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REFERAT UND BIBLIOGRAFISCHE BESCHREIBUNG

Die hochauflésende Ultraschallmikroskopie gewinnt in der medizinischen Forschung
zunehmend an Bedeutung. In der vorliegenden Arbeit wurden mit Ascorbinsaure (50 pg/ml)
und Vitamin D3 (10 nmol/l) sowie der Kombination beider Substanzen stimulierte humane
Osteoblasten mit dem akustischen Rastermikroskop KSI SAM 2000 bei einer
Arbeitsfrequenz von 900 MHz untersucht. Mit Hilfe des Cell-Analysis-Verfahrens wurde ein
quantitatives Auswertungsverfahren zur Bestimmung der morphologischen und akustischen
Parameter Zelldicke, Schallgeschwindigkeit und des Schallschwéachungskoeffizienten in der
nuklearen, perinukledren und peripheren Zone erstmals an humanen Osteoblasten
angewandt. Es wurde festgestellt, dass das Cell-Analysis-Verfahren eine sichere
Zelldickenbestimmung nur fir d > 1 pm gestattet. Eine signifikante Abhangigkeit der
Zellparameter von der Kulturdauer konnte nicht festgestellt werden. Die deutlichsten
Veranderungen der Zellparameter traten in der perinuklearen Zone auf. Dabei verminderte
sich bei Stimulation mit Vitamin D; die mittlere Zelldicke um 37 % und die mittlere
Schallgeschwindigkeit erhéhte sich um 8 %. Der mittlere Schallschwachungskoeffizient
nahm bei der Kombinationsstimulation um 88 % zu. Mit der Kkonfokalen
Laserscanningmikroskopie wurde gezeigt, dass der Kalziumgehalt in der perinukledren Zone
humaner Osteoblasten am gréBten ist. Es kann vermutet werden, dass die Veranderungen
der Zellparameter sowohl durch strukturelle Anderungen wie eine Veradnderung des
Zytoskeletts als auch des Kalziumgehalts vor allem im Endoplasmatischen Retikulum
verursacht werden. Weiterhin wurde mit allen verwendeten mikroskopischen Verfahren
(Lichtmikroskopie, Fluoreszenzmikroskopie, akustische Rastermikroskopie) in der
perinukledren Zone das Auftreten von Granulationen beobachtet. Eine Ursache dieser
Granulationen und ein méglicher Einfluss auf die akustischen Zellparameter lieBen sich nicht
eindeutig feststellen.

Insgesamt steht mit der akustischen Rastermikroskopie in Kombination mit dem Cell-
Analysis-Verfahren ein leistungsfédhiges Instrument zur quantitativen Bestimmung

morphologischer und akustischer Parameter von Zellen in vitro zur Verfigung.

Klemenz, Friedemann: Untersuchung stimulierter humaner Osteoblasten mit

akustischer Rastermikroskopie

Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 75 Seiten, 2008
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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Die akustische Rastermikroskopie

Die Verwendung von hochauflésendem Ultraschall in der medizinischen Forschung
stellt eines der jungeren Kapitel der mikroskopischen Verfahren dar. Erste
experimentelle Versuche mit Hochfrequenzultraschall unternahm SokoLov [94]
schon in den vierziger Jahren des vergangenen Jahrhunderts in Leningrad. Das
erste akustische Rastermikroskop (Scanning Acoustic Microscope, SAM) wurde
1974 von LEMONS und QUATE [63] an der Stanford University (United States of
America) gebaut. Haupteinsatzgebiet der akustischen Rastermikroskopie war die
Untersuchung von Mikrostrukturen lichtundurchldssiger Stoffe und deren
elastomechanischen Eigenschaften, so dass ihre Anwendung anfénglich
hauptsachlich in der Werkstoffprifung und Materialwissenschaft erfolgte. Das
Verfahren wird bis in die Gegenwart weiterentwickelt und entsprechende Gerate von
einigen Firmen kommerziell vertrieben. Eines dieser Systeme ist das in den
vorliegenden Untersuchungen verwendete Mikroskop KSI SAM 2000 (Kramer
Scientific Instruments, Herborn, Deutschland).

Die akustische Rastermikroskopie findet auch in der medizinischen
Forschung, beispielsweise an Grenzflachenuntersuchungen kunstlicher Implantate
wie Gelenke oder Zahne [25] sowie Untersuchung von Knochen [61,83], zur
Bestimmung der elastischen Materialeigenschaften Anwendung. Weiterhin kann sie
Hinweise zur Biokompatibilitdt verschiedener Werkstoffe und Oberflachenformen
liefern [99]. Ergebnisse aus diesen Studien flieBen in das Design und die
Materialauswabhl flir Endoprothesen maBgeblich mit ein.

Die Darstellung elastischer Eigenschaften von biologischem Gewebe durch
die akustische Mikroskopie stellt insbesondere wegen ihres zerstérungsfreien
Charakters  fur  unterschiedliche  Fachdisziplinen  weitere  interessante
Anwendungsmdglichkeiten dar. Erste Untersuchungen von biologischen Zellen
mittels akustischer Mikroskopie wurden schon 1975 beschrieben und insbesondere
von BEREITER-HAHN [49,59,96] weiterentwickelt.

Da fur die Untersuchung von Zellen oder Geweben mit der akustischen
Rastermikroskopie keine Farbungen oder Fixierungen notwendig sind, kénnen auch
Verlaufsuntersuchungen an  lebenden  Zellen  Uber einen  langeren
Beobachtungszeitraum durchgefihrt werden. Dazu gehdren die Untersuchung der

1



Einleitung

Motilitat von Zellen [96], der zeitlichen Veranderungen des Zytoskeletts sowie auch
der zellularen Reaktionen auf Vitamin-Stimulation, die in der vorliegenden Arbeit

betrachtet werden sollen.

1.2 Ziele der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Erprobung eines quantitativen Verfahrens der
akustischen Rastermikroskopie zur Bestimmung von morphologischen und
akustischen Zellparametern wie Zelldicke, Schallgeschwindigkeit und des
Schallschwéachungskoeffizienten an stimulierten humanen Osteoblasten in vitro.

FOnf Schwerpunkte lassen sich zusammenfassen:

1. Auswahl geeigneter Versuchs- und Kulturbedingungen zur Untersuchung
von humanen Osteoblasten in Langzeitversuchen mit der akustischen
Rastermikroskopie.

2. Auswahl geeigneter Stimulanzien zur Verdnderung der intrazellularen
Kalziumkonzentration beziehungsweise einer extrazelluldaren Kalzium-
abscheidung.

3. Auswahl charakteristischer Zellorte zur Bestimmung von morphologischen
und akustischen Parametern mit dem Cell-Analysis-Auswertungsverfahren.

4. Bestimmung der morphologischen und akustischen Parameter sowie
Darstellung deren zeitlicher Veradnderungen in stimulierten humanen
Osteoblasten mit akustischer Rastermikroskopie.

5. Darstellung der Kalziumverteilung in stimulierten humanen Osteoblasten mit
konfokaler Laserscanningmikroskopie.

1.3 Der Osteoblast

Osteoblasten (griechisch: ostéon = Knochen, blastein = bilden, hervorbringen) sind
in vivo mit einer Lange von zirka 25 um relativ groBBe, einkernige Zellen [31]. Die
ZellgréBe variiert jedoch in unterschiedlichen Zellkulturen und unter verschiedenen
Kulturbedingungen sehr stark. In der vorliegenden Untersuchung konnten Zelllangen
von teilweise Uber 80 um ermittelt werden. Das Zytoplasma der humanen
Osteoblasten ist stark basophil. Im Verlauf der Synthesephasen wechselt ihre Form
in vivo von einer bei Inaktivitdt flachen zu einer in der aktiven Phase iso- bis
hochprismatischen Gestalt [57]. Osteoblasten sind durch eine hohe Aktivitat der

2
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alkalischen Phosphatase charakterisiert. Elektronenmikroskopisch fallen ihr stark
ausgepragtes Endoplasmatisches Retikulum (ER), der Golgi-Apparat und freie
Ribosomen auf. Durch letztere erklart sich die Basophilie der Zellen. Mit
Adharenskontakte, bestehend aus Cadherin 11, N-Cadherin, Connexin 43 und
Maculae occludentes, stehen die Zellen untereinander in Kontakt [9]. Diesen Kontakt
ermQglichen feine zytoplasmatische Fortsatze (siehe Abbildung 3-1). Die
Vorlauferzellen der Osteoblasten sind die Osteoprogenitorzellen  des
mesenchymalen Stromazellsystems des Knochenmarks. Sie werden als fibroblasten-
ahnliche Zellen bezeichnet.

Osteoblasten spielen eine bedeutende Syntheserolle. Sie synthetisieren unter
anderem die organischen Bestandteile der Knochengrundsubstanz, Kollagen Typ |,
Proteoglykane, kollagene Proteine, wie Osteokalzin und Osteonektin,
Wachstumsfaktoren, Prostaglandine und Kollagenasen. lhre Lebenszeit betragt
zwischen einer und zehn Wochen [31]. Danach gehen sie durch Apoptose zugrunde
oder leben als ,bone lining cells“, den so genannten ,ruhenden Osteoblasten” weiter.
Auch die Wandlung zu Vorlauferzellen der Osteoblastenreihe wird diskutiert [57]. Die
Mehrheit der Osteoblasten mauern sich in vivo durch die weitere Produktion von
Osteoid, der Knochengrundsubstanz, ein und werden dann Osteozyten genannt.
Osteozyten werden definiert als vollstdndig vom Osteoid umgebene Osteoblasten.
Sie sind langliche, mandelférmige und zytoplasmaarmere Zellen mit
chromatinreichem Zellkern [57]. Im Gegensatz zu Osteoblasten besitzen sie eine
verminderte Stoffwechselaktivitdt und Syntheseleistung, was sich in ihrem geringeren
Gehalt an Zellorganellen wie das Ergastoplasma, der raue, mit Ribosomen besetzte
Teil des Endoplasmatischen Retikulums, oder den Mitochondrien widerspiegelt [16].
Das Osteoid besteht zu etwa 50 % aus Mineralien, 25 % aus organischen
Verbindungen und zu etwa 25 % aus Hydratationswasser. Die Mineralien enthalten
zu zirka 50 % anorganisches Phosphat und 35 % Kalzium. Die Ubrigen Anteile
verteilen sich auf Zitrat, Karbonat (6 - 7 %), Nitrat, Natrium, Magnesium, Fluor sowie
Spurenelemente. Die Mineralien liegen als Apatitkristalle, den hexagonal
aufgebauten Kalziumphosphatverbindungen, vor. Den gréBten Anteil daran hat der
Hydroxylapatit [57].

Osteoblasten besitzen eine Vielzahl von Rezeptoren, beispielsweise fir
Vitamin D3, Parathormon, Glukokortikoide, Sexualhormone, Wachstumshormon,
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Schilddriisenhormone, fir Zytokine wie Interleukine 1I-1, 1I-6, TNF-alpha, IGF,
TGF-beta, BMP, FGF, PDGF und VEGF [81] sowie Prostaglandine.

1.3.1 Der Kalziumstoffwechsel

Die Aktivitat von Osteoblasten kann durch verschiedene Hormone wie Parathormon,
Wachstumshormon (GH), Ostrogene, Androgene, Cortisol, Ascorbinsiure und
1a, 25-Dihydroxycholecalciferol beeinflusst werden [9]. Auch Fluoride kénnen als
osteoanabole Substanzen die Osteoblastenaktivitat verdndern [62]. Das
Wachstumshormon férdert die Proliferation von osteogenen Zellen und die
Mineralisation des Knochens [9,91], Ostrogene und Androgene begiinstigen ebenso
eine Mineralisation [72,76]. Cortisol hat eine antiosteogene Wirkung, es wird aber
zudem flr die Triggerung der Osteoblastendifferenzierung essentiell verantwortlich
gemacht [28]. Das Parathormon ist ein in der Glandula Parathyroidea gebildetes
Polypeptid. Gemeinsam mit seinem Antagonisten Calcitonin reguliert es die
Kalziumhomdéostase. Bei zu niedrigem Kalziumspiegel werden durch das
Parathormon die Osteoklasten zum Abbau des Knochens, dem grdBten
Kalziumspeicher des Organismus, angeregt. In Folge kommt es zur Erhéhung des
freien Kalziums im Blut. Weiterhin wird direkt in der Niere die tubulare Resorption von
Kalzium  geférdert und indirekt Uber die Stimulation der renalen
1,25-Dihydroxycholecalciferol-Synthese die intestinale Kalziumresorption beglnstigt.
Synergistisch zum Parathormon wirkt das Vitamin D3 - Calcitriol. Es wird zu 80-90 %
mit Hilfe des Sonnenlichtes in der Haut aus 7-Dehydrocholesterol, dem Provitamin
D3, gebildet. Der Ubrige Tagesbedarf kann durch die Nahrungsaufnahme gedeckt
werden. Nach Transport in die Leber wird das Vitamin D3 an Mikrosomen durch die
25-Hydroxylase zu 25-Hydroxycholecalciferol hydroxyliert. AnschlieBend erfolgt eine
weitere Hydroxylierung in der 1a-Position in den proximalen Tubulusepithelien der
Niere. Die 1a-Hydolase gehért zu den CYP-450 Isoenzymen (27B1) [82].
1a-Hydroxylierung wurde in geringen Mengen auch in anderen Zellen und Geweben,
wie zum Beispiel in Plazenta, Gehirn, Keratozyten [36], Makrophagen [8] und in nicht
kleinzelligen Lungenkrebszellen [54] nachgewiesen. Man vermutet dabei unter
anderem lokale para- und autokrine  Wirkungen [12,48] bei der
Gewebedifferenzierung. Die nach der Hydroxylierung entstandene Form ist die
biologisch aktive Form des Vitamin D3 das 1a, 25-Dihydroxycholecalciferol.
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1.3.2 Kalzifizierungstheorien

Fir den Kalzifizierungsprozess wurden in der Literatur zwei unterschiedliche
Mechanismen vorgeschlagen. Bei der epitaktischen Mineralisierung kommt es zum
Ausfallen  der  anorganischen  Knochenbestandteile als  Hydroxylapatit
(Ca10(PO4)s(OH)2) oder Hydroxylapatit-ahnlicher Verbindungen an
Kristallisationskeimen im submikroskopischen Bereich an den Kollagenfibrillen. Als
Kristallisationskeime dienen kleine Kalziumphosphatkristalle. Diskutiert werden aber
auch Matrixproteine, wie das Bone-Sialoprotein, welches durch seine chemische
Struktur mit Hilfe seiner sauren Gruppen Kalziumionen konzentrieren kann und so
als Kristallisationskern wirkt. Die Kristalle vergroBern sich (kleinere Kristalle haben
eine GroBe von zirka 20 x5x 1,5 nm [57]) und bilden immer gréBer werdende
plattchenférmige Gebilde, die langs an oder in den Kollagenfibrillen verlaufen [16].

Ein anderer Weg der Kalzifizierung kann Uber die Abschniirung von Matrix-
Vesikeln erfolgen [16,57]. Die Matrix-Vesikel enthalten unter anderem Kalzium
bindende Proteine wie Calbindin-Dgx und Kalzium bindende Phospholipide wie
Phosphatidylserin. Im Inneren der Vesikel wurden kristalline Kalzium-
Phosphatverbindungen nachgewiesen. Diese vergrdBern sich und kénnen, nachdem
sie die Vesikel gesprengt haben, wiederum als Kristallisationskeime dienen [9].

1.4 Ausgewahlte Untersuchungsverfahren von Zellen und deren
Eigenschaften

1.4.1 Ultraschallverfahren

Die Charakterisierung und Darstellung von biologischem Gewebe und Zellen kann
durch verschiedene akustische Verfahren erreicht werden. Schon 1985 wurden
mittels hochauflésender akustischer Mikroskopie XTH-2 Zellen durch BEREITER-HAHN
dargestellt [49].

Durch Verwendung des Phasenkontrastverfahrens bestimmte BEREITER-HAHN
mittels akustischer Mikroskopie im Gigahertzbereich zelluldre und akustische
Parameter wie Zelldicke, Schallschwachung und Impedanz [65] an XTH-2- oder 3T3-
Zellen. Dabei entstehen durch Interferenz der von der Zelloberflache und der vom
Substrat reflektierten Signale charakteristische Interferenzringe (Abbildung 1-1).
Diese durch Schallausléschung und Schallverstarkung aufeinander folgenden hellen

und dunklen Ringe erscheinen immer bei einer Zelldickenéanderung von einem Viertel
5
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der akustischen Wellenlange (M4). So konnte BEREITER-HAHN aus der Zahl der
Interferenzringe unter bestimmten Bedingungen die Zelldicke bestimmen [49].
Voraussetzung fur die Anwendung dieses Verfahrens ist die Differenzierbarkeit der
einzelnen Interferenzringe. In den Uberwiegenden Zellbereichen mit langsam
ansteigendem Profil sind die Interferenzringe gut differenzierbar. Damit ist eine
genaue Hoéhenabschatzung mdoglich. An steilen Kanten wie in der Nahe des
Zellkerns  kann diese Vorrausetzung nicht erfillt werden. Daher ist die
Hbéhenbestimmung mit dieser Methode in der Nahe des Zellkerns oft nur

eigeschrankt nutzbar.

