierung [Hadjidakis, 

Androulakis 2006]. In der ersten Phase wird hauptsächlich Kollagen I vom 

Osteoblast synthetisiert, das ca. 90% der organischen Substanz bildet 

[Hadjidakis, Androulakis 2006]. Ab der zweiten Phase werden zu gleichen 

Anteilen Kollagen I und Osteocalcin gebildet. Osteocalcin ist ein wichtiges 

Protein in der Kalziumbindung und der Inhibierung frühreifer oder 

fehlerhaften Mineralisierung [Luo, Ducy et al. 1997, Ducy, Desbois et al. 

1996]. 

Circa 10% der Osteoblasten mauern sich selbst in Osteoid ein oder 

werden eingemauert und differenzieren zu Osteozyten [Remedios 1999, 

Budras, Mulling et al. 1996]. Letztere liegen als abgeflachte Zellen isoliert 

in sogenannten Lakunen und bilden mit ihren multiplen Zellfortsätzen ein 

Netzwerk zwischen Osteoblasten, blutbildenden Knochenmarkszellen und 

Endothelzellen der Blutgefäße [Kaiser 2002]. Auch der Transport von 

Ionen, Nährstoffen und Abfallprodukten wird über diese sternförmigen 

Ausläufer koordiniert [Liebich 1999, Nijweide, Mulder 1986]. Die genaue 

Funktion der Osteozyten ist noch nicht hinreichend geklärt, jedoch wird 

vermutet, dass sie eine zentrale Rolle beim Remodelling des Knochens 

einnehmen [Lanyon 1993].  

Der Abbau von Knochensubstanz stellt die Hauptaufgabe der 

Osteoklasten dar. Diese sind multinuklearen Riesenzellen (100 µm), die 
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von mononuklearen Vorläuferzellen des Knochenmarks abstammen und 

mit ca. 1% die kleinste Population der Knochenzellen bilden [Miyamoto, 

Suda 2003, Vaananen, Horton 1995]. Aktive Osteoklasten können ihre 

dem Knochen zugewandte Seite durch Faltenbildung erheblich vergrößern 

und bilden damit die sogenannte „Howship-Lakune“ [Remedios 1999]. 

Hauptaufgabe dieser Zellen ist die Demineralisierung der Kollagenfasern 

durch Auflösung der Hydroxylapatit-Kristall-Kollagen-Bindungen und die 

enzymatische Spaltung der übrigen Fibrillen [Hadjidakis, Androulakis 

2006]. Nach Beendigung ihrer Aufgabe lösen sich die Zellen vom Knochen 

wieder ab und haften an anderer Stelle um weiteren Knochen zu 

resorbieren [Liebich 1999]. 

Auch wenn Osteoblasten und –klasten häufig als Gegenspieler bezeichnet 

werden, könnten Osteoklasten ohne Hilfe der Osteoblasten nicht zu reifen 

Zellen differenzieren. Dies hängt mit dem RANKL/RANK/Osteoprotegerin-

System zusammen, das Ausreifung und Aktivierung der Osteoklasten 

reguliert [Kornak U. 2003, Krischak, Augat et al. 2007a, T.  Beck 2003]. 

 

Organisches Material (35%) 

Kollagene Fasern Typ I 

Wasser 

Osteoid 

Glykane 

Glykoproteine 

Anorganisches Material (65%) 

Hydroxylapatit 

Karbonate 

Fluoride 

Mg, Na, Pb, S 

 
Tab. 6: Zusammensetzung der Extrazellulärmatrix des Knochens 
[www.unifr.ch/anatomy/elearningfree/allemand/stuetzgewebe/knochen/ezm/d-ezm.php] 

Der anorganische Anteil besteht zu 85% aus Calciumphosphat, das in 

einer späteren Phase zu Hydroxylapatit–Kristallen [3Ca3(PO4)2x(OH)2] 

umgewandelt wird. Diese Kristalle lagern sich durch ihre hohe Affinität 
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longitudinal an der Oberfläche oder im Inneren der Kollagenfibrillen ein. 

Das dadurch entstehende Konstrukt aus zugfesten Kollagenfibrillen und 

druckfesten Kristallen bildet die Grundvoraussetzung für die 

Biegefestigkeit des Knochens [Lüllmann-Rauch 2009]. 

Magnesiumphosphat, Alkalisalze, Calciumcarbonat, Calciumchlorid und 

Calciumfluorid bilden die restlichen 15% [Rauber, Kopsch 2003]. 

4.1.3 Turnover und Remodelling 

Der menschliche Knochen untersteht einem ständigen 

Umwandlungsprozess, der erlaubt, dass kleine alltägliche Mikrotraumata 

repariert werden, der Knochen sich an neue mechanische Gegebenheiten 

anpasst und vom Körper benötigtes Calcium schnell zur Verfügung 

gestellt werden kann [Dunlop, Hartmann et al. 2009, Hill 1998]. Im Laufe 

eines Jahres werden circa 28% der Spongiosa und 4% der Kompakta 

kontinuierlich resorbiert und durch neue Substanz ersetzt. Diese komplexe 

Bauaufgabe wird von sogenannten „bone multicellular units“ (BMU) 

übernommen, eine Einheit von Osteoblasten und -klasten, die für die 

Entstehung neuer Osteone in der Kompakta und Umgestaltung der 

Trabekel in der Spongiosa zuständig sind [Nakahama 2010]. 

Für den Remodellingprozess sind bisher drei Aktivierungsmechanismen 

bekannt. Erstens reagieren eingemauerte Osteozyten auf veränderte 

mechanische Belastungen und können diese auf zellulärer Ebene in eine 

Signalkaskade umwandeln und das Remodelling induzieren [Bonewald 

2007]. Ferner führen Knochenfrakturen oder Immobilisation von 

Extremitäten dazu, dass Osteozyten apoptotisch werden und das von 

ihnen synthetisierte TGF-ß vermindert vorliegt [Verborgt, Tatton et al. 

2002, Aguirre, Plotkin et al. 2006]. Heino et al. zeigten in ihrer Arbeit, dass 

TGF-ß der Osteoklastenhemmung dient und eine reduzierte Konzentration 

dieses Stoffes als Induktion von Umbauprozessen gilt [Heino, Hentunen et 

al. 2002]. Eine weitere Funktion konnte 1995 durch Riikonen et al. gezeigt 

werden, die untersuchten, dass TGF-ß über die !2ß1-Integrine zu einer 
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vermehrten Interaktion zwischen Kollagen I und den Zellen beiträgt 

[Riikonen, Koivisto et al. 1995]. Verringert sich der TGF-ß-Gehalt, so sinkt 

die Festigkeit des Knochens und der Weg für die Umbauprozesse wird 

geebnet. Ebenso wurde festgestellt, dass verringerte Östrogenlevel und 

erhöhte Glukokortikoidkonzentrationen die Apoptose der Osteozyten 

bedingen können [O'Brien, Jia et al. 2004, Jilka, Noble et al. 2012]. Der 

letzte Aktivierungsweg ist hormonell gesteuert, wobei Parathormon (PTH) 

aus der Nebenschilddrüse den Hauptmetaboliten darstellt. Osteoblasten 

besitzen an ihrer Oberfläche PTH-Rezeptoren und können so durch 

Knochenaufbau oder -abbau den Calciumgehalt im Blut beeinflussen. Ist 

der Calciumwert zu niedrig, induziert PTH den Abbauprozess am Knochen 

[Juppner, Abou-Samra et al. 1991, Swarthout, D'Alonzo et al. 2002]. Im 

Gegensatz dazu stehen Untersuchungen, die dem PTH eine 

knochenaufbauende Funktion zusprechen [Fermor, Skerry 1995]. Somit 

scheint dieses Hormon mehrere Aufgaben im menschlichen Körper zu 

beseitzen, die aktuell noch nicht in allen Einzelheiten geklärt sind. 

Als ersten Schritt des Remodelings schaffen aktivierte Osteoklasten durch 

den Abbau von Knochensubstanz einen neuen Kanal im vorhandenen 

Knochen, ohne der bisherigen Osteonenarchitektur zu folgen und bilden 

somit das Grundgerüst für ein neuen Osteon [Lüllmann-Rauch 2009]. 

Phagozyten und Osteoblastenvorläuferzellen beseitigen die 

unmineralisierten Kollagenreste und ebnen für die Osteoblasten den Weg 

zur Synthese neuen Materials [Baron, Neff et al. 1986, Everts, Delaisse et 

al. 2002]. Hierbei ist nicht genau bekannt, welcher Mechanismus für die 

Aktivierung der Osteoblasten verantwortlich ist. Einige Studien 

suggerieren, dass Insulin Growth Factor 1 und 2 (IGF 1/2) sowie TGF-ß 

aus dem resorbierten Knochen freigesetzt werden und Osteoblasten 

aktivieren [Tang, Wu et al. 2009]. Andere Studien hingegen verfolgen die 

Hypothese, dass die Osteoklasten selbst neue Osteoblasten rekrutieren 

und aktivieren [Martin, Sims 2005]. Nicht nur der beschriebene 

Knochenabbau kann den Aufbau bedingen. Auch PTH und mechanischer 
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Stress sind in der Lage, über Osteozyten eine Wnt-Signalkaskade zu 

aktivieren und Knochenmatrixentstehung zu induzieren [X. Li, Zhang et al. 

