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1 Einleitung

1.1 Motivation

Bei Knochenerkrankungen und operativen Eingriffen &nochen hat die begleitende
pharmakologische Therapie und die medikamentosearighng von Begleit- und
Grunderkrankungen eine wichtige Bedeutung. Mogliclhuswirkungen auf den
Knochenstoffwechsel sollten bei der Entscheidung &in bestimmtes Pharmakon
bertcksichtigt werden.

Derzeit finden begleitend zu orthopadischen Eifgnifinsbesondere Medikamente zur
Infektionsprophylaxe, zur Thromboseprophylaxe, peri- und postoperativen Analgesie
sowie  knochenaufbauende  Substanzen bei verzégertenochenbruchheilung,

Knochenmarkddemen und Osteoporose routinemafigesgumg. Die Auswirkungen von
Pharmaka auf bspw. Niere oder Leber sind meistiadgth untersucht. Welchen Einfluss die
in Orthop&adie und Unfallchirurgie eingesetzten Mediente auf die Aktivitdt von humanen
Knochenzellen haben, wurde bisher jedoch nur vee#tin beschrieben. Kilinische
Beobachtungen lassen mdogliche Einflisse auf derffw#&thsel von Knochenzellen

vermuten. Im Rahmen dieser Arbeit werden die Effekireier Antibiotika, einem

Analgetikum sowie einem Bisphosphonat auf die Aldivwonin vitro kultivierten humanen

Osteoblasten untersucht.

Antibiotika werden héaufig sowohl in hoher lokalats auch in geringerer systemischer Dosis
am orthopadischen und unfallchirurgischen Patiergergesetzt. Bei ossaren Eingriffen
werden zur Senkung der postoperativen Infektioasragrophylaktisch verschiedene
Antibiotika verabreicht [Holtom 2006]. Dabei erftlgtandardmaliig eine perioperative
single-shot i.v. Applikation mit einem Breitenspekhantibiotikum, wie bspw. Ceftriaxon
[Boxma, Broekhuizen et al. 1996; Southwell-KeelysRo et al. 2004]. Die Therapie von
Knocheninfekten oder infizierten Endoprothesen Igtfbingegen in der Regel durch orale
oder intraventdse antibiotische LangzeitbehandluAgf Grund haufig unzureichender
Blutversorgung im Bereich der zu behandelnden amathen Regionen werden lokale
Applikationsformen mittels Antibiotika-impragnierteKetten oder beschichteten Prothesen
bzw. Antibiotika-versetzten Zement eingesetzt [@erhRoux et al. 1988; Mohanty, Kumar
et al. 2003].
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Proliferationsinhibierende und sogar toxische Aukungen einiger Antibiotika auf vitro
kultivierte Osteoblasten oder Osteoblasten-ahnligdidinien sind bereits bekannt [Holtom,
Pavkovic et al. 2000; Salzmann, Naal et al. 200dalNSalzmann et al. 2008]. Die Mehrzahl
der wachstumshemmenden Wirkungen zeigten sich deeéren Pharmakakonzentrationen,
wie sie in erster Linie nach lokaler Applikatiorregcht werden (mit dem Vorteil einer hohen
lokalen Pharmakondosis bei zugleich geringer syst@mr Belastung) [Buchholz,
Engelbrecht 1970]. Bei wenigen Medikamenten schelat negative Effekt auf den
Knochenstoffwechsel schon bei systemischen Wirk&otrationen einzusetzen. Der Einfluss
haufig eingesetzter Antibiotika wie Linezolid, Q&kon oder Cefotiam auf den
Knochenstoffwechsel wird im Rahmen dieser Arbetewsucht.

Cefotiam (Spizef®), ein Cephalosporin der 2. Get@naaus der Gruppe der Lactamase-
Inhibitoren, wird im Bereich der Orthopadie haufigr perioperativen Prophylaxe und zur
Behandlung von Weichteil-, Gelenk- oder Knocherktitmen angewandt [Vogel, Bodmann

et al. 2004]. Cephalosporine wirken als [3-Laktani#iatika sekundar bakterizid durch

Hemmung der bakteriellen Zellwandsynthese [von Bhatisen, Ebel et al. 1999]. Durch

Offnung des R-Laktam-Ringes und anschlieRBenderuBigaverden Enzyme zur Synthese des
Mureins, einem Bestandteil der bakteriellen Zelldiagehemmt [Kresken 2004].

Ein weiterer Vertreter aus der Gruppe der Cephalasg ist Ceftriaxon (Rocephin®). Dieses
Cephalosporin gehort der 3. Generation an. Alst8vektrumantibiotikum dient Ceftriaxon
der perioperativen Infektionsprophylaxe. Es istemadbei Harnwegs-, Atemwegs, Haut- und
Weichteilinfektionen oder bei Sepsis durch Knochemd Gelenkinfektionen indiziert
[Wenzler, Daschner 2001].

Das Reserveantibiotikum Linezolid (Zyvoxid®) wird ider Orthopadie insbesondere bei
Endoprotheseninfektionen oder zur Behandlung ei@steomyelitis eingesetzt. Dieses
Medikament aus der Gruppe der Oxazolidinone besimen bakteriostatischen
Wirkmechanismus durch spezifische Bindung an di8-Bdtereinheit der Ribosomen, was
zu einer Hemmung der bakteriellen Proteinsynthébet fiHalle, Majcher-Peszynska et al.
2002].

Ebenfalls hdufig werden in der Orthopadie und Udlfadurgie Analgetika eingesetzt. Dabei
erfolgt die schmerzlindernde Therapie nach opezati€ingriffen oder bei konservativer
Therapie individuell verschieden Uber kurze undyaZeitrdume. Pharmaka verschiedenster
Wirkstoffgruppen kommen hierbei zur Anwendung, vehm auch nichtsteroidale
Antiphlogistika (NSAID). Die antiinflammatorischemntipyretischen und analgetischen
Wirkungen der NSAIDs wie bspw. Acetylsalicylsauleuprofen oder Diclofenac, beruhen
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auf der Hemmung der Cyclooxygenase (COX). DiegiistEnzym, welches die Biosynthese
von Prostaglandinen katalysiert, die daraufhin duoAMP-gesteuerte Aktivierung von
Osteoblasten und Osteoklasten den Knochenstoffwebkeginflussen [Baylink, Mohan et al.
1996; Riendeau, Percival et al. 1997]. Es konntaeits inhibierende Einflisse von NSAIDs
auf den Knochenstoffwechsel mit einer signifikandarzogerung des Heilungsprozesses
sowie Verschlechterung der mechanischen Eigensehafes Frakturkallus und des neu
gebildeten Knochens gezeigt werden [Beck, Saleml.e2005]. Des Weiteren bestatigt der
Einsatz der NSAIDs zur Prophylaxe heterotoper @sdibnen die inhibierenden
Auswirkungen auf den Knochenstoffwechsel [Vuoltdenadvoilanen et al. 2008]. Gesichert
wurde dieser Effekt in einer kontrollierten klinemn Studie durch fehlende Ossifikationen im
Weichgewebe der Diclofenac-Behandlungsgruppe bwrd®per Knochenneubildung von
zwei Drittel der mit Placebo behandelten Patientagmgen [Wahlstrom, Risto et al. 1991]. Im
Gegensatz dazu scheinen einige Analgetika andendsifklassen, wie bspw. Tramadol
(Tramal®), in klinikrelevanten Dosen keine diesehibierenden Eigenschaften zu besitzen
[Matziolis, Rau et al. 2002]. Da die NSAIDs aufgdurunselektiver COX-Hemmung
kardiovaskuléare und gastrointestinale Nebenwirkangefweisen, werden in der Orthopadie
vermehrt selektive COX-2-Hemmer, sogenannte Coxibbne diese unerwinschten
Nebeneffekte eingesetzt. Jedoch zeichnen sich lagictlieser Medikamentengruppe Effekte
auf den Knochenstoffwechsel ab [Igarashi, Woo eR@02 ; Vuolteenaho, Moilanen et al.
2008]. Neueste Studien ergaben, dass bspw. Pabecoxi Indomethacin bei weiblichen
Ratten mit Tibiafrakturen drei Wochen nach Frak#ildng die Biegesteifigkeit und die
endgulltige Beugung negativ beeinflussten [Dimmemrdsletten et al. 2009]Iin vitro
Untersuchungen belegen fir andere COX-2-Hemmer @akecoxib eine dosisabhangige
Hemmung der osteoblastaren Zellproliferation [Wdrig,et al. 2004]. Da die Auswirkungen
der Coxibe auf den osteoblastaren Stoffwechselebigum untersucht wurden, wird in
dieser Arbeit exemplarisch das Parecoxib getestet.

Eine weitere haufig in der Orthopadie eingesetztedikhmentengruppe stellen die
Bisphosphonate mit ihrer osteoklastenhemmenden UNgkdar. Bisphosphonate werden
vielfach in der Osteoporosetherapie eingesetztciukpoptoseinduktion in Osteoklasten
wirken sie reduzierend auf die Knochenresorptiomraus eine positive Knochenbilanz

resultiert [Im, Qureshi et al. 2004]. Diese Wirkétowerden zur Behandlung der Paget-
Krankheit,  von Hypercalcamie, Malignitat, post-mpaonsaler  Osteoporose,

infektionsbedingtem Knochenverlust, fibréser Dyspa oder auch der Osteogenesis
imperfecta verwendet. Die Behandlung mit den haufgywendeten Bisphosphonaten
Alendronat und Risedronat fihrte im vitro Studien zu einer Steigerung der Zellzahl, der
ossaren Differenzierungsmarker Osteocalcin, BMR<B|lagen Typ 1 sowie zu einer
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vermehrten Aktivitat der Alkalischen Phosphatase, [Qureshi et al. 2004]. Jedoch existieren
hierzu uneinheitliche Ergebnisse in der Literatla, auch proliferationshemmende Effekte
von Alendronat auf Osteoblastenvitro beschrieben wurden [Garcia-Moreno, Serrano et al.
1998]. Zudem sind mit zunehmender Wirkstoffkonzatnbn zelltoxische Auswirkungen der
Bisphosphonate auf Osteoblasten bekannt [Im, Quetstl. 2004]. Insbesondere im Bereich
der Bisphosphonate bestehen derzeit noch einig&eniien der Literatur bezlglich der
Wirkung auf humane Knochenzellen. Aus diesem Grwird in dieser Arbeit das héufig
eingesetzte Ibandronat genauer untersucht.

Fur das jeweils zu verwendende Pharmakon wurdesr Baricksichtigung der therapeutisch
wirksamen Serumkonzentrationen Verdinnungsreihefgeatellt. So kdénnen sowohl
systemisch als auch lokal erreichbare Konzentratioruntersucht werden. Fir die
verschiedenen Pharmaka-Applikationen wurden Zeitspa, angelehnt an die jeweilige
klinische Applikationsdauer, gewahlt.

1.2 Fragestellung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der dgestellung, welchen Einfluss bestimmte
Pharmaka auf die Aktivitat voim vitro kultivierten primaren humanen Knochenzellen haben.
So soll mittels standardisierter Untersuchungen \diigkung auf den Stoffwechsel der

Knochenzellen analysiert und interpretiert werdefiel ist es, basierend auf den

Untersuchungen die Auswahl und Dosierung von Meddaten, die in der Orthopadie und

Unfallchirurgie haufig eingesetzt werden, zugunstdar Knochenheilung bzw. des

Knochenstoffwechsels zu optimieren. Somit konnteerd@piekonzepte mit den eingesetzten
Pharmaka hinsichtlich ihrer Dosierung und Anwendglagier optimiert werden. Ebenso

konnte die Entscheidung fur einen alternativen WtoK fir den entsprechenden

Einsatzbereich erleichtert werden.

Im Folgenden werden die Wirkungen von finf versgaieen Medikamenten untersucht.
Trotz der wichtigen Rolle im Fachgebiet der Orthaipdvurden diese in der Literatur bisher
jedoch nur uneinheitlich, unvollstandig oder noar gicht beschrieben. Untersucht werden
drei Antibiotika (Cefotiam, Ceftriaxon und Linezad)i ein Analgetikum (Parecoxib) und ein

Bisphosphonat (Ibandronat).
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2 Grundlagen der Knochenphysiologie

Der Knochen erfiillt im menschlichen Kdrper mehnetehtige Funktionen. Zum einen dient
er als Stltz- und Halteapparat, zum anderen wirkineder Hamatopoese als Speicherort fur
Calcium- und Phosphationen und in ZuammenarbeitdaitNiere an der Homoostase der
Elektrolyte mit.

Betrachtet man den Aufbau, so setzt sich der Knoelus einer auferen Substantia compacta
und einer inneren Substantia spongiosa zusammemreiidie Kompakta aus Osteonen mit
dichten Havers-Lamellen und einem zentralen Karedtdht, bildet die Spongiosa ein
Schwammwerk aus Balkchen und Plattensystemen ssedeZwischenrdumen Knochenmark
liegt [Netter 1992; Green 1994].

Die Knochengrundsubstanz besteht zu 65% aus anschan Hydroxylapatitkristallen,
welche sich vor allem aus Calcium und Phosphatraasensetzen. Die restlichen 35% bildet
eine organische Grundsubstanz, eine Matrix, welcisbesondere fur die Zugfestigkeit
verantwortlich ist. Diese setzt sich zu 90% auslagen Typ | zusammen und zu 10% aus
nichtkollagenen Proteinen, wie Proteoglykanen umgk@proteinen [Gradinger, Gollwitzer
2006].

Der Knochen ist aufgrund standig wechselnder bioubeher Anpassungen und seiner
Aufgabe der Erneuerung des Skelettsystems, ein nadgohes System, welches durch
standigen Auf- und Abbau der Knochenmasse gepsfigDieser Knochenumbau wird von

hochspezialisierten Knochenzellen wie Osteoblaateh Osteoklasten Ubernommen. Erstere
regulieren den Aufbau, letztere die Resorption ideschens. Zu den Knochenzellen zahlen
desweiteren noch inaktive Zellen, sogenannte hioimglcells [Schneider, Refson 1989].

Bei den Osteoklasten handelt es sich um mehrkeRiggenzellen, welche aus pluripotenten
monocytaren Vorlauferzellen entstehen [E.Kaiser22@Giser, Delling 2002]. Dieser Zelltyp
findet sich an Orten der Knochenresorption in sageten Howship-Lakunen, welche die
Osteoklasten durch die Sekretion von spezielleryien in die Knochenmasse graben.

Osteoblasten sind hochspezialisierte Zellen, welgba mesenchymalen Stammzellen
abstammen. Uber Vorlauferzellen, so genannte Rydbiststen, welche im Periosteum und
im Knochenmark liegen, entwickeln sich schliesslieife Osteoblasten. Zuné&chst entsteht
eine aktive kubische Zelle, mit der Zeit wandetthsder aktive Osteoblast jedoch in einen
intermediaren und schliesslich in einen flachehenden Osteoblast um.
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Osteoblasten, welche nach Abschluss der Matrixegethauf der Knochenoberflache als
flache inaktive Zellen verbleiben, bezeichnet mignbane lining cells. Vermutlich dienen sie
durch Bildung einer Blut-Knochen-Schranke der Adifierhaltung des Mineralhaushaltes
[Gomez, Ardakani et al. 1995]. Sie kénnen sich wrieith aktive Osteoblasten umwandeln,
oder aber durch einen programmierten Zelltod, digesannte Apoptose, absterben.
Osteoblasten produzieren wichtige Proteine, ingidsm@ Kollagen |, welches 90% der
Knochenmatrix ausmacht. Weiterhin werden ALP, Ostéon, Osteonektin, Bone-
Sialoprotein, Fibronektin und Glykosaminoglukanentbetisiert, welche als Marker fir
diesen Zelltyp genutzt werden konnen [Malaval, kbogski et al. 1994; Remedios 1999].
Die Hauptaufgabe der Osteoblasten besteht in deth8se der Knochengrundsubstanz
(Kollagen Typ |, Proteoglykane, Glykoproteine) uddr Regulation ihrer Mineralisation.
Dabei produzieren die aktiven Knochenzellen Allcls Phosphatase, welche im néchsten
Schritt sezerniert wird und die Verkalkung deseOsts initiiert [Gradinger, Gollwitzer
2006]. Hierzu nehmen die Zellen Calcium auf undegetieses wieder an das Osteoid, also
die vom Osteoblasten neu synthetisierte Knochemigubstanz ab. 70% des Osteoidsaums
verkalkt innerhalb von drei Tagen, der Rest innkrheon sechs Wochen [Kaiser, Delling
2002]. Dabei werden Osteoblasten vollstandig in @aseoid eingemauert und verdndern
ihren Phénotyp. Die resultierenden reifen, flacEefien werden als Osteozyten bezeichnet.
Sie machen 90% der Knochenzellen aus und sind tvepatich fur den Stoffaustausch mit
dem Blutkreislauf. Sie besitzen aber auch die Rénigdie Matrixsynthese der Osteoblasten
zu hemmen, wenn das Osteoid eine bestimmte Dicleckt hat [Gradinger, Gollwitzer
2006].

Zusammenfassend verlauft der Knochenumbau in meshi@hasen. Zunachst differenzieren
sich Osteoklasten aus Vorlauferzellen, um dann Hgwisakunen in den Knochen zu

graben. Dies erfolgt durch Auflésung der Knocherseagnschliessend findet eine Apoptose
der Osteoklasten statt. Der Defekt wird nun vone@istasten aufgefillt. Das Osteoid wird
mineralisiert und verknéchert [Gundle, Beresfor@3]9
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchsaufbau

Samtliche Versuche wurden mit primédren humanen dbiesten durchgefuhrt. Eine
Genehmigung der Ethikkommission lag vor. Im Folgandwerden die Schritte der
Zellgewinnung, Zellproliferation bis hin zur PharkaaApplikation und anschliel3ender
Analysen beschrieben. Alle Schritte bis zum Zeiiuder Durchfiihrung der einzelnen Tests
erfolgten unter Verwendung einer Laminar Flow Waehkk unter sterilen Bedingungen.
Zudem wurden vor ihrem Gebrauch samtliche verwen@dasgerate autoklaviert, Losungen
durch Filtration mit einem 0,22 um Filter sterdéidi und das verwendete Medium, PBS und
Trypsin vor der Anwendung in einem Wasserbad auffGGérwarmt.

Zunachst erfolgte die Erstellung eines Zellpools Zeilen von sechs verschiedenen Patienten
(méannliche und weibliche Spender zu gleichen Aatgjlum reprasentative Aussagen treffen
zu konnen. Hierfir wurden Osteoblasten nach ineestiver Entnahme von
Knochenspongiosa gewonnen. Die Spongiosa wurder dafiier sterilen Bedingungen
zerkleinert und in Kulturflaschen unter Zusatz vd&ellkulturmedium verteilt. Der
Mediumwechsel erfolgte alle drei Tage. Nach Errercder Subkonfluenz wurden die Zellen
abtrypsiniert, das heil3t von der Oberflache desiBets geltst, gesplittet und zur weiteren
Proliferation kultiviert. Sobald eine gentgend hatetlzahl erreicht war, wurden die Zellen
des jeweiligen Spenders in fluissigem Stickstof§efroren, bis ausreichend Zellen aller sechs
Spender zur Verfigung standen, um einen Zellpool =&rstellen. Als
osteoblastencharakteristische Marker zum NachwessZelltyps in den Proben Osteocalcin,
Kollagen und die Alkalische Phosphatase bestimmtAhschluss an die Zellpoolerstellung
(siehe Kapitel 3.3.2.4) und genlgend Erholungsdeiich zwei weitere Passagierungen
wurden die Zellen in 48er und 96er Well-Platten Xorbereitung auf die jeweiligen
Untersuchungen zu je 20.000 bzw. 10.000 Zellen Well im sechsfachen Ansatz
ausplattiert.

Sobald die Zellen am Boden der Platten adharenenyastanden sie fur die Zugabe des
jeweiligen Pharmakons bereit. In finf verschiedenBonzentrationen und einem
Kontrollansatz ohne Pharmakonzugabe wurden im fmuhen Ansatz jeweils Cefotiam,
Ceftriaxon, Linezolid, Parecoxib und Ibandronat ali¢ zugehdrigen Platten appliziert.
Sowohl die Verdiunnungsreihen, die Inkubationszeitals auch die Haufigkeit der
Pharmakonzugabe waren abhéngig von der jeweils nbéka therapeutischen
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Wirkstoffkonzentration und der Dauer der Therapiivo. Somit konnten insbesondere im
Bereich der Antibiotika sowohl systemische als auclokal erreichbare
Wirkstoffkonzentrationen untersucht werden.

Nach Behandlung mit den Pharmaka und unter Bercitkgung der unterschiedlichen
Auswertezeitpunkte wurden Parameter zur Beurteildey Zellproliferation, wie die
Bestimmung der Zellzahl, des DNA-Gehalts, des Ggsanteins durch den BCA-Test und
der Aktivitat der mitochondrialen Dehydrogenase ath des MTT-Tests bestimmt. Der
programmierte Zelltod liel3 sich durch Messung deoptoserate ermitteln. Zur Kontrolle des
Zellaktivitat wurde die ALP bestimmt, und zur Beilung der Calcifizierung liel3 sich das
Calcium photometrisch quantifizieren und zusatzéaoféarben.

3.2 Verwendete Materialien

In diesem Kapitel wird auf die im Einzelnen verweteh Materialien und Methoden genauer
eingegangen.