Abbildung 1-1 Amplitudenbild 0,98 GHz XTH-2 Zellen
[59].

Die Bestimmung der Zelldicke kann auch mit dem so genannten Puls-Echo-
Verfahren unter Verwendung kurzer Ultraschallpulse erreicht werden [98]. Dazu
wurden Fibroblasten bei 450 beziehungsweise 500 MHz untersucht. Es erfolgt die
zeitliche Auswertung der reflektierten Signale. Dabei wurde der Laufzeitunterschied
zwischen Signalen der Zelle und Signalen des Substrats ausgewertet. Erreichbar ist
durch eine zeitliche Auflésung von 4 ns eine longitudinale Auflésung von 3 um.

Ein anderes Verfahren besteht in der Untersuchung der Frequenzabhangigkeit
der reflektierten Signale. Dabei verwendeten KunNDU et al. [59] phasen- und
amplitudensensitive  Ultraschallmikroskope. Die Proben wurden in einem
Frequenzbereich von 980 - 1100 MHz in 20 MHz Schritten bei konstantem Abstand
zwischen Linse und Objekt abgetastet. Fir jede Position wurde eine V(f) Kurve (das
bedeutet Signalspannung in Abhéangigkeit von der Sendefrequenz) erstellt. Der
Vorteil des Verfahrens besteht darin, dass die Signalqualitat bei der Messung sehr
hoch ist, weil die Messungen im Fokus der Linse erfolgen. Basis fur die theoretische
Beschreibung des Verfahrens ist die akustische Schallausbreitung an mehreren
dinnen Schichten als Modell fur biologische Zellen.
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Die Kombination aus akustischem Mikroskop und konfokalem
Laserscanningmikroskop an einem Untersuchungsplatz stellt ein weiteres Verfahren
zur Untersuchung der elastomechanischen Eigenschaften dar. Das Verfahren wurde
von WEISS et al. vorgestellt [100]. Es wurde entwickelt, um besonders diinne Zellen
(um 1um) darzustellen. Bei diesen Zelldicken und nur geringen
Zellhéhenanderungen ist zum Beispiel das Phasenkontrastverfahren nach BEREITER-
HAHN (siehe oben) nicht mehr anwendbar. Das Untersuchungsobjekt kann mit
diesem Versuchsaufbau gleichzeitig mit den beiden mikroskopischen Verfahren
dargestellt werden. Mit Hilfe der Fluoreszenzuntersuchung kann beispielsweise die
Zelldicke durch die Fokusverschiebung bestimmt werden. Bei bekannter Zelldicke
wird dann mit dem akustischen Verfahren aus dem Laufzeitunterschied von Signalen
des Substrats und Signalen des Substrats mit aufgelagerter Zelle der Kompressions-
Modul K abgeleitet.

K=p-c (1-1)
p ... Dichte,
c ... Schallgeschwindigkeit.

Das Verfahren ist besonders geeignet, um Anteile des Zytoskeletts und subzellulare
Strukturen beziehungsweise deren Verdnderungen darzustellen.

VESELY et al. nutzten ein Bildverarbeitungsverfahren, bei dem zeitliche
Veranderungen in den akustischen Bildern mit Hilfe von
Bildverarbeitungsalgorithmen ausgewertet wurden um die Zellmotilitdt zu
untersuchen [96]. Hierzu wurden Bilder von XTH-2 Zellen im Abstand von 5
beziehungsweise 10 Sekunden aufgenommen. Dann wurden die Bilder, also deren
Grauwerte, Pixel flr Pixel voneinander subtrahiert (Subtraktionsverfahren), wodurch
bewegte von unbewegten Strukturen getrennt werden kdnnen. Bei einer
Arbeitsfrequenz von 1,0 GHz konnte eine maximale Ortsauflésung von 1,3 um

erreicht werden.

1.4.2 Fluoreszenzverfahren

Zelleigenschaften und Zellreaktionen kénnen auch mit der Fluoreszenzmikroskopie
dargestellt werden. Die physikalische Grundlage dieses Verfahrens ist das Prinzip
der Fluoreszenz. Dabei wird ein geeigneter Farbstoff mit Laserlicht bestimmter

7
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stofftypischer Wellenldnge zur Fluoreszenz angeregt. Die Farbstoffe liegen als
membrangangige Ester vor und werden passiv Uber die Zellmembran in die Zelle
hinein transportiert. Dort erfolgt die Hydrolyse der Acetoxymethylester durch
unspezifische intrazelluldre Esterasen. Die entstehende freie Saure bindet als
Chelator sehr selektiv an spezifische lonen, zum Beispiel Kalziumionen und macht
sie darstellbar. Durch die Spaltung wird der Farbstoff hydrophil und kann so die
lipophile Zellmembran nicht mehr passieren. Es kommt zur Anreicherung des
Farbstoffes in der Zelle, gleichzeitig flihrt die Spaltung zur Aktivierung der Farbstoffe.
Fluoreszenzlicht hat prinzipiell eine groBere Wellenldnge als das eingestrahlte Licht,
dadurch kann eine Trennung des eingestrahlten vom Fluoreszenzlicht erfolgen.

Das Emissionsspektrum des Fluoreszenzlichtes verandert sich jedoch mit der
Konzentration des zu untersuchenden Stoffes. Das bedeutet, dass die
Emissionsspektren bei unterschiedlichen Konzentrationen eine Kurvenschar bilden.
Bei einigen Farbstoffen oder Farbstoffgemischen (beispielweise Fura-Red/Fluo-3,
Indo 1) verlaufen alle Kurven durch einen Punkt, den so genannten isosbestischen
Punkt. Bei dieser Wellenlange ist die Fluoreszenzintensitat
unabhangig von der Konzentration. Bei h6heren oder niedrigeren Wellenlédngen, also
rechts und links des isosbestischen Punktes, verhalten sich die
Fluoreszenzintensitaten gegenlaufig. Der Quotient zweier Fluoreszenzintensitaten
rechts und links des isosbestischen Punktes ist dann unabhdngig von der
Farbstoffbeladung der Zellen, von Bleicheffekten und anderen Artefakten, da diese
sich ,heraus kirzen. Bei Farbstoffen oder Farbstoffgemischen, die Licht
unterschiedlicher Wellenlange emittieren (Fura-Red, Fluo-3), kann aus dem
Verhaltnis der flr einen Farbstoff charakteristischen Emissionen zueinander (,Ratio-
Methode®), mit Hilfe der Formel nach GRYNKIEWICZ et al. [39] (siehe Kapitel 2.6.1) und
nach Kalibrierung des Systems, die intrazelluldre Konzentration verschiedener lonen,
wie zum Beispiel Kalzium, errechnet werden. Damit ist eine Darstellung der
raumlichen Verteilung der zu untersuchenden lonen innerhalb der Zelle mit
lichtmikroskopischer Auflésung mdglich.

1.4.3 Elektronenmikroskopische Verfahren

Das Prinzip der Transmissionselektronenmikroskopie ist &hnlich dem Prinzip der
Lichtmikroskopie: Statt der Lichtquelle wird eine Elektronenquelle verwendet. Der

Elektronenstrahl wird mit Hilfe von Magnetspulen, entsprechend den Linsen der
8
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Lichtmikroskopie, geblndelt. Nach Verstarkung des durch die rickgestreuten
Elektronen mit einem Detektor erfassten Signals kann das entstehende Bild auf
einem Leuchtschirm dargestellt werden. Die mégliche Auflésung dieses Verfahrens
liegt im Bereich von 0,2 - 0,5 nm [2]. Die Probenvorbereitung ist jedoch sehr
aufwandig. So missen die Untersuchungsobjekte fixiert, entwassert und schlieBlich
mit Gold oder Kupfer bedampft werden, damit die Probenoberflache elektrisch
leitfahig ist. Da die Untersuchung im Hochvakuum erfolgt, ist eine Untersuchung an
vitalen Objekten daher nicht mdglich. Mit Hilfe eines Rasterverfahrens, der
Elektronenstrahl-Mikrosonde (EMS), lasst sich durch die quasi punkiférmige
Untersuchung der von der Probe emittierten charakteristischen Rdntgenstrahlung
durch eine spektrale Auswertung die raumliche Verteilung verschiedener Elemente
innerhalb der Probe nachweisen. Dieses Verfahren wird ,Elementmapping’ genannt.

Ein anderes elektronenmikroskopisches Verfahren ist die
Rasterelektronenmikroskopie (Scanning Electron Micoscopy - SEM). Dabei wird die
Probe nicht wie bei der Transmissionselektronenmikroskopie durchstrahlt, sondern
die Oberflache Punkt fir Punkt durch einen extrem geblndelten Elektronenstrahl
abgetastet. Beim Auftreffen des Elektronenstrahls kommt es zur Anregung der
Atome der Probe. Die dabei entstehenden Sekundérelektronen werden mit Hilfe
eines Detektors aufgenommen, verstarkt und auf einem Schirm dargestellt. Es
entstehen sehr plastisch aussehende Oberflachenbilder des Untersuchungsobjekts.
Die Auflésung dieses Verfahrens betragt etwa 0,6 nm [53].

Eine Weiterentwicklung des Rasterelektronenmikroskops ist das ESEM
(Environmental Scanning Electron Microscope). Dieses Verfahrens setzt nicht mehr
Hochvakuum, elektrische Leitfahigkeit und absolute Trockenheit voraus, so dass
auch lebende Objekte untersucht werden kdnnen. Der verwendete Druck liegt im
Bereich des Dampfdrucks des Wassers bei etwa 0,1 - 10 Torr. Die Untersuchung von
lebenden Objekten hat allerdings die Limitierung, dass die dauerhafte
Elektronenbestrahlung auf vitales Gewebe und Zellen sehr schadigend wirkt. Somit
kénnen die Untersuchungssequenzen nur relativ kurz gehalten werden, um einen
Untergang der Untersuchungsobjekte zu vermeiden. Die erreichte Auflésung liegt im
Bereich von 2 nm [30].
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1.5 AQuantitative Kalziumbestimmung in Zellen

Die Kalziumbestimmung in Zellkulturen kann mit unterschiedlichen Methoden erreicht
werden. Eine der gebrauchlichsten Methoden ist die fluoreszenzmikroskopische
Kalziummessung mit den Farbstoffen Fura2 AM und Fura-Red beziehungsweise
Fluo-3 (siehe Kapitel 1.4.2). Auch humane Osteoblasten wurden mit diesem
Verfahren bereits untersucht [40,45].

Ein anderes Verfahren ist das in Kapitel 1.4.3 beschriebene
elektronenmikroskopische ,Elementmapping’ mit der Elektronenstrahl-Mikrosonde.

Die photometrische ortho-Kresolphthalein Komplex Methode (OCPC) ist eine
laborchemische Kalziumbestimmungsmethode [20]. Damit wurden beispielsweise
von MATSUzZAKA kultivierte Knochenmarkzellen untersucht [69]. Die Reaktion von
Kalziumionen mit ortho-Kresolphthalein ergibt im alkalischen Medium bei der
photometrischen Messung ein Absorptionsmaximum bei 575 nm. Die Farbintensitat
des gebildeten Komplexes aus Kalzium und ortho-Kresolphthalein ist direkt
proportional zum Kalziumgehalt der Probe. Diese Labormethode kann zur
Kalziumbestimmung von Zellkulturen [52], aber auch zur analytischen Serum-, Blut-

oder Urinkalziumbestimmung eingesetzt werden [21,80].

1.6 Zelleffekte der Stimulanzien

McCLARY et al. beschrieben die Effekte von  unterschiedlichen
Ascorbinsdurekonzentrationen auf Osteoblasten [70]. In der Arbeit konnte gezeigt
werden, dass sich die Morphologie der Gber einen Zeitraum von 14 Tage kultivierten
Osteoblasten bei unterschiedlichen Ascorbinsdurekonzentrationen nicht &ndert,
jedoch die Zellzahl im Vergleich zur Kontrolle zunimmt. Es &nderten sich weiterhin
die Aktivitdt der Membran-Alkalischen-Phosphatase und der Membranproteingehalt.
Signifikante  Unterschiede zwischen den unterschiedlichen  Stimulations-
konzentrationen (5 pg/ml vs. 20 pg/ml) traten nicht auf.

Von FRANCESCHI et al. wurde dargestellt, dass Ascorbinsaure fir die
Ausbildung des osteoblastaren Phanotyps bei Vorlauferzellen nétig ist [33].

EKLOU-KALONJI et al. beschrieben die Effekte von unterschiedlichen
extrazellularen Kalziumkonzentrationen auf Schweineosteoblasten [29]. In dieser
Studie wahlte man eine extrazellulare Kalziumkonzentration von 2,2 mM als

Kontrolle. Diese wurde dann auf 0,5 beziehungsweise 1 mM oder auf 3, 5, 7 und
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10 mM verdndert. In den Osteoblastenkulturen, die ein oder zwei Tage nach
Aussaat mit 3 beziehungsweise 5 mM Kalzium kultiviert wurden, wurde die PICP-
(Procollagen Typ | carboxy-terminal Peptid) Freigabe gehemmt. Der DNA Gehalt und
die Aktivitat der alkalischen Phosphatase blieben mit Ausnahme der extrazellularen
Kalziumkonzentration von 5 mM unverandert. Bei einer Inkubation mit 7 oder 10 mM
Kalzium fir 48 Stunden in der Kurzzeitkultur von subkonfluenten Osteoblasten wurde
die Erhéhung des DNA-Gehalts gehemmt. Der DNA-Gehalt normalisierte sich
wieder, wenn die Zellen in das Kontrollmedium zurlick gebracht wurden, wahrend die
Hemmung der Aktivitat der alkalischen Phosphatase, die durch die extrazellulare
Kalziumkonzentration von 5, 7 oder 10 mM verursacht wurde, irreversibel war. Eine
kurzfristige  Kultivierung bei hohen extrazellularen Kalziumkonzentrationen
beeinflusste die PICP-Freigabe nicht.

WaLI et al. [97] beschrieben im Mausmodell die Rolle des nuklearen Vitamin D
Rezeptors (VDR) in Bezug auf die schnellen Anderungen der intrazellularen
Kalziumkonzentration. Dabei wurden Wildtyp- (VDR positiv) und knockout-Mause
(VDR negativ) untersucht. Bei Stimulation der Mausosteoblasten mit 100 nM
Vitamin D Gber eine Minute wurde eine Zunahme der intrazellularen
Kalziumkonzentration von 58 und von 53 nM (N = 3) im Wildtyp beziehungsweise
knockout-Typ beobachtet. Diese Untersuchungen zeigten, dass der durch die
Zugabe von Vitamin D induzierte schnelle Anstieg der intrazellularen
Kalziumkonzentration und PKC-Aktivitdt weder vermittelt noch abhangig von der
Funktion des Vitamin D-Rezeptors im Mausosteoblast ist. Die intrazellular
fluoreszenzmikroskopisch ermittelten Kalziumkonzentrationen beliefen sich auf 49
bis 119 nM [97].

Weitere Untersuchungen zeigten, dass sich durch die Zugabe von
Ascorbinsdure, B-Glyzerophosphat und Vitamin D (1a-OH-Vitamin D) bei
Langzeitstimulation von bis zu 30 Tagen bei Vorlauferzellen die Zahl der
mineralisierten Zellen [102], beziehungsweise die Zahl an mineralisierten
Zellknétchen [93] erhéht. Langzeitstimulation von ST2-Zellen (ber 24 Tage mit
Ascorbinsaure (50 ug/ml) férdert die Kalziumabscheidung beziehungsweise Bildung
von kalzifizierten Knétchen im Vergleich zur Kontrollgruppe [79]. Bei
Kurzzeitstimulation (60 - 90s) mit 10 nM Vitamin D3 erhéhte sich kurzzeitig die

intrazellulare Kalziumkonzentration [88,95].
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Bei den Konzentrationen der eingesetzten Stimulanzien ergibt sich ein sehr
heterogenes Bild: Die verwendeten Ascorbinsdurekonzentrationen schwanken
zwischen 20 und 100 pg/ml [13,17,19,22,23,24,51,55,77,79]. Bei Vitamin D3 lagen
die eingesetzten Konzentrationen im Bereich von 0,01 bis 100 nM
[5,6,32,34,38,56,58,66,68,74,88,89,90,92,97]. AuBerdem wurden oftmals
verschiedene Additive wie B-Glycerophosphat und Dexamethason mit
unterschiedlichen Konzentrationen zugesetzt.

In der vorliegenden Arbeit entschieden wir uns fir die Stimulation der
humanen Osteoblasten mit Ascorbinsdure (50 pg/ml) und Vitamin D3 (10 nM) sowie

der Kombination aus beiden Substanzen.