2005, Fermor, Skerry 1995, Robling, Niziolek et al. 2008]. 

4.2 Frakturen und Frakturheilung 

Eine Fraktur entsteht dann, wenn die mechanischen Eigenschaften eines 

Knochens - Elastizität und Festigkeit - überschritten werden und es im 

Zuge dessen zu einer Diskontinuität des Knochens selbst kommt, die 

wiederum zu Funktionsverlust und Schmerzen führt [Perren 1992, 

Simmons 1985, Siewert 2012]. 

Zur Wiederherstellung der Struktur und Funktion des Knochens werden im 

Organismus eine Abfolge von lokalen und generalisierten Mechanismen 

induziert, bei denen sowohl Zellen als auch biochemische Mediatoren eine 

wichtige Rolle spielen [Probst, Spiegel 1997, Dimitriou, Tsiridis et al. 

2005]. 

4.2.1 Allgemeines Prinzip der Frakturheilung  

Das Grundprinzip der Frakturheilung besteht darin, die geometrischen 

Gegebenheiten sowie die biomechanischen Eigenschaften des Knochens 

wieder herzustellen [Gerstenfeld, Einhorn 2003]. Viele der molekularen 

Mechanismen, die das Wachstum und die zelluläre Differenzierung der 

Frakturheilung steuern, sind identisch mit denjenigen, die die 

Embryogenese von Knochensubstanz kontrollieren. So stellt die 

Frakturheilung eine besondere Art der embryonalen Knochenentwicklung 

im fertig gereiften Körper dar [Gerstenfeld, Cullinane et al. 2003]. 

Am Ende des erfolgreichen Prozesses wurde der Defekt des Knochens 

durch ein entsprechendes Geweberegenerat ersetzt und nicht nur durch 

Narbengewebe überbrückt [McKibbin 1978]. 

4.2.2 Direkte Frakturheilung 

Die direkte Frakturheilung zeichnet sich dadurch aus, dass sie ohne 

Kallusbildung abläuft. Hierfür ist ein enger Kontakt der Frakturenden 
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zueinander sowie eine ausreichende und stabile Blutversorgung der 

Frakturzone nötig [Braun, Ruter 1996]. 

Aus den abgerissenen Haverschen-Kanälen sprießen Gefäßkapillaren und 

Osteoklasten in das gegenüberliegende Frakturende ein und bilden 

sogenannte Resorptionskanäle. Diese Kanäle werden anschließend von 

Osteoblasten und Extrazellulärmatrix (ECM) ausgefüllt, die eine direkte 

Brücke zwischen den Frakturenden entstehen lassen. Überflüssiges 

Knochenmaterial und abgestorbene Zellen werden von Makrophagen 

verstoffwechselt [Welsch 2010]. 

4.2.3 Indirekte Frakturheilung 

Eine indirekte Frakturheilung findet immer dann statt, wenn die 

Knochenfragmente zu weit auseinander stehen und der entstandene 

Schaden nicht durch direktes Einsprießen von Kapillaren beseitigt werden 

kann [Welsch 2010]. 

Dieser Prozess wird in vier Schritte untergliedert [Carano, Filvaroff 2003]: 

Die Entzündungsphase dominiert den Anfang und ist die Folge eines 

Frakturhämatoms durch verletzte Gefäße. Hierdurch werden 

Entzündungszellen wie Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen 

angelockt und protelytische Enzymkaskaden aktiviert, die für den weiteren 

Heilungsvorgang essentiell sind [Welsch 2010, Harder, An 2003]. In der 

nächsten Phase bildet sich der sogenannte weiche Kallus, ein dichtes 

Geflecht aus Kollagen- und Fibrinsträngen, Fibroblasten und 

Granulationsgewebe. Um eine ausreichende Stabilität im Kallus zu 

erreichen, 3. Phase, werden Kalksalze nach und nach eingelagert, so 

dass sich Geflechtknochen entlang der neuen Kapillaren bildet [Braun, 

Ruter 1996, Radasch 1999]. Im Verlauf des Remodellings ,4. Phase, wird 

der mechanisch instabilere Geflechtknochen durch Lamellenknochen 

ersetzt, um eine solide Brücke zwischen den Frakturenden entstehen zu 

lassen. Der Prozess kann bis zu mehreren Monaten dauern und ist mit 
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dem ursprünglichen Knochenaufbau und der Revaskularisierung der 

Frakturenden abgeschlossen [Chao, Aro et al. 1989]. 

4.2.4 Einfluss von Geschlecht und Alter auf die Frakturheilung 

Die geringere Knochendichte und verminderte Qualität des Knochens im 

Alter gelten in der Literatur als gesichert und stellen das Hauptproblem der 

Frakturentstehung und -heilung dar [Hunter, Sambrook 2000]. In diesem 

Zusammenhang konnten Cooper et al. zeigen, dass bereits die 

Knochenentwicklung in der Kindheit sowie der Wachstumsschub in der 

Pubertät das Risiko für eine spätere Osteoporose und Frakturentstehung 

erkennen lassen [Cooper, Eriksson et al. 2001, Khosla 2012]. So bedingt 

eine verminderte Wachstumsrate in der Adoleszenzphase ein höheres 

Risiko für spätere Knochenfrakturen. 

Die Annahme, dass Frauen eine deutlich höhere Abbaurate des Knochens 

aufzeigen als Männer ließ sich nur für die ersten 10 Jahre 

postmenopausal bestätigen [Riggs, Melton 1986, Marie, Kassem 2011]. 

Davor und danach zeigten weibliche wie männliche Probanden eine 

ähnliche Abbautendenz, die allerdings um eine Dekade zugunsten der 

Männer verschoben war [Riggs, Melton et al. 2008, Khosla, Riggs et al. 

2006]. Im Abbau der Kortikalis konnten keine Unterschiede zwischen den 

Geschlechtern im Alter festgestellt werden [Chen, Zhou et al. 2010]. Die 

Spongiosatrabekel wiederum werden bei männlichen Patienten im Alter 

dünner, während weibliche ältere Patienten Defektzonen in ihrem 

Spongiosanetzwerk aufweisen [Ebeling 2008]. In der Postmenopause 

kommt es bei weiblichen Patienten zu einem Abfall des Sexualhormons 

Östrogen, welches einen direkten Einfluss auf die Regulation von 

Osteoklasten und -blasten hat und somit das Gleichgewicht zwischen 

Knochenauf und –abbau maßgeblich mitsteuert [Jilka, Hangoc et al. 1992, 

Kameda, Mano et al. 1997]. Dies ist eine mögliche Erklärung für das 

frühere und häufigere Auftreten von Frakturen bei älteren weiblichen 

Patienten [Khosla 2012]. Jedoch lässt sich die veränderte Abbauart sowie-
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rate nicht nur duch das Absinken von weiblichen Hormonen sondern auch 

von Testosteron in männlichen Patienten erklären, wobei Testosteron 

einen geringeren Einfluss auf die Knochendichte zeigt [Kassem, Marie 

2011]. Sinkt der Spiegel des freien Östrogens unter die mittlere 

Serumkonzentration (Altersgruppenbezogen), unabhängig von der 

Testosteronkonzentration, so kann ein vermehrter Knochenabbau 

gemessen werden [Khosla, Melton et al. 2001]. Leder et al. sowie 

Falahati-Nini et al. zeigten, dass der Konchenabbau zu 70% durch 

Östrogen und 30% durch das männliche Sexualhormon Testosteron 

beeinflusst wird [Leder, LeBlanc et al. 2003, Falahati-Nini, Riggs et al. 

2000]. 

Eine andere Studie zeigte, dass 40% der Frakturen bei alten Männern 

aber nur 20% bei alten Frauen sekundären Erkrankungen, wie z.B. 

genetischen oder endokrinologischen Störungen, zuzuschreiben sind 

[Riggs, Melton 1986, Brand, Lowe et al. 2008].  

Doch nicht nur endokrinologische Veränderungen sondern auch die 

Lebensweise, insbesondere Bewegung, wirken sich auf die 

Knochensubstanz aus. So zeigten Marie et al., dass eine verminderte 

mechanische Belastung des Körpers zu einer vermehrten Fettproduktion 

und geringeren Osteoblastenentwicklung führt [Marie, Zerath 2000]. Diese 

Annahme fand Bestätigung in Studien, die untersuchten, dass 

mechanische Reize, wie z.B. Spazierengehen oder leichte sportliche 

Betätigungen, die MSC zur Proliferation anregen und die Differenzierung 

zu Osteoblasten unterstützen [Luu, Capilla et al. 2009, David, Martin et al. 

2007]. 

Das Verhalten der Osteoblasten im Alter in ihrer Funktion als Hauptzellen 

des Knochens befindet sich seit Jahren unter intensiver Beobachtung. So 

zeigten Untersuchungen, dass vermindert vorhandene MSC im Alter 

zusätzlich eine höhere Apoptoserate aufweisen, wodurch die Zahl der 

Osteoblasten und Osteozyten abermals sinkt [Pietschmann, Rauner et al. 