3.2.1 Verbrauchsmaterialien und Gerate

Chamber Slide Objekttrager (BD Falcon® CultureSdidd-alcon, Becton Dickinson,
Heidelberg, Deutschland)

Eismaschine (Ziegra-Eismaschinen GmbH, Isernhdgeuntschland)
Eppendorf-Gefal3e (Biozym Scientific GmbH, Hessi®tthendorf, Deutschland)

Eppendorf-Pipetten, unterschiedliche Volumina (Fs@@, Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf, Deutschland)

Feinwaage (Scaltec, Heiligenstadt, Deutschland)

Laminar Flow Sterilwerkbank Herasafe Heraeus (Ken#laboratory Products GmbH,
Langenselbold, Deutschland)
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Laminar Flow Sterilwerkbank Herasafe Typ HS 12 @éers Instruments, Hanau,
Deutschland)

Luminometer Fluoscan (Thermo Electron Comparatiamtaa, Finland)
Nalgene Cryogenic Vials (Nalge Company, Rochebdi¥r, USA)
Neubauer Zahlkammer (Neubauer Feinoptik, Blankespydbeutschland)
Petrischalen (Sarstedt, Newton, USA)

Phasenkontrastmikroskop, Vergréf3erungen 100-fa€lo-f&ch und 320-fach,Wilowert S
(Firma Hund, Wetzlar, Deutschland)

Phasenkontrastmikroskop mit Kamera AxioCam MRc Agib 25, Vergrol3erungen 40-fach,
100-fach und 200-fach (Zeiss, Jena, Deutschland) Rrogramm Axiovision 3.1 (Zeiss,
Deutschland)

pH-Messgerat (inolab, Weilheim, Deutschland)
Photometer (Thermo Electron Comparation, Dreiredytschland)

Pipettierhilfe Pipetus-Akku (Hirschmann Laborgerd@&mbH & Co. KG, Eberstadt,
Deutschland) und Eppendorf easypet (Eppendorf Grilbéseling-Berzdorf, Deutschland)

Puderfreie Latexhandschuhe (Kimberley Clark, Dal#SA)

Sterile Einmal-Glaspipetten, unterschiedliche Vahen(Falcon, Becton Dickinson, Labware
Franklin Lakes, NJ, USA)

Sterile Kantilen, Microland&3 (Becton Dickinson S.A., Spanien)
Sterile Pinzetten, Zangen, Sagen (Hartmann Pehai&@enheim, Deutschland)

Sterile PVC-R6hrchen FalcenBlue Max, unterschiedliche Volumina (Falcon, Becton
Dickinson Labware Company Franklin Lakes, NJ, USA)

Sterile Tischabdeckung Foliodrape (Hartmann AG deieheim, Deutschland)
Sterilfilter Millex GP Filter Unit 0,22 um (MillexCarrigtwohill, Co. Cork, Irland)

Stickstofftank (Air liquide Medical GmBh DusseldpBeutschland)
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Tiefkiihler (Heraeus Instruments GmBh, Minchen, Belaind)
Vortex Mixer (NeoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs B8k Heidelberg, Deutschland)
Wasserbad (Grant Instruments, Cambridge, England)

Zellkulturflaschen, 75 ch(Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschlamdl TPP
Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz)

Zellkulturinkubator HERAce# (Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland)

Zellkulturobjekttrager BD FalcanCultureSlides 4-kammerig, 1,7 émpro Well (Falcon,
Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

Zentrifuge (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

3.2.2 Puffer und L6sungen

AEC Substrat (DAKO, Glostrup, Ddnemark)

Alpha Medium Cat.No. F0925 (Biochrom, Berlin, Dealtieind)

Aqua injectabile (Delta Select, Pfullingen, Deutacid)

Ascorbinsaure (Sigma, Steinreich, Deutschland)

Avidin-Biotin Complex (Vectastain Elite ABC Kit, \&tor Laboratories Inc., USA)
BCA Protein Assay Kit (PIERCE, Rockford, USA)

Caspase-Glo 3/7 Assay (Promega, Madison, WI, USA)

Dexamethason (Sigma, Steinreich, Deutschland)

DNA-Stammlésung Hoechst 33258 (Sigma, SteinreiaytBchland)

Dulbecco’s Madification of Eagle’s Medium (DMEM) {@&hrom, Berlin, Deutschland)

Dulbecco’s Vitamine (Folsaure 1 mg/l, Cholinchlotisng/l, Nicotinsaureamid 1 mg/l, D-Ca-



Material und Methoden 17

Panthotenat 1 mg/l, Pyridoxal-HCI 1 mg/l, Thiami@&H1 mg/l, Riboflavin 0,1 mg/l, I-
Inositol 2 mg/l) , verwendet in einer Konzentratvon 1% (Biochrom, Berlin, Deutschland)

EDTA (Sigma, Steinreich, Deutschland)

Einfriermedium (Biochrom, Berlin, Deutschland)

Ethanol 70% (Apotheke Rdl, Minchen, Deutschland)

Fetales Kélberserum (FCS), FBS Superior, Cat.N615@Biochrom, Berlin, Deutschland)
Hepes-Puffer (Biochrom, Berlin, Deutschland)

L-Glutamin (200 mM) , Cat.No0.K0283 (Biochrom, BexliDeutschland)

MEM —Vitamine (10 mM), Cat.No. KO373 (Biochrom, Bar Deutschland)

NaCl (Merck, Darmstadt, Deutschland)

PBS (0,01 M phosphate-buffered saline, pH 7,4, 188 NaCl, 2,7 mM KCI) (Sigma, St.
Louis, MO, USA)

Primocym (invivogen, San Diego, USA)

Primarantikorper : Anti-Osteocalcin (Biotrend, KpDeutschland),
Anti-Kollagen | (Quett, Berlin, Deutschland)

Proteinkinase (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschlandpnzéntation 1:1.000
Sekundarantikorper: anti-rabbit-lgG, 1:200 (Vedtaboratories Inc, Burlingame, USA)
Stock Solution BCA Assay

Tris (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Trypanblau (0,4%) (Sigma, Deisenhofen, Deutschland)

Trypsin/EDTA Solution, Cat.No.L2143 (Biochrom, BetlDeutschland)

Herstellung des TNE-Puffers: Nach Vermischen vdn71g NaCl und 0,121 g Tris in
Pulverform mit 80 ml Aqua injectabile wurden 200 HDTA zugegeben. Der pH-Wert
konnte mittels HCI bzw. NaOH-Gabe auf 7,4 eingdéisteérden. Im Anschluss wurde das
Gemisch auf 100 ml mit Aqua injectabile aufgefullt.
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3.3 Zellkultur

3.3.1 Gewinnung der primaren humanen Osteoblasten

Die verwendete Knochenspongiosa stammt aus HuftkBetkenkamm und Knie von
Patienten der Orthopadischen Klinik des KlinikumscRs der Isar, Minchen. Mit
Einverstdndnis der Patienten sowie der Ethikkomionsswurde Knochenmaterial
weiterverwendet, welches im Rahmen operativer Hiegansonsten verworfen worden wére.
Fur die nachfolgenden Versuche konnten Knochenfeagensechs verschiedener Spender, zu
gleichen Anteilen mannliche und weibliche Individue verwendet werden. Das
Altersspektrum der Patienten reichte von 9 bis aireh. Aus den gewonnenen humanen
Osteoblasten wurde ein Zellpool erstellt, um imenriduelle Unterschiede auszugleichen
und reprasentative Aussagen treffen zu kénnen.wisatigsten Probandendaten werden in
Tabelle 1 dargestellt:

Tab. 1: Patientendatentiibersicht

Geschlecht deyAlter der Patienten zum TelgAnatomische Region dgs
Patienten der Knochenentnahme entnommenen Knochenmaterigls
Mannlich 32 Beckenkamm

Mannlich 9 Beckenkamm

Mannlich 43 Huftkopf

Weiblich 45 Huftkopf

Weiblich 40 Beckenkamm

Weiblich 71 Distales Femur
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Alle Arbeitsschritte, die zur Erstellung der Zellkuen notwendig waren, wurden unter
sterilen Bedingungen (Verwendung von Einmalhandsehuwund Benutzung einer Laminar
Flow Werkbank) ausgefiihrt. Die Knochenproben wurders dem Operationssaal steril
verpackt direkt in das Zellkulturlabor im gleichElaus transportiert. Dort wurden die Proben
umgehend nach &uRerer Desinfektion der Verpackunglie¢ zuvor mit 70% Ethanol

desinfizierte und mit sterilen Abdecktiichern alsgge Laminar Flow Werkbank gestellt, in
der sich alle folgenden Arbeitsschritte anschlossénter der Laminar Flow Werkbank

wurden die Knochenproben anschlie3end ausgepatkindzhfolgenden Arbeitsschritte zur
Isolierung und Kultivierung der humanen Osteoblastégen der Gewebe-Explant-Methode
[Gundle, Beresford 1995] und beziehen sich auf creesiene Publikationen [Beresford,
Gallagher et al. 1984; Auf'mkolk, Hauschka et 8B3].

Abb. 1: Zerkleinerung der Spongiosa und Ausséaeredistandenen Knochenchips unter der
Laminar Flow Werkbank

Auf sterilen Petrischalen erfolgte die Zerkleineguher Spongiosa mithilfe steriler Zangen,
Sagen und Pinzetten in ca. 5 myrol3e Sticke (siehe Abb.l). Die so entstandenen
Knochenchips wurden in 50 ml Falcon PVC-Rohrchesagemelt und mit je 20 ml alpha-
Medium versetzt. Nach kraftigem Schitteln konntes ddedium abpipettiert und auf
Kulturflaschen verteilt werden. Pro Flasche wur@0mml alpha-Medium (supplementiert mit
15% FCS, 1% L-Glutamine, 1% Dulbecco’s Vitamindfp Hepes-Buffer und 0,2%
Primocym) zugesetzt. Die Spongiosastickchen lies&ah unter Verwendung von
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Einmalpinzetten gleichmafig auf mehrere Petrisha&krteilen. Jede dieser Schalen wurde
anschlieBend mit 20 ml des alpha- Mediums mit ajpamannten Zusatzen aufgefullt und im
Brutschrank (bei 37 °C und 5% G@ wassergesattigter Luft) kultiviert. Ein Wechskds
Zellkulturmediums erfolgte in drei bis viertagigeAbstand. Nach drei bis sieben Tagen
konnte unter mikroskopischer Kontrolle ein Wachskan Zellen aus den Spongiosachips
beobachtet werden (siehe Abb. 2).

Abb. 2: Lichtmikroskopische Aufnahmen: Auswachsen ©Osteoblasten aus den Knochen-
chips
Der dunkelbraune Bereich stellt ein Knochensporagiter, aus welcher nach einigen
Tagen zunachst einzelne Osteoblasten herauswadfisée Abbildung). Nach
langerer Inkubationszeit wachsen immer mehr Knorblen sternférmig aus dem
Spongiosastiickchen heraus und man beobachtet esfleerfhehrung (rechte
Abbildung)

3.3.2 Kultivierung der priméaren humanen Osteoblaste n

Die Kultivierung der primaren humanen Osteoblasterfolgte unter kontrollierten
Bedingungen im Brutschrank bei 37 °C und 5%,0@®wassergesattigter Luft. Drei Tage
nach Ausplattierung der Knochenchips fand der évigtdiumwechsel statt. Hierbei wurde die
Halfte des verbrauchten Mediums (10 ml) abpipédtued mit frischem Medium aufgefullt.
Nach dem zweiten Mediumwechsel wurde das Mediuneijswkomplett ausgetauscht und
zusatzlich mit 0,2 pl/ml Dexamethason und 5 pl/mécérbinsédure versetzt. Durch
regelmaRige mikroskopische Kontrollen liel3 sich Wéschstumsverhalten der Osteoblasten
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gut beobachten (siehe Abb. 3). 14-23 Tage nach Aessaen der Knochenchips war der
Boden der Kulturflaschen und Platten subkonflueittZellen bewachsen (siehe Abb. 3). Zu
diesem Zeitpunkt wurden die Zellen von den Kult@@fen geldst, ihre Vitalitat durch

Anfarbung mit Trypanblau und anschlieRende Bestimgraer Zellzahl Gberprift und in neue
Kulturflaschen ausgesat. Ab diesem Arbeitsschigtickt man von Primérzellen, also

primaren humanen Osteoblasten.

Abb. 3: Lichtmikroskopische Aufnahme von primaremtanen Osteoblasten

Das erste Bild (a) zeigt ein subkonfluentes Wachstler Osteoblasten. Zu diesem
Zeitpunkt wurden die Zellen von den KulturgefalRexiogt. In den Kulturgefal3en
lieRen sich immer wieder so genannte Nodules, @#st [Zellhaufen, wie in dem
rechten oberen Bild (b) erkennen. Die linke untéyebildung (c) zeigt dicht
beieinander stehende Osteoblasten im konfluentechg%am. Zur Kontrolle der
Vitalitdt werden einzelne Osteoblasten mit ihreflazesslaufern wie in Abbildung d
lichtmikroskopisch betrachtet.
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3.3.2.1 Ansatz der Zellkulturmedien und Mediumwechs el

Das verwendete Zellkulturmedium, DMEM, wurde mied%CS (fetalem Kalberserum), 1%
L-Glutamine, 1% Dulbecco’s Vitaminen 1% Hepes-Butfed 0,2% Primocym versetzt. Vor
jedem Mediumwechsel wurde das angesetzte Zellkn#dium zusatzlich mit 0,005%
Ascorbinsdure und 0,0002% Dexamethason angereichert

Tagliche mikroskopische Kontrollen der Zellen ertigigen Aussagen uber das
Wachstumsverhalten und die Vitalitat. Zudem liedh glas Erreichen der Subkonfluenz (Abb.
3a) rechtzeitig erkennen. Bis zu diesem Zeitpumkilgte ein Mediumwechsel samtlicher
Flaschen und Platten in dreitdgigem Abstand. Soth@&dubkonfluenz erreicht war, wurden
die Zellen vom Untergrund geldst und passagied,hdal3t, erneut ausgesat.

3.3.2.2 Passagieren

Zur Passagierung der Osteoblasten wurde die Metdedelrypsinierung gewahlt. Hierzu
wurden zunachst alle bendétigten Substanzen auf G7ini Wasserbad erwarmt. Das
verbrauchte Kulturmedium in den Flaschen wurde weeien und die Zellen im Anschluss mit
6 ml PBS pro Flasche gewaschen. Nach ca. 3 minitkpeit wurde dieser Waschpuffer
wieder abpipettiert und 6 ml Trypsin/EDTA pro Flasczugegeben, durch Schwenken der
Flaschen gleichmalRig verteilt und 7 min bei 37 #CBrutschrank inkubiert. Nach Ablauf der
Einwirkzeit erfolgte eine mikroskopische Kontrotler Zellen. Durch leichtes Klopfen auf die
Unterseite der Kulturflaschen l6sten sich die Zelleon der Oberflache. Um das Trypsin
wieder zu neutralisieren, wurde direkt danach 6 N@hrmedium zu dem Trypsin-Zell-
Gemisch gegeben. Dieses Gemisch wurde mit einenBaifRe von 0,22 um filtriert.

Eine kleine Menge dieser Suspension wurde zur Besting der Zellzahl und zur

Vitalitdtskontrolle in ein Eppendorf-Gefald tberfiihm die Zellen von dem Trypsin-

Medium-Gemisch zu trennen, wurden die 50 ml FaléafaRe 10 Minuten lang bei 250 x g
zentrifugiert. Danach konnte der Uberstand verworfeerden und es blieb ein Zellpellet
zurlick. Dieses wurde mit frischem Nahrmedium, d#@sAscorbinsaure und Dexamethason
versetzt worden war, resuspendiert, und konnte aesgesat werden. In jede der neu
angesetzten Zellkulturflaschen wurden 20 ml Nahiomadzugegeben und die Flaschen im
Anschluss im Brutschrank inkubiert.
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3.3.2.3 Kryokonservierung

Sobald eine fir die geplanten Untersuchungen ailmmed hohe Zellzahl (im Durchschnitt 15
Mio. Zellen) pro Patient erreicht war, wurden dieellgn in flissigem Stickstoff
kryokonserviert. Dies war vier bis funf Wochen nalgm ersten Aussaen der Knochenchips
der Fall. Die Zellen wurden alle nach der ersterssBRge, nachdem sie als primare
Osteoblasten bezeichnet werden konnten, eingefroren

Zunachst wurde das Einfriermedium (Fries Mediumglcles bei -20 °C gelagert wurde,
aufgetaut und dann sofort auf Eis gestellt. Die eOlsiasten wurden nach dem eben
beschriebenen Verfahren von den Kulturflaschenypbtniert und gezahlt. Ein Teil der
Zellen wurde in sogenannte chamber slide Objeldtragr spateren Kontrolle ihres Gehalts
an ALP ausgeséat. Die Ubrigen Zellen konnten im Ahss bei 250 x 9,80665 m/s
abzentrifugiert werden. Nach Absaugen des Uberstamdirde das 50 ml Falcon Gefal3 mit
dem Zellpellet auf Eis gestellt. Die Osteoblasiefien sich dann mit dem Einfriermedium in
einer Konzentration von 5-10 Mio. Zellen pro mlusgendieren und sofort in Kryoréhrchen
aliquotieren (zu je 0,5 und 1 ml pro Rohrchen). fFiMinuten nach Zugabe des
Einfriermediums begann der Einfriervorgang (1 °G ptinute). Die Einfrierrdhrchen wurden
hierfiir in eine Einfrierbox die mit 1-Propanol giffiivar, tberfihrt und fur 24 bis 48 h bei -
80 °C gelagert. Danach konnten die Einfrierrohrclenden Stickstofftank umgesiedelt
werden.

3.3.2.4 Auftauen der Osteoblasten und Zellpoolerste  llung

Nachdem ausreichend Zellen jedes einzelnen Patiertie nach lichtmikroskopischen
Qualitatskontrollen zur Zellpoolerstellung verwenhdeerden sollten, eingefroren waren,
konnte die Erstellung des Zellpools erfolgen.

Ab diesem Zeitpunkt wurde fur alle weiteren Schrigls Nahrmedium alpha-Medium ohne
Zusatz von Antibiotika, jedoch supplementiert mi%d FCS, 2% L-Glutamin, 2% Hepes-
Buffer, 2% Vitaminen, 5 pl/ml Ascorbinsaure und QJ&nl Dexamethason, verwendet.

Die Einfrierréhrchen wurden einzeln aus dem Staffstnk herausgeholt und der Reihe nach
abgearbeitet. Es wurden ca. 15 Mio. Zellen prodhatufgetaut.

Die Rohrchen lieRen sich in einem 37 °C warmen \Was&l unter leichtem Schwenken
auftauen. AnschlieBend wurde die Zellsuspensiaginirb0 ml Falcon Gefal3, welches mit 37
°C warmen Medium gefullt war, Gberfuhrt.
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Die Zellen eines jeden Patienten wurden nach dieSehmitt durch einen Filter der GroR3e
0,22 pum filtriert, mithilfe von Trypanblau gezahihd auf Vitalitat Gberpruft. Es erfolgte eine
Zentrifugation bei 250 x g = 9,80665 m/sler Uberstand wurde abpipettiert und die Zellen
mit neuem Medium resuspendiert. In ein 50 ml FalG&iar wurden je 10 Mio. Zellen pro
Patient pipettiert und vermischt. Der neu entstaadgellpool wurde nun zu je 800.000
Zellen pro Zellkulturflasche und mit je 20 ml Nahledium ausgeséat und im Brutschrank
kultiviert.

Es folgten tagliche mikroskopische Kontrollen une@édiumwechsel in dreitagigem Abstand.
Nach sieben Tagen waren die Zellkulturflaschen eofident mit Zellen bewachsen.
Daraufhin erfolgte eine erneute Bestimmung derzabll mit anschliessender Passagierung
und Ausplattierung von 650.000 Zellen pro FlascWier Tage spater wurden die Zellen
erneut passagiert. Nach weiteren drei Tagen wumienZellen ein letztes Mal durch
Abtrypsinierung von den Zellkulturflaschen geldgtriert, gezahlt und zu 20.000 Zellen pro
Well in 48er Well Platten ausgesat. Von jeder degesamt 105 Platten wurden 36 Wells mit
je 20.000 Zellen und 300 pl Nahrmedium beftillt. @asch wurden ebenso fliinfzehn 96er
Well-Platten mit je 10.000 Zellen und 150 pl Mediyro Well gefiillt. Samtliche Platten
wurden im Anschluss 24 h zum Erreichen der AdhasnzBoden der Zellkulturgefal3e im
Brutschrank kultiviert. Dann standen sie zur Ph&anaugabe bereit.

3.4 Verwendete Pharmaka und Verdlinnungsreihen

Es wurden Pharmaka aus der Gruppe der Antibiofilefdtiam, Ceftriaxon, Linezolid), der
Coxibe (Parecoxib) und der Bisphosphonate (Ibaratjayetestet. Die Pharmakaapplizierung
erfolgte Uber unterschiedliche Zeitraume und imhstrhen Ansatz. Pro Medikament
wurden funf Verdunnungsreihen, die unter Berlcksicimg der in vivo erreichten
therapeutischen Wirkstoffkonzentration berechnetden, angesetzt. Jeweils ein Well pro
Verdunnungsstufe wurde pharmakonfrei angesetalase die hieraus gewonnenen Werte als
Referenzwert fir die Analysen verwendet werden kemnAuch die Bestimmung der
Inkubationszeitraume erfolgte unter Beriucksichtmuader Anwendungszeitraume des
jeweiligen Medikaments am Patienten.

Samtliche Verdinnungen erfolgten mit isotoner, Ogg%NaCl-Lésung. Die Stammlésungen
wurden vor ihrer Anwendung durch Sterilfilter deoréngrof3e 0,22 pum gereinigt. Im
Folgenden werden die ausgesaten Verdunnungsreiteé®lattenbelegungen fur 48er Well-
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Platten beschrieben. Pro Pharmakon wurden zudate 96er Well-Platten angesetzt. Fur
diese Platten wurde jeweils die Halfte aller bestianen Medium-Ldsungsansatze ausgesat.
Die zugesetzten Wirkstoffkonzentrationen und Pidigdegungen entsprachen den eben
beschriebenen 48er Well Platten.

Folgende Substanzen und Pharmaka wurden zusatzlickdenen, die in der normalen
Zellkultur verwendet werden, angewandt:

Isotone Natriumchloridldsung 0,9% (Braun Melsungés, Melsungen, Deutschland)

Ceftriaxon (Wirkstoff Ceftriaxon-Dinatrium3,5) Pulver zur Herstellung einer
Infusionslésung, DeltaSelect 2 g (DeltaSelectGntd|lingen, Deutschland)

Spizef® 2 g Trockensubstanz (Wirkstoff Cefotiamditgchlorid) (Grinenthal GmbH,
Aachen, Deutschland)

Zyvoxid® 2 mg/ml Infusionslosung (Wirkstoff Linead) (Pharmacia GmbH, Pfizer Gruppe,
Karlsruhe, Deutschland)

Bondronat® 2 mg (Wirkstoff Ibandronsdure) (Rocheadpiostics GmbH, Mannheim,
Deutschland)

Dynastat® (Wirkstoff Parecoxib) 40 mg Pulver zurrstellung einer Infusionslésung (Pfizer
Limited, Sandwich, Kent, Vereinigtes Konigreich)

3.4.1 Inkubation, Verdinnungsreihen und Plattenbele  gung von
Cefotiam (Spizef®) und Ceftriaxon (Rocephin®)

Mit beiden untersuchten Antibiotika aus der Grupder Cephalosporine erfolgte
entsprechend der klinischen Anwendung als zumegstoperative Prophylaxe und in
Anlehnung an die derzeitige Literatur eine soget@n8ingle Shot Behandlung mit
Konzentrationen zwischen 0-100 pg/ml. Nach dereargtpplikation wurde bis zum dritten
Auswertetag kein Mediumwechsel mehr vollzogen. IDleibationszeiten wurden auf je 24 h,
48 h, 72 h festgelegt. [Brisson, Bryskier et al84;9Rouan, Lecaillon et al. 1985; Peiper,
Seelig et al. 1997; Esposito, Mittelkotter 2005].
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Es wurde zunéachst jeweils 2 g Cefotiam bzw. Ceftinain Pulverform mit 20 ml NaCl-
Losung aufgeldst. Somit wurde eine Wirkstoffkonzation von 100 mg/ml erreicht. Fur die
erste Verdinnung wurde 1 ml aus der Flasche mit Bearmakon entnommen und mit 9 ml
NaCl verdinnt. Es entstand eine Losung von 10.09®lparmakon pro ml. Daraus wurden
fur die Verdinnung von 1.000 pg/ml je 33 ul mit 300 Medium in jedes Well der
entsprechenden Reihe pipettiert. Aus derselbenrngd610.000 pg/ml) wurden fur die zweite
Verdinnung 1 ml entnommen und mit 9 ml NaCl verimis€ine Lésung von 1.000 pg/ml
war entstanden. Hieraus wurde fur die Konzentrat@he von 250 pg/ml jeweils 85 ul pro
Well mit 250 pl Medium pipettiert. Fur die Verdummgsreihe der Konzentration 100 pg/mi
wurden aus der Lésung von 1.000 pg/ml jeweils 33pgd Well mit 300 pl Medium
vermischt. 5 ml von der Losung der KonzentratioB00. pg/ml wurden mit 5 ml NacCl
vermischt, um eine Konzentration von 500 pg/ml meiehen. Daraus entnahm man je 33 pul
pro Well und gab 300 pl Medium pro Well dazu. Sokonnte eine Verdinnung von 50
png/ml erreicht werden. Die Konzentration 25 pg/miseand durch Verdinnen von 16 pl aus
der 500 pg/ml-Lésung mit 300 pl Medium pro Well.eDetzte Verdinnung bestand aus
Medium ohne Antibiotikazusatz. Fur die 96er Wek#®dn wurde jeweils die Halfte der
beschriebenen Mengen verwendet.

Nach Erstellen der Verdinnungen in 50 ml Falcon aGeh wurden die jeweiligen
Verdinnungsreinen nach dem Schema in Tabelle 2deufWell-Platten pipettiert (der
Referenzwert entspricht reinem Medium ohne Zellen).

Tab. 2: Plattenbelegung Cefotiam und Ceftriaxon

1000 1000 1000 1000 1000 1000
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
250 250 250 250 250 250
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
100 100 100 100 100 100
pg/ml ug/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
50 50 50 50 50 50
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
25 25 25 25 25 25
pg/ml ug/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
0 0 0 0 0 0 Referenz-
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml wert
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3.4.2 Inkubation, Verdiinnungsreihen und Plattenbele  gung von
Linezolid (Zyvoxid®)

Entsprechend des klinischen Einsatzes des OxazotidiLinezolid als Reserveantibiotikum
in vivo, erfolgte der Mediumwechsel bei diesen Platterdididgmit erneuter Zugabe der
entsprechenden Linezolidkonzentrationen bis zum eijgyen Auswertezeitpunkt. Die
Inkubationszeiten betrugen 24 h, 72 h und 7 Tage.

Linezolid lag bereits als fertige Infusionslésuniy einer Konzentration von 2 mg/ml vor. Die
einzelnen Endkonzentrationen wurden durch Zugabe& wefinierten Mengen der
Infusionslosung zu 300 pl Medium pro Well erreichtDie eingesetzten
Wirkstoffkonzentrationen betrugen 500, 100, 50, ZBund 0 pg/ml [Ament, Jamshed et al.
2002; Duewelhenke, Krut et al. 2007].