1.7 Ultraschallwirkungen auf Zellkulturen

Die essentielle Frage, ob die Zellen durch die lang andauernde Anwendung von
Ultraschall geschadigt werden, stand im Fokus der Untersuchungen von HoOPPE und
BEREITER-HAHN [49]. Als Ergebnis wurde festgestellt, dass bei den verwendeten
Schallintensitaten im Gigahertzbereich bei einer Beschallungsdauer von bis zu 60
Minuten keine schadigenden Ultraschallwirkungen fir die Zellkultur auftraten.
Allerdings wird der Schallkopf aufgrund der geringen Brennweite der akustischen
Linsen (sie betragt im Gigahertzbereich zirka 40 um) beim Scannen sehr dicht Uber
die Probe gefiihrt. Dadurch sind mechanische Irritationen der Untersuchungsobjekte,
beispielweise von Zellkulturen, nicht immer ganz auszuschlieBen. Diese kdnnen
dann zum Zelluntergang oder zum Ablésen der Zellen vom Untergrund flhren.
Kommt es zum Ablésen der Zellen vom Substrat, so sind diese mit akustischer
Mikroskopie nicht mehr darstellbar. Bei der hier vorliegenden Untersuchung wurde
das Abldsen jedoch nur bei bereits vorgeschadigten Zellen beobachtet.

1.8 Mathematische und physikalische Grundlagen

Die mathematischen und physikalischen Grundlagen der Ultraschallmikroskopie
wurden von BRIGGS [15] zusammengefasst: Der Amplitudenkontrast entsteht bei
allen akustischen Mikroskopie-Verfahren durch den Reflexionsfaktor R, mit welchem
Ultraschall von einer Oberflache zurlick zum Empfanger reflektiert wird. R hangt von

dem Unterschied der akustischen Impedanzen Z; und 2,
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Z=p-c (1-2)
(mit p = Dichte und ¢ = Schallgeschwindigkeit) angrenzender Medien 1 und 2 ab. Als
physikalische Voraussetzungen werden zwei hinreichend ausgedehnte Grenzflachen
angenommen, diese kann man bei Zellen nur sehr eingeschrankt als erfillt
betrachten. Es gilt fir senkrechten Schalleinfall und im Fokus der Linse [15]:

R=4"22 (1-3)

Z,+7Z,

Das Reflexionsvermdgen des Schalls von Zellen ist sehr gering, da der Unterschied
der akustischen Impedanzen des Kulturmediums und der zu untersuchenden Zellen
sehr gering ist. Der Dichteunterschied betragt 4 - 10 %. Fur Muskelzellen mit einer
Dichte von 1,06 kgm™ [41] ergibt sich ein Dichteunterschied im Vergleich zu Wasser
(o =1kgm™) von 6 %.
Damit errechnet sich der Reflexionsfaktor R fiir Muskelzellen (owasser= 1 kgm™,
Puskelzellen = 1,06 kgm™®, Owasser = 1479 ms™ [60], Cuyokars = 1587 ms™ [60])

R (1,06kgm™ -1587ms™" ) — (1,0kgm™ -1479ms™") _

0,064 1-4
(1,06kgm™ -1587ms™" )+ (1,0kgm™ -1479ms™") (1-4)

Der reflektierte Anteil der Ultraschallwellen belauft sich um 6 % der eingestrahlten
Wellen.  Einflussfaktoren sind  hierbei die = Materialeigenschaften  von
Kopplungsmedium, Zelle und Substrat, Temperatur sowie die Zelldicke und der
Abstand des akustischen Wandlers vom Untersuchungsobijekt.

Dagegen ist der Reflexionsfaktor R fur Glas als das verwendete Substrat sehr
hoch. Er errechnet sich (owasser= 1 kgm™, pgias = 2200 kgm™ [15], Cwasser = 1479 ms™
[60], Caias = 5970 ms™ [15])

R= (2200kgm™ -5970ms™") — (1,0kgm ™ -1479ms™")

= =0,999 1-5
(2200kgm™ -5970ms ")+ (1,0kgm ™ -1479ms™") (1-5)

Der reflektierte Anteil betragt fir Glas 99,9 %. Daher erklart sich auch die gegenlber
der Oberflachenreflektion an der Zelle bedeutend groBere Reflektion des Substrats,

welches jedoch durch eine aufgelagerte Zelle moduliert wird.
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Streng genommen gelten die obigen Grundlagen jedoch auch nur fir ebene Wellen
[15], diese Bedingung ist jedoch bei fokussierten Wellen wie in der vorliegenden
Untersuchung nicht erflllt. HIRSEKORN et al. [46,47] haben jedoch gezeigt, dass an
Grenzflachen in der Fokusebene, die sich senkrecht zur Einstrahlungsrichtung
befinden, Gleichung (1-3) auch flr hochfokussierte Strahlen angewandt und die
elastischen Eigenschaften relativ einfach bestimmt werden kdnnen.

Es gilt [15]:

/2

V(z)= j P(O)R(B)e >***? sin @ cos 8d 6 1-6)
0

P(6)... Pupillenfunktion der Linse,

R(6)... Reflektanzfunktion,

k... Wellenvektor im Kopplungsmedium mit k= 211/ A,

A... Wellenlange [um],

z... Wandler — Probenabstand [um],

6... Einfallswinkel des Wellenblndels zur Probenoberflachennormalen [°].

Die Spannungsamplitude des reflektierten Wellenblindels wird durch eine
charakteristische V(z)-Funktion beschrieben. Diese hat bei unterschiedlichen z einen
materialtypischen oszillierenden Verlauf und weist ein Hauptmaximum und bei
Defokussierung periodisch mehrere Nebenmaxima auf (Abbildung 2-7). Aus der
Veranderung des V(z)-Verlaufs lassen sich die morphologischen und akustischen

Eigenschaften der Probe ableiten (Kapitel 2.5.1)
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Aufbau und Funktionsweise des akustischen Rastermikroskops

Abbildung 2-1 SAM 2000 [83]

Das akustische Rastermikroskop SAM 2000 der Q-Bam Gruppe im Ultraschalllabor an der
Universitétsklinik und Poliklinik fir Orthopddie und Physikalische Medizin der Martin-Luther-Universitét
Halle-Wittenberyg.

Far die hier vorliegenden Untersuchungen an Osteoblasten wurde das akustische
Rastermikroskop KSI SAM 2000 (Kramer Scientific Instruments, Herborn,
Deutschland) verwendet. Der akustische Teil des Mikroskops wird durch ein
integriertes optisches Mikroskop sowie eine computergestitzte Auswertungseinheit
erganzt. Das akustische Mikroskop arbeitet im Puls-Echo-Betrieb. An den
Ultraschallwandler wird eine hochfrequente Wechselspannung angelegt. Diese fihrt
nach dem umgekehrten piezoelektrischen Effekt zu einer mechanischen Schwingung
des Wandlers. Die vom Wandler erzeugten Schallwellen passieren zunachst den
zylinderférmigen Saphirkristall (Al,O3) und treffen auf seine konkave, sphérische
Kalotte, die als akustische Linse wirkt. Der Saphirkristall hat eine geringe akustische
Dampfung und eine hohe Schallgeschwindigkeit. Aufgrund der unterschiedlichen
Schallausbreitungsgeschwindigkeiten im Saphirkristall und im angrenzenden
flissigen Kopplungsmedium (Osteoblastenmedium) werden die Schallwellen
gebiindelt. Um die bestmdgliche Schalltransmission in das Kopplungsmedium zu
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erreichen, ist auf die Kalotte zusatzlich eine Anpassungsschicht aus Siliziumdioxid
(SiOy) aufgebracht. So kénnen die groBen Impedanzunterschiede zwischen dem
Saphir und dem wassrigen Kopplungsmedium ausgeglichen werden. Die
Anpassungsschicht hat eine Dicke von einem Viertel der Wellenlange. Fir die
Untersuchung wurde eine Breitbandlinse mit einem Frequenzbereich von 0,8 bis
1,3 GHz und einem Offnungswinkel von 100° verwendet.

Die abgestrahlten Sendeimpulse werden an der Probenoberflache und an
Strukturen im Probeninneren in verschiedenen Tiefen reflektiert beziehungsweise
gestreut. Der reflektierte Teil kehrt zum Wandler zurlck und erzeugt durch den
direkten piezoelektrischen Effekt eine elektrische Spannung, die elektronisch

ausgewertet werden kann.

Short-Pulse-Verfahren

Bei niedrigen Anregungsfrequenzen (bis etwa 200 MHz), zum Beispiel im
akustischen Rastermikroskop SAM 200EX (Q-Bam, Martin-Luther-Universitat, Halle-
Wittenberg) werden zur Tiefendifferenzierung zeitaufgeléste Methoden verwendet.
Dabei wird ein sehr kurzer Ultraschallpuls (short-Pulse) ausgesendet und aus der
Signallaufzeit At die Entfernung s des zu untersuchenden Objekts vom Wandler
berechnet. Als Voraussetzung fiir diese Berechnung muss die Schallgeschwindigkeit
c in der Probe beziehungsweise im Kopplungsmedium bekannt sein.

2

c=
At

(2-1)

Burst-Verfahren

Dagegen verwendet man bei héheren Frequenzen (im Gigahertzbereich), wie auch
bei dem in dieser Studie verwendeten SAM 2000, zur Erhéhung der Empfindlichkeit
langere Sendepulse, so genannte ,bursts‘. Beim SAM 2000 hat ein ,burst’ eine Lange
von zirka 20 ns [84]. Dem entspricht eine longitudinale Auflésung von etwa:

-9
c:ﬁ—)szcztzzo 120 SISOOEZISIO_()WI:IS,UWI (2-2)
t N

Das longitudinale Auflésungsvermégen wird weiterhin wesentlich von der
Form des Schallfeldes bestimmt. Durch die akustische Linse erfolgt wie oben
beschrieben eine starke Fokussierung. Experimentell wurde durch RAUM [84] eine
frequenzabhangige Fokusldange von etwa 7 um bei 900 MHz ermittelt. Die
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ankommenden  Signale werden digitalisiert und aufgezeichnet. Durch
maanderférmige Flhrung des Scanners Uber die Probe entsteht ein
zweidimensionales Schnittbild senkrecht zur Einstrahlrichtung (der so genannte
C-Scan).

Bei den gepulsten Verfahren wird nur eine Linse verwendet, die alternierend
als Sender und Empfanger dient. Die Trennung der beiden Signale ist mit einem
elektronisch einstellbaren Zeitfenster, dem so genannten ,gate’, méglich. Uber das
Zeitfenster wird der Erwartungszeitraum fir den Empfang, der zum Wandler
zurlckkehrenden Signale (,gate position), gesteuert. Ist die ,gate’-Breite (,gate
width) zu klein eingestellt, so werden keine Signale empfangen. Bei einer zu groBen
Einstellung kénnen Signale aus unterschiedlichen Ebenen der Probe aufgezeichnet
werden. Eine Zuordnung zu einer bestimmten Probentiefe ist dadurch nur bedingt
moglich. Die Einstellungen flir die ,gate position' und ,gate width® wurden in der
vorliegenden Untersuchung hinsichtlich der Signalqualitat optimiert und dann fir alle
Messungen beibehalten.

Die Scan-Bewegung des Wandlers wird mit einem elektromechanischen
Schwingspulensystem in x- und y-Richtung (parallel zur Probenoberflache)
durchgefihrt. Die Kantenldnge des quadratischen Scanfeldes ist beim SAM 2000 in
6 Stufen von etwa 65 um bis 1000 um wahlbar. Zur Grob- und Feinjustierung in
z-Richtung (in Richtung des Schallstrahles) wird eine elektronisch gesteuerte
mechanische Hbéhenverstellung mit einer Ganggenauigkeit von zirka 0,1 um [1]
verwendet. Die Einstellung erfolgt dabei durch die Steuerungssoftware ELIPS
(entwickelt von A. DeNissov, CIRAMC, University of Windsor, Kanada). Es sind
Auflésungen von 64, 128, 256 und 512 Zeilen pro Bild mdglich. Jedem Bildpunkt
werden die Intensititen der reflektierten Signale zugeordnet und als
charakteristischer Grauwert auf dem Monitor ausgegeben.

Die entstehenden Bilder werden mit Hilfe des Multi-Layer-Analysis-Verfahrens
[84] (siehe Kapitel 2.5.1) basierend auf der NewMLA Software, programmiert in
Matlab® 6.5 (The MathWorks, Inc., Natick, United States of America) [84],

weiterverarbeitet.
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2.2 Aufbau und Funktionsweise des konfokalen Laserscanningmikroskops

Abbildung 2-2 Leica DM IREZ2 [4]

Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen mit
dem konfokalen Laserscanningmikroskop Leica DM
IRE2 wurden am Institut fir physiologische Chemie
der Medizinischen Fakultdt, Martin-Luther-Universitét,
Halle-Wittenberg vorgenommen.

Die konfokale Laserscanningmikroskopie (CLSM) ist ein lichtmikroskopisch
bildgebendes Verfahren, das von MINSKY 1957 entwickelt wurde [73]. 1967 wurden
von BOYDE und EGGER erstmals zweidimensionale Schnittbilder dargestellt [27].

Spater entwickelten sie das Verfahren noch weiter [14].

Detektor

< »

=
1L

: i '-\-;__ | offenes Pinhole in
Laserlichtouelle -*;:H - 11 konfokaler Ebene

£ ===

Fokusebene 4

Abbildung 2-3 Prinzip des konfokalen Laserscanningmikroskops [3]

Konfokales Prinzip bedeutet, dass der Fokus der Beleuchtung des Objekis
gleichzeitig der Fokus des Objektivs ist. Das heiB3t technisch, dass das Objektiv
gleichzeitig Beleuchtungsquelle und Lichtempfanger ist. Die Trennung dieser beiden
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Anteile erfolgt aufgrund ihrer unterschiedlichen Wellenlangen im Hauptfarbteiler. Die
Signalintensitat belauft sich aufgrund des konfokalen Prinzips jedoch auf etwa nur
5 — 10 % der Signalintensitat, die mit (Epi)-Fluoreszenzmikroskopie erhalten werden
kann. Dafiir erreichen die Bilder eine erhdhte Scharfe und kénnen bei Scans in

mehreren z-Ebenen dreidimensional rekonstruiert werden.

Strahlengang

Ein Laserstrahl wird durch eine Optik so aufgeweitet, dass er nach Passieren des
Kollimators als paralleles Strahlenbindel von wenigen Millimetern Durchmesser auf
den Hauptfarbteiler, einen dichromatischen Teilerspiegel, trifft. Das Strahlenbindel
wird nun schrittweise in x- und in y-Richtung abgelenkt (Scanvorgang), bevor es
durch das Objektiv gelangt. Das Objektiv fokussiert das Licht auf das Praparat. Da
das vom Untersuchungsobjekt emittierte Fluoreszenzlicht eine gréBere Wellenlange
als das eingestrahlte Licht hat, kann es vom eingestrahlten Licht getrennt werden. Im
weiteren Strahlengang befindet sich zur Erhéhung der axialen und lateralen Scharfe
eine Lochblende (Pinhole). Das Licht gelangt dann auf einen lichtempfindlichen
Detektor (Fotomultiplier) und wird in elektronische Signale umgewandelt. Diese
Signale werden aufgezeichnet, archiviert und kénnen mit der Auswertungssoftware

weiterverarbeitet werden.

2.3 Lichtmikroskopie

Abbildung 2-4 Olympus CK 40 [78]
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Zur optischen Darstellung der Zellkulturen wurde ein Auflicht-Mikroskop, das
Olympus CK 40 (Olympus Optical Co. Europa GmbH, Hamburg, Deutschland) mit
20- und 40-facher ObjektivvergréBerung und zur Dokumentation eine Olympus
DP 12 Digitalkamera (Olympus Optical Co. Europa GmbH, Hamburg, Deutschland)
mit 3,24 M Pixeln verwendet. Von allen Versuchsreihen wurden so zusétzlich
lichtmikroskopische Aufnahmen angefertigt und entsprechend digital archiviert.

2.4 Zellkultur

2.4.1 Anlegen einer Osteoblasten-Primarkultur aus humanem
Knochenmaterial

(modifiziert nach FRESHNEY [35])

Verwendete Materialien

- Osteoblastenmedium (C27001 Promocell GmbH, Heidelberg, Deutschland)

- L-15 Medium - Leibovitz's Reagenz (E15-020 PAA Laboratories GmbH, Cdlbe,
Deutschland)

- PBS (L 182-1 biochrom AG-Seromed, Berlin Deutschland), versetzt mit
Penicillin/Streptomycin (A2213 biochrom AG Seromed Berlin, Deutschland)

- Petrischalen 60 x 15 mm

- Pinzette, Skalpelle, Zellschaber

- Zellkulturflasche, Wachstumsflache zirka 75 cm? (9075,00 TPP AG, Trasadingen,
Schweiz)

Ablauf

Das Patientenknochenmaterial (gewonnen aus Femurkondylen von Rucksténden
aus Knie-TEP-OPs an der Universitatsklinik und Poliklinik fiar Orthopadie und
Physikalische Medizin, Klinikum der Medizinischen Fakultat, Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg) wurde in L-15 Medium gegeben und mit PBS (kalzium-
und magnesiumfrei) in einer Petrischale gespult. Um eine Keimfreiheit gegeniber
grampositiven und gramnegativen Bakterien zu erreichen ist das PBS prophylaktisch
mit Penicillin und Streptomycin (10.000 IE = 10.000 pg/ml) versetzt. Mit einer
Pinzette und einem Skalpell wurde der trabekuldre Knochen gelést und grob

zerkleinert. Die zerkleinerten Knochenfragmente wurden in eine Petrischale Uberflhrt
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und abermals zerkleinert. Danach erfolgte die viermalige Spulung mit PBS und bei
Bedarf eine erneute Zerkleinerung. Zum Abspilen des Fettes wurden die
Knochenfragmente letztmalig mit Osteoblastenmedium gespllt, in eine
Zellkulturflasche gegeben und diese mit 7 - 8 ml Medium aufgefillt. Die
Zellkulturflaschen wurden dann im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, - Atmosphére
inkubiert. Der Mediumwechsel mit jeweils 7 -10ml Medium erfolgte dreimal
wochentlich. Dabei wurde besonders darauf geachtet, dass es méglichst zu keiner
Ablésung der Knochenstickchen vom Boden der Zellkulturflasche kommt.
Gleichzeitig wurde beim Mediumwechsel die Zellkulturflasche, das Wachstum der
Zellen und eventuelle Kontamination Uberprift. Nach zirka 3 Wochen waren die
Knochensticke von Osteoblasten dicht umschlossen. Diese konnten nun
abtrypsiniert und subkultiviert werden.