2009, Zhou, Greenberger et al. 2008]. Darüber hinaus altern die 



 69 

vorhandenen Osteoblasten auch schneller und büßen Funktionalität ein 

[Suzuki, Amizuka et al. 2005]. Bereits in den 80er Jahren bewiesen einige 

Arbeitsgruppen, dass das Alterspigment Lipofuscin sich in Osteoblasten 

beider Geschlechter ablagert und zu einer verminderten Funktionalität der 

Zellen führt [Tonna 1975, Bikle, Sakata et al. 2002, J. Cao, Venton et al. 

2003]. 

Klinische Studien deuten daraufhin, dass es bei alten Menschen generell 

zu einer verspäteten Kallusbildung kommt und dieser zusätzlich eine 

vergleichsweise deutlich schlechtere Mikrostruktur und schwächere 

Mineralisierung aufweist [Meyer, Tsahakis et al. 2001, Mehta, Strube et al. 

2010]. 

Die schlechte Qualität des Regeneratknochens scheint allerdings nicht 

das einzige Problem zu sein. Schell et al. haben gezeigt, dass in alten 

frakturierten Knochen mehr Osteoklasten als im jungen Knochen 

vorhanden sind, die einen vermehrten Abbau induzieren [Schell, Lienau et 

al. 2006]. 
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4.3 Verwendete Medikamente und ihre Wirkung auf den 

Knochenstoffwechsel 

Die Wirkstoffe Diclofenac, Ibandronsäure und Vancomycin sind 

hinsichtlich ihrer Wirkung auf den Knochen und ihren Einsatz im klinischen 

Alltag hinreichend untersucht. In der Literatur lassen sich jedoch für die 

von uns verwendeten Medikamente keine Daten zur Wirkung auf die 

Knochenzellinteraktion sowie zur Knochenzell-Matrix-Interaktion finden. 

Somit war es das Ziel dieser Arbeit mögliche Einflüsse auf die 

Osteoblasten und ihre Interkationen zu untersuchen. 

4.3.1 Diclofenac 

Diclofenac zählt zu den nicht steroidalen Antirheumatika (NSAR) und wird 

ubiquitär in der Behandlung von akuten und chronischen Schmerzen 

sowie zur Entzündungshemmung in der Medizin eingesetzt 

[Konstantinidis, Papageorgiou et al. 2012]. Das Wirkprinzip beruht auf der 

Hemmung der Cyclooxygenasen 1 und 2 (COX 1&2), die für die 

Umwandlung von Arachidonsäure in Prostaglandine verantwortlich sind 

[Vane, Botting 1998, Needleman, Turk et al. 1986]. Letztere beeinflussen 

zahlreiche Abläufe im menschlichen Körper wie die Steuerung von 

Entzündungsreaktionen, Durchblutung und Schmerzentstehung [Boushel, 

Langberg et al. 2004, Vrotsos, Miller et al. 2003]. Prostaglandine haben 

außerdem Einfluss auf Differenzierungs- und Reifungsprozesse von 

Osteoblasten und sind mitverantwortlich für die Hemmung von 

Osteoklasten [Shamir, Keila et al. 2004, Krischak, Augat et al. 2007a, 

Okamoto, Kajiya et al. 2004]. 

In vielen unterschiedlichen Studien wurde nachgewiesen, dass Diclofenac 

einen negativen Einfluss auf die Knochenentstehung und -heilung hat und 

seine Verwendung bei Patienten mit Frakturen hinterfragt werden muss 

[Di Az-Rodri Guez, Garci et al. 2011, Chang, Li et al. 2009, Fu, Bashutski 
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et al. 2012, Hernandez, Do et al. 2012, Pountos, Georgouli et al. 2012]. In 

in vitro Studien wurden diese Erkenntnisse überwiegend bestätigt und 

hierbei zusätzlich festgestellt, dass Diclofenac keinen signifikanten 

Einfluss auf die Syntheseleistung von osteoblastenspezifischen Markern 

aufweist [Almaawi, Wang et al. 2013, Krischak, Augat et al. 2007b, 

Krischak, Augat et al. 2007a].  

Die Eigenschaft der NSAR die Knochenentstehung zu hemmen, wird in 

der Orthopädie als Prophylaxe gegen unerwünschte heterotrope 

Ossifikationen z.B. nach Hüftendoprothesenimplantationen genutzt 

[Macfarlane, Ng et al. 2008]. Hierbei kommt es durch lokale 

Entzündungsreaktionen zu ektoper Knochenentstehung, die wiederum die 

Funktionalität z.B. des Gelenkes einschränkt und dem Patienten 

Schmerzen verursacht. Die Prophylaxe muss für mind. 7 Tage, in der 

Regel für 3-4 Wochen, verabreicht werden ab dem ersten postoperativem 

Tag, da so die Stimuli zur Knochenbildung (Proliferation von MSC, 

Rekrutierung von Vorläuferzellen etc.) unterbunden werden [Knelles, 

Barthel et al. 1997]. 
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4.3.2 Ibandronsäure 

Ibandronsäure gehört zu der Gruppe der stickstoffhaltigen 

Bisphosphonate und dient der Therapie von Krankheiten mit erhöhtem 

Knochenumbau wie z.B. Knochenmetastasen oder Osteoporose [Sittig 

2012, Russell, Rogers 1999]. Es wurde bisher angenommen, dass die 

Hauptwirkung des Medikaments auf der Hemmung der Osteoklasten 

beruht und dadurch weniger Knochen resorbiert wird [Glatt, Pataki et al. 

2004, Pataki, Muller et al. 1997]. Neuere Studien hingegen zeigten, dass 

Bisphosphonate auch die Differenzierung und Proliferation von 

Osteoblasten und Vorläuferzellen aus Stammzellen fördern und auf diese 

Weise an einem vermehrten Knochenaufbau beteiligt sind [von Knoch, 

Jaquiery et al. 2005, Fromigue, Body 2002]. Koch et al. zeigten in einer 

ihrer Arbeiten, dass die Differenzierung der Osteoblasten vom 

proliferativem zum nicht-proliferativem Stadium, in dem die 

Knochenmatrixproduktion verstärkt wird, durch stickstoffhaltige 

Bisphosphonate induziert wird. Zusätzlich wiesen sie eine verstärkte 

Kollagen-I-Synthese in den ersten 10 Tagen nach Medikamentenzugabe 

nach, die jedoch am 14. Tag auf unter 30% herunter reguliert wird [Koch, 

Yekta et al. 2010]. Trotz dieser positiven Effekte von Bisphosphonaten auf 

die Knochensubstanz zeigten Delmas et al., dass die 

Medikamenteneinnahme das Frakturrisiko für Patienten nicht mindert 

[Delmas, Rizzoli et al. 2005]. 

Im klinischen Alltag muss bei der Verwendung besonders auf die 

Kieferknochennekrose als Nebenwirkung geachtet werden, die durch die 

veränderte Proliferation der Osteoblasten entstehen kann [Walter, Al-

Nawas et al. 2009, Bamias, Kastritis et al. 2005, Koch, Yekta et al. 2010]. 

Darüber hinaus führen Bisphosphonate zur Obliteration von Blutgefäßen, 

wodurch eine avaskuläre Knochennekrose entstehen kann [Marx, 

Sawatari et al. 2005, Abu-Id, Acil et al. 2006]. 
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4.3.3 Vancomycin 

Vancomycin ist ein sehr potentes Antibiotikum gegen gram positive 

Bakterien, das zur Gruppe der Glykopeptide gehört und besonders bei der 

Therapie von MRSA-Infektionen zum Einsatz kommt und als 

Reserveantibiotikum im klinischem Altag gilt [Lee, Lee et al. 2004, Ruß, 

Endres 2011]. 

Vancomycin-behandelte meist allogene Knochenimplantate werden in der 

modernen Chirurgie verwendet, da hier Infektionen mit Staphylococcus 

aureus-Stämmen besonders häufig vorkommen, und ihre Eigenschaft 

Biofilme zu synthetisieren (56%), die Therapie vor gewaltige 

Schwierigkeiten stellt [Stewart, Barr et al. 2012, Edmondson, Day et al. 

2014]. Durch das lokale Applizieren des Medikaments am möglichen 

Infektionsort können sowohl die Bildung eines Biofilms als auch 

systemische Nebenwirkungen vermindert werden [Buttaro, Gimenez et al. 

2005, Ketonis, Barr et al. 2011a]. Stewart et al. zeigten in ihrer Studie, 

dass durch Vancomycin-beschichtete Titanimplantate sowohl die 

Besiedlung durch Staphylokokkus aureus auf ein Minimum reduziert als 

auch ein gutes Remodelling und Heilungsergebnis erzielt werden können 

[Stewart, Barr et al. 2012]. Buttaro et al. erzielten ähnliche Ergebnisse 

bezüglich der Fixation und Heilungsrate wie Stewart et al. und stellten 

darüber hinaus fest, dass die Re-Infektionsrate durch beschichtete 

Implantate deutlich verringert werden kann [Buttaro, Pusso et al. 2005]. 