Die Plattenbelegung richtete sich nach folgendehefa (Tabelle 3):

Tab. 3: Plattenbelegung Linezolid

500 500 500 500 500 500
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
100 100 100 100 100 100
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
50 50 50 50 50 50
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
25 25 25 25 25 25
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
10 10 10 10 10 10
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
0 0 0 0 0 0 Referenz
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml wert
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3.4.3 Inkubation, Verdiinnungsreihen und Plattenbele  gung von
Parecoxib (Dynastat®)

Die mit dem selektiven COX-2-Inhibitor Parecoxibhbadelten Zellen wurden taglich mit
frischem Medium und neu ausgesaten Verdiunnungsrailes Pharmakons versorgt. Die
Inkubationszeiten betrugen angepasst an die khiais@&Anwendung von meist einigen Tagen,
24h, 72h, und 7 Tage, bei Wirkstoffkonzentratiomam 500, 100, 50, 5, 0,5 und O pg/ml
[Ayar 2007; Kellinsalmi, Parikka et al. 2007].

Parecoxib lag in Flaschen zu je 40 mg WirkstofPudverform vor. Es wurden pro Flasche 40
ml NacCl in das Glasgefald gegeben, um eine Konzenmtraon 1.000 pg/ml zu erreichen. Die
Verdunnungsreihen wurden entsprechend der Bescimgib Kapitel 3.4.1 hergestellt.

Die Plattenbelegung erfolgte folgendermal3en:

Tab. 4: Plattenbelegung Parecoxib

500 500 500 500 500 500
pg/ml ug/mi pg/ml pg/mi pg/ml pg/mi
100 100 100 100 100 100
pg/ml pg/mi pg/ml pg/mi pg/mi pg/mi
50 50 50 50 50 50
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
5 5 5 5 5 5
pg/ml pg/mi pg/ml pg/ml pg/mi pg/mi
0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
pg/ml ug/mi pg/ml pg/mi pg/ml pg/ml
0 0 0 0 0 0 Referenz
pg/mi ug/ml pg/mi ug/ml pg/ml pug/ml wert
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3.4.4 Inkubation, Verdiinnungsreihen und Plattenbele  gung von
Ibandronat (Bondronat®)

Die mit dem Bisphosphonat Ibandronat behandeltefterZeerhielten nur eine einmalige
Pharmakonapplikation am ersten Tag. Die Auswertigarekte betrugen 24 h, 72 h und 7
Tage [Fromigue, Body 2002].

Bondronat® lag in Pulverform zu 2 mg pro Infusidas€he vor. Der Inhalt einer Flasche liel3
sich mit 2 ml NaCl auflése, so dass eine Konzeioinaton 1.000 pg/ml erreicht wurde. Von
dieser Verdinnung wurden entsprechende Mengen@uBBledium pro Well pipettiert, um
die erwinschten Verdiinnungen von 5, 2, 1, 0,5u0¢20 pg/ml zu erreichen.

Die Plattenbelegung mit den Verdunnungsreihen waiddolgt gewahlt (siehe Tabelle 5):

Tab. 5: Plattenbelegung Ibandronat

5 5 5 5 5 5
pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi
2 2 2 2 2 2
pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi
1 1 1 1 1 1
pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi
0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
pg/mi ug/ml pg/mi pg/mi pg/mi pg/mi
0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
pg/ml pg/mi pg/ml pg/ml pg/ml ug/ml
0 0 0 0 0 0 Referenz
pg/ml pg/ml pg/mi pg/mi pg/ml pg/ml wert
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3.5 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitatskontrolle

Die Zellzahl wurde mithilfe der Trypanblau-Methotéestimmt [Gassen, Schrimpf 2002].
Trypanblau ist ein Farbstoff, der tote Zellen blanfarbt, da er portse Zellmembranen
durchdringt. Lebende Zellen werden hingegen nicigeéérbt solange eine Einwirkzeit von
funf Minuten nicht Uberschritten wird. Sie erscheirals helle Aussparung vor einer blauen
Umgebung. Somit lassen sich zuséatzlich zur Bestingnder Zellzahl Aussagen Uber die
Vitalitat der Zellen treffen.

Nachdem die Zellen mithilfe von Trypsin/EDTA, wiater Kap. 3.3.2.2 beschrieben, von den
Kulturflaschen abtrypsiniert wurden und die LésumgAnschluss mit Medium neutralisiert

war, wurden gleiche Mengen (ca. 50 pl) Zellsuspmnsind Trypanblauldsung in einem

Eppendorf-Gefal3 mithilfe eines Vortex-Mixers veramts Diese Suspension wurde

anschlielend auf eine Neubauer-Zahlkammer aufppettin das Glas der Neubauer-

Zahlkammer ist in der Mitte als Zahlflache ein lennetz eingefrast (Abb. 4). Durch

Auflegen eines Deckglases schafft man einen defeameRaum mit einer bestimmten Hohe
zwischen beiden Glasern. Die Zell-Trypanblau-Suspenwird seitlich aufpipettiert, so dass

die Flussigkeit durch Kapillarkréfte in diesen Zehenraum diffundiert. Das Gitternetz der
Zahlkammer lasst sich in neun 1 fngroBe Quadranten unterteilen. Unter dem
Lichtmikroskop wurden die Zellen der vier au3ersrradranten, welche wiederum aus je 16
Quadraten bestanden, gezahlt. Daraus lie3 sich mactuss die Anzahl Zellen pro

Volumeneinheit folgendermaf3en berechnen:

Zellzahl pro ml = gezéhlte Zellen in 4 Quadrantei x 10% x 2

Dabei entspricht ,10 dem Kammerfaktor und ,2“ dem Verdiinnungsfaktor. Bassagen
Uber die absolute Zellzahl in den Wells trefferkbuanen, muss die so errechnete Zellzahl pro
ml noch mit der Menge der zur Zellz&dhlung verweadeSuspension in ml multipliziert
werden.
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Abb. 4: Zahlgitter der Neubauer-Zahlkammer (linBdlsl). In der rechten Abbildung werden
lebende, zu zahlende Zellen als schwarze Punktgeskailt, tote als weil3e
Aussparung

3.6 DNA-Quantifizierung

Zur Beurteilung der Proliferation der betreffendgellen wurde der DNA-Gehalt des
Zellysats bestimmt. Die Bestimmung der DNA-Mengeirde unter Verwendung der bereits
etablierten Fluoreszenz dye Hoechst Methode [Brdakes et al. 1979; Cesarone, Bolognesi
et al. 1979; Labarca, Paigen 1980] durchgefiihrt.r 2@ den Proben gegebene
Fluoreszenzfarbstoff Bisbenzimid, welcher Lichtegirbestimmten Wellenlange absorbiert,
emittiert nach spezifischer Bindung an zellulare ADNicht einer anderen Wellenlange. Es
besteht eine lineare Abhéangigkeit zwischen deregsenen Fluoreszenz und dem DNA-
Gehalt der Proben. Diese fluorometrische Konzeaptrabestimmung der DNA ist eine
zuverlassige Methode, welche trotz Anwesenheit @mndzeellularer Bestandteile und unter
Verwendung hoher Salzkonzentrationen den NachvwaidDNA Mengen bis zu 10 ng zul&sst
[Brunk, Jones et al. 1979; Labarca, Paigen 1980].

Zunachst wurde das Medium der zu untersuchenddprdeén abgesaugt und die Proben
zweimal mit je 300 pl Aqua injectabile pro Well gesehen. Die Platten wurden zum
Entfernen der letzten Wassertropfen aus den Weafl$apier ausgeklopft. Nach Einwickeln
der Zellkulturplatten mit Parafilm wurden die Praldeei -80 °C flur sieben Tage eingefroren,
bis die Proben der anderen Auswertezeitpunkte amselken Punkt angelangt waren. Erst
danach wurden die Platten wieder aufgetaut und 20@ pl Aqua injectabile pro Well

versehen. Um eine Verdunstung zu vermeiden, edagie erneute Abdichtung der Platten
mit Parafilm, bevor die Zellen eine Stunde bei Remperatur inkubierten und im Anschluss
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wieder bei -80 °C fur 30 min lagerten. Durch dienfEer-Auftau-Vorgange lysierten die
Zellen [Labarca, Paigen 1980], so dass die DNAg&setzt wurde und zur spateren Messung
zur Verfiugung stand. Als Arbeitslosung wurden 10 DYA-Stammlésung in einem
Eppendorf-Gefald mit 1 ml Aqua injectabile gemisdiis, das Pulver vollstandig in Losung
gegangen war. Anschliel3end wurden weitere 9 ml Agjggtabile hinzuzugeben und diese
Farblosung im Verhéltnis 1:50 mit TNE-Puffer verdtinZur Erstellung einer Eichkurve
(siehe Abb. 5) wurde eine Standardreihe mit defiereDNA-Mengen in Eppendorf-Gefalien
angefertigt. Die DNA-Stammlésung der Konzentratiomg/ml HO wurde mit TNE-Puffer
verdunnt. Nach jedem Verdunnungsschritt wurde elieejlige Loésung mithilfe des Vortex-
Mixers vermischt. Somit entstanden DNA-Endkonzearren von 0, 0,5, 1, 2, 4, 5, 8 und 10
pg/ml bzw. DNA-Mengen von 0, 0,25, 0,5, 1, 2, 245und 5 pg DNA pro Well. Die
Standardreihe wurde im sechsfachen Ansatz zu je | 20pro Well auf eine 48er Well-
Zellkulturplatte aufgetragen. Nach Auftauen der tlela mit den Zellproben auf
Raumtemperatur wurde die Reaktion durch Zugabge/@®0 ul Arbeitslosung in die Wells
mit den Proben, der Standardreihe und dem Refeehpastartet. Die einzelnen Platten mit
den verschiedenen Inkubationszeiten der Pharmakd der Standardreihe wurden
nacheinander abgearbeitet. Die fluoremetrische Mesam Fluorescan-Photometer erfolgte
funf Minuten spater mit einer Integrationszeit vad ms. Die Anregung erfolgte bei einer
Wellenlange von 355 nm, wohingegen die emittietteofeszenz tUber einen Emissionsfilter
von 460 nm Wellenlange gemessen wurde. Samtlicmeitteten Werte wurden flr
nachfolgende Berechnungen in Excel Uberfiihrt. Aeis Werten der Standardreihe wurde
eine Eichkurve erstellt, so dass durch Auftragem BDaten der Zellproben auf die
Kalibrierungsgerade die DNA-Menge der jeweiligenlian ermittelt werden konnte.
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Abb. 5: Eichgerade zur Bestimmung des Gesamt-DNAgBes

Zur Bestimmung der DNA-Menge der mit Ibandronat drefelten Zellen wurde eine neue
Standardreihe erstellt, da dieser Test zeitversetztden anderen stattfand. Aus der
Standardreihe konnte folgende Eichkurve berecheeden (siehe Abb. 6).

1000 + y = 182,15x - 2,677
R? = 0,9997
800 -
N
S 600 -
N
%)
L
S 400 -
T
200 -
0 T T ‘ ‘ ‘ ‘
0 1 2 3 4 ° °
DNA-Gehalt [ug]

Abb. 6: Eichgerade zur Bestimmung des Gesamt-DNAales der mit Ibandronat
behandelten Zellproben
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3.7 Bestimmung der Zellproliferation durch MTT-Test

Zur Bestimmung der Zellproliferation wurde die Aktat der mitochondrialen
Dehydrogenase unter Verwendung eines ZellprolifamatKit | (MTT, Roche, Deuschland)
ermittelt [Mosmann 1983]. Dies ist ein etablierfast zur Bestimmung der Vitalitat und des
Zellwachstums. Die kolorimetrische, nicht radiog&tMessung basiert auf der Umwandlung
von gelben Tetrazoliumsalz 3-2,5-Diphenyltetrazoluwomid (MTT), welches zu den Proben
gegeben wird, zu violetten Formazankristallen [@GreReade et al. 1984; Berridge, Tan
1993]. Diese Reduktion bendttigt zellulare Dehydragen (NADH, NADPH), welche nur in
vitalen, stoffwechselaktiven Zellen mit intakten tdMihondrien vorhanden sind [Berridge,
Tan 1993]. Der Anstieg der metabolischen Aktivdét Zellen korreliert somit direkt mit der
Summe des neu entstandenen, wasserunloslichemtteiolFormazans [Mosmann 1983],
dessen Absorption im Photometer gemessen wurde.

Zu den Osteoblasten, die in 48er Well-Platten si80 pl Medium pro Well inkubierten,

wurde zu den Auswertezeitpunkten je 30 ul gelbe§ Nalz einer Endkonzentration von 0,5
mg/ml pro Kavitét pipettiert. Es folgte eine vignstlige Inkubationszeit im Brutschrank bei
37 °C. Im Anschluss daran liel3en sich mikroskopmolkette, wasserunlosliche Salzkristalle
nachweisen. Damit diese in Lésung gebracht werdamten, wurden 300 ul pro Well

Solubilization Loésung auf die Zellen pipettiert ualer Nacht im Brutschrank bei 37 °C und
4,8% CQ inkubiert. Am nachsten Tag waren die Formazardtesgeltst, so dass je 100 pl
pro Well dieser angesetzten L6sung zur nachfolgendliessung in 96er Well Platten

umpipettiert werden konnten. Die Messung der Absamperfolgte im Photometer bei einer
Messwellenlange von 590 nm und einer Referenzwélige von 690 nm.

3.8 Bestimmung des Gesamtproteins durch BCA-Assay

Die Bestimmung des Gesamtproteins des Zellysatdésiger durch kolorimetrischen
Nachweis und Quantifizierung unter Verwendung dasinBhinonsédure (BCA)-Assays
[Smith, Krohn et al. 1985]. Zugegebenes*Owird im alkalischen Milieu durch Proteine in
den Proben zu Ciireduziert. Diese Reaktion wird als ,biuret reactidezeichnet. Das
Reaktionsprodukt bildet durch Bindung des BCA-Reagemit Cu*-lonen einen

violettfarbenen Komplex mit einem Absorptionsmaximbei 562 nm.
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Protein +¢u —  4-zéhniger Cli - Komplex

&u+ 2BCA —  BCA-CU"*- Komplex (violett)

Dabei korreliert die photometrisch gemessene Faifbsensitéat direkt mit der
Proteinkonzentration [Lottspeich F., Lottspeichdd.al. 1998]. Die zugehdrige Eichgerade
veranschaulicht den linearen Zusammenhang (siebe &b

Zur Durchfiihrung des Tests wurde das Medium aus PRieien abpipettiert und diese
zweimal mit vorgewarmten PBS gewaschen. Im Ansehilasan wurden pro Kavitat der 48er
Well Platten 150 pl Triton (5%) zupipettiert. Nazlveimaligem Einfrieren (30 min, -70 °C)

und Auftauen (30 min, 37 °C) wurden die in Parafémgewickelten Platten Uber Nacht bei
Raumtemperatur inkubiert. Zum Erstellen einer Eigkik wurden acht verschiedene
Stammldsungen aufsteigender Proteinkonzentratién 125, 250, 500, 750, 1.000, 1.500,
2.000 pg/ml) durch Verdunnen der Stock Solution Testkits mit Triton (5%) hergestellit.

Samtliche Proben und Standardreihen wurden zu jel 500 Well in eine 96er Well Platte

umpipettiert. Pro Platte wurde ein Referenzwert g1l Triton (5%) erstellt. Nach Zugabe
von je 175 ul Working Reagenz pro Well wurden disvgiligen Platten mit Parafilm

umwickelt und bei 37 °C fur 30 min inkubiert. Na8bkihlung auf Raumtemperatur erfolgte
die Messung im Photometer bei einer WellenlangeS&hnm.

Nach Berechnung der Mittelwerte der Absorption @&andardreihe konnte folgende
Eichgerade erstellt werden, aus welcher die Probeirentrationen der jeweiligen Probe
errechnet wurden.
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Abb. 7: Eichgerade zur Bestimmung des Gesamtpotein

3.9 Bestimmung der Apoptoserate Uber Caspase 3,7 Ak tivitat

Als Apoptose wird der programmierte Zelltod, einygiologischer Prozess, der zur
Eliminierung von Zellen beitragt, bezeichnet [Lolcks Williams 1965; Kerr, Wyllie et al.
1972]. Dieser Prozess ist im multizellularen Orgamis fur die Aufrechterhaltung der
Gewebehomdostase ebenso wichtig wie die Differemzgeund Proliferation der Zellen. Die
Apoptose kann von auf3en oder durch interne Eirdlusgenn die Zelle krank oder
funktionslos geworden ist, angeregt werden [VaurasSer 1996]. Im Gegensatz zu anderen
Formen des Zelltodes, wie bspw. der Nekrose, wiedApoptose durch spezielle Enzyme,
den Caspasen, kontrolliert.

Zur Bestimmung der Apoptoserate wurde die Aktividét Caspase 3 und Caspase 7 mittels
dem Caspase Glo3/7 Assay gemessen. Das Caspase 3/7-Substrae veurdlen Proben
gegeben. Apoptotische Zellen in den Proben enéimefaspasen, welche einen Teil des
zugegebenen Tragermaterials abspalteten, so dasdubstrat fur die Luciferase freigesetzt
wurde. Nach Reaktion mit dem Enzym Luciferase kergih Lumineszenzsignal gemessen
werden, welches nach Angaben des Technical Bullgdispase Gfb3/7 Assay, Promega
2005, proportional zur Menge aktivierter Caspased damit zur Apoptoserate war. Zur
Durchfihrung des Tests wurden die Proben, die iar 9&ell-Platten angesetzt waren,
verwendet. Nach Erwadrmung der Platten mit den HBAellSubstrat und Puffer auf
Raumtemperatur, wurden pro Well je 150 pul CaspassgBnz zu den Proben mit 150 pl
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Medium und dem Referenzwert (bestehend aus 150 ylukhedium) pipettiert. Nach
kraftigem Vermischen bei 400 rpm fur 30 s wurdemgigs 150 ul Flissigkeit pro Well jeder
Platte in weil3e, fir den Test geeignete, Mikropi@iten umpipettiert. Nach weiteren 30 min
Inkubation bei Raumtemperatur lie3 sich die Lunmzeeg jeder Probe im Luminometer
messen. Diese wies eine direkte Proportionalittdpoptoserate auf.

3.10 Bestimmung der Zellaktivitat durch ALP-Aktiv itats-Assay

Die Zellaktivitat der untersuchten Osteoblasten deukiber die kinetische Messung der
Aktivitat der Alkalischen Phosphatase, einem wipdti Marker fur die osteogene
Differenzierung, bestimmt [Robey, Termine 1985]. sAlwichtiger Bestandteil der

Zellmembran wird die knochenspezifische Alkaliscl®hosphatase von Osteoblasten
produziert [Gothlin, Ericsson 1971; Coleman 19%8i dem Versuch wurde der Alkalische
Phosphatase Test Kit der Firma Ecoline (HolzheirautSchland) verwendet. Dabei wurde
farbloses Nitrophenylphosphat durch die in denetebefindliche Alkalische Phosphatase in
gelbes Nitrophenolat umgewandelt:

Nitrophenyphosphat+ H-0 0O MM, 4 — Nitrophendat + Phosphat

Die Geschwindigkeit der Reaktion kann photometrisahittelt werden und korreliert direkt
mit der Aktivitat der Alkalischen Phosphatase im ¢Rroben.

Nach Abpipettieren des Kulturiiberstands und zweageal Waschvorgang mit je 300 ul PBS
pro Well wurden 150 pl Triton (1% in PBS) pro Katitauf die Platten verteilt. Die mit
Parafilm abgedichteten Platten wurden nun fir 60 mm Inkubator bei 37 °C inkubiert. Es
folgten weitere zwei Durchlaufe von je 20 min b&) °C und 20 min bei 37 °C.

Eine Standardreihe mit definierten Mengen an pegitienolat wurde nach in Tab. 6 (siehe
Anhang) gezeigtem Schema in Eppendorf-Gefallerfenigé und wie die Zellproben weiter
behandelt.

Samtliche Proben wurden zu je 50 pl pro Well awdgr9®ell-Platten umpipettiert und mit je
50 ul Working Reagenz versehen. Als Referenzwertdem 50 pl Triton (1%) in ein Well
pro Platte pipettiert. Von der Standardreihe wurdiaifach Bestimmungen angefertigt,
wobei je 100 pl pro Kavitdt ohne Zugabe von WorkiRgagenz in die Platten ausgesat
wurden
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Die Absorption in den Proben wurde direkt im Ansdsl daran im Spektralphotometer bei
einer Messwellenlange von 405 nm gegen den Ref@erhgemessen. Weitere Messungen
erfolgten 30 Minuten lang in finfmindtigem Abstamle Geschwindigkeit der Reaktion war
analog zur Enzymaktivitdt. Durch Erstellen einecHgieraden aus der Standardreihe (siehe
Abb. 8) konnte anhand dieser die Absorption in Beoben in Enzymaktivitdt umgerechnet
werden. Durch Einsetzen der Werte in die Eichgemat nach Bezug auf die Dauer der
Reaktion wurde die Enzymaktivitdt pro Minute erelitt Im Anschluss konnte die Aktivitéat
der Alkalischen Phosphatase auf das Gesamtprogzingen werden, so dass die spezifische
Aktivitat ermittelt werden konnte.

1,2
1 _
y = 0,2482x - 0,0078
= 0.8 - A
c R“ = 0,9997
(]
S 0,6 -
o
=
5 0,4
0,2 |
0 T T T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
Extinktion

Abb. 8: Eichgerade zur Bestimmung der ALP-Aktivitat

3.11 Quantitative Bestimmung des Calciumgehaltes

Der Calciumgehalt in den Zellkulturen wurde untegrWendung des Quantichrom Calcium
Assay Kit (BioAssay Systems, USA) gemessen. EimPBlselphonephtalein-Farbstoff bildet
spezifisch einen stabilen blauen Komplex mit demieft Calcium in den Zellproben. Die
Farbintensitat, bei 612 nm Wellenlange gemessen HRinotometer, ist zu der
Calciumkonzentration in den Proben direkt proposio

Zu den Proben zur Calciumbestimmung wurde nach efsten sieben Tagen nach dem
Aussaen bei jedem Mediumwechsel zuséatzlich a%lycerophosphat appliziert. Nach
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jeweils drei und vier Wochen Inkubationszeit untgichentlichem Mediumwechsel und
mikroskopischen Kontrollen wurden die Proben fig @alciumbestimmung vorbereitet. Zur
Calcium-Extraktion wurde zunachst das Medium adsrj&xkavation der Platten abpipettiert
und nach zweimaligem Waschen mit 1 ml 37 °C vorgev&n PBS pro Well wurden selbige
mit 1 ml 0,5 N HCI behandelt. Nach einer Inkubasipeit von funf Minuten bei
Raumtemperatur liel3 sich das Zellysat vom BodenRlatten mit einer Pipettenspitze gut
abkratzen und abspllen. Das Lysat jeder Verdinmeimgs wurde jeweils in einem
Eppendorf-Gefald gesammelt und im vorgeheizten Towerixer bei 10 °C und 1.000 rpm drei
Stunden lang geschiittelt. Nach anschlieRendem fiiiifirgen Zentrifugieren der Proben bei
1.000 rpm konnte der Uberstand vorsichtig abpipkttiverden, ohne dass das Zellpellet
zerstort wurde. Der Uberstand wurde bei -80 °C gmia Die Bestimmung des
Calciumgehalts wurde bei allen Proben gleichzealtigchgefihrt. Nach Auftauen der Proben
auf Raumtemperatur wurde jede Verdinnungsstufgemeils 5 pl pro Well im sechsfachen
Ansatz auf 96er Well Zellkulturplatten auspipettieEine Standardreihe mit Calcium-
Konzentrationen von 20, 16, 12, 8, 6, 4, 2 und O/dingvurde durch Mischen der
Standardl6ésung des Testkits mit Aqua injectabisgedit. AnschlieR3end wurden auch hiervon
jeweils 5 pl pro Well im funffachen Ansatz in ei@éer Well Zellkulturplatte ausplattiert.
Nach Anrthren der Arbeitslosung aus Reagenz A undeB Testkits im Verhdaltnis 1:1
wurden jeweils 200 pl dieser Losung zu den Probeth der Standardreihe pipettiert und
durch leichtes Schwenken der Platten vermischt.R&ferenzwert pro Platte mit jeweils 205
ul  Arbeitslosung wurde mitgemessen. Nach einer ndrgitigen Inkubationszeit bei
Raumtemperatur lieR sich die Absorption der Prohsw Standardreihe gegen den
Referenzwert bei einer Wellenlange von 620 nm mreske Anschluss daran erfolgte die
Erstellung einer Eichgeraden (Abb. 8) aus den M#een der Standardreihe, aus welcher
nach Anleitung des Quantichrom Calcium Assay Kie dfalciumkonzentrationen der
vorliegenden Proben ermittelt werden konnten [BrgdiSchumann 1984; Woo, Cannon
1984; Mori, Tanji et al 2000].
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Abb. 9: Eichgerade zur Bestimmung der Calciumkotra¢ion der Proben

Da die Bestimmung des Calciumgehaltes der Zellprobatlich versetzt zu den anderen
Pharmaka erfolgte, war eine erneute ErstellungSdandardreihe notwendig. Es ergab sich
eine neue Eichgerade:
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Abb. 10: Eichgerade zur Bestimmung des Calciumigehaer mit Ibandronat behandelten
Zellen
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3.12 Mineralisationsnachweis - Alizarinrot-Farbun g zur
Calciumbestimmung

Zum histomorphologischem Nachweis der Mineralisatiozw. des Calciums in den
Zellproben wurden die Mineralisationskerne rot geffaund im Lichtmikroskop fotografiert.
Der Nachweis der osteoblastaren Marker erfolgteamtlichen Proben nach einer Kulturzeit
von vier Wochen. Die Platten mit den adharentere@sasten wurden nach Abpipettieren
des Mediums und zweimaligem Waschen mit 37 °C warPBS zum Fixieren der Zellen
mit 200 ul PFA (4%) pro Well behandelt. Nach eigerwirkzeit von 20 Minuten wurde das
PFA entfernt und die Proben bei Raumtemperatugdiibcknet. Im Anschluss an die
Fixierung erfolgte eine Uberschichtung der Zellerit @00 pl pro Well Alizarinrot-
Farbelbésung (1%, pH 4,5, Sigma, Deutschland) furMifuten bei Raumtemperatur. Es
folgten mehrmalige Waschvorgdnge mit PBS, bis dias®iloésung farblos war. Nach
Inkubation der Proben in PBS uUber Nacht bei Raumpésaiur konnte das rotgefarbte
Calcium in den Proben lichtmikroskopisch dargestdibtografiert und semiquantitativ
bewertet werden [Anh, Dimai et al. 1998].