2.4.2 Separation der Osteoblasten

Verwendete Materialien

- 250 ml Zellkulturflaschen (9075 TPP AG, Trasadingen, Schweiz)

- PBS (L 182-1 biochrom AG-Seromed, Berlin, Deutschland), 100 ml PBS und 1 ml
Penicillin/Streptomycin (A2213 biochrom AG Seromed Berlin, Deutschland)

- Trypsin-EDTA (L2143 biochrom AG-Seromed, Berlin, Deutschland)

- Saarstedt-Réhrchen (91015 TPP AG, Trasadingen, Schweiz)

- Osteoblastenmedium (C-27001 Promocell GmbH, Heidelberg, Deutschland)

Ablauf

Das Osteoblastenmedium wurde aus der 250 ml Zellkulturflasche abgesaugt und die
Zellkultur einmal mit PBS (kalzium- und magnesiumfrei) gespuilt. In der Folge wurde
die Zellkultur dann mit 5 ml 0,05 % Trypsin-EDTA versetzt und flir drei bis vier
Minuten im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Dabei wurde das Ablésen
der Zellen vom Flaschenboden beobachtet. Danach wurden 10ml PBS
hinzugegeben, die Zellsuspension aufgenommen und in ein Saarstedt-Réhrchen
dberflhrt, um dieses fir 6 Minuten bei zirka 1100 U/min zu zentrifugieren. Der
Uberstand konnte nun abgesaugt und das Zellpellet mit Osteoblastenmedium

resuspendiert werden.
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2.4.3 Zellkultur fir die akustische Mikroskopie

Verwendete Materialien

- Chamber Slides (Lab Tek™ Il 154461, Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden,
Deutschland)

- Osteoblastenmedium (C27001 Promocell GmbH, Heidelberg, Deutschland)

- Vitamin D3 10 nmol/I (D-1530, Sigma-Aldrich GmbH, Seelze, Deutschland)

- Ascorbinsaure 50 upg/ml (14030, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland)

- PBS (L 182-1 biochrom AG-Seromed, Berlin, Deutschland)

- Standard Micro Test Tube (3810, Eppendorf AG, Hamburg Deutschland)

Ablauf

Nach dem Abtrypsinieren der Zellen wurden sie nach dem Auszdhlen und der
Herstellung einer Zielkonzentration von etwa 3500 Zellen pro Milliliter in Chamber
Slides mit Glasboden gegeben und im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO. inkubiert.
Der Ansatz erfolgte flr eine Versuchsdauer von drei Wochen, wobei insgesamt
12 Chamber Slides angelegt wurden, je ein Chamber Slide fir die Kontrolle, die
Stimulation mit Ascorbinsdure, die Stimulation mit Vitamin D3 sowie fir die
Kombination von Ascorbinsaure und Vitamin D3 fir jede Versuchswoche. Der
Mediumwechsel erfolgte jeweils Montag, Mittwoch und Freitag. Hierbei wurde die

Kultur jeweils, wie oben beschrieben, auf eine mdgliche Kontamination gepruft.

Untersuchung der Proben

Die Untersuchung der Proben mit Hilfe des Ultraschallmikroskops (SAM 2000)
erfolgte immer bei Raumtemperatur (25 °C). Die Proben wurden nach einer, zwei
beziehungsweise drei Kulturwochen untersucht. Die Messung erfolgte an nicht
konfluenten Zellen, da fur die Aufnahme des Referenzsignals immer ein ebener und
nicht bewachsener Untergrund in unmittelbarer Umgebung zu der untersuchenden
Zelle Vorrausetzung ist (vergleiche Kapitel 2.5.2).
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2.4.4 Zellkultur fir die konfokale Laserscanningmikroskopie

Verwendete Materialien

- Chamber Slides (Lab Tek™ Il 154461, Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden,
Deutschland)

- HPS HEPES [in mmol/l]: Glucose 5, NaCl 140, KCI 5, EDTA 0,2, CaCl, 1,

MgCl> 1, HEPES 5 (pH 7,2)

- Fura Red (Molecular Probes, Eugene, USA / MoBiTec, Géttingen, Deutschland)

- Fluo-3 (Molecular Probes, Eugene, USA)

- Pluronic (20% in Dimethylsulfoxid) (Molecular Probes, Eugene, USA)

- Vitamin D3 10 nmol/I (D-1530, Sigma-Aldrich GmbH, Seelze, Deutschland)

- Ascorbinsaure 50 ug/ml (14030, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland)

- PBS (L 182-1 biochrom AG-Seromed, Berlin, Deutschland)

Ablauf

Die qualitative Darstellung der intrazellularen Kalziumkonzentration erfolgte durch
Fluoreszenzmessung mit einem konfokalen Laserscanning Mikroskop. Die
Osteoblasten wurden hierzu genau in derselben Art und Weise wie fir die
Ultraschallmikroskopie (siehe Kapitel 2.4.3) auf Chamber Slides mit Glasboden
kultiviert. Als Versuchsgruppen wurden wiederum eine nicht stimulierte
Kontrollgruppe, Osteoblastenkulturen, stimuliert mit Ascorbinsaure und Vitamin Ds,
sowie eine Osteoblastenkultur, stimuliert mit der Kombination von Ascorbinsdure und

Vitamin D3, gewahlt.

2.5 Akustische Mikroskopie

2.5.1 Das Multi-Layer-Analysis-Verfahren

Durch dieses Verfahren wird die quantitative Analyse der akustischen Eigenschaften
aus den reflektierten Signalen ermdglicht. Prinzipiell ist diese Analyse nur mdglich,
wenn sich alle Punkte der Probenoberflache im Fokus der Linse befinden. Dies
erfordert ideal spiegelglatte Oberflachen, wobei zuséatzlich Scanebene und
Probenoberflache parallel ausgerichtet sein mulssen. Diese Bedingungen sind

insbesondere fur die Ableitung der akustischen Impedanz aus der konfokalen
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Reflexionsamplitude notwendig. Mit biologischen Zellen bewachsene Oberflachen
kénnen die Bedingung der ideal glatten Oberflache a priori nicht erfiillen. Sogar bei
polierten, in Feststoffe eingebetteten Proben, ist das nur schwer zu erreichen [84].
Deshalb kénnen bei strukturierten Proben, wie in den Osteoblastenkulturen in dieser
Arbeit, das Oberflachenrelief und die akustischen Eigenschaften nicht aus einem
einzelnen Bild abgeleitet werden und es wurde das durch RAUM entwickelte Multi-
Layer-Analysis-Verfahren eingesetzt [84]. Dabei werden in unterschiedlicher
Entfernung des Wandlers von der Probenoberflache 2z mehrere C-Scans
durchgefiihrt (siehe Abbildung 2-5) und das V(z)-Signal fir jeden Messpunkt

rekonstruiert.

¢) V!z]

Abbildung 2-5 Multi-Layer-Analyse nach [84]

a.) Prinzipskizze eines in x, y und z-Achse beweglichen Ultraschallscanners (lber einer
Zellkultur.

b.) Durch die Bewegung des Wandlers in z-Richtung kann fiir jeden Bildpunkt das V(z) Signal
ermittelt und aufgezeichnet werden. Im akustischen Fokus der Linse ist das Signal
maximal.

c.) Rekonstruierter V(z)-Verlauf.

Die Abtastung begann bei einem Abstand zwischen der akustischen Linse und der
Zelloberflache deutlich oberhalb des Fokus, das heiBt bei positiver Defokussierung
und erstreckte sich bis hin zu einem Proben-Linsen Abstand deutlich unterhalb des
Fokus (negative Defokussierung). Die Abstdnde der Einzelbilder in zRichtung
betrugen 1 um. Fir eine Messung wurden etwa 20 Einzelbilder aufgenommen,
entsprechend einer H6hendifferenz von 20 um. Der Scan einer Ebene dauerte etwa
12 Sekunden, fir eine Bildserie ergaben sich zirka 4 Minuten. Da die

Signalamplituden im Fokus immer ihr Maximum erreichen, befanden sich die
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Signalmaxima der einzelnen Bildpunkte des jeweiligen Messpunkts bei einer nicht
exakt ebenen Probe nicht in der gleichen H6he z Bestimmt man nun flr jeden
Bildpunkt die Tiefe z in welcher das Empfangssignal maximal ist und stellt diese
maximalen Signalintensitdten in einem weiteren Bild dar (dem so genannten
Maximalwertbild), so erhdlt man Informationen der maximalen reflektierten
Signalamplituden. Diese Signale sind jetzt von der Topographie der Probe
unabhangig. Aus der Veranderung der z-Lage einer als eben anzunehmenden
Flache (beispielweise das Substrat) kann so ebenfalls eine Neigungsberechnung der
Probe durchgefihrt werden. Fir den einzelnen Bildpunkt ergeben sich
charakteristische V(z)-Kurven mit einem Hauptmaximum im Fokus und mehreren
Nebenmaxima bei positiver und negativer Defokussierung (siehe Abbildung 2-6).
Dieser auch durch die Oberflachenwelleninterferenzen bedingte Verlauf ist
materialtypisch, man spricht daher von dem so genannten elastischen
,Fingerabdruck’ (siehe Abbildung 2-7). Die Veranderungen des V/(z)-Verlaufs kdnnen,
wie im Folgenden beschrieben, zur Ableitung der akustischen Eigenschaften des zu
untersuchenden Objekts verwendet werden.
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Abbildung 2-6 Der charakteristischer V(z)-Verlauf

Der charakteristische V(z)-Verlauf wird durch die Bewegung des Wandlers in z-Richtung zur Probe
bestimmt. Es tritt ein erstes Maximum (konfokales Maximum), begleitet vom ersten Minimum auf. Es
folgt nun das zweite, durch die Oberflachenwelle bestimmte Maximum, gefolgt von dessen Minimum
(nicht dargestellt).
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Abbildung 2-7 Der elastische ,Material-Fingerabdruck’ [86]

Die durch die Oberfldchenwellen-Interferenz verursachte konfokale Reflektion stellt einen elastischen
Fingerabdruck des Materials (Quartzglas, f = 50 MHz) [87] dar. Bei der Darstellung eines
entsprechend groBen z-Bereichs (Defokussierung) kommen mehrere Maxima und Minima neben dem
konfokalen Maximum zur Darstellung.

2.5.2 Das Cell-Analysis-Verfahren

Das Cell-Analysis-Verfahren gestattet die Bestimmung von Zelldicke sowie
Schallgeschwindigkeit und Schallschwachungskoeffizient in der zu untersuchenden
Zelle. Dazu ist die Auswertung der Signale bei drei folgenden typischen
Strahlengangen erforderlich:

- Ultraschallfokus auf der Zelloberflache, Strahlengang 1 (Abbildung 2-8),

- Ultraschallfokus auf dem Substrat, Strahlengang 2 (Abbildung 2-9),

- Virtueller Ultraschallfokus im Substrat, das heiBt unter der Substratoberflache,
Anregung von Oberflachenwellen, diese interferieren konstruktiv mit dem
Substratecho, es entsteht das erste  Oberflachenwellenmaxium,
Strahlengang 3 (Abbildung 2-10).

26



Material und Methoden

Wandler

Kopplungsmedium

Substrat

Abbildung 2-8 Strahlengang 1: Fokus auf Zelloberfldche

Die Fokusposition befindet sich auf der Zelloberfldche. Der von der Zelloberfldche reflektierte Strahl ist
maximiert (a). Das entstehende Bild wird insbesondere vom Substratsignal bestimmt (b), welches
jedoch in dieser Fokusposition stark durch die aufgelagerte Zelle moduliert wird.

Z=0pum _100t ‘ q}& ' '
[\
\ @)

Wandler -50¢

§
? L
Kopplungsmedium _'.r ' Y ;Jiggi

‘
sop J',:.',’ g, 1 Js
Substrat vy ' : ' !

-100 -50 0 50 100

a b

Abbildung 2-9 Strahlengang 2: Konfokales Maximum

a.) Schematische Darstellung des Strahlenganges durch das Untersuchungsobjekt.
Reflektierte Anteile: Signal der Zelloberfldche (a), Substratoberfldche (b).

b.) Akustische Rastermikroskopie humaner Osteoblasten, 250 x 250 um. Konfokales
Maximum, Zellkonturen sind deutlich darstellbar, mehrere Zellen kénnen mit ihren
Ausldufern beobachtet werden.

Der Fokus befindet sich auf dem Substrat. Zur Bildentstehung trdgt auBerdem noch das schwache,
defokussierte Signal der Zelloberfliche (a) bei. Durch die Interferenz entstehen typische
Interferenzringe. Daraus lassen sich die Schallgeschwindigkeit und das Zellh6henprofil abschétzen
[49]. In der V(z)-Kurve wird dieses Signal als konfokales Maximum bezeichnet (siehe Abbildung 2-6).
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Abbildung 2-10 Strahlengang 3: Virtueller Fokus im Substrat, Anregung von
Oberflachenwellen

a.) Schematische Darstellung des Strahlenganges durch das Untersuchungsobjekt.
Reflektierte Anteile: Substratoberfldche (b), Reflexion der Oberflachenwelle (c).
b.) Akustische Rastermikroskopie humaner QOsteoblasten, 250 x 250 um. Maximale
Interferenz der Oberflachenwelle und des Substratsignals, interne Zellstrukturen wie
Nukleoli und vesikuldre Strukturen werden besser aufgeldst.
Die (virtuelle) Fokusposition befindet sich innerhalb des Substrates. Bedingt durch den schrdgen
Einfallswinkel der Strahlen, der vom Offnungswinkel der akustischen Linse abhdngt, entsteht bei
einem Einfallswinkel von etwa 44 °nach dem Gesetz von Snellius eine Oberfldchenwelle. Obwoh! sich
Substrat beziehungsweise Zelloberfldche nicht im akustischen Fokus befinden, liefern sie jedoch auch
reflektierende Signale, die mit der Oberflachenwelle interferieren. Im V(z)-Signal stellt dieser Fall den
Bereich des ersten Oberfladchenwellenmaximums (siehe Abbildung 2-6) dar.
Unabhangig von der Fokusposition liefert das Substrat sehr starke Signale
(Strahlengang 1 und 2), die von der aufgelagerten Zelle modifiziert werden. In beiden
Fallen ergibt sich das resultierende Signal durch Interferenz von den Signalen der
Zelloberflache und des Substrates. Abhangig von der Fokusposition ist die Wichtung
dieser Signalanteile verschieden, so dass sich unterschiedliche Gesamtsignale
ergeben. Mit dem  Strahlengang 3 wird berlcksichtigt, dass die
Oberflachenwellengeschwindigkeit des Substrates durch eine aufgelagerte Zelle
verandert wird.