Auf zellulärer Ebene konnten keine signifikanten Unterschiede für die 

Differenzierung, Proliferation und Membrandurchgängigkeit der 

Osteoblasten unter Vancomycinbehandlung festgestellt werden [Edin, 

Miclau et al. 1996, Winkler 2009, Ketonis, Barr et al. 2011a]. 
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4.4 Auswahl der Patienten 

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine explorative Studie zur 

Etablierung einer neuen Methode. Somit wurde ein kleines ausgewähltes 

Patientenkollektiv verwendet. Die Auswahl der Patienten erfolgte zum 

einen nach dem Alter. Nach der Definition der 

Weltgesundheitsorganisation gilt als alt, wer das 65. Lebensjahr vollendet 

hat. Zum anderen wurden Patienten beider Geschlechter untersucht. Bei 

der Auswahl der Patienten wurde auf eine Vergleichbarkeit zwischen den 

jungen und alten Patienten geachtet in Bezug auf ihre Vorerkrankungen 

bzw. Medikamente. Dabei ist jedoch kritisch zu berücksichtigen, dass 

bestimmte Vorerkrankungen wie z.B. Diabetes mellitus Typ 2 (Patient Nr. 

2) oder Niereninsuffizienz (Patient Nr. 4) das Verhalten von Osteoblasten 

beeinflussen können [Hernandez, Do et al. 2012]. 

4.5 Ergebnisdiskussion 

Die Grundlage für diese Arbeit lieferten Bellows et al. bereits 1981, in dem 

sie beweisen konnten, dass Osteoblasten eine Kontraktion in einer 

Kollagen-I-Matrix in vitro verursachen können [Bellows, Melcher et al. 

1981, Bouvier, Couble et al. 1990]. Diese Interaktion wird durch ß1-

Integrine der Osteoblasten reguliert [M. F. Baslé, M. Lesourd et al. 1998]. 

Wie Abb. 8 dieser Arbeit zeigt, lassen sich zwischen den Patienten Nr. 1, 

Nr. 2 und Nr. 3 minimale Differenzen in der Interaktion der Zellen mit der 

Matrix feststellen. Hierbei treten zwar Schwankungen in der Kollagenbreite 

an verschiedenen Messpunkten auf, allerdings erreichen alle drei Gruppen 

ähnliche Endwerte. Lediglich die Zellen von Patient Nr. 4 weisen eine 

mäßig langsamere Kontraktionsrate im zeitlichen Verlauf auf; ihre 

Endbreite liegt trotzdem nur 4% über derjenigen der anderen Patienten. 

Ließen sich unsere Ergebnisse in einem größerem statistisch relevantem 

Patientenkollektiv bestätigen, und keine alters- oder 

geschlechtsabhängigen Unterschiede in der Matrix-Zell-Interaktion 

feststellen, müssten die unterschiedlichen Frakturheilungstendenzen auf 
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andere Faktoren zurückgeführt werden. Einige Arbeiten nehmen an, dass 

sich das Spongiosamaterial in der Anzahl und Proliferationsverhalten der 

Zellen je nach Entnahmeort unterscheidet [Kasperk, Wergedal et al. 1995, 

Aerssens, Boonen et al. 1997]. Bei unserem ausgewählten 

Patientenkollektiv lässt sich darüber keine Aussage treffen. 

Um eine detailierte Aussage über die Qualitätsunterschiede von primären 

Osteoblasten alter, junger, weiblicher und männlicher Testpersonen 

treffen zu können, sollten in Zukunft z.B. je fünf Patienten pro Gruppe die 

sich bzgl. der Parameter wie z.B. Gewicht, Vorerkrankungen, 

Medikamenten etc. möglichst wenig unterscheiden untersucht werden. 

Desweiteren wird vermutet, dass die Rassenzugehörigkeit Unterschiede in 

der Knochenmasse sowie -struktur zeigt und somit Differenzen in der 

Interaktion enstehen können [Nelson, Simpson et al. 1997]. 

Ebenso sollten weitere Gruppen im Lebensalter zwischen 30-40 Jahren 

untersucht werden, da sich herausgestellt hat, dass in diesem 

Lebensabschnitt die größte Knochendichte bei beiden Geschlechtern 

vorliegt [Zanatta, Valenti et al. 2012].  

Die beobachteten großen Schwankungen zwischen den einzelnen 

Messungen am selben Versuchstag könnten durch Qualitätsunterschiede 

im Versuchsaufbau herrühren oder aber durch bisher nicht bekannte 

Störgrößen induziert worden sein. Eine ähnlich starke Streuung bei immer 

gleich bleibenden Zell-Kollagen-Mischungen stellten bereits Bellows et al. 

1981 in ihren Experimenten fest, ohne eine plausible Ursache hierfür zu 

finden [Bellows, Melcher et al. 1981]. 

Die umgebende Matrix kann den Phenotypen der Zellen durch das 

Zusammenspiel von Oberflächenrezeptoren und Kollagen-I beeinflussen 

sowie zu unterschiedlichen Proliferationsraten und Differenzierungen 

führen, was sich später in der Interaktion mit der Umgebung widerspiegeln 

kann [Smalley, Lioni et al. 2006, Lynch, Stein et al. 1995]. 

Ein weiterer Grund für die geringen Differenzen der Kollagenbreiten 

zwischen den verschiedenen Gruppen könnte auch die für diese Arbeit 



 76 

angewandte Kultivierungsmethode sein. Bei der Auswachsmethode 

handelt es sich um eine 2D-Kultur, die für in vitro Versuche etabliert ist, 

sich jedoch nicht für in vivo Modelle eignet. Für eine genauere 

Übertragbarkeit auf in vivo Modelle sollte eher eine 3D-Kulturmethode 

angewendet werden, da bereits der Kultivierungsansatz Auswirkungen auf 

die Zellentwicklung haben kann [Buxton, Bitar et al. 2008, Gruber, Koch et 

al. 2006, Masi, Franchi et al. 1992].  

Ein weiterer zu berücksichtigender Aspekt im Umgang mit Osteoblasten 

und Kollagen-I-Gel ist, dass mechanische Einflüsse auf das Gel sowohl 

das Verhalten als auch das Expressionsmuster der Zellen stark 

beeinflussen können [Tan, Desai 2003, M. Yang, Huang et al. 2012]. So 

induzieren mechanische Reize eine stärkere Proliferation der Zellen mit 

darauf folgender stärkerer Kontraktion, die wiederum als Signal zur 

weiteren Proliferation rezipiert wird [Akhouayri, Lafage-Proust et al. 1999]. 

Anhand dieses Beispiels ist erkennbar, wie sensibel die Zell-Kollagen-

Mischung auf äußere Einflüsse reagiert, und wie schnell dadurch 

Ergebnisse verfälscht werden können. Die Tatsache, dass alle für diese 

Dissertation benötigten Arbeitsschritte von Hand durchgeführt wurden, 

lässt die Vermutung zu, dass sich dabei an unterschiedlichen Messtagen 

unbeabsichtigte Abweichungen in der Durchführung der Versuche zu 

Lasten der Reproduzierbarkeit ereigneten. Zum jetzigen Zeitpunkt sind 

allerdings noch keine geeigneten automatisierten und technisch 

unterstützten Abläufe für diese Versuche möglich. 

In Abb. 8 wurden die Mittelwerte mehrerer Versuchstage dargestellt und 

miteinander verglichen. Hierbei muss hinterfragt werden, ob die 

gemessenen Interaktionen wirklich nahezu identisch oder Differenzen 

durch die Mittelung der verschiedenen Passagen nicht erkennbar waren. 

Aus diesem Grund wurden die Ergebnisse aller Patienten in der vierten 

Passage abermals miteinander verglichen (Abb. 9). Folglich scheint die 

Passagenanzahl keinen Einfluss auf die Ergebnisse zu haben. 
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Kontraktion nach 0 h 

 

Kontraktion nach 2 h 

 

Kontraktion nach 4 h 

 

Kontraktion nach 10 h 

 

Kontraktion nach 20 h 

 

 
Abb. 16: Zell-Matrix-Interaktion des unbehandelten Zellpools über 20 h                        
(siehe Kapitel 3.5.2, Abb.11) 
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Die verwendeten Knochenzellen der vier Patienten zeigten 

lichtmikroskopisch sowohl in Bezug auf ihre Wachstumsgeschwindigkeit 

als auch auf ihre Differenzierung zu keinem Zeitpunkt der Kultivierung 

Unterschiede. In der Vergangenheit untersuchten verschiedene 

Forschungsgruppen die Alterungsprozesse von Spenderzellen in Hinblick 

auf ihre Verdopplungszeiten, Lebenserwartung und Seneszenz-Marker in 

vitro. Hierbei zeigte sich, dass die Verdopplungszeit sowie die 

Lebensspanne von alten Zellen geringer als bei jungen ist und erstere 

früher die Seneszenz-Marker in vitro exprimieren [Kveiborg, Kassem et al. 