3.13 Immunzytochemischer Nachweis
osteoblastencharakteristischer Marker zur Zelltypis lerung

Die Osteoblasten-Differenzierung durchlauft mehreEmtwicklungsstadien von der
mesenchymalen Stammzelle Uber Osteoblastenvorjadfgiosteoblasten, transitorische,
sekretorische, osteozytische Osteoblasten bis zusteo®yt. Zum Nachweis dieser
Differenzierung wurden unter Verwendung von Antp&n gegen Enzyme und
Stoffwechselprodukte von Osteoblasten immunzytocbeime Praparate angefertigt. Diese
konnten lichtmikroskopisch ausgewertet werden.

Die Zellen aus den Kontrollkulturen eines jedenzeinen Patienten wurden nach dem
Abtrypsinieren gezéhlt und auf chamber slide Oljagern zu je 10.000 Zellen und 1 ml
Zellkulturmedium pro Objektkammer ausgesat. Dielefelwurden 7-15 Tage bis zum
Erreichen der Subkonfluenz weiter kultiviert. Slobaliese erreicht war, folgte ein
zweimaliges Waschen der Objekttrager mit PBS zdUj Minuten. Zum Fixieren der
Osteoblasten auf dem Glasboden der Objekttragedemudiese fur 15 Minuten in eine mit
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PFA geflllte Kivette getaucht. Nach einem weitei¥aschgang mit PBS wurden die
Objekttrager luftgetrocknet und bei -80 °C bis weiteren Verwendung eingefroren.

Das im Folgenden verwendete Farbeverfahren folgt Aladin-Biotin-Methode, welche
darauf beruht, dass das Glycoprotein Avidin mitdrohffinitat an das Vitamin Biotin bindet
[Burmester, Pezzutto et al. 2007]. Den Zellen matndzu untersuchenden Antigen wird
zunachst ein spezifischer Antikorper zugesetztcherl an das Antigen bindet. An diesen
Primarantikdrper lasst man einen mit Biotin gekdigre Sekundarantikorper binden. Der
biotinmarkierte =~ Sekundarantikdrper  kann  anschlidRendurch  Zugabe  von
peroxidasekonjugiertem Avidin, welches einen Komptat dem Biotin bildet, nachgewiesen
werden, da die Peroxidase die Umwandlung von ziumggan AEC-Substrat/Chromogen
katalysiert und ein roter Farbstoff sichtbar wird.

Unkonjugierter Primarantikdrper + biotinmarkier&ekundarantikdrper +
Avidin-Biotin-Enzymkonjugat + Substrat/Chromogen

— Farbe

3.13.1 Immunzytochemischer Nachweis der Alkalischen
Phosphatase

Die Alkalische Phosphatase (ALP) ist ein Isoenzymur z Hydrolyse von
Phosphorsauremonoestern, welches sowohl zellmegdisanden also auch mikrosomal
ungebunden in den Zellen vorliegt [Anh, Dimai et d998]. Die Aktivitat der
Osteoblastendifferenzierung vom Praosteoblasten sekretorischen Osteoblasten kann
durch die ALP nachgewiesen werden [Ingram, Pagk. €t994].

Nach Auftauen der chamber slide Objekttrager wumiese fir 20 Minuten mit Tris-Puffer
behandelt. Im Anschluss daran wurden die Zellen dd&in chromogenen Alkalische-
Phosphatase-Substrat bedeckt. Die dadurch ausg@&isymreaktion, bei der die Umgebung
der ALP-positiven Zellen blau-violett angeféarbt evir erfolgte unter mikroskopischer
Kontrolle nach 45 Minuten. Nach Erreichen eineriggand hohen Farbintensitat wurden die
Objekttrager erneut mit Tris-Puffer gewaschen, uim [Reaktion zu stoppen. Als letzter
Schritt wurden die Zellen mit flissiger Gelatinedueinem Deckblatt auf dem Objekttrager
fixiert und im Anschluss lichtmikroskopisch foto§jeat.
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3.13.2 Immunzytochemischer Nachweis des Kollagen T yp |

Osteoblasten (insbesondere die Differenzierungestadom transitorischen, Uber den
sekretorischen zum osteolytischen Osteoblastersemasich durch eine spezifisch hohe
Aktivitat an Kollagen Typ | mithilfe der im Folgeed beschriebenen Avidin-Biotin-Methode
nachweisen:

Nach Auftauen der chamber slides und einem Wasghwgr mit PBS lie3en sich die Zellen
mit 0,4% Pepsin in 0,01 N HCI fir 90 Minuten bei &7 in einer feuchten Kammer andauen.
Es folgten zwei Waschvorgadnge mit PBS. Anschlie3gadle eine Proteinkinase ftr 10 min
bei Raumtemperatur aufgetragen. Eine Verdinnung<déagen-I-Antikérpers mit PBS im
Verhéltnis 1:25 und eine Negativkontrolle (nur PB&irde aufgetragen und die Proben tber
Nacht bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammkuhiert. Am darauffolgenden Tag
wurde der zweite Antikorper (anti-rabbit-IgG, 1:20Gctor Laboratories Inc, USA) und nach
einem Waschvorgang mit PBS der Avidin-Biotin-Komypfér jeweils 30 min Inkubationszeit
hinzupipettiert. Nach einer Wiederholung des ebeschriebenen Vorgangs wurden die
Proben mit dem AEC-Substrat unter mikroskopischentkolle solange inkubiert, bis die
Zellen eine genugend intensive Farbung aufwiesen.

3.13.3 Immunzytochemischer Nachweis des Osteocalci n

Osteocalcin ist ein von Osteoblasten produzierteteln der extrazellularen Knochenmatrix,
welches am Knochenumbau beteiligt ist. Es bindetlem sekretorischen Osteoblasten und
den Osteozyten, so dass es als Osteoblastennadahemigingram, Park et al. 1994].

Fur den Nachweis des Osteocalcins wurden die auftgt chamber slide Objekttrager
zunachst fur funf Minuten in PBS gestellt und imsa&hluss der Primarantikorper in einer
Verdinnung von 1:1.000 fur 15 Minuten bei Raumterape aufgetragen. Nach einer
zweimaligen Spulung mit PBS wurde die Reaktion Hdurginzugabe eines Dako
Proteinblocks fur weitere 10 min gestoppt. Der Os#dcin-AntikOrper wurde in einer
Verdinnung von 1:50 mit Antikérper-Detektionslosuiifger Nacht bei Raumtemperatur (in
einer feuchten Kammer) inkubiert. Als Sekundéardirpler wurde anti-rabbit-IgG in einer
Verdinnung von 1:200 in PBS aufgetragen. Untetrigkroskopischer Kontrolle wurden die
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Zellen inkubiert, bis sie analog zu Kapitel 3.1&af den Objekttragern fixiert werden
konnten.

3.14 Statistik und Datenerfassung

Die statistische Auswertung wurde unter Verwenddeg Computerprogramme Microsoft
Excel 2003 und SPSS (Version 11.5 fir Windows) kigediihrt. Alle statistischen Analysen
und Vergleiche wurden explorativ zum 5% Signifikaiwveau vorgenommen. Somit wurden
Unterschiede bei den Auswertungen als signifikaezeichnet wenn < 0,05 betrug.
Folgende statistische Tests wurden durchgefuhrtinBtT-Test zur Auswertung der DNA-
Quantifizierung, des MTT-Tests, des BCA-Assays, @aspase 3,7-Aktivitat, der ALP-
Aktivitat (hierbei wurde zusétzlich der Dunnett-@sI angewandt) sowie der Quantitativen
Bestimmung des Calciums. Desweiteren wurde die daraiabweichung fur alle Tests in
Excel berechnet.
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4 Ergebnisse

Zunéchst wurde zur Optimierung der Arbeitsschriiea Vorversuch mit einem bereits
mehrfach etablierten Antibiotikum durchgefihrt f(se Kapitel 4.1). Es folgten
immunzytochemische Farbungen der in den Versuchewendeten Poolzellen, um die
Zellen zu typisieren (Kapitel 4.2). Samtliche Engsse werden im Folgenden nach
Medikamenten geordnet aufgefiihrt (Kapitel 4.3-4.Beginnend mit Resultaten aus
Messungen bezuglich der Zellproliferation (ZellzabNA-Quantifizierung, Zellproliferation
und -aktivitdat und Bestimmung des Gesamtproteind Helltod) folgten Messungen zur
Zelldifferenzierung und die Bestimmung der MatrixAdralisation bzw. des Calciumgehaltes
der Knochenzellkulturen.

4.1 Immunzytochemische Nachweise

4.1.1 Nachweis der Alkalischen Phosphatase

Die untersuchten Zellen wiesen insgesamt eine Wadlie Aktivitat auf. Somit waren sie als
Osteoblasten einzuordnen. Abbildung 11 zeigt einfndhme der Zellen, welche einen hohen
Gehalt an ALP aufweisen und somit blau angeféarlsicherinen. Die helleren, nicht
angefarbten Bereiche entsprechen zellfreien BegaiclAuch stérker colorierte, dunkler
erscheinende Bereiche um die Zellmembran, Kernmambnd den Nukleolus innerhalb der
Zelle, sprechen fur die osteogene Potenz der Proben
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Abb.11: Lichtmikroskopische Aufnahme der Zellprobeach dem ALP-Nachweis (blau
angefarbte Bereiche)

4.1.2 Nachweis von Kollagen Typ |

Die immunzytochemische Farbung konnte Kollagen Typ allen getesteten Zellkulturen
positiv nachweisen. Das Kollagen stellt sich in d&irbungen der chamber slides als rote
Einlagerungen dar (Abb. 12).

Abb. 12: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Ostest#a nach Kollagen-I-Farbung (rote
Bereiche)
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4.1.3 Nachweis von Osteocalcin

Die immunzytochemische Darstellung des von den abéisten exprimierten Osteocalcins
fiel fur samtliche untersuchten Zellkulturen posiéius. Die Osteocalcinablagerungen bilden
sich als rétliche intra- und extrazellulare Anfémgen ab (siehe Abb. 13).

Abb. 13: Lichtmikroskopische Aufnahmen zum Nachwetder rotlich angefarbten
Osteocalcinablagerungen
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4.2 Ergebnisse Cefotiam (Spizef®)

4.2.1 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitatskontrol le

Durch die Bestimmung der Zellzahl und Kontrolle d&lvitalitat sollte wie in Kapitel 3.5
beschrieben, der Einfluss von Cefotiam auf die (Zellferation der Osteoblasten zu den
Inkubationszeitpunkten von 24, 48 und 72 h bestimerden. Es wurden nur lebende, vitale

Zellen gezahlt. Zu Beginn des Versuchs wurden ZDZ¥llen pro Well, also 120.000 Zellen
pro Verdinnungsstufe, ausgesat.

200000 -

150000 -
| W 72h
100000 - o 48h
0O 24h
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0 []
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1000

Zellzahl

Cefotiam-Konzentration [pg/ml]

Abb. 14: Zellzahl nach Applikation von Cefotiam ha24, 48, 72 h. Die Saulen zeigen die

absolute Zellzahl zu den angegebenen Untersucheitggznen und Cefotiam-
Konzentrationen

Die Y-Achse (Abb. 14) entspricht der absoluten Zail. Die Konzentration O pg/mi
Cefotiam entspricht dem Kontrollansatz, das hed#m Zellansatz ohne Zugabe von
Pharmaka. Mit steigender Pharmakon-Konzentratia@fd lisich tendentiell ein leichter
Ruckgang der Zellkonzentration erkennen. Dies weair Konzentration von 1.000 pg/ml
Cefotiam am starksten ausgepragt. Mit zunehmemd@ibhktionszeit stieg auch die Zellzahl.
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4.2.2 DNA-Quantifizierung

Die Bestimmung des DNA-Gehaltes in den Zellprobeirdwdurch Abbildung 15

veranschaulicht. Nach 24 h erwies sich der DNA-Gdhaden untersuchten Zellproben als
gering, und nahm mit steigender Antibiotikakonzatbn zu. Nach 48-stiindiger
Inkubationszeit hingegen war die DNA-Konzentratiom den Zellproben durch alle
Verdunnungsstufen hindurch sehr gering. Erst nach Wwar im Vergleich zu den kirzeren
Inkubationszeiten ein deutlicher Anstieg des DNAm@lees der Zellproben erkennbar.
Wahrend Konzentrationen im Bereich von 25-250 pgkablm Einfluss auf die DNA-

Konzentration hatten, sank die DNA-Konzentrationi He000 pg/ml Cefotiam und

Inkubationszeiten von 48 und 72 h signifikant (Ip&i0,05). Einzige Ausnahme war der
signifikante Anstieg der DNA-Menge bei 1.000 pgdfotiam nach 24 h Einwirkzeit.
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I

0,2

*

0,0 -
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Cefotiam-Konzentration [ug/ml]

Abb. 15: DNA-Gehalt der Zellproben in Abhangigkeiin der Cefotiam-Konzentration
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4.2.3 Bestimmung der Zellproliferation

Die Ergebnisse der Cefotiam-induzierten Effekte alié Zellproliferation werden in
Abbildung 16 dargestellt. Konzentrationen von 0, 36 pg/ml Cefotiam hatten einen nur
geringen Einfluss auf die Zellproliferation. Verdiumgen von 100 (p=0,000), 250 (p=0,000),
1.000 (p=0,004) pg/ml Cefotiam lieBen die Prolifierasrate nach 24 h kontinuierlich
hochsignifikant ansteigen. Langere Einwirkzeitem v8 und 72 h zeigten einen statistisch
hochsignifikanten Anstieg (p= 0,003 bzw. p=0,000Vderten von 1.000 pg/ml Cefotiam.
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0,20 - 0 24h

Extinktion

0,15 -
0,10 -

0,05 +

0,00
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Cefotiam-Konzentration [pg/ml]

Abb.16: Cefotiamabhangige Veradnderungen der Zdifpration gemessen anhand der
Extinktion
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4.2.4 Bestimmung des Gesamtproteins

Der Einfluss von Cefotiam auf den Proteingehalt deuanhand des BCA-Tests ermittelt.
Abbildung 17 veranschaulicht den konzentrationsaglgen Einfluss des Medikaments auf
das Gesamtprotein. Insgesamt zeigte sich die Akewy des Pharmakons auf die
Proteinkonzentration in den Proben als nur geridig. Cefotiam-Konzentration hatte kaum
Einfluss auf die Proteinkonzentration. Bis hin zeién von 50 pg/ml Cefotiam liel3 sich ein
geringfugiges Absinken des Gesamtproteins und baeten Werten ein leichter Anstieg
erkennenIm Vergleich zu 24-stiindiger Inkubationszeit samicin 48 h das Gesamtprotein
geringfugig. Die htéchsten Werte der Proteinkonzditn wurden nach 72 h beobachtet
Einzig hochsignifikanten Einfluss (g 0,000) auf das Gesamtprotein war bei hochster
Pharmaka-Konzentration von 1.000 pg/ml nach 72kbdakonszeit zu beobachten. In diesen
Proben sank der Proteingehalt im Vergleich zur Kala deutlich ab.
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Abb.17: Proteingehalt der Zellproben in Abhéngigken der Cefotiam-Konzentration
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4.2.5 Bestimmung der Apoptoserate

Das nachfolgende Diagramm (Abb. 18) stellt die pprtional zur Caspasen-Aktivitat
gemessene Lumineszenz der Zellproben in Abhangigkei der Pharmakon-Konzentration
und den verschiedenen Inkubationszeiten dar. Sowalkch 24 h als auch nach 48 h
Inkubationszeit zeigte sich ab einer Konzentration 25 pg/ml Cefotiam mit zunehmender
Pharmakon-Konzentration eine statistisch signifigatverminderung der Intensitat der
apoptotischen Prozesse in den jeweiligen ZellprabeWergleich zur Kontrolle. Nach 72 h
Einwirkzeit zeigte sich eine allmahlich abfallend&poptoserate mit zunehmender
Medikamentenkonzentration, die erst ab 100 pg/miotiZen statistisch hochsignifikant
abfiel. Insgesamt konnte mit steigender Inkubatieits eine Verminderung der
Apoptosevorgange in den jeweiligen Zellproben gesmesverden.
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Abb.18: Caspaseaktivitat der untersuchten Ostet@naa Abhangigkeit von der Cefotiam-
Konzentration
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4.2.6 Bestimmung der Zellaktivitdt durch ALP-Messu  ng

Die Produktion der Alkalischen Phosphatase wurdef adie entsprechende
Gesamtproteinkonzentration der jeweiligen Pharmakakntrationsstufe bezogen, um
Aussagen Uber die spezifische Aktivitat der Zelln erhalten. Die Zellaktivitdt der mit
Cefotiam behandelten Osteoblasten zeigte keinevamelen Veranderungen hinsichtlich
steigender Pharmakonkonzentration (siehe Abb. E®)e statistisch signifikante Abnahme
der Aktivitat konnte lediglich nach 72 h Inkubatszeit bei hdchster Konzentration von 1.000
pag/ml Cefotiam nachgewiesen werden. Ansonsten eaigh im Vergleich zu 24-stindiger
Einwirkzeit eine Aktivitditszunahme von bis zu 25¢/ml Cefotiam nach 48 h, welche nach
72 h Inkubation wieder geringfigig abnahm. Ebendtegs die Zellaktivitdt bei
Konzentrationen von 50 und 100 pg/ml Pharmakon.
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[¢]
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Abb. 19: Zellaktivitat bezogen auf die Proteinkenization der jeweiligen
Pharmakonkonzentrationnach Cefotiam-Behandlung
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4.2.7 Mineralisationsnachweis durch Bestimmung des
Calciumgehaltes

4.2.7.1 Quantitativer Nachweis

Der Calciumgehalt in den Zellkulturen, welche je@elrei und vier Wochen verschiedenen
Cefotiam-Verdinnungsstufen ausgesetzt waren, wirdhbildung 20 graphisch dargestelit.
Nach drei Wochen Inkubationszeit mit Cefotiam zeigich kein oder nur ein geringfigiger
Einfluss auf die Calcifizierung allen getesteterrdfennungsstufen von 25, 50, 100, 250 und
1.000 pg/ml. Auch nach vier Wochen Inkubation hatis Medikament (bei Verdinnungen
von 0-100 pg/ml) kaum einen Einfluss auf den Cahgehalt in den Proben. Die
Calcifizierung nahm erst nach vierwochiger Einweltainter Behandlung mit 250 und 1.000
png/ml Cefotiam statistisch signifikant ab.
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Abb. 20: Calciumgehalt der Osteoblastenkulturen Abhangigkeit von der Cefotiam-
Konzentration

4.2.7.2 Alizarinrot-Farbung

Lichtmikroskopisch konnte eine verminderte Minesation der Osteoblasten mit steigender
Pharmakonkonzentration beobachtet werden. Die iZéildeten einen konfluenten Zellrasen,
in welchem die rotgefarbten Mineralisationskerngo@iules”) zwischen den Zellen homogen
verteilt waren.
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Abb. 21: Alizarinrotfarbung der mit Cefotiam behaftdn Osteoblasten. Die gleichméaRig

verteilten Mineralisationskerne (sogenannte ,nosl)lerscheinen rot

a: Kontrollansatz ohne Pharmakonzusatz

b: 25 pg/ml  Cefotiam

c: 50 pg/ml  Cefotiam

d: 100 pg/ml Cefotiam

e: 500 pg/ml Cefotiam

f: 1.000 pg/m Cefotiam
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4.3 Ergebnisse Ceftriaxon (Rocephin®)

4.3.1 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitatskontrol le

Mit steigender Inkubationszeit der mit Ceftriaxoehandelten Osteoblasten, stieg auch die
Zellzahl, was sich insbesondere bei dem Kontrotmmsohne Antibiotikagabe zeigte.
Ansonsten sank die Zellzahl mit ansteigender Gedtm-Konzentration geringfiigig (siehe
Abb. 22). Insgesamt hatte die Menge des zugegeleeknaxons jedoch erst nach 48 und 72
h Inkubationszeit einen deutlich hemmenden Einfaudsdas Zellwachstum.
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Abb. 22: Zellzahl in Abhangigkeit von der Ceftriax&onzentration nach 24, 48 und 72 h.
Die Saulen zeigen die absolute Zellzahl zu den gelgenen
Untersuchungszeitraumen und Ceftriaxon-Konzentnatio
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4.3.2 DNA-Quantifizierung

Abbildung 23 illustriert den DNA-Gehalt der Osteadtlenkulturen in Abhangigkeit von der
Ceftriaxon-Konzentration und den Inkubationszeienen sie ausgesetzt waren. Es zeigten
sich diesbeziglich keine statistisch signifikantémerschiede in den Zellkulturen. Selbst die
Hochstdosis von 1.000 pg/ml Ceftriaxon verursasieiee wesentlichen Veranderungen des
DNA-Gehaltes in den Zellproben. Mit steigender Ib&tionszeit nahm bei samtlichen
getesteten Antibiotikakonzentrationen auch der DBéhalt zu.
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Abb. 23: DNA-Gehalt der Zellproben in Abhangigkein der Ceftriaxon-Konzentration
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4.3.3 Bestimmung der Zellproliferation

Nachfolgende Abbildung veranschaulicht die Auswngien von Ceftiaxon-behandelten
Osteoblasten auf deren Proliferationsrate, wobeigéimessene Absorption der Zellproben
proportional zur Zellproliferation ist. Ceftriaxam den Verdinnungen von 1.000 pg/ml zeigte
zu allen Inkubationszeiten einen signifikanten ifechtionssteigernden Einfluss (24 h:
p=0,00, 48 h: p=0,001; 72 h: p=0,000). Eine 48-digm Inkubationszeit bewirkte bei einer
Konzentration von 100 pg/ml des Antibiotikums eleefen Anstieg der Zellproliferation
(p=0,041). Ein statistisch signifikanter Rickgangr dellproliferationsrate wurde erst bei
einer Konzentration von 250 pg/ml nach 24-stindiggtubation ermittelt (p=0,001).
Ansonsten zeigte sich kein oder nur ein geringeflss des Pharmakons auf die Aktivitat
der vitalen Zellen.
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Abb. 24: Ceftriaxon-abhangige Veranderungen der Ipediferation gemessen durch
Extinktionswerte
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4.3.4 Bestimmung des Gesamtproteins

Die Ergebnisse der Messung des gesamten ProteitggdaaProben werden in Abbildung 25
illustriert. Steigende Ceftriaxonkonzentrationens bhin zu 1.000 pg/ml hatten zu
Inkubationszeiten von 24 und 72h keinen oder nungen Einfluss auf den Proteingehalt der
Zellen. Lediglich bei einer Inkubationszeit von B8zeichneten sich leichte Tendenzen zu
einer steigenden Proteinkonzentration mit steigeRti@rmakakonzentration ab.
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Abb. 25: Gesamtproteingehalt der Zellproben in Alghgkeit von der Ceftriaxon-
Konzentration
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4.3.5 Bestimmung der Apoptoserate