Um aus den mit Hilfe des Multi-Layer-Analysis-Verfahrens gewonnenen
quantitativen Daten Rickschlisse auf die elastischen Zelleigenschaften ziehen zu
kénnen, wurde durch RAUM [87] eine Software auf Basis von Matlab® 6.5, das so
genannte Cell-Analysis-Verfahren, entwickelt. Die MLA-Daten werden in den Cell-
Analysis Programmteil von Matlab® 6.5 geladen, dazu wihlt man im Maximalwertbild

eine ROl des Substrats aus. Dieser Bereich muss eben sein und darf keine
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Strukturen oder Oberflachenveranderungen enthalten, sondern ausschlieBlich das
Substrat, da es sonst zu einer Veranderung des Referenzsignals kommt, welches die
ermittelten Zellparameter verfalschen kann. Uber die Einzelpunkte der ROl wird dann
eine V(z)-Kurve gemittelt und diese dann rot markiert ausgegeben (siehe Abbildung
2-11a). Far die vorliegende Studie wurden drei charakteristische, unterschiedliche
ROI zur Untersuchung ausgewahlt (siehe Kapitel 3.4): der Zellkern (nukledre Zone),
die Region direkt um den Kern (perinukleare Zone) und die Zellperipherie (periphere
Zone). Bei der Auswahl der ROI ist zu beachten, immer einen mdglichst in sich
homogenen Zellbereich abzugrenzen, damit die V(z)-Signale der Einzelpunkte
ahnlich sind. Dadurch erhéht sich die Messgenauigkeit der Methode. Fiir die weitere
Signalauswertung wird davon ausgegangen, dass innerhalb der ROl annahernd
konstante Signale vorliegen und deshalb eine Mittelwertbildung des V(z)-Verlaufs
vorgenommen werden kann. Diese Signalkonstanz ist flr die weitgehend homogene
Substratflache sicher gut erflllt. Fir die gesamte Zelle ist dies aber aus
verschiedenen Grinden (Oberflachenprofil, interne Strukturen, Zellorganelle,
Zytoskelett) im Allgemeinen nicht zutreffend. Deshalb wurde hier meist eine
kleinflachige ROl ausgewahlt und blau markiert UGber strukturell homogen
erscheinenden Zellflachen platziert (Abbildung 2-11b).
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Abbildung 2-11 V(z)-Verlauf, Auswahl der ROl im Maximalwertbild

a.) Farbcodierte Darstellung der V(z)-Verldufe fiir das Referenzsignal und die gewéhite ROI und
das daraus errechnete Zellhéhenprofil. Automatische Markierung der Maxima. Es kommt die
Verschiebung des Maximums in z-Richtung zur Darstellung. Oben: V(z)-Verlauf, Mitte:
Schallschwédchung [dB], unten: Zellhéhe [um].

b.) Akustische Rastermikroskopie, 250 x 250 um: Konfokales Maximalwertbild eines humanen
Osteoblasten, 1. Kulturwoche, Stimulation mit Vitamin Ds;, Auswahl der ROIs. a.) periphere

29



Material und Methoden

Zone, b.) periphere Zone, c.) Zellkern, d.) Referenzsignal des Substrats. Die Zellausldufer der

Osteoblasten sind gut zu erkennen. Weiterhin fallen in der perinukledren Zone die

Granulationen auf.
Die ermittelten V(z)-Verlaufskurven wurden jetzt rechentechnisch in einer Grafik
Ubereinander gefigt und die Maxima und Minima der jeweiligen Kurvenverlaufe
automatisch markiert (siehe Abbildung 2-11a). Aus den Veranderungen des
V(z)-Verlaufs des Referenzsignals und der (Zell-)ROlI wurde die abgeschatzte
Zellhéhe (siehe Kapitel 2.5.3 und Abbildung 2-11a) fir die jeweilige ROI bestimmt
und ausgegeben. Die gemessenen Daten wurden dann automatisch in eine Tabelle
Ubergeben und archiviert (siehe Kapitel 2.5.4).

Referenzsignal und ROI-Signal sollten immer den in Abbildung 2-6 gezeigten
typischen Verlauf haben. Dies konnte jedoch nicht bei allen Datensatzen erreicht
werden. Um die Qualitdt des Datensatzes einzuschatzen, wurden zwei Kategorien
festgelegt und diese mit dem Datensatz gespeichert. Die Datensatze wurden in die
Rubriken ,sehr gut' oder ,nicht verwendbar‘ eingeteilt. Als Unterscheidungskriterium
fir diese Auswahl diente unter anderem der Amplitudenunterschied des
Referenzsignals zum ROI-Signal. Betrug dieser mehr als 10 dB, so wurde der
Datensatz verworfen. In Kapitel 1.8 wurde schon erwahnt, dass der Dichte-
beziehungsweise Impedanzunterschied zwischen den Zellen im Vergleich zu Wasser
nur sehr gering ist. Ein Signalunterschied des Referenzsignals zum Substrat von
mehr als 10 dB erscheint physikalisch nicht sinnvoll. Dieser ist daher vermutlich
durch Artefakte wie Substratunebenheiten und Verunreinigungen bedingt. Weiterhin
wurde der V(z)-Verlauf von den Signalen der Zelle und des Substrates ausgewertet.
Beide V(z)-Verlaufe sollten einen homogenen, nahezu parallelen Verlauf aufweisen
(vergleiche Abbildung 2-6 und Abbildung 2-12). Wenn diese Voraussetzung nicht
erflllt war, wurden die Versuche in die Kategorie ,nicht verwendbar‘ eingeteilt. In der
statistischen Auswertung wurden ausschlieBlich Datenséatze der Kategorie ,sehr gut’

verwendet, alle Gbrigen Datensatze wurden verworfen.
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Oberflachenwellengeschwindigkeit SAW (Substrat) = 3203 m/s
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Abbildung 2-12 Auswahl der Datensétze, Kategorie ,nicht verwendbar’

Roter Kurvenverlauf: Referenzsignal, blauer Kurvenverlauf: gemessenes Signal. Die Kurven laufen
weitgehend nicht parallel. Der Datensatz ist mangelhaft, die Bestimmung des Zellprofils kann nicht
regelrecht erfolgen. Oben V(z)-Signal, Mitte: Schallschwéchung [dB], unten: Zellhéhenprofil [um]

2.5.3 Bestimmung der Zellparameter

Folgende Parameter wurden bestimmt: Zellhdhe, Schallgeschwindigkeit sowie
Schallschwachung beziehungsweise Schallschwachungskoeffizient und die
Oberflachenwellengeschwindigkeit. Um  die quantitative Bestimmung der
Zellparameter vorzunehmen, wurden charakteristische Strukturen der V(z)-Kurve
ausgewertet. Das V(z)-Signal des reinen Substrates unterscheidet sich vom V/(z)-
Signal des Substrates mit aufgelagerter Zelle durch verschiedene Eigenschaften:

- Die Amplitude des Signals mit aufgelagerter Zelle ist in Strahlengang 3
geringer, weil das Signal beim Durchgang durch die Zelle geschwacht wird
(Abbildung 2-11a Mitte).

- Die Maxima und Minima des Signals sind in z-Richtung 6értlich verschoben
(siehe Abbildung 2-11a). Die Ursache daflrr ist die, verglichen mit dem
Kopplungsmedium, héhere Schallgeschwindigkeit in der Zelle, wodurch es zu
einer Veradnderung der Fokusposition und des fiir die Generierung der
Oberflachenwellen notwendigen Grenzwinkels kommt. Der Fokus wird durch
die Schallbrechung an der Zelloberflache zum Wandler hin verlagert. Aus
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dieser Veranderung der Fokuslage kann man wie unten beschrieben die

Zellhdhe ableiten (Abbildung 2-11a unten).
Wenn der Schall auf die Zelle mit ihrer gegenliber dem Kopplungsmedium
unterschiedlichen Schallgeschwindigkeit trifft, kommt es an der Zelloberflache zur
Schallbrechung. Das heiBt, die Ausbreitungsrichtung der Schallwellen &ndert sich.
Dadurch andert sich auch die z-Entfernung des Schallfokus. Dies wird als Fokusshift
Zo bezeichnet. Durch Differenzbildung wird die Verschiebung des Schallfokus
(unabhangig von der Substratneigung) bestimmt. Diese Fokusshift ist in Abbildung

2-15a fur einen humanen Osteoblasten dargestellt.

Zellhéhe

Far die Bestimmung der Zellhbhe werden die vorgenannten V(z)-Kurven des
Substrats beziehungsweise der ROI mit aufgelagerter Zelle verwendet und auf die
maximale Amplitude (konfokales Maximum) normiert. Der maximale Einfluss der
Zelle auf die V(z)-Kurve (Abbildung 2-13) ist bei Fokussierung auf die Zellmembran
zu erwarten. Abbildung 2-13 zeigt die Referenz- und die Zellkurve der
Signalintensitaten. Der Betrag des Kurvenunterschiedes z;.x der beiden Kurven (bei
positiver Defokussierung) ist in Abbildung 2-14 dargestellt. Das Maximum liegt bei
2,8 um. Unter Bericksichtigung der Fokusverschiebung von z, = 0,3 um ergibt sich

eine Zelldicke d von

d + ZO = Zmax (2-3)

d... Zelldicke [um],
Zmax. .. defokussiertes Maximum [um],

Zy... Fokusshift [um].

Das heif3t

d

Far die Bestimmung der Zellhbhe missen also folgende Voraussetzungen erfillt

=2, — 2o = 2,8um—0,3um=2,5um (2-4)
sein:

- die hinreichend genaue Bestimmung der Fokusverschiebung

- ein deutliches Maximum des Kurvenunterschiedes (Abbildung 2-14)

- Homogenitat der Signale.
Dies ist in der Regel fir eine Zellhéhe von d > 1 um erflllt (Abbildung 2-16).
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d+zo

Intensitat [dB]
=)
T

(5
T

-201

_25 . L |
-15 -10 -5 0 5 10
Defokusierung [um]

Abbildung 2-13 Zellhéhenbestimmung

a.) Schallschwdchung des Referenzsignals und des Signals der ausgewdhlten ROI,
Markierung der maximalen Differenz der beiden Verldufe. Schwarzer Kurvenverlauf:
Referenzkurve |, roter Kurvenverlauf Zellsignal e

0.02 .

0.015¢

0.01F Zmax= 2.8 pum

(Veo(z-20)-Viur (2))? [V7]
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Abbildung 2-14 Zellh6henbestimmung am Zellkern [86]

Zellh6henbestimmung, Ermittlung der maximalen Zellhbhe am Zellkern mit Hilfe der akustischen
Rastermikroskopie nach Gleichung 2-1

Schallgeschwindigkeit:
Die Schallgeschwindigkeit wurde aus der Zelldicke d und der Fokusshift errechnet.
Nach MAEV [67] gilt:
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zo:d{1—1+l-1-(1—‘}—22}-(1—0050,”)} (2-5)

Vo 2 v,

d... Zelldicke [um],

v... Schallgeschwindigkeit in der Zelle [m/s],

Vo... Schallgeschwindigkeit im Kopplungsmedium [m/s],
Zy... Fokusshift [um],

Om... halber Offnungswinkel des Wandlers [9.

Die Messunsicherheit der Geschwindigkeitsberechnung betrug etwa 1,8 %.

Schallschwéachung

Die Schallschwachung innerhalb der Zelle wurde durch die Differenz der Intensitaten
des ersten Oberflachenwellenmaximums (SAW) des Referenz- beziehungsweise
Zellsignals errechnet [86]:

a=1 ref L., (2-6)

a...Schallschwachung [dB],

ket ... Intensitat des ersten Oberflachenwellenmaximums des Referenz-Signals
[dB],

len ... Intensitat des ersten Oberflachenwellenmaximums des Zell-Signals
[dB].

Die Messunsicherheit wurde mit 0,15 % bestimmt. Ein Schallschwachungsbild von
humanen  Osteoblasten ist in  Abbildung 2-10b  dargestellt. Das
Schallschwéachungsbild ist aufgrund der Defokussierung zwar im Vergleich zu dem
konfokalen Bild etwas unschéarfer, es treten jedoch keine Interferenzringe auf. Damit
lieBen sich interne Zellstrukturen wie der Nukleus und Granulationen besser
auflésen.

Schallschwachungskoeffizient
Der Schallschwéachungskoeffizient aceerr errechnet sich bei bekannter Zelldicke d
durch
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o
acoeﬁ” = g[dB/'um] (2'7)

Ucoefr- - -SChallschwachungskoeffizient [dB/um],
a...Schallschwachung [dB],
d... Zelldicke [um].

Qcoerr ISt frequenzabhéngig, so dass sich die in dieser Arbeit angegebenen Werte alle

auf die Arbeitsfrequenz f= 900 MHz beziehen.

. 0.5
e -
0
» ; -0.5
_
-1.0
20 ym (um] . . . .
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. . . 1.5 [um]
a b

Abbildung 2-15 Fokusshift [86]

Die Abbildung zeigt die Verdnderung des Fokus (z,) (ber ein Zellprofil humaner Osteoblasten.

a. Substrat, b. Zytoplasmagrenze, c. Zellkern mit Nukleoli, d. Rand der perinukledren Zone,

e. Zytoplasmafortsétze und Substrat.
a.) Akustische Rastermikroskopie, humaner Osteoblast, Ebene der Fokusverschiebung
b.) Fokusshiftschnittbild entlang der Schnittlinie in a.)
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Oberflachenwellengeschwindigkeit SAW (Substrat) = 3405 m/s
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Abbildung 2-16 Zellhéhenbestimmung fir d < 1 um in der Zellperipherie

Roter Kurvenverlauf: Referenzsignal, blauer Kurvenverlauf gemessenes Signal (ber der ROI. Der
Datensatz ldsst keine Bestimmung der Zelldicke zu.

Oberflachenwellengeschwindigkeit
Die Oberflachenwellengeschwindigkeit Vsaw lasst sich aus der rdumlichen Oszillation
der Interferenzmaxima Az (Abbildung 2-7) bestimmen [85].

Es qilt:
1 2f
—=——(1-cos & : .
Az v, ( SAW) und daraus folgt: (2-8)
Vo
Y = .
SAW T i O, (2-9)

f... Anregungsfrequenz [Hz],

Vo... Schallgeschwindigkeit im Kopplungsmedium [m/s],

Vsaw ... Oberflachenwellengeschwindigkeit [m/s],

Zy... Fokusshift [um],

Osaw. .. kritischer Winkel zur Erzeugung von Oberflachenwellen [°],

Az... rdumliche Oszillation der Interferenzmaxima.
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2.5.4 Messwerte, gespeicherte Parameter

Als Messwerte wurden immer Position und Amplitude des ersten Maximums
(konfokales Maximum), des ersten Minimums, des zweiten Maximums (Maximum der
Oberflachenwellengeschwindigkeit) und wenn mdglich noch des zweiten Minimums
registriert (siehe Abbildung 2-6). Zur Auswertung wurden Uber die Zellen wie in
Kapitel 2.5.2 beschrieben drei ROl gelegt: Gber die nukleare Zone, (ber die
perinukledre Zone und Uber die periphere Zone. Fir diese ROl wurden die jeweiligen
Messwerte in Form einer Tabelle archiviert. Als Messdaten wurden gespeichert:
Dateiname, Verlaufe der V(z)-Kurven, die Schallgeschwindigkeit, die
Schallschwachung, der Schallschwachungskoeffizient, die Oberflachenwellen-
geschwindigkeit, Dauer des Versuchs in Wochen, Lokalisation des
Untersuchungsbereichs in der Zelle, Behandlungsgruppe und die Qualitat der
Messung. Das Maximalwertbild mit den ausgewahlten ROI und ein Bild der
V(z)-Kurvenverldufe wurden automatisch als Grafikdatei im *.tif Format gespeichert.

2.5.5 Gerateeinstellungen

Alle Messreihen wurden mit den gleichen Gerateeinstellungen aufgenommen. Als
akustischer Wandler verwendeten wir den 0,8 - 1,3 GHz Breitbandwandler (100°
Offnungswinkel, KSI, Herborn, Deutschland) bei einer Arbeitsfrequenz von 900 MHz.
In der ELIPS-Steuerungssoftware des SAM 2000 wurden folgende Gerateparameter
eingestellt: RF Gain: 100, Offset: 94, Video-Gain: 255 und Gate Position: 90. Die
BildgréBe betrug 250 x 250 um, bei einer Auflésung von 512 x 512 Bildpunkten. Alle
Messungen fanden bei Raumtemperatur (25 °C) statt.

2.6 Konfokale Laserscanningmikroskopie

Mit der CLSM sollte ein quantitatives Verfahren zur Bestimmung der intrazellularen
Kalziumkonzentration angewendet werden. Fur die Kalziumdarstellung wurden die zu
untersuchenden Osteoblasten zunachst mit dem unten genannten Farbstoffgemisch
beladen. Die Beladung der Zellen erfolgte in HBS [37]. Es wurden die
Fluoreszenzfarbstoffe Fura-Red (2 pM) und Fluo-3 (1puM), wie von LIPP und NIGGLI
[64] beschrieben, verwendet und zusatzlich Pluronic eingesetzt. Die Zugabe von
Pluronic sollte das mdgliche Ausféllen des Farbstoffes verhindern. Alle Farbstoffe
lagen in Form ihrer membrangangigen Acetoxymethylester vor. Es erfolgte die
Beladung der Zellen durch Aufnahme des Farbstoffgemischs fir 30 min. Danach

wurden die Kulturen weitere 30 min in farbstofffreiem HBS bei 37 °C bei Dunkelheit
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im Brutschrank inkubiert. Nun wurden die umgebenden Zellkammern entfernt und die
Objekttrager mit einem Deckglas bedeckt.

Die Fluoreszenzmessung erfolgte mit dem konfokalen Laserscanningmikroskop
(Leica DM IRE2, Leica, Bensheim, Deutschland) bei Raumtemperatur (25 °C). Die
Farbstoffe wurden mit einem Argonlaser bei 488 nm angeregt und das
Fluoreszenzlicht bei 510-540 nm ("F525", griner Farbkanal) und 640-670 nm
("F660", roter Farbkanal) erfasst. Als optisches Objektiv wurde das HCX PL APO BL
63.0 x 1.40 Ol-lmmersionsobjektiv von Leica verwendet.

Bei einer Messung wurden immer die beiden Farbkanale rot und griin, sowie
das von der Software errechnete Additions- und Verhaltnisbild der beiden Farbkanale

aufgezeichnet und archiviert.