1999, Kassem, Ankersen et al. 1997, Stenderup, Justesen et al. 2003]. 

Dies liegt zum einen an einer höheren Apoptoserate, zum anderen an 

verkürzten Telomeren in den Zellen, die für die Alterung derselben 

verantwortlich gemacht werden [Baxter, Wynn et al. 2004, Simonsen, 

Rosada et al. 2002, Almeida, Han et al. 2007]. 

Manolagas et al. konnten 2000 in Versuchen verdeutlichen, dass die 

Lebensspanne der Osteoblasten für die Frakturheilung deutlich wichtiger 

als ihre Teilungsraten sei [Manolagas 2000]. Gleichermaßen konnte 

nachgewiesen werden, dass Osteoblasten eine sog. Wachstumsweise 

nach Hayflick zeigen, die in drei Phasen aufgeteilt wird. Die erste ist durch 

eine hohe Proliferationsrate gekennzeichnet, gefolgt von geringen 

Verdopplungsraten bis hin zum vollkommenen Stillstand der Proliferation. 

Durch die relativ niedrigen Passagenzahlen in der vorliegenden 

Dissertation, sollte gewährleistet werden, dass alle für die Versuche 

verwendeten Zellen sich in der ersten Phase nach Hayflick befanden 

[Kassem, Ankersen et al. 1997]. Diese Überlegung wurde im Vorfeld der 

Versuche berücksichtigt, weshalb die Passagen auf max. neun begrenzt 

und die Zellen in ihrem Wachstum und Proliferationsverhalten beobachtet 

wurden. 

An einzelnen Versuchstagen (Abb. 10 bzw. 13) ließen sich teilweise 

Kurvenverläufe feststellen, die initial einen Stillstand der Interaktion 
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(Plateau) aufzeigten. Diesem Plateau folgte eine starke Kontraktion des 

Kollagens nach 4 und 10 h und eine Endbreite von ca. 20% wurde 

erreicht. Als Ursache für die großen Differenzen in der anfänglichen 

Kollagenbreite nehmen wir an, dass die Kollagenfibrillen in der Matrix an 

den einzelnen Versuchstagen unterschiedliche Ausrichtungen zeigten und 

dadurch eine veränderte initiale Kontraktionsfähigkeit auftrat. Unsere 

Beobachtung, bei der wir retrospektiv die Ausrichtung des Kollagens als 

gerichtet (iso) oder ungerichtet (aniso) einstuften, widerlegte diese 

Annahme, da die Kurvenverläufe unabhängig von der 

Kollagenausrichtungen waren. Die Ausrichtung des Kollagens wurde im 

Bereich von Stunde 2 gemessen bei der das Kollagen vollständig 

polymerisiert vorlag. Eine Bestimmung zu einem späteren Zeitpunkt 

erschien nicht zielführend, da die Zellen durch ihre Interaktion die 

Organisation des Kollagens erheblich beeinflussen. So richten sich die 

Zellen in langgestreckter Form in vivo longitudinal zu den Fibrillen aus und 

modulieren über ihre Integrinrezeptoren die Interaktion zwischen dem 

Kollagen und Fibronectin, einem Brückenmolekül der ECM, um ein 

optimales Netzwerk zu erschaffen [Akhouayri, Lafage-Proust et al. 1999]. 

Gleichzeitig richten sich die Aktinbündel intrazellulär parallel zu den 

Kollagenbündeln aus, um eine mechanische Verstärkung zu erzeugen. All 

diese Mechanismen wurden auch bei kultvierten Zellen festgestellt 

[Horwitz, Duggan et al. 1986]. 

Die oben beschriebene Zellausrichtung entlang der Bündel und das 

Ausbreiten der Zellen konnten in unserer Arbeit ebenfalls beobachtet 

werden. Befand sich eine Zelle isoliert in der Kollagenmatrix, so versuchte 

sie durch longitudinale Streckung Kontakt zu weiteren Zellen aufzubauen 

und gemeinsam eine Kontraktion des Kollagens zu bewirken. Interessant 

ist hierbei, dass die Zellen trotz ihrer longitudinalen Ausrichtung noch 

seitliche, zu Interaktionen führende Kontakte mit Kollagen eingehen 

können. 
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Abb. 17: Elongierte Zelle (*) in einer Kollagen-I-Matrix 

 

Den selben Kurvenverlauf wie in Teilen unserer Untersuchungen zeigten 

bereits frühere Forschungsgruppen, welche die Kontraktion auf Well-

Platten beurteilten. Hierbei wurde der Durchmesser des Kollagengels in 

den Well-Platten gemessen. Im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit wurde 

diese Interaktion nicht im Stundenbereich sondern nach Tagen gemessen. 

Dadurch wurde die anfängliche Kontraktion nicht beurteilt. Desweiteren 

muss ein Einfluss der unterschiedlichen Versuchsaufbauten 

(Mikrokanalsystem vs. Well-Platten) angenommen werde [Akhouayri, 

Lafage-Proust et al. 1999]. Bellows et al. zeigten, dass Osteoblasten in 

einer dreidimensionalen Kollagenmatrix zuerst eine Art Netzwerk 

untereinander bilden, bevor die Adhäsion ans Kollagen beginnt. So konnte 

gezeigte werden, dass die Plateauphase durch abweichende Zeiten für 

die Organisation der Osteoblasten untereinander entsteht, die für eine 

geregelte Kontraktion nötig ist. [Bellows, Melcher et al. 1981]. Dies scheint 

* 
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einzigartig bei Osteoblasten zu sein und dient in vivo der Anpassung an 

veränderte Belastungssituationen, bei denen die Zellen auf mechanische 

Einflüsse reagieren und hierdurch eine optimale Verformung des 

Knochens bewirken [Akhouayri, Lafage-Proust et al. 1999]. Dass für eine 

Kontraktion des Gels zuerst eine Zell-Zell-Interaktion bestehen muss, wie 

von Bellows et al. beschrieben, scheint nicht allein bedeutsam zu sein. 

Klebe et al. kamen zu dem Schluss , dass auch die Kollagenfibrillen selbst 

die mechanische Kraft zwischen den Zellen übertragen können und somit 

zur Erzeugung einer Veränderung im Kollagen kein direkter Kontakt 

zwischen den Zellen zwingend notwendig ist [Klebe, Caldwell et al. 1989].  

Wir beobachteten in unseren Untersuchungen, dass eine Kontraktion des 

Gels erst nach Interaktion zwischen den Osteoblasten entstehen kann, sei 

es über direkten Kontakt oder mittels Kollagenfibrillen. Wenn diese 

Verbindung zwischen den Zellen nicht direkt erfolgt, elongiert sich die 

Zelle, bildet viele Zellausläufer und bewegt sich im Kollagen, um 

Anschluss an andere Zellen zu finden. Merkt eine Zelle, dass auf die 

Bindung ans Kollagen und eine leichte Kontraktion eine andere Zelle 

reagiert, so verstärkt sie ihre Interaktion und zieht weiter an der 

Kollagenverbindung mit der anderen Zelle. Ist kein Erfolg zu verzeichnen, 

löst die Zelle ihre Bindung mit dem Kollagen und durchwandert es auf der 

Suche nach weiteren Zellen, um gemeinsam eine Kontraktion auslösen zu 

können. Dieses Verhalten kann in ähnlicher Art und Weise bei der direkten 

Frakturheilung beobachtet werden, die nur dann zustande kommt, wenn 

die Zellen direkten Kontakt zueinander finden. 

In Abb. 14 sind die Ergebnisse der immunhistochemischen Färbung sowie 

der Enzym-Substrat-Reaktion der vier Patienten in der 3.- 4. Passage 

dargestellt. Diese Versuche lieferten in erster Linie den Nachweis, dass es 

sich bei den angezüchteten Zellen um Osteoblasten handelt, die anhand 

ihrer spezifischen Marker identifiziert wurden (s. Anhang).  

Bei der Osteocalcinfärbung unterscheiden sich die Zellen von Patient Nr. 3 

mit einer starken Anfärbung deutlich von den anderen drei Patienten. Bei 
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der Kollagen-I-Färbung erreichen die Zellen der jungen Patienten Nr. 1 

und 3 starke Expressionsniveaus, während die der alten Patienten Nr. 2 

und 4 nur mittlere Levels erzielen. Einige Arbeiten zeigen eine Korrelation 

zwischen niedriger Osteocalcinexpression und schlechterer 

Knochenqualität und leiten daraus ein erhöhtes Frakturrisiko daraus ab. 

[S. Tanaka, Narusawa et al. 2011, Szulc, Chapuy et al. 1993]. 2012 wurde 

diese Aussage dahingehend verstärkt, dass Rodrigues et al. nicht nur 

geringe Osteocalcinlevel als negativen Knochenqualitätsmarker 

bestätigten, sondern darüber hinaus feststellten, dass eine geringe 

Expression von Kollagen I eine verminderte Knochenqualität bedeutet 

[Rodrigues, Caetano-Lopes et al. 2012b]. Meyers et al. konnten zeigen, 

dass die Kollagen-I-Matrix ansich ein starker Stimulus für die 

Differenzierung von Osteoblasten in vivo darstellt [Meyers, Zayzafoon et 

al. 2004]. Dies wurde bereits 1997 von Takeuchi vermutet, der feststellte, 

dass weniger alkalische Phosphatase synthetisiert wird, wenn der Integrin-

Rezeptor !2ß1 der Osteoblasten blockiert wird [Takeuchi, Suzawa et al. 