Nachfolgende Abbildung (Abb. 26) veranschauliche éipoptoserate, gemessen durch die
Caspase-Aktivitat im Photometer, in Abhangigkeih\aer Pharmakonkonzentration Uber die
Zeit, der die Zellen ausgesetzt waren. Es zeigte sin Rickgang der Apoptosevorgange mit
zunehmender Pharmakakonzentration zu allen Inkutetteiten. Statistisch signifikant wird

dieser Rickgang nach 24 und 72 h Inkubation abéflerdn 50, 100, 250 bis zu 1.000 pg/ml
Ceftriaxon. Vergleicht man die Haufigkeit des praogmierten Zelltodes in den Zellen zu den
verschiedenen Inkubationszeiten miteinander, so avarhochste Dichte nach 24 h zu

messen. Nach langerer Inkubation von 48 h war giepfoserate in den Zellen deutlich

geringer im Vergleich zu kirzerer Einwirkzeit. NaZ@ h zeigte sich dann wieder eine
vermehrte Caspaseaktivitat in den Osteoblasterth@gédoch noch unter dem 24 h-Wert lag.
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Abb. 26: Caspaseaktivitait gemessen anhand der leszemz der Zellproben bei
verschiedenen Pharmakakonzentrationsstufen
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4.3.6 Bestimmung der Zellaktivitat

Die Aktivitdt der Alkalischen Phosphatase lieR sidarch Zugabe unterschiedlicher
Ceftriaxonverdinnungen kaum beeinflussen. Einzig atistisch signifikante
Aktivitditsabnahme zeigte sich nach 72 h unter Beheag mit 1.000 pg/ml Ceftriaxon. Eine
Beobachtung der Zellaktivitat Uber die Zeit, zeigiee geringfiigige Abnahme derselben
nach 48 h im Vergleich zu 24 h Inkubationszeit, mach 72 h wieder deutlich anzusteigen
(siehe Abb. 27).
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Abb. 27: ALP-Aktivitdt bezogen auf das Gesamtprotel den Zellproben in Abhangigkeit
von der Ceftriaxon-Konzentration
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4.3.7 Mineralisationsnachweis durch Bestimmung des
Calciumgehaltes

4.3.7.1 Quantitativer Nachweis

Die quantitative Beurteilung der Matrix-Mineraligat erfolgte durch Bestimmung der
Calcium-Konzentrationen der getesteten Zellkulty#sob. 28). Nach drei Wochen Zellkultur
konnte nur ein geringer Einfluss von Ceftriaxorealjetesteten Verdiinnungsstufen auf den
Calciumgehalt beobachtet werden. Nach einer weitdreche Inkubationszeit zeigte sich ein
ahnliches Bild, wobei unter Behandlung mit 100 @260 pg/ml Ceftriaxon die Calcifizierung
statistisch signifikant stimuliert wurde. Im Vergle zu einer dreiwdchigen Inkubationszeit
lag der Calciumgehalt der Proben nach vier Wochsgdsamt hdher.
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Abb.28: Calciumgehalt der Osteoblastenkulturen ibh#@ngigkeit von der Ceftriaxon-
Konzentration nach drei bzw. vier Wochen Inkubadizeit

4.3.7.2 Alizarinrot-Farbung

Es zeigte sich mit steigender Ceftriaxon-Konzemratine geringere Mineralisationsdichte
in den Wells. Abbildung 29 veranschaulicht diesliaintmikroskopischer Darstellung. Mit
zunehmender Ceftriaxon-Konzentration nahm der kemfle Zellrasen ab und es zeigten sich
weniger rotgefarbte nodules (Mineralisationskeinajen getesteten Proben.
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Abb.29: Alizarinrotfarbung der mit Ceftriaxon beld@iten Osteoblasten. Die gleichmalig
verteilten Mineralisationskerne (sogenannte ,nosi)lerscheinen rot
a: Kontrollansatz ohne Pharmakonzusatz
b: 25 pg/ml Ceftriaxon
c: 50 pg/ml Ceftriaxon
d: 100 pg/ml Ceftriaxon
e: 500 pg/ml Ceftriaxon
f: 1.000 pg/m Ceftriaxon
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4.4 Ergebnisse Linezolid (Zyvoxid®)

4.4.1 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitatskontrol le

Die mit Linzolid behandelten Kulturen zeigten ebsti einer Inkubationszeit von sieben
Tagen einen deutlichen Rickgang der Zellzahl teeneittherapeutischer Wirkdosis. Mit
zunehmender Inkubationszeit stieg die Zellzahl atbem in den Kontrollgruppen ohne

Pharmakon. Mit steigender Pharmakonkonzentratiark dangegen das Wachstum, was
besonders bei Konzentrationen ab dem Bereich vopdgdl Linezolid zum Ausdruck kam

(Abb. 30). Bei geringeren Konzentrationen zeigtd saum ein Einfluss auf die Zellzahl bis
50 pg/ml. Einzig eine einwéochige Inkubationszeih\geben Tagen wirkte sich schon bei
geringen Dosen von bereits 10 pg/ml negativ aus.
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Abb. 30: Zellzahl in Abhangigkeit von der Linezdwhzentration
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4.4.2 DNA-Quantifizierung

Mit steigender Inkubationszeit lie3 sich auch tohdich des DNA-Gehalts des Zellysats eine
Zunahme bei allen getesteten Verdunnungsreihenneeke Eine statistisch signifikante
Abnahme des DNA-Gehalts im Vergleich zur Kontraligpe zeigte sich jedoch erst bei
Konzentrationen von 500 pg/ml Linezolid nach 72nkd nach sieben Tagen Einwirkzétine
Ausnahme bietet der Wert nach 24 h Inkubation @ug/ml Antibiotikum, welcher leicht
signifikant ansteigt. Konzentrationen bis 100 pg/rhinezolid beeinflussten die
Osteoblastenproliferation bzw. den DNA-Gehalt delleh kaum (Abb. 31).
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Abb. 31: DNA-Gehalt der Zellproben in Abhangigkeiin der Linezolid-Konzentration
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4.4.3 Bestimmung der Zellproliferation

In Abbildung 32 ist die Proliferationsfahigkeit derit Linezolid behandelten Osteoblasten
dargestellt. Samtliche getesteten VerdinnungssudsnMedikamentes bewirkten nach 24 h
Einwirkzeit eine Abnahme der Zellproliferation aeihem Signifikanzlevel von p=0,000 fur
Konzentrationen von 10, 25, 50, 100 pg/ml Linezoldw von p=0,003 bei 500 pg/ml
Linezolid. Nach 72 h und nach sieben Tagen Inkobakionnte eine statistisch signifikante
Abnahme der Zellproliferation nur bei 50 und 500/mlgLinezolid festgestellt werden
(p=0,00 fir je 500 pg/ml und p=0,005 bzw. 0,00250mg/ml nach 72 h bzw. an Tag 7).
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Abb. 32: Linezolidabhéngige Veranderungen der Zeliferation gemessen anhand der
Extinktion
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4.4.4 Bestimmung des Gesamtproteins

Die Quantifizierung des Gesamtproteins der mit kolel behandelten Proben wird in
Abbildung 33 dargestellt. Eine 24- und 48-stundigawirkzeit zeigte keine oder nur geringe
Auswirkungen auf den Gehalt an Gesamtprotein inRi@ben. Einzig signifikanter Abfall im
Vergleich zur Referenzgruppe konnte hierbei nackstédBdiger Inkubationszeit bei einer
Konzentration von 500 pg/ml Linezolid gemessen werdNach 7 Tagen sanken die
Proteinkonzentrationen samtlicher Proben und Verdidgsstufen im Vergleich zur
Kontrollgruppe von 10 bis 500 pg/ml Linezolid a®nd Signifikanzniveau von $ 0,05 ab.
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Abb.33: Gesamtproteingehalt der Osteoblasten in aAbigkeit von der Linezolid-
Konzentration
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4.4.5 Bestimmung der Apoptoserate

Abbildung 34 veranschaulicht die CaspaseaktivitditAbhangigkeit von der jeweiligen
Linezolid-Konzentration in den Zellproben. Tendelttilie3 sich ein Absinken der
Apoptoserate mit zunehmender Konzentration an lal@zrkennen. Nach 24 h war dieses
Absinken bei einer Konzentration von 25 pg/ml zusten Mal statistisch signifikant
0,00). Hohere Konzentrationen von 50, 100 und 5@@nlizeigten ebenfalls eine statistisch
signifikante Abnahme der Apoptoserate in den Keltyrwelche jedoch geringer als bei 25
ng/ml ausgepragt war. Nach 72 h Inkubationszeit keam ein Einfluss zu erkennen, die
Apoptoserate sank erst bei 500 pg/ml Linezolidifkant ab. Nach einer Woche Einwirkzeit
lied sich ebenfalls eine geringe Tendenz zur Abrahdas Zelltodes in den Kulturen
erkennen, welche bei den Proben mit 50 und 500 luigfiazolid statistisch signifikant war.
Die Apoptoserate war nach kurzer Einwirkzeit (22 ,hj am hoéchsten, wohingegen sich nach
einer Woche Inkubation eine deutlich geringere Apserate zeigte.
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Abb.34: Caspaseaktivitat der Zellproben in Abhakeigvon der Linezolid-Konzentration
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4.4.6 Bestimmung der Zellaktivitat

Abbildung 35 veranschaulicht den Einfluss von Lwlez auf die Zellaktivitat pro

Gesamtprotein der getesteten Osteoblasten. Wah2dndh Inkubationszeit kaum einen
Einfluss zu hatte, lie3 sich nach 72 h bei Konzittnen von 100 pg/ml Linezolid eine
statistisch signifikante Zunahme der Zellaktivit@ét Vergleich zur Kontrolle erkennen. Eine
einwochige Inkubationszeit fuhrte insgesamt zu ladutgeringeren Aktivitatswerten mit
Ausnahme von Konzentrationen von 500 pg/ml Linekolvelche zu einem statistisch
signifikanten Anstieg im Vergleich zur Kontrollgnog flhrte.
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Abb.35: Einfluss von Linezolid auf die Zellaktivitjoro Gesamtprotein der getesteten
Osteoblasten

4.4.7 Mineralisationsnachweis durch Bestimmung des
Calciumgehaltes

4.4.7.1 Quantitativer Nachweis

Abbildung 36 illustriert den Zusammenhang der Galerung der getesteten Zellproben mit
der Linezolid-Konzentration nach drei und vier Wechinkubationszeit. Die gewonnenen
Daten zeigten einen statistisch signifikanten Rackgder Calcifizierung bereits nach drei
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Wochen Inkubation. Konzentrationen von 10 pg/mlezolid zeigten im Vergleich zur
Kontrolle ohne Medikamentenzusatz eine Tendenz Alosinken der Calcifizierungsrate.
Diese waren ab Konzentrationen von 25, 50, 100 &@d pg/ml Linezolid statistisch
signifikant mit p< 0,05. Eine Korrelation zwischen der Pharmakonkotraéion und dem
Calciumgehalt liel3 sich auch nach vier Wochen lakiolm erkennen. Hier zeigte die
Behandlung beginnend mit 10 pg/ml Linezolid ein ndigantes Absinken des
Calciumgehaltes. Steigende Linezolidkonzentratioméa bspw. 25, 50, 100, 500 pg/ml
zogen einen immer geringeren Calciumgehalt in ddipibben nach sich.
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Abb.36: Calciumgehalt der mit unterschiedlichen dzalid-Konzentrationen behandelten
Zellproben

4.4.7.2 Alizarinrot-Farbung

Zum qualitativen Nachweis der osteoblastaren Milgerung erfolgte die
Alizarinrotfarbung. Mit steigender Linezolid-Konzeation in den Zellproben lie3 sich ein
Ruckgang der rotgefarbten nodules und somit deeMirsation erkennen (siehe Abb. 37).
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Abb.37: Zytochemischer Nachweis der Mineralisati@urch Alizarinrotfarbung der

Zellproben. Die Mineralisationskerne erscheinernraigefarbte nodules.

a: Kontrollansatz ohne Pharmakonzusatz

b: 10 ug/ml Linezolid

c: 25 pg/ml  Linezolid

d: 50 pg/ml Linezolid

e: 100 pg/ml Linezolid

f: 500 pg/ml Linezolid
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4.5 Ergebnisse Parecoxib (Dynastat®)

4.5.1 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitatskontrol le

Mit steigender Inkubationszeit stieg auch die Amzdér Osteoblasten in den Kulturen.
Abbildung 38 zeigt mit zunehmender Parecoxib-Kotzgion ein geringfligiges Absinken

der Zellzahl nach 72 h und 7 Tagen Inkubation. &esbsinken beginnt bei den geringsten
getesteten Dosen von 0,5 pg/ml Parecoxib.
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Abb. 38: Zellzahl in Abhangigkeit von der Parecekibnzentration
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4.5.2 DNA-Quantifizierung

Eine 24-stiindige Inkubationszeit der OsteoblastérParecoxib hatte auf den DNA-Gehalt
der Zellproben nur geringe Auswirkungen (siehe AR®). Im Vergleich zu 24 h Inkubation
zeigte sich nach 72 h und sieben Tagen ein AnstergDNA-Menge in den jeweiligen
Zellproben. Erst mit Hochstdosen von 500 pg/ml 8axid sich nach 72 h bzw. sieben Tagen
eine deutliche Abnahme der DNA-Konzentration dehdmelelten Zellen gegeniber der
Kontrollgruppe. Nach sieben Tagen Inkubation liefh $ereits bei Konzentrationen ab 100
png/ml Parecoxib eine signifikante Verminderung B&FA-Menge erkennen.
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Abb.39: Veranderungen des DNA-Gehaltes der Zelkpnobn Abhangigkeit von der
Parecoxib-Konzentration
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4.5.3 Bestimmung der Zellproliferation

Die anhand des MTT-Tests gemessene Zellproliferatier Osteoblasten unter Parecoxib-
Einfluss wird in Abb. 40 dargestellt. Diesbezuglighrkte Parecoxib hemmend auf die
Zellen. Wahrend eine 24-stindige Inkubationszeithin zu Konzentrationen von 100 pug/mi
Parecoxib kaum Einfluss auf die Zellproliferatioer dintersuchten Osteoblasten hatte, nahm
diese nach 72 h Inkubation bereits bei Konzentnatiovon 50 (p=0,008), 100 (p=0,001), 500
(p=0,000) pg/ml signifikant ab. Nach sieben Tagawmubationszeit konnte eine Abnahme der
zellularen Proliferation schon bei Konzentrationaim 5 pg/ml Parecoxib nachgewiesen
werden (5pg/ml: p=0,001; 50ug/ml: p=0,033; 100ugpmD,034; 500 g/ml: p=0,000).
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Abb.40: Parecoxibabhéangige Veranderungen der difipration gemessen anhand der
Extinktion
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4.5.4 Bestimmung des Gesamtproteins

Abbildung 41 veranschaulicht den Zusammenhang heisaddem Gesamtproteingehalt der
Osteoblastenproben und steigender Parecoxib-Komgemt Wahrend nach 24- und 48-
stindiger Inkubationszeit der Proteingehalt derbPmno relativ unbeeinflusst von einer
steigenden Pharmakonkonzentration blieb, konnteh nsieben Tagen Einwirkzeit ein
signifikanter Abfall des Gesamtproteins gemessenrdere Dieser begann bei einer
Konzentration von 5 pg/ml Parecoxib (p=0,000) uatim bis zu 500 pg/ml (p=0,000) weiter
ab. Insgesamt stieg mit der Inkubationszeit auchGasamteiweildgehalt der Proben.
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Abb.41: Gesamtproteingehalt der Osteoblasten in aAbilgkeit von der Parecoxib-
Konzentration
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4.5.5 Bestimmung der Apoptoserate

Abb. 42 zeigt die Apoptoserate, welche proportianal Caspasen-Aktivitat zu betrachten ist,
in Abhangigkeit von der Pharmakonkonzentration.iN@2 h liel3 sich im Vergleich zu 24-

stundiger Einwirkzeit eine deutliche Abnahme deropjoserate erkennen. Diese war nach
sieben Tagen Inkubation jedoch wieder erhoht unersabritt die 24 h-Werte. Statistisch

signifikante Abnahmen der Apoptoseraten lie3en sath 24 h ab Konzentrationen von 50,
100 und 500 pg/ml Parecoxib messen, nach drei ThgeWerdinnungen von 100 und 500
png/ml Parecoxib. Eine eindeutige Abnahme der Lusaaaz und somit der Apoptose in den
Kulturen konnte nach sieben Tagen bereits ab O/glpgharmakon gemessen werden. Die

Apoptoserate sank bei 5, 50, 100 bis zu 500 pgirhkeaem Signifikanzlevel vong®,005
immer weiter ab.
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Abb.42: Caspaseaktivitat der untersuchten Ostetdnlas Abh&ngigkeit von der Parecoxib-
Konzentration
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4.5.6 Bestimmung der Zellaktivitat

In Abbildung 43 wird der Einfluss von Parecoxib alie Zellaktivitdt der untersuchten
Osteoblasten dargestellt. Insgesamt war der Emféus die ALP bei sdmtlichen getesteten
Verdunnungsstufen relativ gering, mit Ausnahme 8060 pg/ml Parecoxib. Hier zeigte sich
nach 24 h ein statistisch signifikanter positiverflass auf die Zellaktivitat, jedoch bei hoher
Standardabweichung. Nach langeren Einwirkzeiten 7@ bzw. sieben Tagen liel3 sich ein
statistisch signifikanter Rickgang der Zellaktivitin Vergleich zur Kontrollgruppe
erkennen. Insgesamt nahm die Zellaktivitdt nachesieTagen Uber alle Verdiinnungsstufen
hinweg ab.
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Abb. 43: Zellaktivitdt bezogen auf das Gesamtproteich Parecoxib-Behandlung

4.5.7 Mineralisationsnachweis durch Bestimmung des
Calciumgehaltes

4.5.7.1 Quantitativer Nachweis

Bei der Messung des Calciumgehalts in den mit Baredehandelten Kulturen fand sich
nach dreiwdchiger Inkubationszeit ein statistisepnifikantes Absinken der Menge an
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Calcium in den Zellproben, was besonders deutlichiKanzentrationen von 100 und 500
pnag/ml Parecoxib zu erkennen war. Eine Einwirkzei vier Wochen zeigte im Vergleich zur
Kontrollgruppe unter Behandlung mit 0,5 und 5 pgMadikament eine deutliche Zunahme
der Calcifizierung auf einem Signifikanznivau vor@05. Hohere Dosen von Parecoxib wie
50, 100 oder 500 pg/ml hingegen lielRen den Calcalmaly der Zellproben im Vergleich zur

Referenzgruppe signifikant absinken. Der Calciunadjdlag nach vier Wochen nur bei 0,5, 5
und 100 pg/ml Pharmakon deutlich Uber dem entspretdn Wert bei drei Wochen

Inkubation. 50 pg/ml Parecoxib zeigten nach langehekubation (vier Wochen) deutlich

geringere Calciumwerte als nach drei Wochen (shdite 44).
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Abb. 44: Calciumgehalt der Zellproben nach drei bzmr Wochen in Abhéngigkeit von der
Parecoxib-Konzentration

4.5.7.2 Alizarinrot-Farbung

Die Mineralisation der untersuchten Osteoblastagteesinige Unterschiede zwischen den
unbehandelten Kulturen und denen mit Zusatz vesdelner Parecoxib-Verdiunnungen (Abb.
45). Wahrend die Referenzgruppe eine starke Misatadn aufwies, nahm diese mit
steigender Pharmakonkozentration wieder ab.
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Abb. 45: Mineralisation der Osteoblasten, nachgsene durch Alizarinrotfarbung

derMineralisationskerne bei verschiedenen Pareedggioliinnungsstufen

a: Kontrollansatz ohne Pharmakonzusatz

b: 0,5 ug/ml Parecoxib

c:5ug/ml Parecoxib

d: 50 pg/ml Parecoxib

e: 100 pg/ml Parecoxib

f: 500 pg/ml Parecoxib
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4.6 Ergebnisse Ibandronsdure (Bondronat®)

4.6.1 Bestimmung der Zellzahl und Vitalitatskontrol le

Die Referenzgruppe, welche nicht mit Pharmaka badlanvurde, zeigte einen Anstieg der
Zellrate mit zunehmender Zeit. Betrachtet man disolute Zellzahl der mit Ibandronat
behandelten Osteoblasten, so nahm diese mit stiigdbandronat-Konzentrationsstufen im
Vergleich zur Referenzgruppe (0 pg/ml Ibandronat)geringfiigig ab. In Abbildung 46 wird

dieser Zusammenhang veranschaulicht. Kirzere Inilarszeiten (24 h) der mit Ibandronat
behandelten Zellen hatten bei Erhéhung der Doss Kainen Einfluss auf die Zellzahl,

wohingegen eine langere Einwirkdauer von sieberefagn Vergleich dazu einen Rickgang
der Zellzahl zur Folge hatte.
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Abb.46: Absolute Zellzahl in Abhangigkeit von vergdenen Ibandronat-Konzentrationen
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4.6.2 DNA-Quantifizierung

Der DNA -Gehalt in den Zellproben erwies sich nadhh und 72 h Inkubationszeit Uber alle
Verdunnungsstufen hindurch als gleichbleibend ge(siehe Abb. 47). Einzig signifikante
Verminderung der DNA-Menge im Vergleich zum Refewart war nach 72-stiindiger
Inkubationszeit bei Konzentrationen von 1 und 5midbandronat zu messen. Nach einer
Einwirkzeit des Pharmakons von sieben Tagen koibé alle Verdinnungsstufen hinweg
eine deutlich hohere DNA-Menge im Vergleich zu eitgkubation von 24 h bzw. 72 h
gemessen werden. Lediglich bei einer Konzentratmm5 pg/ml Ibandronat zeigte sich eine
signifikante Verringerung des DNA-Gehaltes der @gielben im Vergleich zum Kontrollwert

nach sieben Tagen.
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Abb. 47: Gesamt-DNA-Gehalt der Zellproben in Abhgkgit von der Ibandronat-
Konzentration
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4.6.3 Bestimmung der Zellproliferation

Es konnte gezeigt werden, dass nach 24 und 72ubdtilon Konzentrationen von 0, 0,5, 2,
und 5 pg/ml Ibandronat nur einen geringen Einflusisdie Zellproliferation der Osteoblasten
hatten (siehe Abb. 48). Im Vergleich zu einer 2#xdtgen Einwirkzeit war die Proliferation
nach 72 h insgesamt verringert, wobei eine Inkobation sieben Tagen insgesamt eine
hohere Zellproliferation in den Wells aufwies. Eisiatistisch positive Auswirkung auf die
Proliferation zeigte sich bei 0,2 pg/ml Parecoxédzim 24 h (p=0,047). Jedoch konnte nach
sieben Tagen Inkubation bereits bei Werten von @8/ml Coxib dber alle
Verdinnungsstufen hinweg eine statistisch signifiga Verminderung (p=0,000) der
Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle erméit werden. Konzentrationen von 5 pg/ml
Ibandronat senkten die Proliferationsrate der Aatlach sieben Tagen am starksten.
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Abb. 48: Ibandronatabhangige Effekte auf die Zeliferation, gemessen anhand der
Extinktion
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4.6.4 Bestimmung des Gesamtproteins

Die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes der mitandibnat behandelten

Osteoblastenkulturen wird in Abbildung 49 veransticht. Der Proteingehalt stieg in der
Kontrollgruppe ohne Medikamentenzugabe mit der Agit Insgesamt zeigte sich kaum ein
Einfluss des Pharmakons zu den getesteten Kon#enwa auf die Eiweissekretion.