2.6.1 Kalziumdarstellung

Um die Untersuchungen vergleichbar zu gestalten, sollten sowohl fir die akustische
als auch fur die fluoreszenzmikroskopische  Untersuchung  gleiche
Zellkulturbedingungen herrschen. Allerdings kann das Zellwachstum auf
unterschiedlichen Substraten beziehungsweise Materialen und Oberflachen nicht als
gleich vorausgesetzt werden. Weiterhin spielt bei der Fluoreszenzmikroskopie die
Dicke der Zellkulturschalen beziehungsweise Objekttrager eine entscheidende Rolle.
Aufgrund der relativ kurzen Brennweiten der zur Verfigung stehenden Objektive sind
dabei dinne Bdéden der Objekitrager erforderlich. In Vorversuchen mit der
akustischen Mikroskopie hat sich andererseits gezeigt, dass der Signalkontrast des
akustischen Verfahrens maBgeblich von der Reflexion der Schallwellen am Substrat
bestimmt wird (siehe Kapitel 2.5.2), was bei mdglichst dicken Béden gegeben ist. Ein
fur beide bildgebende Verfahren gleichermaBen geeigneter Objekttrager konnte nicht
gefunden werden. Um dennoch vergleichbare Zellkulturbedingungen zu erhalten,
wurden bei beiden Verfahren Zellkulturschalen des Typs Chamber Slides (Lab Tek™
Il 154461, Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden, Deutschland) verwendet, die aus
einem Glasobjekttrager mit aufgesetzter Zellkulturkammer (ohne Boden) bestand.
Far die CLSM-Untersuchungen wurde die Zellkulturkammer entfernt, ein Deckglas
aufgesetzt und der Objekttrager um 180° gedreht (,hangend’) auf den Préaparatetisch
des Mikroskops gelegt. Da die Vorlaufstrecke nun nur noch aus dem dinnen
Deckglas bestand, konnten die CLSM-Untersuchungen mit den zur Verflgung

stehenden Objektiven durchgefliihrt werden.
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Mit Hilfe des konfokalen Laserscanningmikroskops kann die intrazellulare
Kalziumkonzentration nicht direkt gemessen werden, sondern errechnet sich aus der
relativen Veranderung der Fluoreszenzintensitaten. Dabei fuhrt ein Anstieg der
intrazellularen Kalziumkonzentration bei den verwendeten Farbstoffen zu einer
Zunahme der grinen Fluoreszenz (525 nm) und einer gleichzeitigen Abnahme der
roten Fluoreszenz (660 nm) und umgekehrt. Die Berechnung der intrazellularen
Kalziumkonzentrationen erfolgt dann Uber das Verhéltnis der
Fluoreszenzintensitaten  (F525/F660). Zur quantitativen  Bestimmung der
Kalziumkonzentration ist eine Kalibrierung des Systems notwendig. Die vorhandene
Steuerungs- und Auswertungssoftware (Leica, Bensheim, Deutschland) erlaubt eine
direkte Kalibrierung der Messergebnisse. Vorrausetzung hierflr ist jedoch, dass die
Messdaten auch Werte fur die minimale und flr die maximale Kalziumanreicherung
enthalten und der KD-Wert des Farbstoff-Kalzium-Komplexes bekannt sind. Die
Kalziumkonzentration [mM] errechnet sich mit Hilfe der Formel nach GRYNKIEWICZ
[39]:

Rt—Rt .

‘Rt —Rt

Rt... Quotient der Fluoreszenzintensitat (F525/F660),

Rtnax.. Quotient der Fluoreszenzintensitat (F525/F660) bei
maximaler Kalziumbeladung,

Rtmin.. Quotient der Fluoreszenzintensitat (F525/F660) bei

minimaler Kalziumbeladung,

[Ca®*1=KD (2-10)

KD... Dissoziationskonstante des Farbstoffgemischs = 381 nM

(in vitro).

Zur Kalibrierung des Systems ist, wie oben beschrieben, sowohl die Zugabe von
kalziumbindenden Stoffen wie Chelatoren als auch von Stoffen, die die Penetration
von Kalziumionen in die Zelle férdern (beispielsweise lonomycin) zu den zu
untersuchenden Zellen notwendig. Durch die hdngende Probenanordnung war eine
Zugabe von Substanzen jedoch nicht mdglich. Daher erfolgte die
fluoreszenzmikroskopische Messung als qualitative Kalziummessung. Damit konnten
in einer gemessenen Kultur zwar Anderungen der Kalziumverteilung innerhalb einer

Zelle dargestellt werden, ein quantitativer Vergleich, insbesondere von
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unterschiedlichen Versuchen oder Versuchsgruppen, ist aber mit dieser Methode
nicht méglich.
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3 ERGEBNISSE

3.1.1 Vorversuche, Wahl des Substrats

Durch verschiedene Vorversuche konnten wir feststellen, dass die Osteoblasten auf
nahezu allen Oberflachen wie unbeschichtetem Kunststoff, Glas, beschichteten
Membranen oder biologischen Oberflachen wie Fischschuppen gut wachsen. Um
ihnen maéglichst natlrliche Wachstumsbedingungen zu erméglichen, wurde zunachst
ein Substrat aus Fischschuppen vom Hecht (Esox lucius) gewahlt. Fischschuppen
sollten sich gut als Substrat flir eine Osteoblastenkultur eignen, da diese, wie zum
Beispiel an der Seebrasse (Pagrus major) gezeigt, reich an Kollagen Typ | sind [50]
und somit naturnahe Wachstumsbedingungen ermdglichen. Weiterhin kdénnen
Fischschuppen in erster Naherung als ebene Flache betrachtet werden, und sie
schienen damit gut als Substrat flr die Untersuchungen mit dem akustischen
Rastermikroskop geeignet. Zur Aufbereitung wurden die Fischschuppen gesaubert
und in 60-prozentigem Alkohol gespiilt, anschlieBend bei 80 °C im Wasserbad
erhitzt. Nach NAGAI et al. beginnt bei der Japanischen Sardine (Sardinops
melanostictus) jedoch bereits ab 25 °C der Denaturierungsprozess des Kollagens,
bei zirka 40 °C ist das Kollagen der Fischschuppen nahezu vollstandig denaturiert
[75], was vermutlich auch auf Esox lucius zutrifft. Die Fischschuppen als Substrat
stellten sich schlieBlich jedoch als nicht praktikabel heraus, da sie sich nur schwer
hinreichend steril aufbereiten lieBen, ohne dabei das Kollagen zu denaturieren. Es
kam folglich zum Keimbefall der Osteoblastenkultur. Weiterhin erwies sich die
Oberflache der dachziegelartig aufgebauten Fischschuppen flir SAM-
Untersuchungen als nicht hinreichend eben.

Auch mit Kollagen beschichtete oder unbeschichtete Membranen (zum
Beispiel Tissue Culture Insert, Anopore Membran, Nunc 136773, Nunc GmbH & Co.
KG, Wiesbaden, Deutschland), als ein der natlrlichen Umgebung angepasstes
Substrat, brachten in der Darstellung mit dem akustischen Rastermikroskop leider
nicht den gewlnschten Erfolg. Es entstand ein sehr kleines Substratsignal, so dass
das Cell-Analysis-Verfahren nicht angewendet werden konnte. Glinstig erwiesen sich
dagegen unbeschichtete Glasobjekitrager. Diese eigneten sich besonders gut zur
Kultivierung der Zellen, und das akustische Signal war gut darstellbar. Zudem wies
der Untergrund vernachlassigbar geringe Unebenheiten auf. Die so entstandenen
Bilder (Abbildung 3-1) zeigten die untersuchten Zellen in hoher Detaildichte und
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gutem Kontrast bei guter Auflésung der subzelluldren Strukturen und nahezu ohne
Interferenzringe (vergleiche mit Abbildung 1-1).

3.2 Morphologie der Zellen

Mit allen verwendeten mikroskopischen Verfahren konnten die Zellen und zum Teil
auch deren subzellulare Strukturen gut aufgel6st werden. Es fiel auf, dass die
meisten am Substrat anhaftenden Zellen eine langliche teilweise auch polygonal
verbreiterte Form haben. Im Verlauf der Kultivierung nahm bei der Mehrzahl der
Zellkulturen die Zellzahl zu. Zellkulturen, bei denen keine Proliferation auftrat, waren
moglicherweise verunreinigt oder durch Keimbefall geschadigt und wurden nicht in
die Auswertung einbezogen.

Innerhalb der Zellen kann man verschiedene subzelluldre Strukturen wie der
Zellkern (Abbildung 3-1, Abbildung 3-2) mit Nukleoli (Abbildung 3-1, Abbildung 3-2),
Anteile des Zytoplasmas und auch Zellfortsatze als Kontakt zu anderen Zellen
erkennen. Weiterhin zeigen manche Zellen innerhalb des Zytoplasmas deutlich
sichtbare Granulationen (vergleiche Abbildung 3-1 und Abbildung 3-2). In Gebieten
mit Granulationen andern sich die gemessenen akustischen Parameter gegentber
dem reinen Zytoplasma. Oftmals fallen insbesondere die gr6Beren Granulationen
durch Verringerung der Schallschwachung auf. Weiterhin lasst sich aber auch,
insbesondere bei den kleinen eher scholligen Granulationen (vergleiche Abbildung
3-3 und Abbildung 3-4) eine Erhéhung der Schallschwachung feststellen. Die
Granulationen sind in allen Versuchsgruppen teilweise in unterschiedlicher
Auspragung sichtbar. Auch in der fluoreszenz- und lichtmikroskopischen
Untersuchung kamen sie zur Darstellung (Abbildung 3-3, Abbildung 3-15). In einem
Teil der Stimulationsversuche zeigen sich diskrete Umverteilungen der
Granulationen. Nach Stimulation mit Vitamin D3 erscheinen die Granulationen sehr
stark um den Zellkern verdichtet und grobschollig. In den Zellen, die mit
Ascorbinsdure stimuliert wurden, stellen sich die Granulationen feiner und
groBflachiger Uber das Zytoplasma verteilt dar. Die Kombinationsstimulation
erbrachte oftmals ebenfalls eine eher groBflachigere Verteilung der Granulationen.

Die Auflésung des akustischen Rastermikroskops mit der zur Verflgung
stehenden akustischen Linse gestattet keine Auswertung der akustischen
Eigenschaften einzelner Granula.
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Abbildung 3-4 zeigt eine Zusammenstellung der Schallschwachungsbilder
Uber einen Zeitraum von zwei Wochen der einzelnen Versuchsgruppen. Mit
Ausnahme der Granulationen sind keine deutlichen morphologischen Veranderungen
der unterschiedlichen Versuchsgruppen sowohl fluoreszenz- und lichtmikroskopisch
als auch mit der akustischen Mikroskopie aufféllig.
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Abbildung 3-1 Konfokales Maximum, Maximalwertbild

Humane Osteoblasten dargestellt mit akustischer Rastermikroskopie, konfokales Maximum.
Kulturdauer 1 Woche, Stimulation mit Ascorbinsdure. 250 x 250 um, a.) Zellkern b.) Nukleolus,
c.) Zytoplasma, d.) Zellfortsatz
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Abbildung 3-2 Interferenzmaximum vom Substrat- und Oberfldchenwellen-Echo

Humane Osteoblasten dargestellt mit akustischer Rastermikroskopie, Kulturdauer 1 Woche,
Stimulation mit Ascorbinsédure. 250 x 250 um, a.) Zellkern, b.) Nukleolus, c.) Zytoplasma

Abbildung 3-3 Lichtmikroskopie, Granulationen und vesikuldre Strukturen

Lichtmikroskopie, 40x VergréBerung, 1. Woche a. Stimulation mit Ascorbinsdure, b. Stimulation mit
Vitamin Ds, Pfeile markieren die zum Teil vakuolenartigen Granulationen um den Zellkern. Diese sind
nach Stimulation mit Vitamin D3 sehr grobschollig und perinukledr verdichtet angeordnet.
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Abbildung 3-4 Schallschwéchungsbilder [86]

Darstellung  der

Interferenzmaxima

von Substrat- und Oberflichenwellenreflexionen der

Stimulationsversuche (iber zwei Wochen, 250 x 250 um. Die rdumliche Ausdehnung ist in [um]
angegeben, die Grauwertskala entspricht der Schallschwéchung in [dB].
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3.3 Akustische Rastermikroskopie

3.3.1 Zelldicke

Die Zelldicke wurde aus den Maximalwertsignalen durch Vergleich des
Referenzsignals V,(z) beziehungsweise des Zellsignals V.e(z) in den spezifischen
ROI bestimmt (siehe Kapitel 2.5.3). Dargestellt ist die Veranderung der Zelldicke in
der nukledren und perinuklearen Zone. Da mit dem Cell-Analysis-Verfahren nur
Zelldicken von d>1 um zuverldssig bestimmt werden kénnen, dieser Wert in der
Zellperipherie jedoch haufig unterschritten wird, stammen die aus dieser Region
ausgewerteten Daten von einer (nicht reprasentativen) Auswahl sehr dicker Zellen.
Auf ihre Darstellung wird daher im weiteren Verlauf verzichtet.

Als néachstes wurde geklart, ob ein Einfluss der Zellkulturdauer auf die
morphologischen und akustischen Zellparameter nachweisbar ist. Dazu wurden
zunéachst die Stimulationsgruppe und die ROI ausgesucht, bei denen in allen drei
Kulturwochen ausreichend viele Untersuchungen an nicht konfluent gewachsenen
Zellen vorhanden waren. Dies trifft fir die Ascorbinsdurestimulation und die
perinukledre Zone zu. Hier andert sich die mittlere Zelldicke wahrend der gesamten
Kulturdauer nur unwesentlich (Abbildung 3-5). Dies traf auch fur die Stimulation mit
Vitamin D3 und die Kombinationsstimulation zu (Daten nicht gezeigt). Daher wurde

die Kulturdauer in die folgenden Auswertungen bewusst nicht mit einbezogen.
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Abbildung 3-5 Zelldicke in Abhéangigkeit der Kulturdauer der perinukledren Zone,
Ascorbins&urestimulation
In allen Boxplots sind der Median als waagerechte schwarze Linie und die 25 beziehungsweise 75 %

Perzentile dargestellt. Die kleinen Kreise zeigen so genannte outliers (AusreiBer) an — Werte, die
mehr als 1,5 Box-Langen vom 75. Perzentil entfernt liegen. Die diinnen, waagrechten Striche zeigen
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die héchsten und niedrigsten beobachteten Werte, die keine AusreiBer sind. Aufgrund der teilweise
geringen Fallzahlen wurden die AusreiBer bewusst mit dargestellt.

nukleére Zone perinukledre Zone
N X Max. Min. o N X Max. Min. o]
[um]  [pm]  [um]  [um] [um]  [pm]  [um]  [um]
Kontrolle 10 2,61 4,5 1,6 0,84 11 3,26 4,9 1,6 1,22
Ascorbinsaure 17 2,61 4,3 1,5 1,00 18 2,58 4,5 1,6 0,83
Vitamin Ds 6 2,03 2,6 1,1 0,51 6 2,05 2,6 1,1 0,53
Kombination 4 2,97 4,4 2,0 1,02 5 2,48 4,0 1,3 1,01

Tabelle 1 Zelldicke

Vergleicht man die mittleren Zelldicken der verschiedenen ROI, ergibt sich folgendes
Bild: In der Kontrollgruppe ist die mittlere Zelldicke der perinukledren Zone etwas
gréBer als in der nukledren Zone, der Unterschied ist nicht signifikant (ANOVA
F=1,9; p = 0,17). Die nukledren beziehungsweise perinukledren Zelldicken waren
fir das jeweilige Stimulans (Ascorbinsaure, Vitamin D3) nahezu identisch. Bei der
Kombinationsstimulation war die mittlere Zelldicke in der perinukledren Zone
gegenuber der nukledren Zone nicht signifikant vermindert (Tabelle 1).

Bei der Auswertung des Einflusses der unterschiedlichen Stimulanzien auf die
Zelldicke ergaben sich fir die nukledre Zone bei den mit Ascorbinsdure und
Vitamin D3 stimulierten Zellen kaum Veranderungen zur Kontrollgruppe. Bei der
Kombinationsstimulation nahm die Zelldicke geringfligig zu. Die Unterschiede waren
nicht signifikant (Abbildung 3-6).
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Zelldicke [pm]
1
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Abbildung 3-6 Zelldicke der verschiedenen Stimulationsgruppen in der nukledren
Zone

Die folgenden Diagramme sind wie folgt bezeichnet A: Kontrolle, B: Ascorbinséure, C: Vitamin Dj, D:
Kombination aus Ascorbinsdure und Vitamin D5

|

L0

Zelldicke [am]
1

Abbildung 3-7 Zelldicke der verschiedenen Stimulationsgruppen der perinukledren
Zone

In der perinukledren Zone ist die mittlere Zelldicke in den stimulierten Zellen im
Vergleich zur Kontrollgruppe generell vermindert. Sie ist bei den mit Vitamin Ds
stimulierten Zellen am kleinsten und nahert sich bei der Kombinationsstimulation
wieder dem Wert bei Ascorbinsaurestimulation (Abbildung 3-7). Der Unterschied

zwischen der Kontrollgruppe und der Vitamin Ds-stimulierten Zellgruppe ist signifikant
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(ANOVA F = 5,2, p=0,03). Es trat eine Verminderung um 37 % gegentber der
Kontrollgruppe Bei
Signifikanzniveau von 0,05 knapp verfehlt (ANOVA F =
Verminderung betragt hier 21 %.