1997]. Die Reaktion zum Nachweis der alkalischen Phosphatase hingegen 

präsentiert ein entgegengesetztes Bild. Die Zellen von Patient Nr. 4 

verzeichnen die höchsten Expressionen wohingegen die Zellen von 

Patient Nr. 3 sehr geringe Levels an alkalischer Phosphatase aufweisen. 

Bei den Patienten Nr. 1 und 3 kann kein Unterschied untereinander 

festgestellt werden.  

Physiologisch sind erhöhte Werte der alkalischen Phosphatase z.B. in der 

Adoleszenz, bei malignen Knochenprozessen sowie nach 

Frakturheilungen messbar [Almasan, Baciut et al. 2011]. Diese Tatsache 

unterstützt auch die These, dass mechanische Belastungen eine erhöhte 

Expression an alkalischer Phosphatase bedingen und somit eine 

schnellere Heilung fördern [M. Yang, Huang et al. 2012]. Über die 

alkalische Phosphatase als Frühmarker für das Frakturrisiko findet man in 

der Literatur kontroverse Untersuchungen. Es gibt sich hierzu Arbeiten, 

die erhöhte AP-Werte im Alter mit einem höheren Frakturrisiko verbinden, 
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andere wiederum zeigen bei verminderten AP-Werten eine geminderte 

Osteoblastenqualität [Garnero, Hausherr et al. 1996, Bruyere, Collette et 

al. 2003, Gerdhem, Ivaska et al. 2004]. Den Einfluss der umgebenden 

Kollagen-I-Matrix in vitro auf das Verhalten der Expression der alkalischen 

Phosphatase in Osteoblasten untersuchten 1995 Lynch et al. und zeigten, 

dass Kollagen-I einen positiven Effekt auf die Synthese der alkalischen 

Phosphatase hat [Lynch, Stein et al. 1995]. Durch diese Erkenntnisse 

erscheint eine erneute Messung der Marker im Anschluss an die Kollagen-

Zell-Interaktion für diese Arbeit sinnvoll, um weitere Unterschiede 

zwischen den Patienten zeigen zu können. Ebenso sollte ein quantitatives 

Verfahren (z.B. PCR) gewählt werden, um eine bessere Vergleichbarkeit 

zu erhalten.  

Bei den ersten drei Messpunkten in Abb. 10 sind kaum Unterschiede 

zwischen den Medikamentengruppen und der Kontrolle sichtbar. 

Deutlicher sind die Unterschiede nach 10 und 20 h, wenn die 

unbehandelte Gruppe im Vergleich zum Rest der Proben schmälere 

Kollagenbreiten erreicht und in ihrer Endbreite fast auf die Werte der 

Einzelzellversuche herankommt. Der Kurvenverlauf am Tag 8 (Abb. 11) 

unterscheidet sich von Tag 7 (Abb. 10) durch eine deutlich frühere und 

stärkere Kontraktion sowie geringere Endbreite bei allen 

Versuchsgruppen. Hierbei ist zu erkennen, dass die unbehandelten sowie 

die mit dem Antibiotikum Vancomycin behandelten Zellen die geringsten 

Kollagenbreiten aufweisen, während die Ibandronsäure- und Diclofenac-

behandelten Zellpools eine deutlich trägere Kontraktionsbereitschaft 

zeigen. Dieses Verhalten wird auch in den darauf folgenden 

Untersuchungen sichtbar, obgleich die Kurvenverläufe der beiden letzen 

Messungen sich stark unterscheiden. Zusammenfassend lässt sich sagen, 

dass die Vancomycin-Zellen und die Kontrollgruppe die stärksten 

Kontraktionen induzieren, wohingegen die beiden anderen 

Medikamentengruppen in allen Messpunkten eine schwächere Kontraktion 

zeigen. 
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Nach den Messungen am Tag 7 vermuteten wird, dass die geringere 

Anfangskontraktion im Vergleich zu den ungepoolten Zellen durch die 

Erstellung eines Zellpools zustande gekommen sind. Als Ursache hierfür 

wäre eine gegenseitige Beeinflussung der unterschiedlichen Zellen im 

Zellpool plausibel. Allerdings konnte diese Art von Zell-Matrix-Interaktion 

an den Tagen 8 und 13 nicht gezeigt werden. Die unterschiedlichen 

Kurvenverläufe werden wahrscheinlich durch Abweichungen in der 

Herstellung der Lösungen sowie im Versuchsaufbau begründet sein.  

Unsere Versuche zeigen eine Hemmung der Zell-Matrix-Interaktion unter 

dem Einfluss des Medikaments Diclofenac. In einer retrospektiven 

Untersuchung konnten Ritter et al. keine signifikanten Einflüsse von NSAR 

auf die Protheseneinheilung bzw. Frakturheilung verzeichnen [Ritter, 

Sieber 1985]. Diese Daten wurden durch viele nachfolgende 

Untersuchungen widerlegt, die ihrerseits zeigten, dass es unter einer 

NSAR-Dauertherapie, und hier insbesondere von Diclofenac, zu einer 

verzögerten oder ausbleibenden Frakturheilung kommt, wobei Dosierung 

und Dauer der Applikation eine entscheidende Rolle spielen [A. Beck, 

Krischak et al. 2003, Vuolteenaho, Moilanen et al. 2008, Gerstenfeld, Al-

Ghawas et al. 2007]. In diesem Zusammenhang scheint Diclofenac nicht 

die Organisation der Frakturheilung, sondern lediglich ihren zeitlichen 

Ablauf zu beeinflussen [Gregory, Forwood 2007]. Setzt man das 

Medikament frühzeitig wieder ab, so sind Qualitätsunterschiede in der 

Frakturheilung nicht mehr messbar [Gerstenfeld, Al-Ghawas et al. 2007]. 

Fu et al. zeigten 2012, dass unter der Therapie mit NSAR geringere 

Knochenmasse sowie -dichte gemessen werden können, die zur 

Verzögerung der Protheseneinheilung führen [Fu, Bashutski et al. 2012]. 

Wiederum andere Studien zeigten, dass unter Diclofenac-Therapie die 

Kallus-Reifung gestört abläuft und die mechanischen Eigenschaften des 

Knochens deutlich kompromitiert sind, was zu erhöhten Raten von 

ausbleibender Frakturheilung führt [Gerstenfeld, Einhorn 2003, Simon, 

O'Connor 2007]. 
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Seit langem wird Diclofenac in der Orthopädie zur Prophylaxe von 

heterotrophen Ossifikation erfolgreich eingesetzt. Entzündungsmediatoren 

stimulieren über Prostaglandine die Differenzierung von MSC zu 

Osteoblasten und fördern somit die Knochenheilung [Ritter, Sieber 1985, 

Gebuhr, Wilbek et al. 1995, S. Sell, M. Teschner et al. 1999]. 

Diese klinischen Beobachtungen lassen sich durch experimentelle 

Arbeiten auf zellulärer Ebene bestätigen, in denen gezeigt werden konnte, 

dass Diclofenac je nach Applikationsdauer und Konzentration erhebliche 

Auswirkungen auf Osteoblasten aufweist [Ho, Chang et al. 1999]. Dies 

bezüglich untersuchten verschiedene Arbeitsgruppen, dass Proliferation, 

Migration, Differenzierung, Stoffwechselleistungen und DNA-Synthese 

unter Diclofenac stark reduziert werden und die Zellzahl mit steigender 

Medikamentenkonzentration abnimmt [Di Az-Rodri Guez, Garci et al. 

2011, Matziolis G, Rau HM et al. 2002, Kaspar, Hedrich et al. 2005, 

Krischak, Augat et al. 2007a]. Bei der in unserer Arbeit verwendeten 

Konzentration konnten die genannten Arbeitsgruppen keine Unterschiede 

in der Zellzahl oder Stoffwechselleistung verzeichnen. Sell et al. hingegen 

zeigten, dass bereits Konzentrationen von 1 !g/ml die Zellzahl verringern 

und die DNA-Synthese bei dieser Konzentration um 44% im Gegensatz zu 

unbehandelten Zellen abnimmt [Sell, Teschner et al. 1999]. Diese 

kontroversen Ergebnisse könnten durch pH-Wert-Schwankungen in der 

Zellkultur erklärt werden, da Diclofenac im sauren Milieu, wie z.B. im 

entzündlichen Gewebe, akkumuliert und eine bessere Wirkung entfaltet 

[Kaspar, Hedrich et al. 2005]. In Bezug auf die Frakturheilung scheinen 

Prostaglandine nicht nur BMP 7 zu beeinflussen, sondern auch 

Osteoklasten zu hemmen [Spiro, Beil et al. 2010, Okamoto, Kajiya et al. 