Lediglich eine Inkubation von sieben Tagen mit 2vbs pg/ml lbandronat liel3 das

Gesamtprotein der Zellproben im Vergleich zur Kolgruppe signifikant sinken.
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Abb. 49: Gesamtproteingehalt der Osteoblastenpratekbhangigkeit von der Ibandronat-
Konzentration
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4.6.5 Bestimmung der Apoptoserate

Ein Ibandronat-abhéngiger Einfluss auf die Apoptaigeder Zellproben konnte weder nach
24 noch 72 h Inkubationszeit gemessen werden (BOp.Eine hohere Apoptoserate zeigte
sich erst nach 7 Tagen Inkubation mit dem PharmalkotvYergleich zur Referenzgruppe war
diese jedoch erst bei einer Konzentration von fnlgandronat statistisch signifikant.
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Abb. 50: Caspaseaktivitat der Zellproben in Abhgkejt von der Ibandronat-Konzentration
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4.6.6 Bestimmung der Zellaktivitat

Nachfolgende Abbildung (Abb. 51) zeigte den Eindlu®n lbandronat auf die Aktivitat der
ALP der getesteten Osteoblasten. Das Pharmakoersehi keiner Verdinnungsstufe einen
signifikanten Einfluss auf die Zellaktivitdt zu leab Einzige Ausnahme zeigte sich bei
Konzentrationen von 5 pg/ml Pharmakon nach 24 h weeicher sich ein statistisch

signifikantes Absinken der Zellaktivitat abzeictmetNach 48h Inkubation war die
Zellaktivitat zu allen Verdunnungsstufen im Verglei zu 24-stindiger Einwirkzeit

vermindert. Nach sieben Tagen zeigte sich die Aitivder ALP jedoch insgesamt wieder
erhoht.
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Abb. 51: Zellaktivitat der Osteoblasten bezogen aufas Gesamtprotein nach
Ibandronatbehandlung

4.6.7 Mineralisationsnachweis durch Bestimmung des
Calciumgehaltes

4.6.7.1 Quantitativer Nachweis

Es konnte eine im Vergleich zur Kontrollgruppe ist&gch signifikante Abnahme des
Calciumgehaltes bei allen getesteten Pharmakonktrat®nen nachgewiesen werden. Dies
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war sowohl nach drei als auch nach vier Wochen dakan zu erkennen (Abb.52). Am
starksten fiel das Absinken nach dreiwdchiger Irdtidm bei Konzentrationen von 0,2 auf 0,5
png/ml Ibandronat aus. Eine vierwoéchige Inkubaticrigte einen plétzlichen Abfall des
Calciumgehaltes bei Konzentrationsspriingen von 0 @ bzw. 0,2 auf 0,5 pg/ml

Ibandronat. Insgesamt war die Calcifizierung nagr Wochen im Vergleich zu kirzeren
Zeiten deutlich vermindert.
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Abb. 52: Calciumgehalt der Zellen nach drei und rvi&/ochen Inkubationszeit in
Abhangigkeit von der Ibandronat-Konzentration

4.6.7.2 Alizarinrot-Farbung

Mit steigender Ibandronatkonzentration konnte amngkroskopisch eine deutliche Abnahme
der Mineralisation nachgewiesen werden. Bis zu |[0g2ml Ibandronat kann eine starke
Anfarbung abgebildet werden, bei hoheren Konzeotrah war ein vergleichsweise
deutlicher Rickgang zu beobachten.
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Abb. 53: Mineralisation der Osteoblasten, nachgsene durch Alizarinrotfarbung der
Mineralisationskerne bei verschiedenen Ibandroretiinnungsstufen
a: Kontrollansatz ohne Pharmakonzusatz
b: 0,2 ug/ml Ibandronat
c: 0,5 pg/ml Ibandronat
d: 1 pg/ml Ibandronat
e: 2 pg/ml Ibandronat
f: 5 ug/ml Ibandronat
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Wing ausgesuchter Pharmaka amfvitro
kultivierte primare humane Osteoblasten.

Zunachst erfolgt eine Ubersicht Uber die verwenueWirkstoffe und verwendeten
Wirkkonzentrationen mit Bezug auf pharmakologiscAeswirkungen des jeweiligen
Medikaments. Im Anschluss daran werden die Ergebriler durchgeflhrten Tests in Bezug
auf die Fragestellung erlautert, interpretiert, amtleren Studien verglichen und diskutiert

5.1 Cefotiam (Spizef®)

Cefotiam, auch bekannt unter dem Handelsnamen f&pimt ein Breitbandantibiotikum aus
der Gruppe der 3-Lactamase-Inhibitoren bzw. denetefdruppe der Cephalosporine. Dieses
parenteral und intramuskul&r anwendbare Antibiotikbemmt die Zellwandsynthese sich
teilender Bakterien und wirkt somit bakterizid gegein weites Spektrum sowohl
grampositiver als auch gramnegativer Bakterien.ottah zeigt als Cephalosporin der 2.
Generation eine bessere [-Lactamaseresistenz ingleidr zu den klassischen
Cephalosporinen mit Wirkung gegen grampositive gra@mnegative Bakterien wie bspw.
Staphylokokken, Streptokokken, E.coli, Neisseriei@mophilus, Klebsiellen, Salmonellen
und Shigellen. Angewandt wird Cefotiam bei Atemwed&eichteil-, Hals-Nasen-Ohren-,
Harnwegs-, Haut-, Knochen- und abdominellen Intektn sowie Sepsis mit einer Dosis von
1-2 g, jeweils zwei bis dreimal taglich bei eineaximalen Tagesdosis von 6 g [Rul3, Endres
2009]. Cefotiam wird nicht nur bei bereits besteten Infektionen angewendet. Mehrere
Studien belegen, dass eine praoperative intravendisabreichung von Cefotiam als
sogenannter ,single shot* die postoperative Rateed®@n Wundinfektionen senkt [Wildfeuer,
Mallwitz et al. 1997; Dahlhoff 1998; Schndring, Bko 2003]. Diese prophylaktische
perioperative Anwendung verstarkt insbesondere iachfebiet der Orthopéadie und
Unfallchirurgie die Frage nach deren Auswirkung alén Knochen. Bei einer kurzen
Halbwertszeit von einer Stunde wird das Medikamemtviegend renal eliminiert [Rouan,
Lecaillon et al. 1985; Dahlhoff 1998].

Die Plasmakonzentration von Cefotiam nach intragen@®nwendung einer gangigen Dosis
von je 0,5, 1 oder 2 g Cefotiam, betragt nach edest von 1,98 min zwischen 51,5 pg/ml
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(bei 0,5 g i.v. Bolus Injektion) und 280 pg/ml (&ig i.v. Bolus Injektion). Bei langerer
Einwirkzeit ist die Plasmakonzentration entsprechemedriger [Rouan, Lecaillon et al.
1985]. Nach intramuskuléarer Injektion von 1 g Cefot konnte nach 0,75-1 h eine mittlere
Plasmakonzentration von 16,6 +/- 5,1 pg/ml gemesszden [Rouan, Lecaillon et al. 1985].

Die Untersuchungsreihen dieser Arbeit wurden mihxémtrationen von 0, 25, 50, 100, 250
und 1.000 pg/ml Cefotiam getestet, wobei insbesendie mittleren Verdinnungsstufen von
25, 50, 100 und 250 pg/ml als klinisch relevant emetpen werden konnen. Das breite
Spektrum ist bewusst gewahlt, um mdgliche Auswigemauch bei Hochstkonzentrationen
besser beurteilen zu kdénnen, wenngleich auch emdera Forschergruppe mit insgesamt
niedrigeren Konzentrationen von 0,15 bis 250 pdlefiotiam arbeitete [Brisson, Bryskier et
al. 1985].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdemssd Cefotiam im Bereich der
therapeutisch angewandten Wirkkonzentrationen nuaene geringen Einfluss auf den
Osteoblastenstoffwechsal vitro besitzt.

Die immunzytochemischen Nachweise von ALP, Kollageand Osteocalcin dienen im
Allgemeinen der Typisierung von primaren humanenodtenzellen als differenzierte
Osteoblasten. Die Zellkulturen eines jeden Pagremturden diesbeziiglich einzeln getestet.

Betrachtet man Zellzahl, DNA-Gehalt, Gesamtprageiralt und Apoptoserate, so zeigte sich
auch bei steigender Konzentration ein nur geringerfluss der getesteten Cefotiam-
Verdinnungen auf die Knochenzellen. Interessanisenve waren sogar
proliferationssteigernde Auswirkungen zu beobachtebwohl von Antibiotika, die in
ahnlicher Weise getestet wurden, bisher in derr&ite Gberwiegend hemmende Effekte
beschrieben wurden. So konnten bspw. hemmendeiEsaflvon Vancomycin und Cefazolin
auf die Proliferation und das Wachstum einer MGZ@8kultur gemessen werden [Edin,
Miclau et al. 1996].

Eine Erhoéhung der Proliferationsraten, insbesondexech der Zellzahl, mit der
Inkubationszeit (nach 24, 48, 72 h) liess sichdiein getesteten Konzentrationen erkennen.
Dies liegt vermutlich darin begriindet, dass dielefelmehr Zeit zum Wachstum hatten.
Vergleicht man jedoch die Auswirkungen der unteisdlichen Verdiunnungsstufen des
Medikamentes untereinander, so zeigten Cefotiandmnationen von bis zu 250 pg/ml nur
einen geringen Einfluss auf die Zellzahl. Erst Kemizationen von 1.000 pg/ml Cefotiam
lieRen die Zellzahl signifikant absinken. Da di&zentrationin vivo jedoch kaum erreicht
wird, kann gefolgert werden, dass in therapeutis€lusierung eine Cefotiamtherapie keinen
negativen Einfluss auf die Osteoblastenzahl haas®iErgebnisse entsprechen den von Edin
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et al. gewonnenen Daten, wonach zwei andere Amtibicebenfalls erst bei getesteten
Hochstdosen von 1.000 pg/ml (Cefazolin) bzw. 10.4@0n! (Vancomycin) ein abfallendes
Zellwachstum zur Folge hatten [Edin, Miclau et H96]. Insgesamt ist die Ermittlung der
Zellzahl jedoch eher als grobe Abschatzung anzusetie eine einzelne gezahlte Zelle
aufgrund der Umrechnung auf die Gesamtzellzahlamejligen Well grol3en Einfluss hat.
Zur konkreteren Beurteilung des Zellwachstums badev. Proliferation eignet sich deswegen
die Quantifizierung des DNA-Gehalts und der Prdtemzentrationen der Zellproben. Beide
Parameter zeigten sich in physiologischen Wirkkatragionen kaum beeinflusst von einer
steigenden Cefotiamkonzentration. Wieder hatte @restHochstdosis von 1.000 pg/ml ein
signifikantes Absinken sowohl der Proteinmengedgderst ab 72 h), als auch der DNA-
Menge zur Folge. Da diese Ergebnisse mit der eslt@tt Zellzahl in den entsprechenden
Proben weitgehend ubereinstimmen, bestétigt diesvdiiditat der Zellzahl als Parameter.
Der signifikante Anstieg des DNA-Gehaltes nach 2ékubation kbnnte einen Hinweis auf
einen kurzfristigen positiven Effekt des Pharmakobosi kurzer Einwirkzeit geben.
Interessanterweise zeigte sich eine Steigerung 4deltproliferation mit steigenden
Cefotiamkonzentrationen, wenn man die mitochoneri@ktivitat betrachtet. Nach 24 h
konnte eine Steigerung der ALP-Aktivitat bezogerf a@as Gesamtprotein bereits ab
therapeutischen Konzentrationen von 100 pg/ml bedbawerden, nach 48 und 72 h erst bei
den Hochstdosen von 1.000 pg/ml Cefotiam. Ahnliphaliferationssteigernde Effekte in
hoheren Wirkdosen wurden in der Literatur bei deh@&dlung mit dem Cephalosporin
Cefuroxim  beschrieben [Salzmann, Naal et al. 2007Entsprechend der
Proliferationsparameter sank auch die Apoptoseuatt zeigt diesbeziglich eine positive
Wirkung des getesteten Cephalosporins. Die Zebiedr sank bei steigenden
Cefotiamkonzentrationen bereits im therapeutischrksgimen Bereich von 25 pg/ml
statistisch signifikant Uber alle getesteten Wirkkentrationen. Lediglich eine 72-stiindige
Inkubation zeigte ein verzégertes Absinken bei \&ferb 100 pg/ml Cefotiam. Ein solcher
Effekt ist bisher in der verfugbaren Literatur nagicht beschrieben worden. Ahnlich den
Ergebnissen von Salzmann et al., die Uber steigendetabolismus bei niedrigen
Cefuroximkonzentrationen berichten, zeigte sichhawei einer Behandlung mit Cefotiam die
Zellaktivitat zeitweise positiv beeinflusst. Eingighusnahme ist das signifikante Absinken
bei der héchsten Konzentration von 1.000 pg/ml riaklh, welche nach 72 h jedoch wieder
ansteigt. Ein &hnliches Absinken der ALP-Aktiviti¢i hohen Konzentrationen wurde auch
von anderen Autoren fur Cefuroxim, Gentamicin oéfampicin beschrieben [Isefuku,
Joyner et al. 2001; Isefuku, Joyner et al. 2003zr8ann, Naal et al. 2007]. Ein geringer
Anstieg der Aktivitat lie3 sich bei den niedrigerorgentrationen von 25 und 50 pg/ml
Cefotiam erkennen. Diese stimulierende Wirkung alifimane Osteoblasten im
therapeutischen Bereich wurde bereits fur Clindamyeschrieben, jedoch wies dies auch
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toxische Effekte bei hoheren Dosierungen auf [N&alzmann et al. 2008]. Im Gegensatz
dazu sind hemmende Einflisse von anderen Antilziotile Trovafloxacin oder Rifampicin
bei bereits niedrigen Dosierungen beschrieben fialtPavkovic et al. 2000; Isefuku, Joyner
et al. 2001]. Bestarkt wird die relative Unabhahkgiyy des Osteoblastenmetabolismus von
dem Antibiotikum durch den nur geringen Effekt ai# Calcifizierung der Zellen, welche
nach drei Wochen nicht merklich beeinflusst wurdech nach vier Wochen Inkubation
zeigte sich nur bei hohen Konzentrationen von 28@ @.000 pg/ml ein verminderter
Calciumgehalt in den Zellproben.

Insgesamt hat somit eine Behandlung mit Cefotiam eanen differenziert anzusehenden
Einfluss auf den Zellstoffwechsel der humanen Qsgsten in vitro. In niedrigen
Dosierungen liel3 sich teilweise sogar ein prolifersssteigernder Effekt messen, wenn man
bspw. den MTT-Test oder das Absinken der Apoptdserabetrachtet.
Proliferationshemmende Effekte konnten nur bei hodrkdosen nachgewiesen werden, so
dass dies fur die gebréauchliche Dosierung keindeRagielt. Da in der Literatur tGber einen
stimulierenden Effekt des Cefotiams bislang nichtgkannt ist, sollten weitere
Untersuchungen uber diese Zusammenhénge folgen.

5.2 Ceftriaxon (Rocephin®)

Ceftriaxon, ebenfalls ein Breitenspektrumantibiotik aus der Gruppe der Cephalosporine,
gehort der 3. Generation an. Im Vergleich zu denvamangegangenen Kapitel beschriebenen
Cefotiam zeigt Ceftriaxon ein erweitertes Wirkspekit gegen gramnegative Bakterien und
ist gegen grampositive Bakterien, insbesondere d®seanas aeruginosa und multiresistente
Enterobacteriaceae wirksam [Wenzler, Daschner 208&j orthopédischen Patienten ist
Ceftriaxon bei Harnwegs-, Atemwegs, Haut- und Weidinfektionen oder Sepsis, beli
Knochen- und Gelenkinfektionen sowie vereinzelt perioperativen Prophylaxe indiziert
[Wenzler, Daschner 2001]. Bei einer Halbwertszeih xa. 8 h wird es als Kurzzeittherapie
von ein bis drei Tagen vermehrt im ambulanten Béreingesetzt. Die Ausscheidung erfolgt
Uber Nieren und Galle. Die intravendse bzw. intrakalare Anwendung erfolgt in der Regel
einmal taglich in Dosen von 1-2 g/d. Hieraus ergetieh Plasmakonzentrationen im Bereich
von 81 pug/ml nach i.m. Injektion bzw. 168,1 +/-28.g/ml bzw. 256,9 +/- 16,8 pg/ml nach
einer 30 min vorangegangen i.v. Injektion von 1 b2ng Ceftriaxon [Edin, Miclau et al.
1996; Roche Documed AG 2007].
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In der vorliegenden Arbeit wurden KonzentrationenBereich von 0-1.000 pg/ml Ceftriaxon
getestet, so dass dism vivo erreichten Plasmakonzentrationen unter therametis
Anwendung mit Abweichungen nach oben und untendisichtigt wurden. Insbesondere die
Verdinnungen von 50, 100, 250 pg/ml kénnen somiklahisch relevant bewertet werden.

Zusammengefasst zeigten vorliegende Untersuchumiges, der Einfluss von Ceftriaxon auf
Knochenvorlauferzellen differenziert zu bewerten Asuf die Anzahl der Osteoblasten hatte
eine steigende Ceftriaxonkonzentration kaum einarfluss, es war tendentiell ein nur
geringfugiges Absinken der Zellvermehrung zu erlegnrin der Literatur wurde dies bereits
fur Vancomycin und Cefazolin, einem Cephalosporier d. Generation, beschrieben.
Demnach hatten erst héchste Konzentrationen va@d0QMzw. 1.000 pg/ml Pharmakon eine
Hemmung des Zellwachstums zur Folge, wahrend diedDisten bei geringeren Dosen
nicht wesentlich beeinflusst wurden [Edin, Miclauaé 1996]. Passend dazu konnten bis hin
zu der hochsten getesteten Dosis von 1.000 pg/fttig@n auch hinsichtlich des DNA-
Gehaltes der Kulturen keine signifikanten Untersdki im Vergleich zur Kontrollgruppe
ohne Antibiotikum gemessen werden. Dabei wére teigender DNA-Gehalt der Proben von
24 auf 48 und 72 h aufgrund einer steigenden Zdliat der Zeit zu erwarten gewesen. Da
die DNA-Menge der Proben nach langerer Inkubation #8h im Vergleich zu 24-stiindiger
Anwendung absank, konnte dies ein Hinweis auf fen@tionshemmende Effekte des
Pharmakons mit langerer Einwirkauer sein. Nach &fidy die DNA-Menge in den Proben
wieder an, vermutlich da in der Zwischenzeit eihdiungseffekt eingetreten sein konnte. Der
trotzdem insgesamt nur geringe Einfluss verschied€ephalosporinverdiinnungen auf das
Osteoblastenwachstum lie3 sich auch fur das imngegangenen Kapitel beschriebene
Cefotiam erkennen. Ebenso verédnderte sich das Gasdeain der Zellproben trotz steigender
Ceftriaxonkonzentrationen nicht wesentlich. So taigsich zwar bereits nach 48-stiindiger
Inkubation geringe Tendenzen zu steigenden Praiagentrationen ab 100 pg/ml
Ceftriaxon, diese erreichten jedoch mit einer relabhen Standardabweichung statistisch
keine Signifikanz. Der insgesamt hohere Proteiniyelea Zellen lasst sich am ehesten durch
hohere Proliferationsraten in dem im Folgenden Hrésloenen MTT-Test erklaren. So
bestéarkte der im Anschluss zur Beurteilung derpteliferation durchgefiihrte MTT-Test die
durch Zellzahl, Gesamtprotein- und DNA-Gehalt gememmen Annahmen eines weitgehend
unabhangigen Osteoblastenwachstums von steigeneinagonkonzentrationen. Es zeigte
sich das Bild einer nattrlichen Schwankung. Zudeomnke gezeigt werden, dass die
Zellproliferation erst bei hohen Cephalosporinkaorzaionen von 1.000 pg/ml signifikant
beeinflusst wurde und anstieg, obwohl kein wesgmali Effekt auf den DNA-Gehalt der
Zellen beobachtet werden konnte. Ein Anstieg deliferation im MTT-Test war ahnlich zu
dem Gesamtprotein bereits bei einer 48-stindig&nblation mit 100 pg/ml Cetriaxon zu
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erkennen. Als einzige Ausnahme konnte ein sigmfi&a Absinken der Proliferationsrate
nach eintagiger Inkubation mit 250 pg/ml Ceftriaxtachgewiesen werden. In der Literatur
wurden &hnliche Effekte eines weiteren Cephalosppdes Cefuroxims, bereits beschrieben.
Wahrend geringere Konzentrationen an Cefuroxim kaimen Effekt zeigten, lielRen hohe
Konzentrationen die Proliferation von Osteoblasdesteigen [Salzmann, Naal et al. 2007].
Andere Quellen wiederum belegen bei der Untersugivam anderen Cephalosporinen einen
gegenteiligen Effekt. Demnach soll Cefazolin bspine zeit- und dosisabhéngige hemmende
Wirkung auf das Zellwachstum und die Zellproliférat bei Verdinnungen ab 200 pg/mi
besitzen [Edin, Miclau et al. 1996].

Die hohen Proliferationswerte bei hohen Ceftriakmmzentrationen wurden von einem
Ruckgang des Zelltods begleitet. Dementsprechend dee Apoptose nach 24 und 72 h
Inkubation bereits im therapeutisch wirksamen Bdreion 50 pg/ml bis hin zur héchsten
getesteten Wirkkonzentration von 1.000 pg/ml. Emdgliche Erklarung fur die im Vergleich
relativ niedrigen Zelltod-Werte nach 48 h Einwirkzmag sein, dass viele Zellen nach 24 h
den Zelltod induzieren. So stinden nach 48 h wenfglen zur Verfigung. Die relativ
niedrige Apoptoserate nach 72 h passt ebenfaltieruelativ gestiegenen Zellzahl nach 72 h.
Andere Autoren berichten Uber zytotoxische Effekbei den hdchsten getesteten
Wirkkonzentrationen eines Cephalosporins, wie 2Bi 1.000 pg/ml Cefuroxim, wobei
niedrigere Dosierungen von 50 und 100 pg/ml tegdeeauch einen Abfall der LDH-
Konzentration, welche mit Zellschaden korrelliegjgten [Salzmann, Naal et al. 2007]. Auch
die Zellaktivitat, die anhand der Aktivitdt der AlBto nug Gesamtprotein ermittelt wurde,
blieb relativ unverandert bei steigenden Ceftriakmmzentrationen. Aktivitdtsunterschiede
lieBen sich zwar im Hinblick auf unterschiedlicmkubationszeiten erkennen, so zeigte sich
eine deutlich héhere Zellaktivitat nach drei Tagekubation, jedoch waren diese Werte
statistisch nicht signifikant. Zu Gbertragbaren déingissen kamen Charak et al., die zeigten,
dass Ceftriaxon die koloniebildende Aktivitdt hurearkKnochenmarkvorlauferzellen nicht
unterdrickte [Salzmann, Naal et al. 2007, Charadd)ay et al. 1991].

Ein weiteres Indiz fur einen teilweise stimulierendEinfluss des Ceftriaxons auf den
osteoblastaren Zellmetabolismus stellt die Caleifimg dar. Diese war zu allen
Konzentrationen des Cephalosporins nach dreiwochidg@bationszeit gleichbleibend stabil.
Eine vierwdchige Einwirkzeit bewirkte bereits imetapeutischen Bereichen von 100 und 250
png/ml Ceftriaxon einen Anstieg des Calciumgehattess Osteoblasten. Eine dartiber hinaus
hohere Konzentration des Wirkstoffes lie3 den @ahgehalt jedoch annéhernd unverandert.
Salzmann et al. konnten fur cefuroximbehandeltee@sasten ebenfalls einen Anstieg der
extrazellularen Calcifizierung im Bereich therapseher Wirkkonzentrationen nachweisen.
Bei einer Hochstdosis von 1.000 pg/ml Medikamenhrite auch fur Cefuroxim kein
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vermehrter Calciumgehalt mehr gemessen werden ritéalz, Naal et al. 2007]. Der

histomorphologische Nachweis der Mineralisation geliproben, welcher nach vier Wochen
erfolgte, zeigte einen deutlichen Ruckgang der Kilsationskerne mit steigenden

Konzentrationen. Da jedoch nur kleine Ausschnititghtinikroskopisch erfasst werden

konnten, kann dieser Nachweis lediglich als Absalndg eingestuft werden. Eine weitere
mogliche Ursache fur diesen Verhalt kdnnte eineingere Zelldichte mit steigenden

Konzentrationen nach vierwochiger Inkubation séisgesamt mag es jedoch den Anschein
haben, dass hohere Konzentrationen von Ceftriaxagarsleicht stimulierend auf die

Osteoblasten wirken, insbesondere mit Anstieg d®lifrationsrate im MTT-Test und

Absinken der Apoptoserate.

5.3 Linezolid (Zyvoxid®)

Linezolid aus der Gruppe der Oxazolidinone ent$primm Gegensatz zu den beiden bereits
zuvor beschriebenen Antibiotika Ceftriaxon und @iefo einem Reserveantibiotikum. Sein
Wirkspektrum umfasst grampositive Erreger, insbdsom multiresistente Bakterien wie z.B.
MRSA, MRSE oder VRE. Somit wird es unter anderem Bepsis, Endokarditis,
Katheterinfektionen, Pneumonien und beim orthomddis Patienten zur Therapie der
Osteomyelitis sowie von Endoprotheseninfektionemgesetzt [Ament, Jamshed et al. 2002].
Linezolid hemmt die bakterielle Proteinsynthesectgpezifische Bindung an die Ribosomen
und zeigt somit eine bakteriostatische Wirkung [Rafidres 2009]. Die Halbwertszeit betragt
ca. funf Stunden bei einer renalen und intestin&laascheidung. Die Verabreichung kann
oral und intravends erfolgen, wobei eine Dosieruag 600 mg zweimal taglich Gber 10-14
Tage empfohlen wird [Rufl3, Endres 2009]. Angelemti& Plasmaverteilung bei klinischer
Anwendung von ca 10-20 pug/ml wurden in der vorlredgn Arbeit Konzentrationen von 500,
100, 50, 25, 10 und 0 pg/ml Linezolid getestet [Amdamshed et al. 2002; Duewelhenke,
Krut et al. 2007].