Ascorbinsdure wurde das

3,1, p = 0,08). Die

auf. der Stimulation mit

3.3.2 Schallgeschwindigkeit

Um eine zeitliche Abhangigkeit der Schallgeschwindigkeit zu untersuchen wurden
erneut als Referenzdaten die Ascorbinsdurestimulation und die perinukledre ROI
gewahlt (siehe Kapitel 3.3.1). Die mittlere Schallgeschwindigkeit nimmt zunachst in
der zweiten Kulturwoche leicht zu, um dann in der dritten Kulturwoche unter das
Ausgangsniveau der ersten Kulturwoche abzufallen. Die Unterschiede sind nicht
signifikant (Abbildung 3-8). Dies traf ebenfalls auf die Vitamin D3 Stimulation und
Kombinationsstimulation zu. Daher wurde auch hier die Kulturdauer fir die folgenden

Auswertungen nicht bertcksichtigt.
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Abbildung 3-8 Schallgeschwindigkeit in Abhéngigkeit der Kulturdauer der
perinukledren Zone, Ascorbinsdurestimulation

nukledre Zone perinukledre Zone
x Max. Min. o x Max. Min. o)
m/s]  [mis]  [mis] [m/s] m/s]  [m/s]  [m/s]  [m/s]
Kontrolle 7 1706,8 18846 1591,5 931 9 1634,5 17349 14920 81,4
Ascorbinsiure | 12 1710,5 1893,7 1455,6 1485 | 16 17157 1906,4 1450,6 133,9
Vitamin Dj 3 1783,7 1836,3 1751,5 459 5 1767,1 18650 16955 65,8
Kombination 3 1696,0 1778,9 1559,8 1188 | 3 1628,2 1740,7 1492,0 126,0

Tabelle 2 Schallgeschwindigkeit
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Vergleicht man die Schallgeschwindigkeiten in der nukledren und perinuklearen
Zone, so ergibt sich far die vier Untersuchungsgruppen ein heterogenes Bild:
Wahrend sich in der Kontrollgruppe und der Kombinationsstimulation die mittlere
Schallgeschwindigkeit in der perinukledren Zone gegenlber der nuklearen Zone
nicht signifikant verringert, ist diese bei den Stimulationen mit Ascorbinsdure und

Vitamin D3 nahezu gleich (Tabelle 2).
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Abbildung 3-9 Schallgeschwindigkeit vs. Stimulation in der nukledren Zone

In der nukledren Zone ist die mittlere Schallgeschwindigkeit der unterschiedlich
stimulierten Zellen generell gegenlber der Kontrolle erhéht. Der Anstieg ist bei der
Vitamin D3 Stimulation am gréBten. Die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant
(Abbildung 3-9).
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Abbildung 3-10 Schallgeschwindigkeit vs. Stimulation in der perinukledren Zone
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Auch in der perinukledren Zone sind die Schallgeschwindigkeiten der stimulierten
Zellen gegenuber der Kontrollgruppe deutlich erhdéht. Eine Ausnahme bildet hier die
Kombinationsstimulation. Insbesondere bei der Vitamin D3 Stimulation erhdhte sich
die mittlere Schallgeschwindigkeit um 8 % gegenlber der Kontrollgruppe. Der
Unterschied ist signifikant (ANOVA F = 9,6, p = 0,009, Abbildung 3-10).

3.3.3 Schallschwachung

Bei der Untersuchung des Schallschwachungskoeffizienten in Abhangigkeit der
Kulturdauer lieBen sich erneut keine signifikanten Veranderungen nachweisen. Der
mittlere Schallschwachungskoeffizient verminderte sich zwischen der ersten und
zweiten Kulturwoche, danach trat ein Anstieg tUber das Niveau von Woche eins auf
(Abbildung 3-11) ohne dass Signifikanz erreicht wurde. Fir die folgenden Ergebnisse

wurde daher wiederum auf die Auswirkung des Einflusses der Kulturdauer verzichtet.

Schallschwichungskoeffizient [dB/pm]

T T T
1 2 3
Kulturdauer [Wochen]

Abbildung 3-11 Schallschwédchungskoeffizient in Abhdngigkeit der Kulturdauer der
perinukledren Zone, Ascorbinsdurestimulation

nukledre Zone perinukledre Zone
X Max. Min. o N X Max. Min. o)
[do/um]  [db/um]  [dbo/um]  [db/um] [do/um]  [db/um]  [db/um]  [dib/um]
Kontrolle 10 0,21 0,54 0,03 0,15 11 0,25 0,59 0,03 0,18
Ascorbinsaure 11 0,27 0,53 0,01 0,14 18 0,33 0,78 0,04 0,20
Vitamin Dj 6 0,23 0,56 0,05 0,21 6 0,34 0,65 0,16 0,18
Kombination 5 0,38 0,62 0,14 0,19 5 0,47 0,77 0,30 0,19

Tabelle 3 Schallschwéchungskoeffizient
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Der mittlere Schallschwéachungskoeffizient ist in allen Untersuchungsgruppen in der
perinukledren Zone gegentber der nukledren Zone nicht signifikant erhéht (Tabelle
3).
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Abbildung 3-12 Schwéchungskoeffizient vs. Stimulation in der nukledren Zone

Bei den unterschiedlichen Stimulationen ergibt sich far den
Schwéachungskoeffizienten ein uneinheitliches Bild. In der nukledren Zone traten die
héchsten Abweichungen von der Kontrolle in der Ascorbinsdure- beziehungsweise
Kombinationsstimulation auf. In der Vitamin Ds-Versuchsgruppe wurde im Vergleich
zur Kontrollgruppe nahezu keine Veranderung festgestellt. Das Signifikanzniveau
p < 0,05 wurde bei keiner Stimulation erreicht (Abbildung 3-12).
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Abbildung 3-13 Schwéchungskoeffizient vs. Stimulation in der perinukledren Zone
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In der perinukledren Zone erhdht sich der mittlere Schwachungskoeffizienten bei
allen Stimulationen. Der héchste Wert (Steigerung um 88 % im Vergleich zur
Kontrollgruppe) wurde in der Kombinationsstimulation gemessen. Dieser Unterschied
ist signifikant (ANOVA F=4,9, p = 0,04, Abbildung 3-13). Bei Stimulation mit
Ascorbinsdure und Vitamin D3 traten vergleichbare mittlere

Schallschwéachungskoeffizienten auf.

3.4 Konfokale Laserscanningmikroskopie

Die Untersuchungen mit konfokaler Laserscanningmikroskopie wurden wie bei den
akustischen Messungen an nichtstimulierten Zellen (Kontrolle) beziehungsweise mit
Ascorbinsdure, Vitamin D3 sowie der Kombination aus Ascorbinsaure und Vitamin D3
stimulierten Zellen durchgefihrt. Abbildung 3-14a, b zeigen einen stimulierten
humanen Osteoblasten bei zwei verschiedenen Fluoreszenzwellenlangen. Die
Farbintensitat gibt Aufschluss Uber die Kalziumkonzentration. Aus diesen Rohbildern
werden durch Addition beziehungsweise Division der Farbsignale neue Bilder
berechnet. Abbildung 3-15a zeigt das Additionsbild, Abbildung 3-15b das
Verhaltnisbild. Ein hoher Kalziumgehalt wird in Abbildung 3-15a durch eine intensive
gelbe Farbe und in Abbildung 3-15b durch eine intensive griine Farbe dargestellt.
Fluoreszenzmikroskopisch wiesen die Osteoblasten sowohl in der
Kontrollgruppe als auch bei den stimulierten Zellen charakteristische abgrenzbare
Bereiche unterschiedlichen Kalziumgehalts auf. Der nukledre Bereich hatte jeweils
einen relativ geringen Kalziumgehalt, perinukleér schloss sich ein Gebiet héheren
Kalziumgehalts an. In der Zellperipherie folgte wieder ein Bereich mit geringerem
Kalziumgehalt (siehe Abbildung 3-15a). Im auBersten Randbereich der Zelle kbnnen
keine Aussagen Uber die Kalziumverteilung getroffen werden, da hier die
zytoplasmatische Farbstoffaufnahme unzureichend ist. Diese unterschiedliche
Kalziumverteilung veranlasste uns, die Zellen zur Auswertung mit der akustischen
Rastermikroskopie in die drei bereits bekannten ROl zu gliedern: Die nukleare Zone,

die perinukleare Zone und die periphere Zone.

Durch die fluoreszenzmikroskopischen Bilder konnten innerhalb der Zellen
verschiedene subzelluldre Strukturen mit unterschiedlichem Kalziumgehalt aufgelést
werden. In vielen Zellen lieBen sich Granulationen nachweisen, deren Kalziumgehalt

haufig héher als der der Umgebung war (Abbildung 3-15a oberer Pfeil).
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Ein quantitativer Nachweis von Kalziumkonzentrationsanderungen sowohl
zwischen den Versuchsgruppen als auch versuchsdauerabhangig war allerdings
nicht moglich, da wie in Kapitel 2.6.1 beschrieben der gewahlte Versuchsaufbau mit
der hangenden Probenaufnahme die notwenige Kalibrierung des Systems durch die
Zugabe von Stoffen wie beispielweise Chelatoren oder lonophoren nicht zulieB.

a b

Abbildung 3-14 Konfokale Laserscanningmikroskopie a: griiner und b: roter Kanal

Humane Osteoblasten, Ascorbinséure, erste Versuchswoche, VergréBerung 63x

a.) Abgebildet sind die Emissionen des Fluoreszenzfarbstoffs im Bereich des griinen Lichts. Griin
dargestellt sind Orte erhdhter Kalziumkonzentration. Die nukledre Zone weist eine geringere
Kalziumkonzentration als die umgebende perinukledre Zone auf. In der Zellperipherie ist die
Kalziumkonzentration deutlich geringer.

b.) Darstellung des emittierten roten Lichts. Je gréBer die Farbintensitdt ist, umso geringer ist die
Kalziumkonzentration. Der Zellkern ist als Gebiet geringer Kalziumkonzentration zu erkennen,
perinukledr ist die Kalziumkonzentration héher.
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Abbildung 3-15 Konfokale Laserscanningmikroskopie a: Additionsbild, b:
Verhéltnisbild

Humane Osteoblasten, Ascorbinséure, erste Versuchswoche, VergréBerung 63x

a.) Additionsbild der beider Einzelkanéle aus Abbildung 3-14. Rote gefdrbte Zellanteile zeigen
Bereiche niedriger, gelbe erhdhter Kalziumkonzentration. Deutlich erkennbar sind Granulationen
in der perinukledren Zone (Pfeil oben). Der Zellkern stellt sich als Bereich geringer
Kalziumkonzentration dar (Pfeil unten).

b.) Verhéltnisbild der beiden Einzelkanéle aus Abbildung 3-14. Die griine Farbe stellt Bereiche hoher,
die blaue Farbe Bereiche niedriger Kalziumkonzentration dar.
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4 DISKUSSION
In dieser Arbeit wurden stimulierte humane Osteoblasten mit der akustischen
Rastermikroskopie und der konfokalen Laserscanningmikroskopie untersucht.
Insgesamt wurden mehr als 11.000 Einzelbilder mit dem MLA-Verfahren
aufgenommen. Dem entsprechen mehr als 450 Datensatze gemessener Zellen.
Unter Berlcksichtigung der Ausschlusskriterien (siehe Kapitel 2.5.2) gelangten etwa
200 Datensatze in die statistische Auswertung. Die Griinde fiir die Datenreduktion
sind die zum Teil zu geringe Zelldicke insbesondere in der Zellperipherie und eine
nicht ausreichende Qualitat und Homogenitat der Daten.
Mit der akustischen Rastermikroskopie wurden folgende Zellparameter

bestimmt und ausgewertet:

- Zelldicke,

- Schallgeschwindigkeit,

- Schallschwéachungskoeffizient.
Die Osteoblasten wurden Uber einen Zeitraum von drei Wochen kultiviert. Es wurde
untersucht, ob sich die obigen Parameter durch die Stimulation der Zellen mit
Ascorbinsdure und Vitamin D3 sowie der Kombinationsstimulation aus den beiden
Substanzen verandern.

FOr das Cell-Analysis-Verfahren wurden die obigen Parameter in drei

ausgewahlten ROI bestimmt:

- ROI 1: nukleare Zone,

- ROI 2: perinukledre Zone,

- ROI 3: periphere Zone.

Kulturdauer
Obwohl eine Versuchsdauer von mehr als drei Wochen geplant war, zeigte es sich,
dass nach drei Wochen ein groBer Teil der Kulturen konfluent gewachsen waren und
deshalb nicht mehr ausgewertet werden konnten. Osteoblastenkulturen wurden zwar
in anderen Studien Uber langere Versuchszeitrdume untersucht [18,19,101,102], die
Grundvoraussetzung der nicht-konfluenten Zellkultur war in diesen Studien jedoch
nicht erforderlich.

In der vorliegenden Arbeit konnten firr die verschiedenen Kulturdauern keine
signifikanten Unterschiede der morphologischen und akustischen Parameter

Zelldicke, Schallgeschwindigkeit und Schallschwachung sowohl in der nukleéren als
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auch perinukledren Zone sowie flr die unterschiedlichen Stimulationen
nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis entsprach zunachst nicht den Erwartungen.
Allerdings konnte wegen der unsterilen akustischen Messungen die zeitliche
Entwicklung der akustischen und zellularen Eigenschaften ein und derselben
Zellkultur beziehungsweise Zelle nicht verfolgt werden. Desweiteren kommt es
wahrend der mehrwoéchigen Kultivierung zur Zellteilung, deren Rate durch die
Stimulanzien teilweise sogar erhdht werden kann [70]. Obwohl immer Zellen mit
deutlich sichtbarem Zellkern und dem typischen Soma ausgewahlt wurden,
entsprach letztendlich das tatsachliche Alter der untersuchten Zelle nicht
notwendigerweise der Kultivierungsdauer. In der dritten Versuchswoche traten bei
der Schallgeschwindigkeit und -schwachung scheinbar deutliche Anderungen auf
(Abbildung 3-8, Abbildung 3-11), diese kdénnen jedoch nicht als reprasentativ
angesehen werden, da durch die oftmals konfluent gewachsenen Zellen nur
insgesamt Messwerte von zwei Kulturen fir die Ascorbinsaurestimulation der

perinukledren Zone erhoben werden konnten.

Zelldicke

Die in der nuklearen und perinukledren Zone gemessenen Zelldicken entsprechen
den aus morphologischer Sicht erwarteten Werten um 3 um [11]. Einschrankungen
gibt es bei der Bestimmung der Zelldicke in der Zellperipherie, weil mit dem Cell-
Analysis-Verfahren nur Zelldicken gréBer 1 um sicher erfasst werden kénnen. Da die
zu erwartenden peripheren Zelldicken auch kleiner als 1 um sein kénnen, wurde auf
eine Zelldickenbestimmung in dieser ROI verzichtet. Daraus folgt, dass sowohl die
Schallgeschwindigkeit als auch der Schallschwachungskoeffizient in der peripheren
Zone nicht angegeben werden kénnen.

Die Zelldicke in der nukledren Zone veréndert sich bei den verschiedenen
Stimulanzien  nicht  signifikant. Eine leichte Erhéhung trat in der
Kombinationsstimulation auf. In der perinuklearen Zone nahm die Zelldicke bei allen
Stimulanzien gegeniber der Kontrollgruppe ab. Insbesondere war die Abnahme der
Zelldicke bei den mit Vitamin D3 stimulierten Zellen gegenlber der Kontrollgruppe
signifikant. Die Zelldickenabnahme in der perinukledren Zone war so nicht zu
erwarten. Moglicherweise ist sie auch Folge eines strukturellen Umbaus der Zellen
bedingt durch eine Kalziumeinlagerung (siehe unten).