2004]. Für die genannten Prozesse sind Prostaglandine verantwortlich, die 

neben der Steuerung der Reifung von Osteoblasten und Chondrozyten 

auch als Bindeglied zwischen TNF-!, IL-6, BMP, etc. und den 

Knochenzellen fungieren [T. F. Li, Zuscik et al. 2004, Shamir, Keila et al. 
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2004, Vassiliou, Jing et al. 2003, Harizi, Norbert 2004, Dinarello 2002, 

Arikawa, Omura et al. 2004]. 

Auch die Zellen unter Einwirkung von Ibandronsäure zeigten eine 

schwächere Kontraktion des Kollagens als die Kontrollgruppe. Somit lässt 

sich sagen, dass die Kontraktionsfähigkeit der Zellen in unserem 

Versuchszeitraum von zwei Wochen durch die Gabe von Ibandronsäure 

inhibiert wurde. 

Die nicht einheitliche Studienlage erschwerte im Vorfeld dieser Arbeit die 

Ermittlung der genauen Konzentration an Bisphosphonaten, hier 

insbesondere von Ibandronsäure, die in vivo auf die Knochen wirkt.  

Das liegt nicht nur an den verschiedenen Bisphosphonatarten, die in den 

Studien verwendet wurden, sondern auch an ihren unterschiedlichen, von 

Autor zu Autor wechselnden Dosierungen. Diese Sachlage erschwert die 

Vergleichbarkeit der Studien untereinander sowie die Übertragung von in 

vitro Ergebnissen auf in vivo Modelle. Trotz dieser Differenzen stimmen 

nahezu alle Autoren überein, dass Bisphosphonate die Rate an Frakturen 

bei osteoporotischen oder malignen Prozessen dank der mit dieser 

Therapie zusammenhängenden vermehrten Bildung an Knochenmasse 

verringern können, wobei dieser Vorteil mit einer geringeren 

mechanischen Stabilität einhergeht [Pozzi, Vallet et al. 2009, Koch, 

Wunsch et al. 2011]. Dem verringerten Frakturrisiko steht eine 

verlangsamte Knochenheilung gegenüber, die mutmaßlich durch 

geringere Osteocalcinlevels unter Bisphosphonattherapie verursacht wird. 

Um eine verbesserte Heilungsrate zu erreichen, müssen hohe Dosen des 

Medikamentes am Wirkort präsent sein mit einhergehender Erhöhung des 

Osteocalcingehalts [Almasan, Baciut et al. 2011]. Cao et al. äußerten die 

Vermutung, Bisphosphonate würden die Zeit des Remodelling negativ 

beeinflussen, der entstandene Kallus sei jedoch größer und stärker 

mineralisiert als ohne Medikament [Y. Cao, Mori et al. 2002].  

Die genauen Wirkmechanismen von Bisphosphonaten konnten bisher nur 

teilweise ergründet werden, wenngleich feststeht, dass diese über das 
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RANKL/RANK/OPG-System sowohl Osteoklasten in ihrem Handeln 

hemmen als auch Osteoblasten aktivieren und darüber hinaus höhere 

Apoptoseraten von Osteoklasten induzieren [Viereck, Emons et al. 2002, 

Koch, Merkel et al. 2010b]. Zudem kommt es durch die geringeren 

Apoptoseraten von Osteoblasten und -zyten verstärkt zu einer erhöhten 

Knochenmasse und -dichte [Jeong, Jin et al. 2013, Plotkin, Weinstein et 

al. 1999]. 

Zusätzlich fördern Bisphosphonate dosisabhängig die Differenzierung von 

MSC zu Osteoblasten und erhöhen die Anzahl der zur Verfügung 

stehenden knochenproduzierenden Zellen [von Knoch, Jaquiery et al. 

2005, Koch, Merkel et al. 2010a, Giuliani, Pedrazzoni et al. 1998, Klein, 

Ben-Bassat et al. 1998, Im, Qureshi et al. 2004, Kim, Kim et al. 2009]. 

Diese Wirkung scheint allerdings nur von kurzer Dauer zu sein, da in den 

ersten 3 Tagen nach Einnahmebeginn die Proliferation zwar um 30% 

gesteigert werden kann, dies jedoch nach 7 Tagen um -40% vom 

Ausgangswert abfällt [Fromigue, Body 2002]. Diese 

konzentrationsabhängigen Proliferationsraten bestätigte Reinholz et al. in 

seiner Arbeit und stellte fest, dass die Syntheseleistungen der 

verbliebenden Knochenzellen durch das Medikament deutlich erhöht 

wurden [Reinholz, Getz et al. 2000]. 

Den erwähnten positiven Effekten stehen Ergebnisse gegenüber, die eine 

Hemmung der Knochenheilung durch Bisphosphonate zeigen. Diese 

Wirkung erklären die Autoren durch zwei Prozesse. Zum einen soll eine 

geringere Mineralisierung des Knochens stattfinden, zum anderen wirken 

Bisphosphonate zytotoxisch auf das Wachstum und die Funktion der 

Osteoblasten [Orriss, Key et al. 2009]. Unsere Experimente zeigten über 

einen Zeitraum von 14 Tagen keine erhöhten Apoptoseraten der 

Osteoblasten unter Ibandronsäure und somit gehen wir davon aus, dass 

keine Zytotoxizität bestand. 

Bei dem Vancomycin-behandeltem Zellpool konnten ähnliche 

Kontraktionsbreiten wie bei dem Kontrollpool verzeichnet werden. Die 
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schwächere Kontraktion am siebten Inkubationstag wurde unsererseits als 

Fehlmessung betrachtet. Somit schlussfolgern wir, dass das Antibiotikum 

Vancomycin die Heilungsabläufe auf zellulärer Ebene nicht beeinträchtigt. 

In diesem Punkt deckt sich das Ergebnis unserer Arbeit mit denjenigen, 

die feststellten, dass die Frakturheilung durch Vancomycin nicht 

verlangsamt wird, sondern besser und schneller als ohne verlaufen kann 

[C. C. Yang, Lin et al. 2013, Haleem, Rouse et al. 2004]. Auch bezüglich 

der Stabilität weisen Antibiotika-behandelte Knochen keinen Nachteil 

gegenüber unbehandelten auf [Kallala, Graham et al. 2012]. Die Einflüsse 

von Vancomycin auf der zellulären Ebene werden kontrovers diskutiert. Es 

zeigt sich erneut, dass die unterschiedlichen Konzentrationen des 

Medikaments sowie die Messmethode das Ergebnis beeinflussen. Die 

Erkenntnis, eine Konzentration von unter 1000 !g/ml Vancomycin habe 

keinen Effekt auf die Zellzahl, allerdings einen Konzentration von 10.000 

!g/ml sei für die Zellen toxisch, diente als Grundlage für weitere Versuche 

[Edin, Miclau et al. 1996]. Hierbei wurden die Menge an DNA intrazellulär 

sowie die Proliferation und Zellzahl unter Einwirkung des Medikaments 

gemessen. Viele Arbeiten zeigten keinen negativen Effekt auf DNA-Menge 

und Proliferation der Osteoblasten. Einige Ergebnisse unterstützten sogar 

die These, die Proliferation könne medikamentenabhängig gesteigert 

werden [Rathbone, Cross et al. 2011, Oyama M., Emerton ME. et al. 

1998, Ketonis, Barr et al. 2011a, Antoci, Adams et al. 2007, Zhang, Yang 

de et al. 2008, Lepretre, Chai et al. 2009]. Eine verbesserte 

Differenzierung, Proliferation und Mineralisierung von Knochen unter 

Vancomycin wiesen 2013 Yang et al. nach und zeigten damit die positiven 

Einflüsse des Medikaments auf die Knochenheilung [C. C. Yang, Lin et al. 

2013].  

Auch bei den medikamentenbeeinflussten Zellen bestätigten wir durch 

eine Immunhistochemie und Enzym-Substrat-Reaktion, dass es sich um 

Osteoblasten handelt, die unter den Medikamentenbehandlung nicht 

dedifferenziert waren (s. Anhang). 
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Das stärkste Expressionsniveau des Markers Osteocalcin erreicht die 

Vancomycin-behandelte Gruppe, gefolgt von der Kontrollgruppe. Diese 

Ergebnisse verzeichneten wir auch bei der Messung der alkalischen 

Phosphatase, wobei hier der Unterschied zu den anderen zwei Gruppen 

geringer war als bei Osteocalcin. Die unbehandelten Zellen erreichten bei 

den Kollagen-I-Anfärbungen den höchsten Score unterschieden sich 

jedoch deutlich von den anderen Gruppen, die untereinander 

vergleichbare Expressionsniveaus zeigten.  

Wie bereits erwähnt, werden die Auswirkungen von NSAR auf 

Osteoblasten und ihre Syntheseleistung so wie auch die Expression der 

osteoblastentypischen Marker in der Literatur kontrovers diskutiert. 1999 

zeigten Ho et al., dass nach 6-24 h Inkubation mit Indomethacin, die 

alkalische Phosphatase- und Kollagen-I-Expression deutlich ansteigt [Ho, 

Chang et al. 1999]. Im selben Jahr wurde hingegen auch gezeigt, dass 

Diclofenac bereits bei einer Konzentration von 1 !g/ml die Kollagen I 

Synthese um 82% mindert, während Osteocalcin und alkalische 

Phosphatase verstärkt exprimiert werden [Sell, Teschner et al. 1999]. 