Insgesamt konnte bei systemisch erreichbaren Wirkdwotrationen zumeist kein negativer
Effekt durch die Linezolidbehandlung nachgewiesesrden. Lediglich vereinzelt zeigten
sich proliferationshemmende Auswirkungen im theutigehen Bereich. Hohere
Konzentrationen Uber den klinischen Anwendungsbbrdiinaus, hemmten jedoch den
Stoffwechsel der Osteoblasten.



Diskussion 95

Wahrend die Zellzahl der Proben ohne Pharmakoniinasy entsprechend der
Inkubationszeit zunahm, da den Osteoblasten mahezid® Wachstum bleibt, wirken sich zu
allen Inkubationszeiten Verdinnungen ab 50-100 hgfinezolid geringflgig negativ auf die
Zellzahl aus. Auch andere getestete Antibiotikaytesi eine negative Auswirkung auf die
Zellzahl. So sank die Zellzahl bei den im Rahmereseli Arbeit untersuchten
Cephalosporinen, Ceftriaxon und Cefotiam, ebenfals Werten von 25-200 pg/ml
Antibiotikum. Am deutlichsten erschien dies bei deithsten getesteten Konzentrationen
von 1.000 pg/mil.

Ein starker spezifischer Parameter zur Beurteilwhgy Proliferation der getesteten
Osteoblasten ist der DNA-Gehalt der Zellen. Pasgemdellzahl nahm der DNA-Gehalt der
Proben mit hoheren Pharmakakonzentrationen zun&uhstgeringfiigig ab. 500 pg/ml
Linezolid zeigte jedoch nach drei und sieben Tagjardeutliches Absinken des DNA- sowie
des Proteingehaltes. Somit wirkte diese Verdunmatofs am starksten toxisch auf die
Zellen. Mit kurzer Inkubationszeit von 24 h schidan Effekt auf den DNA-Gehalt am
geringsten zu sein, Verdiinnungen mit 100 pg/ml 2afid zeigten sogar einen signifikanten
Anstieg und somit positiven Einfluss auf die Pradtion der Osteoblasten. Abweichend
hiervon sank nach drei Tagen Inkubation der DNA-&hetier Zellproben im Vergleich zur
Kontrolle. Statistisch signifikant war dies bei d&nnungen von 25 pg/ml Linezolid. Der
Ruckgang des DNA-Gehaltes in den Proben im Verglaor Kontrolle war nur gering
ausgepragt, dennoch sollte dies nicht unbeachadddsi, insbesondere da dnevivo erreichte
Plasmakonzentration der Patienten nur geringfligigitter liegt.Der Gesamtproteingehalt
der Zellproben verhielt sich nach ein und drei Taganlich unspezifisch. Es wurde jedoch
deutlich, dass eine langere Inkubationszeit vonwbsgieben Tagen einen limitierenden
Einfluss auf den Zellstoffwechsel bzw. die Protgiiteese hatte. Da das Absinken bereits bei
niedrigen Konzentrationen Linezolid begann, wie aiehin vivo erreicht werden kdnnen,
sollte hier Anlass zur weiteren Diskussion in Beaud) die Dauer einer méglichen Therapie
mit Linezolid gegeben sein.

Auch der MTT-Test bestatigte eine proliferationshende Wirkung von Linezolid. Diese
trat insbesondere bei hohen Konzentrationen aufwiBden 500 pg/ml Linezolid bei allen
Inkubationszeiten signifikant proliferationshemmerigein Rickgang der Zellproliferation
zeigte sich nach 24-stindiger Inkubation zwar schen Konzentrationen ab 10 pg/ml,
welche im therapeutischen Bereich liegen, bei légrgimkubationszeit war dies jedoch nicht
mehr signifikant nachweisbar. Eine mdgliche Erkigyumag eine Erholung der Zellen tber
die Zeit zu sein. Duewelhenke et al. kamen 2008eam Schluss, dass Linezolid in héheren
Konzentrationen von 240 pug/ml Linezolid die mitondadale Aktivitat beeintrachtigt und
somit hemmend auf Zellproliferation und metabolesehktivitat wirkt. Allerdings wurden
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deren Versuche erst nach zwei Tagen Inkubationdmethgefuhrt [Duewelhenke, Krut et al.
2007]. Im Vergleich zu anderen Antibiotika sank Bi®liferationsrate der Osteoblasten nach
Behandlung mit Linezolid erst bei hohen Konzentratin. So wurden bspw. 20%
proliferationsgehemmte primare humane Osteoblaséerder Behandlung mit schon 20-40
ng/ml  Makroliden, Clindamycin und Rifampicin, getlen. Bei dem Einsatz von
Tetracyclinen und Fluorchinolonen sank die Prodifemsrate erst bei Konzentrationen von
60-80 pg/ml und bei Linezolid erst bei hohen Korteaionen von 240 pg/ml [Duewelhenke,
Krut et al. 2007]. Dazu passend konnte in den gateanStudien eine vermehrte Zytotoxizitat
der hohen Linezolidkonzentrationen aufgrund destidgs des LDH-Gehaltes nachgewiesen
werden. Die Aktivitat der ALP bezogen auf den Prajehalt zeigte ein relativ unspezifisches
Verhalten bei samtlichen Konzentrationsstufen, waloeh hier eine langere Inkubationszeit
von sieben Tagen im Vergleich zu kirzeren Inkubstzeiten zumeist einen Rickgang der
Aktivitat aufzeigte. Einzig hohe Konzentrationennv600 pg/ml lieRen nach sieben Tagen
Inkubation einen Aktivitatszuwachs zu vermerkemeEdreitagige Inkubation zeigte schon
bei 100 pg/ml Linezolid eine Zunahme der ZellakitviAhnlich positiv wirkte sich die
Linezolid-Behandlung im Hinblick auf die Apoptoseraaus. Der programmierte Zelltod
zeigte bei kurzer Inkubationszeit von einem Tageeistatistisch signifikanten Ruckgang bei
Konzentrationen ab 25 pg/ml. Eine langere Einwirtkz®n drei Tagen hatte wiederum
keinen Einfluss auf die Apoptoserate. Diese warwiasder nach sieben Tagen Inkubation bei
50-500 pg/ml Linezolid rucklaufig. Dosisabhangigrveech eine signifikante Verminderung
der Kalzifizierung im Vergleich zur Kontrollgruppehne Pharmakabehandlung zu erkennen.
Die Hemmung der Mineralisation der Osteoblastehdcaon bei geringen Konzentrationen
von 10 bzw. 25 pg/ml Linezolid nach drei bzw. vigvochen Inkubation auf. In
Zusammenschau der Ergebnisse zeigte sich bei Uidggonzentrationen im Bereich der
therapeutischen Wirkkonzentrationen im Bereich ¥625 pug/ml jedoch kaum ein Einfluss
auf die untersuchten Osteoblasten. Teilweise wiskth das Medikament stimulierend auf
den Stoffwechsel der Knochenzellen aus. Ledigliéichiste Konzentrationen, wie sie bei
lokaler Applikation vorkommen konnen, zeigten eineemmenden Einfluss auf den
Zellstoffwechsel. Somit lasst sich sagen, dass jistemische Therapie mit Linezolid
hinsichtlich ihrer Auswirkung auf den Osteoblasteffarechsel durchaus geeignet ist. Bei
systemisch erreichbaren Wirkkonzentrationen konrkein negativer Effekt der
Linezolidbehandlung festgestellt werden. Die neggti Auswirkungen bei hohen
Konzentrationen sollten jedoch bei der lokalen Aggilon, bspw. im Rahmen von
Osteomyelitisoperationen, beriicksichtigt werden.
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5.4 Parecoxib (Dynastat®)

Parecoxib ist ein Analgetikum aus der Gruppe dehtsieroidalen Antiphlogistika (NSAID)
mit Wirkung durch Hemmung der Cyclooxygenase 2.sDit ein Enzym, welches die
Biosynthese von Prostaglandinen katalysiert. Praglandin E2 stimuliert durch Aktivierung
von sowohl Osteoblasten als auch Osteoklasten dexhénstoffwechsel [Baylink, Mohan et
al. 1996; Riendeau, Percival et al. 1997]. Das At und die Osteoblastendifferenzierung
von Knochenmarksvorlauferzellen wird unterstutot,dass die Knochenmasse, -starke und
-dichte und die Rate an Bildung von neuem Knochesteggt [Yang, Liu et al. 1993; Keila,
Kelner et al. 2001; Vuolteenaho, Moilanen et aD&0

NSAIDs werden aufRer zur Schmerztherapie gegenwauah zur Prophylaxe heterotoper
Ossifikationen, bspw. nach Traumata oder Huftgedesdtz, eingesetzt [Miehle 2003;
Vuolteenaho, Moilanen et al. 2008; Akritopoulosp&aannidou et al. 2009]

Die Halbwertszeit ist mit 0,1 h (i.v.) - 0,3 h (i.ymelativ kurz, wobei Parecoxib als Prodrug in
der Leber zu Valdecoxib, dessen Halbwertszeit 8 etrdgt, metabolisiert wird. Die
Elimination erfolgt hepatisch, nur ca. 5% werdes hldecoxib unverandert tber den Urin
eliminiert. Parecoxib wird intramuskular oder inteads als Kurzzeittherapie zumeist mit
einer Dosierung von 40 mg verabreicht, wobei eirmgebBhdchstdosis von 80 mg nicht
Uberschritten werden sollte [Kandagal 2007 ]. DesPakonzentration des Medikamenites
vivo betragt demnach 0,9-18,4 pg/ml [Dimmen, Nordstegtieal. 2009]. In der vorliegenden
Arbeit wurden Konzentrationen im Bereich von 0-30§/ml Parecoxib untersucht, so dass
insbesondere der Bereich von 0,5, 5 und 50 pg/smkiaisch relevant angesehen werden
kann.

In der vorliegenden Untersuchung zeigte sich, damss Behandlung der Osteoblasten mit
Parecoxib die Zellzahl bereits ab Konzentrationem 0,5 pg/ml verminderte. Zu allen
getesteten Inkubationszeiten war die Zellzahl dérdem Coxib behandelten Osteoblasten
geringer als die der Kontrolle. Diese Ergebnisserdlieren mit den Ergebnissen der
veroffentlichten Literatur, wonach Parecoxib eindmemmenden Effekt auf die
Knochenheilung und in diesem Zusammenhang somit autden Osteoblastenstoffwechsel
besitzt [Evans, Butcher 2004; A. Meunier 2006 ]JleAdings wurde in diesen Studien diese
Aussage nach deutlich weniger Untersuchungen wikeiirvorliegenden Arbeit getroffen.

Der DNA-Gehalt der Proben lasst weitere Aussagem dbs Osteoblastenwachstum zu. Nach
einer eintdgigen Behandlung war die Proliferaticr ¢&nochenzellen kaum beeinflusst.
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Sowohl in Bezug auf DNA- und Proteingehalt, als hawauf die mit dem MTT-Test
gemessene Zellproliferation, hatte eine eintagigeha®dlung mit Parecoxib keinen
signifikanten Einfluss auf die Osteoblasten. Eiezigusnahme war das Absinken der
Zellproliferation mit einem Rickgang des DNA-Gebkalbei einer Dosierung von 500 pg/ml
Parecoxib, welche jedoch deutlich Uber dervivo erreichten Plasmakonzentration liegt.
Selbst eine Behandlungsdauer von drei Tagen basgtél die Osteoblastenproliferation
kaum. Bereits 2004 fanden Evans et al. keine neweten Einfluss von Celecoxib, einem
weiteren selektiven COX-2-Hemmer, auf den DNA-Gekiah Osteoblasteim vitro [Evans,
Butcher 2004]. Celecoxib lie3 selbigen im Rahmerdeagr Studien sogar ansteigen
[Arpornmaeklong, Akarawatcharangura et al. 2008¢r Pelativ geringe Einfluss auf die
Proliferation schien sich bei Parecoxib zu besgitigNach drei Tagen sank lediglich die mit
dem MTT-Test gemessene Zellproliferation bei Kotzdionen ab 50 pg/ml. Eine langere
Inkubationszeit von sieben Tagen schien sich jes@gativ hinsichtlich der Zellproliferation
auszuwirken. So wies der DNA-Gehalt nach siebenemagwar erst bei 100 pg/ml
signifikante Einschrankungen auf, doch sanken sowiddh Zellproliferation als auch die
Proteinmenge der Osteoblasten nach einwdchigerrBiéngg deutlich.Die Beobachtungen
korrelieren weitgehend mit Ergebnissen anderer i&tdn denen bspw. fir Celecoxib
ebenfalls eine Proliferationshemmung von Osteobtagtstgestellt werden konnte [Kaspar,
Hedrich et al. 2005]. Diese trat zum einen bereéstherapeutischen Dosen, zum anderen
erst ab einer Behandlungsdauer von drei TagerDaufnegative Effekt war insbesondere bei
hohen Celecoxib-Konzentrationen und mit Dauer dgyoSitionszeit ausgepragt [Wang, Lin
et al. 2004]. Aber auch andere NSAID wie bspw. @fiehac, Indometacin und Ibuprophen
wirken in vitro proliferationshemmend auf Knochenzellen [Ho, Changl. 1999; Matziolis,
Rau et al. 2002].

Obwohl steigende Anwendungsdauer und Konzentratlea Medikamentes mit einem

Ruckgang der Zellproliferation einhergingen, saitkkApoptoserate der Zellen mit steigender
Konzentration. Bereits nach einem Tag Behandlungkmnzentrationen von 50 pg/ml und

mehr Parecoxib gingen weniger Zellen den programeneZelltod ein, als bei geringeren
Dosen. Eine einwdchige Behandlung verminderte dig@optoserate bereits bei

Konzentrationen, wie sie in therapeutischer Dosigrworliegen (0,2 mg/ml). In der

Referenzgruppe ohne Pharmakonzugabe war die Apptesnach einwochiger Behandlung
erhoht. Dies mag am ehesten an einer Kontaktimubge aufgrund vermehrten

Zellwachstums mit der Zeit liegen. Somit konnteehadie erniedrigten Apoptosewerte nach
drei Tagen erklart werden, da die Zellen in derrpizkonfreien Umgebung mit der Zeit

proliferiert sein konnten.
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Die Zellaktivitat bezogen auf die ALP-Aktivitat, igge sich relativ unveréndert bei steigenden
Pharmakonkonzentrationen. Erst Dosierungen vonugfithl Parecoxib hatten ein statistisch
signifikantes Absinken der Zellaktivitat nach diggen zur Folge. Da Konzentrationen von
500 pg/ml deutlich Gber den vivo ereichten Plasmakonzentrationen liegen, schien die
Verabreichung von Parecoxib im Hinblick auf dielZklivitat keine grof3e Rolle zu spielen.
Der Calciumgehalt der Osteoblasten sank nach dobilgér Inkubationszeit bereits ab
klinisch relevanten Dosen von 0,5 pg/ml ParecoxibAb einer Dosierung von 100 pg/ml
Parecoxib zeigte sich im Vergleich zur unbeharaelKontrollgruppe ein weiterer deutlicher
Ruckgang des Calcium-Gehalts. Somit wird die Dddigagigkeit hinsichtlich der Wirkung
des Pharmakons auf den Zellstoffwechsel verdeuatliéhinen negativen Einfluss von
Parecoxib auf die Genexpression in Bezug auf Gedtibnsmarker und Matrixsynthese
beschreiben Pretzsch et al. Allerdings wurden destd in deren Versuchsaufbau mit
Osteoblasten (welche in deren Studie als Cocultuaagelegt wurden) bei kurzen
Inkubationszeiten von 0, 24, 48, 72 h und mit Paxdgakonzentrationen bis zu 100 uM
durchgefuhrt [Schwarting, Pretzsch et al. 2015]e \Wereits fir andere NSAIDs beschrieben,
kann man nach einer noch langeren Inkubationsaeiverliegendem Fall vier Wochen - eine
Reversibilitat dieses Mineralisierungsdefizits emken. In den Versuchen zeigte sich bei
physiologischen Konzentrationen von 0,5-5 pg/ml asogeine Stimulierung der
Mineralisation. Dies konnte Anreiz flr weitere Ursigchungen gebenEine hohere
Dosierung sollte jedoch indikationsabhangig aufdraies hiermit verbundenen Ruckgangs
der Calcifizierung vermieden werden. Unterstutztrdwidiese Annahme durch die
Alizarinrotfarbung der Knochenzellen, in der siche ddeutliche Verminderung der
Calcifizierung nach drei Wochen zeigt. Dimmen etkainnten negative Auswirkungen von
Parecoxib und Indomethacin bei weiblichen Ratteh Thibiafrakturen drei Wochen nach
Beginn einer Frakturheilung nachweisen. In deretl Warden Biegesteifigkeit und die
endglltige Beugung limitiert. Somit empfahlen sigesthezliglich eine postoperative
Vermeidung der entsprechenden Medikamente bzw.eDosgen [Dimmen, Nordsletten et al.
2009]. Andere Studien belegten fur Parecoxib eltksnf@oribergehende inhibitorische
Effekte auf die Knochenheilung, welche als Langdtekte jedoch nicht mehr signifikant
erschienen. In diesem Fall wurde die Frakturheiltdrggenologisch nach 28 und 42 Tagen
beurteilt, so dass dies in zeitlich unterschiedimthRahmen zu den Untersuchungen der
vorliegenden Arbeit steht [Akritopoulos, Papaioamu et al. 2009]. In der Literatur werden
des ofteren hemmende Effekte einer Langzeitbehagdlunit Parecoxib auf den
Knochenstoffwechsel beschrieben, was sich auchhddies in dieser Arbeit durchgefihrten
Tests nicht widerlegen liel3. Trotz scheinbarer Reb#itat der Effekte ist eine langerfristige
Anwendung kritisch zu beurteilen und individuelkzalvagen.
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5.5 Ibandronat (Bondronat®)

Ibandronat ist ein Bisphosphonat, welches hauplisichzur Osteoporoseprophylaxe
eingesetzt wird. Bisphosphonate wirken Uber einentdang der Osteoklastentatigkeit am
Knochen [Kurth, Hovy et al. 2001]. Somit wird eiermmehrter Abbau des Knochens durch
Hemmung der Resorption vermieden und das Serurnoalobrmalisiert. Dieses Pharmakon
ist sowohl fir eine orale, wie auch intraventse Andung geeignet. Weitere wichtige
Indikationen sind die tumorbedingte Hypercalcnowis die Prophylaxe skelettbezogener
Ereignisse bei Knochenmetastasen [Rul3, Endres 2D@®}herapeutische Dosierung betragt
indikationsabhangig zwischen 2-6 mg i.v.. In deteDporosetherapie werden 3 mg i.v. alle
drei Monate oder 150 mg pro Monat oral verordnet, der Hypercalcdmie 2-4 mg als
verdinnte Einmaldosis. Bei Knochenmetastasen viirel ldochstdosis von 6 mg alle drei bis
vier Wochen gegeben (oder nichtern woéchentlich % aral). Die Elimination erfolgt
unveréandert renal bei einer relativ hohen Elimioaghalbwertzeit von 10-16 h. Das nicht
renal ausgeschiedene Ibandronat bleibt vermutlar lange Zeit an den Knochen gebunden,
so dass hier insbesondere die Langzeiteffekte digta werden sollten. Fiur Ibandronat
betragt die Plasmakonzentration nach einmaligeawenoser Injektion von 3 mg Ibandronat
0,582 +/- 108 pg/ml [European-Medicines-Agency 300% Rahmen dieser Arbeit wurden
Konzentrationen von 0, 0,2, 0,5 1, 2 und 5 pg/bbAndronat verwendet. Den
Plasmakonzentrationen bei normaler therapeutisohewendung in vivo sind somit
insbesondere die Werte bei 0,2 und 0,5 pg/ml lkaratrzuzuordnen.

Uberwiegend erscheint lbandronat im Konzentratiensich der klinischen Anwendung
weitgehend unbedenklich hinsichtlich der Auswirkuagf Osteoblasten. Der erwiesene
Ruckgang der Mineralisierung sollte jedoch gendetrachtet werden.

Der Osteoblastenstoffwechsel erwies sich im Hikbhef DNA-Gehalt und ALP-Aktivitat
als relativ unabhéangig von dem Bisphosphonat. 8k dar DNA-Gehalt der Proben erst bei
Konzentrationen von 1 und 5 pg/ml lbandronat na2hh7bzw. sieben Tagen signifikant.
Diese hohen Konzentrationen werden Klinisch jedonitht eingesetzt. Kirzere
Inkubationszeiten konnten sogar bei HOoOchstkonzeotan keine limitierenden
Auswirkungen auf den DNA-Gehalt bewirken. Nach é@ohiger Inkubation war die DNA-
Menge ebenso wie die Zellproliferation gemessenMmT-Test hoher im Vergleich zu
kurzeren Inkubationszeiten. Dies kann zum einersagar stoffwechselanregendem Einfluss
des Medikaments begrindet sein, wofur die im Vableu Kontrolle ohne Pharmakon
erhohte ALP-Aktivitdt pro Gesamtprotein sprechemrde(l als auch damit, dass die Zellen
mehr Zeit zum Wachsen hatten und somit der DNA-Gehsgesamt hoher liegt. Auch auf
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das Gesamtprotein war der Einfluss von Ibandronast@igender Konzentration unspezifisch
zu bewerten. Nach kurzer Inkubationszeit (24 h)nterein stimulierender Effekt bei allen
getesteten Verdinnungsstufen aufgezeigt werdenasténgere Inkubation (72 h) schien
dagegen kaum einen Einfluss zu haben. Nach einech&/dnkubation zeigte sich ein
Absinken des Gesamtproteins, wenngleich erst beemdosierungen von 2 und 5 pg/ml,
wie siein vivo nicht vorkommen. Ahnliche Effekte konnten fiir Aélgonat (ein weiteres
Bisphosphonat) nachgewiesen werden, welches beiikbnzentrationen zelltoxisch wirkte,
wahrend geringere Dosen keinen Effekt auf die Rraltion zeigten [Garcia-Moreno, Serrano
et al. 1998]. Dies wurde belegt fur die Zellzahtuden DNA-Gehalt gemessen anhand von
Tritiumwassereinbau in die DNA der Knochenzelleraf@a-Moreno, Serrano et al. 1998].
Im Hinblick auf die Zellproliferationsrate (gemessgurch den MTT-Test) zeigte sich nach
ein und drei Tagen zunachst ebenfalls keine slgmte Veranderung nach
Pharmakonapplikationen. Einzige Ausnahme war dah dnerapeutisch relevante Wirkdosis
von 0,2 pg/ml lIbandronat. Diese liel3 die Osteoblastignifikant proliferieren und hatte
somit eine stimulierende Wirkung auf die untersanohtKnochenzellen. Lé&ngere
Pharmakongabe von einer Woche liel3 die Prolifematete der getesteten Osteoblasten im
Vergleich zur Kontrolle bei allen getesteten Ph&womkonzentrationen abfallen, wobei der
Effekt bei der klinisch kaum relevanten hohen Dagia 5 mg/dl am deutlichsten erschien.
Insgesamt war die Proliferation jedoch mit der Daoach einer Woche Einwirkzeit im
Vergleich zu kirzeren Zeiten deutlich gestiegen.

Die Aktivitdt der ALP schien weitgehend unabhangan der Konzentration zu sein. So
konnte keine statistisch signifikante Veranderuegjdestellt werden. Es fanden sich lediglich
geringe Schwankungen der Aktivitdt bei unterschibain Konzentrationen. Nach 72 h
Inkubation schienen die Zellen hinsichtlich der ikt der ALP stimuliert zu werden.
Dieser anregende Effekt von Ibandronat auf ZeNeatti konnte auch von Fromigue et al.
belegt werden, die im Vergleich zu anderen Bisphoespten denselben jedoch nur als gering
einstuften. Ausserdem fanden sie einen stimulieeriinfluss von Ibandronat in Bezug auf
die Zellproliferation nach 72 h. Im Vergleich zudanen Bisphosphonaten war der Effekt
jedoch nur gering, da bspw. Knochenzellen durchn@onat schon nach 24 h stimuliert
wurden und Pamidronat keine Auswirkung zeigte. $ashider Effekt von Bisphosphonaten
differenziert zu betrachten. Langere Inkubatiortereivon einer Woche hatten bei eben
genannten Pharmaka einen Ruckgang des Zellwachgsunfolge [Fromigue, Body 2002].
Naidu et al. fanden im Fall von Alendronat und Zolenat, zwei weiteren Medikamente
dieser Gruppe, mit steigender Konzentration eimgmifkant sinkende Zellzahl, wahrend
gleichzeitig TGF-R1 (transforming growth factord@) anstieg [Naidu, Dechow et al. 2008].
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Zusammenfassend lasst sich vermuten dass Ibandnonatherapeutisch wirksamen
Konzentrationen kaum stoffwechselinhibierende BH#ekesitzt. Zu ahnlichen Ergebnissen
hinsichtlich der Wirkung von Bisphosphonaten aubklmenzellen kamen wie bereits erwéhnt
Garcia-Moreno et al., welche fur Alendronat ebdafeine wesentliche Beeinflussung von
Zellproliferation, Lebensfahigkeit oder Mineralagdaung humaner Osteoblasten bei
Konzentrationen von 2x10mol/l nachweisen konnten [Garcia-Moreno, Serrara.€1998].