57



Diskussion

Schallgeschwindigkeit

Die Veranderungen der Schallgeschwindigkeit waren nach den verschiedenen
Stimulationen gegenulber der Kontrollgruppe in der nukledren Zone insgesamt sehr
gering. Bei keiner der gemessenen GrdéBen konnte das Signifikanzniveau p < 0,05
erreicht werden. Die Absolutwerte der Schallgeschwindigkeiten sind mit einer
Ausnahme (Ascorbinsdurestimulation) gréBer als in der perinukledrern Zone. Dies
kénnte auf die deutlich héhere Dichte des Zellkerns gegeniber dem umgebenden
Soma aufgrund des unterschiedlichen Protein- und DNA-Gehaltes zurlickzuflihren
sein [71]. Dadurch sind im Bereich des Zellkerns héhere Schallgeschwindigkeiten
als in der perinukledren Zone zu erwarten. Dies wurde in der vorliegenden
Untersuchung bestatigt. Da Schallgeschwindigkeitsuntersuchungen an humanen
Osteoblasten bisher nicht bekannt sind, wurden zur Einordnung der ermittelten
Schallgeschwindigkeiten isolierte DNA [26,43] beziehungsweise Muskelzellen [10]
herangezogen. Gegenulber den Literaturwerten anderer Zelluntersuchungen sind die
gemessenen Schallgeschwindigkeiten in der vorliegenden Untersuchung generell
erhéht [7,100]. FUr die nuklearen Schallgeschwindigkeiten gibt es zum Vergleich nur
Daten von isolierter DNA, deren Schallgeschwindigkeit gegenlber den vorliegenden
Untersuchungen gréBer ist. Allerdings kann der direkte Vergleich der Werte von
isolierter DNA zu der nukledren Region einer intakten Zelle in vitro beziehungsweise
bei der unterschiedlichen Zellart bestenfalls als Orientierung betrachtet werden. Es
kommt hinzu, dass die Varianz der in der Literatur angegebenen
Schallgeschwindigkeiten sehr groB ist.

Die gr6Bten Veranderungen der Schallgeschwindigkeit nach den
verschiedenen Stimulationen traten in der perinukledren Zone der Osteoblasten auf.
Bei der Stimulation mit Vitamin Ds; wurde eine signifikante Erhdhung der
Schallgeschwindigkeit beobachtet. Die in der vorliegenden Untersuchung ermittelten
zytoplasmatischen Schallgeschwindigkeiten sind gegenlber den in der Literatur far
Muskelzellen angegebenen [10] generell erhdht. Moglicherweise ist dies auf die bei
den Osteoblasten perinuklear sowohl lichtmikroskopisch als auch mit akustischer
Rastermikroskopie beobachtete Ansammlung von Granulationen zurlckzufihren
(Abbildung 3-2, Abbildung 3-3). Aufgrund der unterschiedlichen Zellart ist der
Vergleich jedoch erneut nur orientierend zu betrachten.

Eine abweichende Schallgeschwindigkeit resultiert vermutlich aus einer

veranderten Elastizitdt des beschallten Zellvolumens und kann mit einer
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Veranderung der Dichte verbunden sein. Es ist also anzunehmen, dass
insbesondere  durch die Stimulation mit Vitamin Dz ein  deutlicher

Elastizitatsunterschied gegentber der Kontrollgruppe auftritt.

Schallschwachungskoeffizient
Far den Schallschwachungskoeffizienten ergibt sich in der nukledren Zone bei den
verschiedenen Stimulationen kein einheitliches Bild. Insbesondere eine Stimulation
mit Ascorbinsdure bewirkt eine Zunahme des Schallschwachungskoeffizienten.
Diese bestétigt sich auch in der Kombinationsstimulation. Dagegen tritt bei einer
Stimulation mit Vitamin D3 keine Veranderung auf. In der perinukledren Zone stellt
sich ein anderes Bild dar: Bei den stimulierten Zellen erhéht sich der
Schwéachungskoeffizient jeweils in  etwa gleicher Weise. Die hdchste
Schallschwachung wurde bei der Kombinationsstimulation ermittelt. Der Unterschied
zur Kontrollgruppe war dabei signifikant.

Eine Veranderung der Schallschwachung kann aus einer strukturellen
Veranderung der subzellularen Morphologie, zum Beispiel durch Anderung des
makromolekularen Aufbaus auch durch eine kalziumbedingte Strukturédnderung,

resultieren.

Morphologie

Insgesamt kann festgestellt werden, dass die starksten Anderungen der gemessenen
Parameter in der perinukledren Zone auftraten. Moglicherweise flhren die
Stimulationen hier zu den deutlichsten strukturellen Umbauten in der Zelle. Worin
diese bestehen, kann nur vermutet werden. Denkbar waren Veranderungen im
Aufbau des  Zytoskeletts, eine  zusatzliche  Kalziumspeicherung im
Endoplasmatischen Retikulum beziehungsweise in den Mitochondrien oder eine
Kalziumabscheidung in den Raum zwischen Zelle und Substrat. Letzteres lieBe eine
Anderung der akustischen Eigenschaften (ber die gesamte Zelle erwarten, die
jedoch nicht nachgewiesen werden konnte. Daher ist eine madgliche
Kalziumspeicherung innerhalb der Zelle anzunehmen. Wie WALI et al. zeigten, erhéht
sich bei Kurzzeitstimulationsversuchen die zytoplasmatische Kalziumkonzentration
von 61 nM auf 119 nM [97]. Es kann jedoch mit hoher Sicherheit angenommen
werden, dass eine Langzeitstimulation nicht zu einer Erhéhung der
zytoplasmatischen Kalziumkonzentration fihrt, da innerhalb der Zelle keine
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unphysiologisch hohen Kalziumkonzentrationen entstehen durfen, um das zellulare
Gleichgewicht nicht zu gefahrden.

Morphologisch wurde unter den Stimulationen eine Umverteilung und
Veranderung der Struktur der Granulationen in der Zelle beobachtet (Kapitel 3.2). Es
zeigte sich bei einer Stimulation mit Ascorbinsaure und der Kombinationsstimulation
ein &hnliches Bild (groBflachige Verteilung, feine Granula), das sich von der
Stimulation mit Vitamin D3 deutlich unterschied (verdichtete Anordnung
grobscholliger Granula um den Zellkern). Betrachtet man unter diesem
Gesichtspunkt die festgestellten Veranderungen von Schallgeschwindigkeit und —
schwachung, so kénnen diese durch die morphologischen Anderungen nicht
ausreichend erklart werden, denn die Veranderung dieser Parameter betraf in
vergleichbarer Weise die Stimulationen mit Ascorbinsdure und Vitamin D3, wahrend
bei der Kombinationsstimulation Abweichungen auftraten (Abbildung 3-10, Abbildung
3-13). Allerdings ist die Fallzahl bei den Kombinationsstimulationen gering. Daher
sollten diese Aussagen durch weiterfihrende Untersuchungen Uberprift werden. Die
Untersuchungen mit der konfokalen Laserscanningmikroskopie lassen den Schluss
zu, dass die Granula Orte erhdhter Kalziumkonzentration sein kénnten. Die von
McCLARY [70] beschriebene Konstanz der Zellmorphologie unter Stimulation mit

Ascorbinsaure konnte in der vorliegenden Untersuchung nicht bestatigt werden.

Die raumliche Anordnung der starksten Veranderungen der morphologischen und
der akustischen Eigenschaften fand sich, wie oben beschrieben, in der perinuklearen
Zone. Dort ist das Endoplasmatische Retikulum als der groBte interne
Kalziumspeicher der Zelle lokalisiert, wahrend die Mitochondrien, ebenfalls ein
zellularer Kalziumspeicher, im Allgemeinen eher Uber das gesamte Zytosol verteilt
sind. In dieser Zone koénnte durch die Stimulation eine zusatzliche
Kalziumeinlagerung im Endoplasmatischen Retikulum stattgefunden haben. Dies

wird durch die fluoreszenzmikroskopischen Bilder unterstitzt.

Cell-Analysis-Verfahren

Das Cell-Analysis-Verfahren wurde fir die Bestimmung der morphologischen
(Zelldicke) und akustischen Parameter (Schallgeschwindigkeit und
Schallschwéachungskoeffizient) entwickelt. Insbesondere bei den
Schwachungsbildern werden die Zellkonturen gut aufgelést und stérende
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Interferenzringe treten kaum auf (vergleiche Abbildung 1-1 und Abbildung 3-4). In der
nukledren und perinukledren Zone kdénnen die morphologischen und akustischen
Zellparameter sicher bestimmt werden. Allerdings ist das Verfahren nur bei
Zelldicken d > 1 ym anwendbar. Damit ist die Bestimmung der Eigenschaften der
Zellperipherie haufig nicht mdglich. Dies stellt flr die vorliegenden Untersuchungen
jedoch keine bedeutende Einschrankung dar, da die durch die Stimulation bedingten
Veranderungen vor allem in der perinukledren Zone beobachtet wurden. Unterstitzt
wird diese  Annahme  durch die  Untersuchungen mit  konfokaler
Lasersanningmikroskopie, bei der in der Zellperipherie auch nach Stimulation keine
deutlich UOber der Nachweisgrenze liegenden Kalziumkonzentrationen ermittelt

werden konnten.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die akustische Rastermikroskopie ein
geeignetes Verfahren zur Ermittlung ausgewahlter Zelleigenschaften wie Zellhéhe,
Schallgeschwindigkeit und Schallschwachung in vitro darstellt.

5 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

In der hier vorliegenden Studie wurde das Cell-Analysis-Verfahren als ein neues
quantitatives Verfahren der akustischen Rastermikroskopie zur Untersuchung von
morphologischen und akustischen Zellparametern erstmals an humanen
Osteoblasten in vitro angewandt.

- Es wurden die Parameter Zelldicke, Schallgeschwindigkeit und
Schallschwéachungskoeffizient in der nukledren, perinuklearen und peripheren
Zone der Osteoblasten bestimmt. Wahrend der Auswertung hat sich ergeben,
dass das Cell-Analysis-Verfahren eine sichere Zelldickenbestimmung nur fur
d > 1 um gestattet. Daher erfolgte die Auswertung der Zellparameter nur in der
nukledren und perinuklearen Zone.

- Durch eine Stimulation der Osteoblasten mit Ascorbinsaure, Vitamin D3z und
der Kombination aus Ascorbinsaure und Vitamin D3 wurde deren Einfluss auf
die Zellparameter bei einer Zellkulturdauer von drei Wochen untersucht.

- Eine signifikante Abhangigkeit der Zellparameter von der Kulturdauer konnte
nicht festgestellt werden. Allerdings war die Untersuchung einer bestimmten
Zelle Uber den gesamten Kulturzeitraum nicht mdglich.
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- Die deutlichsten Veranderungen der Zellparameter traten in der perinukledren
Zone bei Stimulation mit Vitamin D3 auf. Dabei verminderte sich die mittlere
Zelldicke um 37 % und die mittlere Schallgeschwindigkeit erhdhte sich um
8 %.

- Auch der mittlere Schallschwéachungskoeffizient &nderte sich am starksten in
der perinukledren Zone. Er nahm bei der Kombinationsstimulation um 88 %
Zu.

- Es kann vermutet werden, dass die Veranderungen der Zellparameter sowohl
durch eine Veranderung des Zytoskeletts als auch des Kalziumgehalts von
bestimmten Zellkompartimenten (in erster Linie im Endoplasmatischen
Retikulum, weniger in den Mitochondrien) verursacht werden.

- Mit allen verwendeten mikroskopischen Verfahren (Lichtmikroskopie,
Fluoreszenzmikroskopie, akustische Rastermikroskopie) wurde in der
perinukledren Zone das Auftreten von Granulationen beobachtet. Die
Veranderungen der akustischen Eigenschaften einzelner Granula konnten
nicht ermittelt werden, weil die Auflésung des verwendeten akustischen
Rastermikroskops bei der zur Verfigung stehenden akustischen Linse mit
einer Sendefrequenz von 900 MHz nicht ausreichte.

- Mit konfokaler Laserscanningmikroskopie wurde gezeigt, dass der
Kalziumgehalt in der perinuklearen Zone humaner Osteoblasten am gréBten
ist.

- Eine gleichzeitige Untersuchung ein und derselben Zelle mit akustischer
Rastermikroskopie und konfokaler Laserscanningmikroskopie war aus
versuchstechnischen  Grinden nicht mdglich. Bei der konfokalen
Laserscanningmikroskopie konnte nur eine qualitative Analyse der
Kalziumkonzentration durchgefihrt werden. Zukinftige Versuche sollten die
simultane quantitative Untersuchung der Zellen mit der akustischen
Rastermikroskopie und Fluoreszenzmikroskopie an einem Arbeitsplatz
ermoglichen.

- Fur die Entwicklung der Zellparameter in Abhangigkeit von der Kulturdauer
waren zukinftig zwei mdgliche Versuchsansatze interessant: Einerseits eine
Verkirzung der Versuchsdauer (so genannte Kurzzeitstimulation),
andererseits Langzeitstimulation bis zu vier Wochen. In beiden Fallen sollte
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moglichst immer ein und dieselbe Zelle untersucht werden, mindestens jedoch
Zellen aus demselben Zellkulturansatz.

- Um mégliche signifikante Anderungen der durch eine Zellstimulation
bedingten Veranderungen der akustischen Eigenschaften zu ermitteln, sollte
eine gréBere Auswahl an auswertbaren Versuchen bei optimalen
Versuchsbedingungen (steriler Versuchsaufbau bei einer
Untersuchungstemperatur 37 °C unter 5 % CO. Atmosphare bei konstantem
pH-Wert) zur Verfigung stehen. Diese Bedingungen sind jedoch experimentell
nur sehr schwer zu erreichen. Die Erfahrungen dieser Arbeit fihrten zu einer
Erweiterung und Aufristung des Untersuchungsplatzes am SAM 2000 der
Q-Bam-Gruppe der Martin-Luther-Universitat Halle mit Erganzung einer
sterilen Untersuchungskammer, die eine Untersuchung mit CO»-Atmosphére
bei einer frei wahlbaren Untersuchungstemperatur ermdglicht. Weiterhin
wurde das akustische Mikroskop durch ein Fluoreszenzmikroskop zur
simultanen und automatisierten Untersuchung von Zellen ergéanzt.

- Die histologischen Veranderungen bei der erhdéhten Kalziumkonzentration
(Umbau des Zytoskeletts, Kalziumspeicherung im Endoplasmatischen
Retikulum und Mitochondrien) sowie das morphologische Korrelat der
Granulationen in der perinukledren Zone sollten elektronenmikroskopisch
abgeklart werden. Elektrophysiologische Messungen kdnnten Aufschluss tber
einen veranderten Kalziumeinstrom in die Zelle bei den verschiedenen
Stimulanzien geben.

- Die Zellen kénnen akustisch ohne besondere Vorbehandlungen wie Fixierung
oder Farbung untersucht werden. Das Verfahren ist durch die geringen
Schallintensitaten nahezu rlckwirkungsfrei, vor allem ist eine intensive
Bestrahlung mit Laserlicht oder Elektronen nicht notwendig [42,44].

Insgesamt steht mit der akustischen Rastermikroskopie ein leistungsfahiges
Verfahren zur quantitativen Bestimmung morphologischer und akustischer Parameter

in vitro zur Verfigung.
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Thesen

THESEN

1. Die morphologischen und akustischen Parameter Zelldicke,
Schallgeschwindigkeit und Schallschwéachungskoeffizient kénnen quantitativ
mit akustischer Rastermikroskopie und dem Cell-Analysis-Verfahren in vitro
bestimmt werden.

2. Eine sichere Bestimmung der Zelldicke ist nur fir d> 1 um mdglich. Daher
erfolgte die Auswertung der Zellparameter nur in der nuklearen und
perinukledren Zone, nicht aber in der Zellperipherie.

3. Durch eine Stimulation der Osteoblasten mit Ascorbinsdure (50 pg/ml),
Vitamin D3 (10 nmol/l) und der Kombination aus Ascorbinsaure und Vitamin D3
wurde deren Einfluss auf die Zellparameter bei einer Zellkulturdauer von drei
Wochen untersucht. Eine signifikante Abhangigkeit der Zellparameter von der
Kulturdauer konnte nicht festgestellt werden.

4. Die deutlichsten Veranderungen der Zellparameter traten in der perinuklearen
Zone bei Stimulation mit Vitamin D3 auf. Dabei verminderte sich die mittlere
Zelldicke um 37 % und die mittlere Schallgeschwindigkeit erhdhte sich um
8 %. Der mittlere Schallschwachungskoeffizient nahm bei der
Kombinationsstimulation um 88 % zu. Es kann vermutet werden, dass die
Veranderungen der Zellparameter sowohl durch strukturelle Anderungen wie
eine Veranderung des Zytoskeletts als auch des Kalziumgehalts von
bestimmten Zellkompartimenten, vor allem im Endoplasmatischen Retikulum,
verursacht werden.

5. Mit allen verwendeten mikroskopischen Verfahren (Lichtmikroskopie,
Fluoreszenzmikroskopie, akustische Rastermikroskopie) wurde in der
perinukledren Zone das Auftreten von Granulationen beobachtet.

6. Mit konfokaler Laserscanningmikroskopie wurde gezeigt, dass der
Kalziumgehalt in der perinuklearen Zone humaner Osteoblasten am grdBten
ist. Eine quantitative Bestimmung war jedoch aus versuchstechnischen
Grinden nicht moglich.

7. Die Zellen kénnen ohne besondere Vorbehandlungen wie Fixierung oder
Farbung untersucht werden. Das verwendete Verfahren kann durch die
geringen Schallintensitaten als rlickwirkungsfrei betrachtet werden. Vor allem

ist eine intensive Bestrahlung mit Laserlicht oder Elektronen nicht notwendig.
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Thesen

Damit steht mit der akustischen Rastermikroskopie in Kombination mit dem
Cell-Analysis-Verfahren eine leistungsfahige Methode zur quantitativen
Bestimmung morphologischer und akustischer Zellparameter in vitro zur

Verfagung.
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