Dass Konzentrationen von 2 !g/ml Diclofenac keinen positiven Einfluss 

auf die Expression von Kollagen I und alkalischer Phosphatase nach 24 h 

Inkubation haben, zeigten Kaspar et al. [Kaspar, Hedrich et al. 2005]. Die 

Ergebnisse von Kasper et al. bestärken unsere Annahme und 

unterstützen die These, dass Diclofenac mit 2!g/ml die Syntheseleistung 

der Zellen verminder und negative Auswirkungen auf die Knochenqualität 

haben könnte. 

Unsere Ergebnisse in Bezug auf die Immunhistochemie der 

Ibandronsäure-behandelten Zellen bestätigen diverse Resultate aus der 

Literatur, die besagen, Bisphosphonate beeinflussen je nach verwendeter 

Konzentration die Syntheseleistung von Osteocalcin, Kollagen-I und 

alkalischer Phosphatase negativ [Pataki, Muller et al. 1997]. Die Mehrheit 

der Studien unterstützt jedoch die These, dass unter der Therapie mit 

Bisphosphonaten alle Marker vermehrt exprimiert werden und somit zu 
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einer vermeintlich besseren Knochenqualität beitragen [Im, Qureshi et al. 

2004, Xiong, Yang et al. 2009, Giuliani, Pedrazzoni et al. 1998]. Diese 

Annahme deckt sich auch mit den bereits oben beschriebenen Daten zur 

Syntheseleistung der Zellen, allerdings untersuchte bis jetzt keine andere 

Arbeit einen so langen Applikationszeitraum wie wir, so dass kein 

aussagekräftiger Vergleich gezogen werden kann. 

In der Immunhistochemie zeigen die Vancomycin-Zellen bei jedem 

gemessenem Marker eine mäßige bis starke Expression, erreichen 

allerdings nur für Osteocalcin höhere Werte als die Kontrollgruppe. Leider 

lassen sich für Vancomycinbehandelte Zellen und die Expression von 

Osteocalcin keine Daten in der Literatur finden. Es wurde in der 

vorliegenden Arbeit jedoch häufig darauf hingewiesen, dass hohe 

Osteocalcinwerte eine gute Knochenheilung bedingen und somit 

Vancomycin keinen negativen Einfluss auf die Frakturheilung zu haben 

scheint. 

In den übrigen Medikamentengruppen liegen die Werte leicht unter 

denjenigen der unbehandelten Zellen. Dieses Verhalten zeigte sich auch 

bei früheren Versuchen [Ketonis, Barr et al. 2011b].  
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4.6 Bewertung der Messmethodik und Ausblick  

Fernandez et al. etablierten in ihrer Arbeit die o.g. Messmethodik, um den 

Einfluss der Matrix auf die mechanische Antwort von Zellen zu erörtern 

und die intrazellulären Veränderungen zu messen [Fernandez, Bausch 

2009]. 

Für unsere Zwecke modifizierten wir ihren Versuchsaufbau, um die 

Interaktion zwischen den Zellen und ihrer Umgebung beobachten und 

quantitativ messen zu können. Hierbei traten Schwierigkeiten im 

Versuchsaufbau sowie -ablauf auf, die wir als Begründung für unsere 

schwankenden Ergebnisse heranziehen.  

Die von uns verwendeten Mikrokanalsysteme interferieren über ihre Form 

und ihre Architektur mit den Zellen und beeinflussen das Verhalten der 

Kollagenmatrix deutlich stärker als Well-Platten-Systemen. Dieses 

Probelm beginnt bereits bei der Herstellung der PDMS-Kanäle, bei der 

jeder einzelne Kanalkomplex ein von Hand hergestelltes Unikat ist. Es 

genügen minimale Abweichungen im PDMS-Mischungsverhältnis oder 

mikroskopische Verunreinigungen am Wafer, um die Form und Struktur 

der Kanäle zu beeinflussen. Wir beobachteten, dass leicht unebene 

Ränder der PDMS-Kanäle deutlich geringere Kontraktionen aufwiesen als 

vollkommen glatte Ränder. Ein weiteres Problem stellt die Herstellung und 

Verarbeitung des Kollagens dar. Arbeiten haben gezeigt, dass 

Rinderkollagen durch seine Isolierung beschädigt wird und somit nicht 

identisch mit dem in vivo Kollagen ist. Desweiteren verändern 

Temperaturschwankungen, mechanische Erschütterung und pH-Wert-

Schwankungen die Struktur des Kollagens [Silver, Freeman et al. 2003, 

Wood 1960, McPherson, Wallace et al. 1985, Shoulders, Raines 2009]. 

Konnte der Versuch aus technischen Gründen nicht unmittelbar nach 

Befüllen der Kanäle gestartet werden, so entstanden 

Temperaturschwankungen, die möglicherweise eine veränderte 
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Fibrillenstruktur induzieren können. Ebenso besteht die Möglichkeit, dass 

die Klebestreifen, die als Abdichtung der Kanäle dienten, das Kollagen 

mechanisch beeinflussen. Doch nicht nur die Matrix beeinflusst das 

Verhalten der Zellen, sondern auch das Mikrokanalsystem an sich. Es hat 

sich beispielsweise herausgestellt, dass Fibroblasten in Mikrokanälen eine 

deutlich veränderte Vitalität im Vergleich zu anderen Kulturgefäßen 

aufweisen, was sich auch auf Osteoblasten übertragen lässt [Sung, Su et 

al. 2009, Ducy 2000]. Das Oberflächen-Durchmesser-Verhältnis 

beeinflusst primär die Kollagenmatrix und spiegelt auch nicht die 

Bedingungen in vivo wider. Ebenso lassen sich die Ergebnisse nicht mit 

Well-Platten-Systemen vergleichen [Sung, Su et al. 2009]. Auch die 

Temperaturverteilung, welches für die Polymerisation des Kollagens 

wichtig ist, wird durch die PDMS-Kollagen-Interaktion gestört [Satish, 

Kandlikar 2006]. 

Für weitere Versuche sollte nicht nur die Zell-Kollagen-Interaktion, 

sondern auch die Zell-Zell-Interaktion z.B. elektronenmikroskopisch 

gemesen werden und weitere mögliche Differenzen feststellen zu können. 

Hierbei wäre es denkbar, dass es auf zellulärer Ebene deutliche 

Unterschiede zwischen den Spenderzellen vorliegen, die bisher nicht 

untersucht wurden. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass bei weiterer Anwendung der in 

dieser Arbeit dargestellten Methode, diese nach den oben beschriebenen 

Kriterien modifiziert und angepasst werden muss, um die Qualität und 

Aussagekraft der Ergebnisse zu verbessern. 
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5 Zusammenfassung 

Die verzögerte oder inadäquate Frakturheilung, insbesondere bei älteren 

Patienten, stellt für die orthopädische Chirurgie noch immer eine große 

Herausforderung dar.  

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, primäre Osteoblasten von jungen und 

alten Menschen bezüglich ihrer Interaktion mit einer Kollagen-I-Matrix zu 

untersuchen und anhand der Unterschiede einen möglichen Rückschluss 

auf die Frakturheilung zu ziehen. Für diese Arbeit wurden primäre humane 

Osteoblasten von vier verschiedenen Patienten angezüchtet und ihre 

Interaktion mit einer selbst hergestellten dreidimensionalen Kollagen-I-

Matrix über einen Zeitraum von 20 h untersucht. Unsere Experimente 

ergaben keine relevanten Unterschiede am Endpunkt, jedoch zeigten 

Osteoblasten der älteren Patienten eine verzögerte Interaktion. 

Ein weiteres Ziel war es, den Einfluss von ausgewählten, in der 

Orthopädie häufig verwendeten Medikamenten (Diclofenac, 

Ibandronsäure und Vancomycin) auf die Zell-Matrix-Interaktion zu 

messen. Diese Versuche ergaben für Diclofenac und Ibanronsäure eine 

hemmende Wirkung auf die Zell-Matrix-Interaktion, während Vancomycin 

eine tendentiell verstärke Kontraktionsfähigkeit der Zellen bewirkte. 

Begleitend wurden die Zellen immunhistochemisch, sowie mittels einer 

Enzym-Substrat-Reaktion als Osteoblasten identifiziert und die Expression 

von Osteocalcin, Kollagen I und alkalischer Phosphatase quantifiziert. 

Hierbei korrelierten hohe Osteocalcin- und Kollagen-I-Werte mit einer 

stärkeren Zell-Matrix-Interaktion. 

Zusammen mit den genannten Ergebnissen konnte im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit eine geeignete Methodik zur semiquantitativen 

Analyse der Zell-Matrix-Interaktion entwickelt werden, die als Grundlage 

für weiterführende experimentelle Untersuchungen der 

Knochenphysiologie dienen kann. 
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