Die Behandlung mit den haufig verwendeten Bisphospten Alendronat und Risedronat
fuhrte inin vitro Studien zu einer Steigerung der Zellzahl und detrvAat der ALP sowie
den ossaren Differenzierungsmarkern OsteocalcinPEMund Kollagen Typl [Im, Qureshi
et al. 2004]. Jedoch sind mit zunehmender Wirkktwfzentration zelltoxische Wirkungen
der Bisphosphonate auf Osteoblasten bekannt [Ime<Duet al. 2004; Naidu, Dechow et al.
2008]. Passend zu der relativ unspezifischen Wuglaurt die Proliferation zeigt sich auch der
Einfluss auf die Apoptoserate. Es konnte keineiBkgmte Beeinflussung festgestellt werden.
Lediglich bei der H6chstkonzentration von 5 pg/ratim einer Inkubation von sieben Tagen
war die Apoptoserate signifikant hoch. Ansonstem darch das Medikament jedoch kein
relevanter stoffwechselinhibierender Einfluss naetaisen.

Interessanterweise zeigte sich bereits bei thetsmgbuwirksamen Dosen von 0,2 sowie 0,5
png/ml Ibandronat ein statistisch signifikanter Rjmkg des Calciumgehaltes in den
Zellproben. Am deutlichsten war dies bei dem Sprung 0,2 zu 0,5 pg/ml Ibandronat.
Wahrend die Zellen bei 0,2 pg/ml Ibandronat nochemirelativ hohen Calciumgehalt
besalRen, so fiel dieser nach Behandlung mit einesisDvon 0,5 pg/ml, wie sie auch
therapeutisch zum Einsatz kommen kann, deutlich Hidihere Konzentrationen wirkten
ebenfalls limitierend auf den Calciumgehalt derletel Somit ist die Beeinflussung des
Knochenstoffwechsels schon bei therapeutischenedgsyen zu verzeichnen, so dass eine
Anpassung der Dosierung langerfristig Uberdachtdemrsollte und gegebenenfalls weitere
Untersuchungen mit eben diesen grenzwertigen Plkamkanzentrationen erfolgen sollten.
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6 Zusammenfassung

Im Bereich der Orthopadie und Unfallchirurgie wardegelmassig Pharmaka zur Analgesie,
Infektionsprophylaxe oder aufgrund internistischBegleiterkrankungen eingesetzt. Es
erscheint daher unerlasslich, die Auswirkungen hsolc Pharmaka auf den
Knochenstoffwechsel zu erforschen. Bisher finderch sidiesbezlglich nur wenige
wissenschaftliche Publikationen. Daher war es dieser Arbeit, den Einfluss einiger in der
Orthopadie haufig eingesetzter Medikamente, dreitibdotika (Cefotiam, Ceftriaxon,
Linezolid), einem Analgetikum (Parecoxib) sowieeim Bisphoshonat (Ibandronat), auf den
Knochenstoffwechseh vitro zu untersuchen. So wurden Osteoblastenkulturesichitich
der Veranderung der Zellproliferation, der Zellzatks DNA-Gehaltes, des Proteingehaltes
sowie der Aktivitat der ALP und der Zelltodrate ha@harmakapplikation untersucht. Auch
die Calcifizierung unter Pharmakaeinfluss wurdeetsucht. Die Medikamente wurden zu je
funf verschiedenen Konzentrationen und einem Kdiatieatz ohne Pharmakazugabe
untersucht. Zusatzlich erfolgten die Messungenexejls verschiedenen Inkubationszeiten.
Die verwendeten Osteoblasten wurden zuvor intratpergewonnen, isoliert und ein
reprasentativer Zellpool erstellt.

Samtliche getesteten Pharmaka zeigten eine vom sWiifk der Dosierung und der
Anwendungsdauer abhangige Wirkung auf die KnocHamze

Cefotiam besitzt im Bereich der klinisch angewandi@irkkonzentrationen kaum Einfluss
auf den Osteoblastenstoffwechsel. In niedrigen &asigen liel3 sich teilweise ein
proliferationssteigernder Effekt messen, wenn mspwbh den MTT-Test oder das Absinken
der Apoptoserate betrachtet. Proliferationshemmefgdiekte konnten nur bei hohen
Wirkdosen nachgewiesen werden, so dass dies fugebeiuchliche Dosierung keine Rolle
spielt. Da in der Literatur tUber einen stimulierendeffekt des Cefotiams bislang nichts
bekannt ist, sollten weitere Untersuchungen UbesedZzusammenhange folgen.

Ceftriaxon ist hingegen differenzierter zu betrachtinsgesamt mag es den Anschein haben,
dass hohere Konzentrationen von Ceftriaxon leithiudierend auf die Osteoblasten wirken,
insbesondere da die Proliferationsrate im MTT-Tasétieg und die Apoptose sank. Aber
auch die Einwirkzeit scheint eine grol3e Rolle zielsp. Wahrend die Zellzahl, der DNA-
Gehalt und das Gesamtprotein zu jeder Zeit relatbeeinflusst von einer steigenden
Dosierung Ceftriaxon blieben und auch die Aktivititr ALP nicht wesentlich beeinflusst
wurde, zeigten hohe Dosen im klinisch nicht mehevwanten Bereich nach 48h eine
proliferationsstimulierende Wirkung im MTT-Test.ngi kiirzere Anwendungsdauer von nur
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24h jedoch lie3 bereits in systemisch relevantersi@ang (250 pg/ml Ceftriaxon)
proliferationshemmende Einflisse erkennen. Derabbh#éngige Effekt zeigte sich auch in
einem Ruckgang des Zelltodes bei kurzer Anwendwigszahrend nach 72 h die Rate hoher

lag.

Linezolid zeigte bei einer Dosierung, wie sie nactiavendser oder oraler Gabe erreicht
wird, keinen relevanten stoffwechselinhibierendenffeld auf die untersuchten
Knochenzellen. Der Einfluss des Medikamentes besi®@angen, die einer systemischen
Gabe entsprachen, war insgesamt gering ausgepramgijweise konnten
stoffwechselstimulierende Auswirkungen dokumentiert werden. Hohere
Pharmakakonzentrationen, wie sie bei lokaler Agidn vorkommen, hatten jedoch einen
hemmenden Einfluss auf den KnochenstoffwechseOdézoblasten. Das Gesamtprotein sank
mit hoherer Pharmakondosis ebenfalls wie die Zbllzamitierende Effekte der Zellaktivitat
(gemessen im ALP-Test) waren erst nach langerarbiatkonszeit nachzuweisen. Insgesamt
kann Linezolid somit hinsichtlich der Wirkung auérd Knochen bei systemischer Gabe als
gut vertragliches Antibiotikum bewertet werden.

Als haufig im Bereich der Knochenerkrankungen arggates Analgetikum wurde Parecoxib
getestet. In der Literatur werden des oOfteren henad@é&ffekte einer Langzeitbehandlung mit
Parecoxib auf den Knochenstoffwechsel beschrielvas,sich auch durch die in dieser Arbeit
durchgefuhrten Tests nicht widerlegen lie3. So wiar Absinken der Zellzahl sowie eine

verminderte Calcifizierung bereits bei Kklinisch eninter Dosierung zu vermerken.

Hemmende Effekte hinsichtlich der Proliferation kten bei Kurzzeitbehandlung allerdings
nur in hoher Dosierung, wie sie bei klinischer Amgeng nicht vorkommt, aufgezeigt

werden. Bei langerer Einwirkzeit reichte eine ggeiosierung. Im Kontrast dazu steht eine
rucklaufige Zelltodrate bereits bei therapeutisdgeavandten Wirkdosen. Aufgrund wieder
ansteigender Calciumkonzentrationen nach langenereAdung schien der Effekt reversibel
zu sein. In Zusammenschau der Ergebnisse sollee langerfristige Anwendung sowie die

Anpassung der Dosierung kritisch beurteilt undvidiiell abgewégt werden. Hinsichtlich der

Wirkung auf den Knochenstoffwechsel konnte bei &insvon Parecoxib zudem eine

regelmassige Kontrolle (z.B. rontgenologisch) datc@izierung des Knochens in Betracht
gezogen werden.

Ibandronat aus der Gruppe der Bisphosphonate erschuinachst weitgehend unbedenklich
im Bereich der klinischen Anwendung hinsichtlichnge Wirkung auf Osteoblasten. In
Klinisch relevanter Dosierung war die Proliferatiomhezu unabhé&ngig von einer
Pharmakonapplikation. Bei einwéchiger Behandlungriten hinsichtlich DNA-Menge oder
ALP-Aktivitat sogar stimulierende Auswirkungen adfe getesteten Zellen festgestellt
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werden. Eine Reduktion der Proteinmenge zeigte eisth nach einer Woche Inkubation

sowie nur bei hoher Dosierung, wie sie systemischtrerreicht wird. Der Calciumgehalt der

Zellen sank jedoch nach einer Einwirkzeit von dwochen bereits bei therapeutisch

wirksamer Dosierung. Langerfristig konnte im klechen Einsatz eine Anpassung der Dosis
uberdacht werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hinsddie therapeutische Anwendung der
untersuchten Pharmaka bei Knochenerkrankungen iaefmevielschichtigen Wirkprinzip
basiert, dessen einzelne Aspekte weiter untersmetden sollten. Inbesondere beim Einsatz
hoher Konzentrationen sollten die Auswirkungen megeils verabreichten Wirkstoffes auf
den Knochenstoffwechsel im Hinblick auf Dosisanpags Anwendungsdauer sowie
Entscheidung fiir ein bestimmtes Pharmakon beritcgioverden.
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7 Ausblick

Bislang vorliegende Untersuchungen und die Ergsbnidieser Arbeit zeigen, dass die
Auswirkungen von Medikamenten auf den Knochensteffngel nicht unterschatzt werden
sollten und entsprechende Kenntnisse bedeutsam sind

Weiterfihrende Projekte konnten Untersuchungen rmanderen Parametern des
Knochenstoffwechsels wie Osteocalcin, Kollagen ste@pontin oder Bone Sialo-Protein
beinhalten. Desweiteren kénnte die RNA der Zelsalieért werden, um durch Untersuchung
der Genexpression weitere Erkenntnisse Uber ddfwstihsel der Osteoblasten zu erlangen.

Nachdem die Zellkulturen im Rahmen dieser Arbeissahliesslich Osteoblastenkulturen
enthielten, waren im praklinischen Bereich weiteréEhde Tests mit gemischten
Osteoblasten- und Osteoklastenkulturen denkbar, wom der physiologischen
Knochenkonstellation ndher zu kommen.
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9 Anhang

Tab. 6: Standardreihe der p-Nitrophenolat-Konzéiatnan

P-Nitrophenol Reagenz-Puffer (Reagenz 1) Endkonzentration

100 pl Standard-Solution (p-
Mix 1 Nitrophenol-Standard- 900 pl 1uM
Solution; 10pM)

Mix 2 200 pl 200 l 0,5uM
Mix 3 160 pl 240 pl 0,4 uM
Mix 4 120 pl 280 l 0,3uM
Mix 5 80 pl 320 ul 0,2uM
Mix 6 40 pl 360 pl 0,1 uM

Mix 7 oul 350 pl 0,0 uM




Tabellenverzeichnis 116

10 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1 :

Tabelle 2 :

Tabelle 3 :

Tabelle 4 :

Tabelle 5 :

Tabelle 6 :

PatientendatenibersiCht..........co e e e e 18

Plattenbelegung Cefotiam und Ceftriaxon.............cccooeie i iii v, 26
Plattenbelegung LINezolid....... ... e, 27
Plattenbelegung ParecoxXib.............oooi i 28
Plattenbelegung Ibandronat......... ..o 29.

Standardreihe der p-Nitrophenolat-Konzentrationen....................... 115



Abbildungsverzeichnis 117

11 Abbildungsverzeichnis

Abbildung

Abbildung 2 :

Abbildung 3:

Abbildung 4 :

Abbildung 5:

Abbildung 6 :

Abbildung 7 :
Abbildung 8:
Abbildung 9:

Abbildung 10 :

Abbildung 11 :

Abbildung 12:

Abbildung 13 :

Abbildung 14 :

Abbildung 15 :

|_\

Zerkleinerung der Spongiosa und Aussden der @lsten
Knochenchips unter der Laminar Flow Werkbank....................19

Lichtmikroskopische Aufnahmen: Auswachsen von Cstesien aus
den KNoChenChips... ..o e e e 20

Lichtmikroskopische Aufnahme von primaren humanen
OSteODIASTEN. ...t 21

Zahlgitter der Neubauer-Zahlkammer (linkes Bildh der rechten
Abbildung werden lebende, zu zahlende Zellen alsvacze Punkte
dargestellt, tote als weil3e Aussparung.............ooveeveevenvenmennes 31

Eichgerade zur Bestimmung des Gesamt-DNA-Gehaltes.........33

Eichgerade zur Bestimmung des Gesamt-DNA-Gehaltes it

Ibandronat behandelten Zellproben...........cccoocoi i 33
Eichgerade zur Bestimmung des Gesamtproteins......... ..........36
Eichgerade zur Bestimmung der ALP-Aktivitat .......c.............. 38

Eichgerade zur Bestimmung der CalciumkonzentratemProben....40

Eichgerade zur Bestimmung des Calciumgehaltes dietbandronat
behandelten Zellen........ ..., 40

Lichtmikroskopische Aufnahme der Zellproben nachmdeALP-
Nachweis (blau angefarbte Bereiche).............coiiiiiiiiiiiiienn, 46

Lichtmikroskopische Aufnahmen von Osteoblastechn&ollagen-I-
Farbung (rote BereiChe)..........ooiiiii i i e e 46

Lichtmikroskopische  Aufnahmen zum Nachweis der ichtl
angefarbten Osteocalcinablagerungen................c.ccooviviiinnea a7.

Zellzahl nach Applikation von Cefotiam nach 24, 48 h. Die
Séaulenzeigen die absolute Zellzahl zu den angegeben
Untersuchungszeitraumen und Cefotiam-Konzentratione. ......... 48

DNA-Gehalt der Zellproben in Abhangigkeit von deref@iam-
(00 V74T 1 (= 11 [0 o T 49



Abbildungsverzeichnis 118

Abbildung 16 :

Abbildung 17 :

Abbildung 18 :

Abbildung 19 :

Abbildung 20 :

Abbildung 21 :

Abbildung 22 :

Abbildung 23 :

Abbildung 24 :

Abbildung 25 :

Abbildung 26 :

Abbildung 27 :

Abbildung 28 :

Abbildung 29 :

Abbildung 30 :

Abbildung 31 :

Cefotiamabhangige Verédnderungen der Zellproliferatigemessen
anhand der EXtiNKON.........ooii e, 50

Proteingehalt der Zellproben in Abhangigkeit vder Cefotiam-
(e aV4= g1 1= 11 (0] o F P 51

Caspaseaktivitat der untersuchten Osteoblastemlvidgigkeit von der
Cefotiam-KONZENTratiON. ........... e e e e e e eeeeeeeneenaees 52

Zellaktivitat bezogen auf die Proteinkonzentratider jeweiligen
Pharmakonkonzentrationnach Cefotiam-Behandlung................. 53

Calciumgehalt der Osteoblastenkulturen in Abhéngigkvon der

Cefotiam-KoNzentratioN... ... ..o o e e e e e e e e e 54
Alizarinrotfarbung der mit Cefotiam behandelten
OStEODIASTEN . .. oo e e e, 55

Zellzahl in Abhangigkeit von der Ceftriaxon-Konzeation nach 24, 48
UNA 72 N e e e e e e e e e e 56

DNA-Gehalt der Zellproben in Abh&ngigkeit von deefttiaxon-
(100 V74T (= 11 0] o 57

Ceftriaxon-abhéngige Veranderungen der Zellpraiien gemessen
durch EXtiNKtONSWEITE........o v e 58

Gesamtproteingehalt der Zellproben in Abhangigkeion der
Ceftriaxon-Konzentration..............c.cccoveveiieieiieie i e eeneeneen.. 09

Caspaseaktivitat gemessen anhand der LumineszeZeltigroben bei
verschiedenen Pharmakakonzentrationsstufen...................... 60

ALP-Aktivitat bezogen auf das Gesamtprotein in d&llproben in
Abhangigkeit von der Ceftriaxon-Konzentration............cc.........61

Calciumgehalt der Osteoblastenkulturen in Abhdkgjig von der

Ceftriaxon-Konzentration  nach drei bzw. vier Wathe
INKUDAIIONSZEIL. .. oot e e e e e e e e e i 62
Alizarinrotfarbung der mit Ceftriaxon behandelten
OStEODIASIEN. ..o 63
Zellzahl in Abhangigkeit von der
Linezolidkonzentration...........c.covvioiee e ciieennn.....04

DNA-Gehalt der Zellproben in Abhéangigkeit von deinézolid-
(0] V4 =T o1 (= 11 0] o F 65



Abbildungsverzeichnis 119

Abbildung 32 :

Abbildung 33 :

Abbildung 34 :

Abbildung 35 :

Abbildung 36 :

Abbildung 37 :

Abbildung 38 :

Abbildung 39 :

Abbildung 40 :

Abbildung 41 :

Abbildung 42 :

Abbildung 43 :

Abbildung 44 :

Abbildung 45 :

Abbildung 46 :

Abbildung 47 :

Linezolidabhangige Veradnderungen der Zellprolifierat gemessen
anhand der EXtiNKtioN...... ... 66

Gesamtproteingehalt der Osteoblasten in Abhangigkein der
Linezolid-Konzentration...........c.oooiiiiiii i i e e e e 67

Caspaseaktivitat der Zellproben in Abhangigkeit waer Linezolid-
(0] V4= o1 (= 11 0] o 68

Einfluss von Linezolid auf die Zellaktivitdt pro &mmtprotein der
getesteten Osteoblasten ... 69

Calciumgehalt der mit unterschiedlichen Linezolidrgentrationen

behandelten Zellproben...........oooii i 70
Zytochemischer Nachweis der Mineralisation durclz&inrotfarbung
der Zellproben (Linezolid)..........covviiiiiiii e 71
Zellzahl in Abhangigkeit von der Parecoxib-Konzation ............. 72

DNA-Gehalt der Zellproben in Abhéangigkeit von dear&coxib-
KONZENTIALION. ... e e e e e 73

Parecoxibabhangige Veranderungen der Zellprolifamatgemessen
anhand der EXtiNKLON...... ..o e 74

Gesamtproteingehalt der Osteoblasten in Abhangigkein der
Parecoxib-Konzentration................ccooo i 75

Caspaseaktivitat der untersuchten Osteoblastemiv@idgigkeit von der
Parecoxib-Konzentration.............c.coo oo 76

Zellaktivitat bezogen auf das Gesamtprotein nachredeib-
Behandlung.........ccoooiii e U T

Calciumgehalt der Zellproben nach drei bzw. vier dhen in

Abhangigkeit von der Parecoxib-Konzentration...................... 78
Mineralisation der Osteoblasten, nachgewiesen durch
Alizarinrotfarbung der Mineralisationskerne bei satiedenen
Parecoxib-Verdinnungsstufen............c.coccevvii i i, 79

Absolute Zellzahl in Abhangigkeit von verschiedentdyandronat-
Konzentrationen.............ooooviii i e e ne .. 80

Gesamt-DNA-Gehalt der Zellproben in Abhangigkeit nvader
Ibandronat-Konzentration.............coouve i ie i e e 81



Abbildungsverzeichnis 120

Abbildung 48 :

Abbildung 49 :

Abbildung 50 :

Abbildung 51 :

Abbildung 52 :

Abbildung 53 :

Ibandronatabhangige  Effekte auf die ZeIIprollfeml gemessen
anhand der Extinktion.. e ..82

Gesamtproteingehalt der Osteoblastenproben in Apbieit von der
Ibandronat-Konzentration.............cooviiicie i i 83

Caspaseaktivitat der Zellproben in Abhangigkeit @t Ibandronat-
KONZENTIALION. ... ..o e e e e e e eeena 84

Zellaktivitat der Osteoblasten bezogen auf das @gsatein nach
Ibandronatbehandlung...........cccoiii i, 85

Calciumgehalt der Zellen nach drei und vier Wochkubationszeit in
Abhé&ngigkeit von der Ibandronat-Konzentration..................... 86

Mineralisation der Osteoblasten, nachgewiesen durch
Alizarinrotfarbung der Mineralisationskerne bei sahtiedenen
Ibandronat-Verdinnungsstufen.............coooiiiiiiiiiii 87



Danksagung 121

12 Danksagung

Fur die Mitwirkung an der Entstehung dieser Arloeibke ich

Herrn Professor Dr. Reiner Gradinger und seinem Nachfolgeiierrn Professor Dr.
Rudiger von Eisenharth-Rothe Direktoren der Klinik fir Orthopadie und Sportarpadie
der TU Minchen, die es mir erméglichten, die Arbeithrer Klinik unter hervorragenden
Arbeitsbedingungen in den orthopadischen Zellkldtoren zu erstellen.

Mein besonderer Dank gilt

Herrn Privatdozent Dr. Rainer Burgkart fir die grol3artige Unterstlitzung, Motivation, ein
immer offenes Ohr, nicht zuletzt fir die sehr ge&treuung und die wunderbare Atmosphére
bei der Arbeit,

Dr. Johannes Schauwecker fir die aul3erst kompetente Beratung in fachlichen
Angelegenheiten, die sehr gute Zusammenarbeit uettel®uing bei der Planung und
Niederschrift der Arbeit,

Frau Jutta Tdbel fur die sehr gute Einarbeitung in die Zellkultatiaiken, die
ausgezeichnete Zusammenarbeit und UnterstitzungldreDurchfiihrung der praktischen
Untersuchungen sowie ihr aussergewohnliches Engagiem

Dr. Gian Salzmannfur die Beratung in fachlichen Angelegenheiten,
sowieHerrn Tibor Schuster fir die Beratung in statistischen Fragestellungen.

Desweiteren méchte ich dem Operationsteam deskgilims Rechts der Isar, Minchen, sowie
den beteiligten Patienten fur die Uberlassung desddéenmaterialien danken.

Meinen Eltern, Hans und Isolde Kalinowski, dankie fir ihre grof3artige Unterstitzung in
jeglicher Hinsicht.



Lebenslauf 122

13 Lebenslauf

Ivonne Kalinowski

Geboren am 30.03.1982 in Freising

Schulabschluss

Juni 2001 Allgemeine Hochschulreife, Carl-Orffi@yasium, UnterschleiRheim

Studium

10/2001-10/2002 Technische Universitat Minchenihéfestephan
Studium der Biologie

10/2002-4/2003 Technische Universitat Minchen
Studium Technologie- und Managementorientierte
Betriebswirtschaftslehre

4/2003-6/2009 Ludwigs-Maximilians-Universitat Milren
Studium der Humanmedizin

Praktisches Jahr  Chirurgie: Nepean Hospital, Sydney, Australien #idikum Dachau
Innere Medizin: limtalklinik, Pfaffenhofen
Orthopadie: Universitatsklinikum Grof3hadern, Mincthe

06/2009 Arztliche Prifung
Promotion
Seit 2006 Promotion am Klinikum Rechts der Isar der experimentellen

Forschung der Klinik fir Orthopadie und Unfallchigie der TU
Munchen, PD Dr. Rainer Burgkart

Berufserfahrung

11/2009-04/2010 Assistenzarztin Innere Medizirafdologie, Klinikum Dachau
06/2010-04/2012 Assistenzarztin in der Orthopéadiadlinik Tegernsee
04/2012-04/2014 Assistenzéarztin Innere Medizinnkiim Martha Maria Minchen

Seit 05/2014 Assistenzarztin Arbeitsmedizin, MediCFlughafen Minchen



