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1. Einleitung
 

1.1 Einführung 
 
Knochendefekte im menschlichen Körper entstehen durch Traumen, durch Tumore be-

ziehungsweise deren Resektion, durch operative Eingriffe infolge entzündlicher Prozes-

se oder durch kongenitale Fehlbildungen. 

In der Zahnheilkunde kommt es vor allem bei parodontalen Erkrankungen zu entzünd-

lich bedingtem Knochenabbau, so dass heute besonders im Rahmen parodontologisch-

regenerativer und implantologischer Maßnahmen augmentative Verfahren routinemäßig 

zur Anwendung kommen. Auch eine generalisierte altersbedingte Atrophie des Alveo-

larkammes und Knochendefekte als Folge von Traumata, chirurgischen Tumorentfer-

nungen etc. werden in der chirurgischen Praxis mit Hilfe augmentativer Therapiemetho-

den behandelt (Garg 1999). Es besteht daher das ständige Bestreben, geeignete Er-

satzmaterialien zur möglichst vollständigen Wiederherstellung zu finden. In den letzten 

Jahren wurden große Fortschritte auf dem Gebiet der Biomaterialien erzielt (De Boer H. 

1989). Verbesserte Materialeigenschaften führten dazu, dass heute neben der autoge-

nen Transplantation allogene, xenogene und alloplastische Knochenersatzmaterialien 

routinemäßig zum Einsatz kommen (Yildirim et al. 2000a). Je nach Materialherkunft 

kann bei synthetischer Herstellung von Knochenersatzmaterialien und bei biologischem 

Ursprung von Knochenmaterialien gesprochen werden. Dementsprechend ändert sich 

auch die Nomenklatur bei der Insertion des Materials: Der Einsatz von biologischen Ma-

terialien wird als Transplantation, der von synthetischen Produkten als Implantation be-

zeichnet. 

 

1.1.1 Historie 
 

Bereits frühzeitig wurden auf dem Gebiet der Zahnmedizin Versuche unternommen, Ma-

terialien verschiedenster Art (Elfenbein; Walrosszähne und Holz) als Ersatz für fehlende 

Zähne oder bei Knochenverlust zu implantieren (LeGeros, LeGeros 1997). 

So wurde im Jahr 1931 bei Ausgrabungen in Honduras ein Unterkieferfragment aus der 

Zeit der Mayas, um 600 Jahre nach Christus gefunden. In diesem Unterkiefer waren 

drei fehlende untere Schneidezähne durch zahnförmige, in den Knochen eingesetzte 

Muschelstücke ersetzt. Röntgenaufnahmen wiesen nach, dass zwei der Muschelstücke  
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knöchern inkorporiert waren. Dies sind bislang die erst beschriebenen anorganischen 

Implantate, die je in menschliches Knochengewebe implantiert wurden (Ring 1997). 

Durch die intensive Zusammenarbeit vieler naturwissenschaftlichen Disziplinen und zu-

nehmendem Interesse der chemisch-pharmazeutischen Industrie wurden in den letzten 

Jahrzehnten erfolgreiche medizinische, werkstoffkundliche und materialtechnische Fort-

schritte erzielt. Diese erlauben das Implantieren von nicht-autogenem Ersatzmaterial für 

viele Indikationsstellungen alternativ oder in Kombination mit autogenen Transplantaten. 

 

1.1.2 Methoden der Knochenregeneration 
 
Grundsätzlich gibt es drei verschiedene Mechanismen zur Bildung von neuem 

Knochengewebe (Kübler 1997; 1998): 

 

1.1.3 Osteogenese 

 

Die Osteogenese setzt eine Übertragung von knochenbildenden Zellen, den Oste-

oblasten bzw. deren Vorläuferzellen im Rahmen autogener Transplantation voraus. 

Da es sich um vitales Material mit lebendigen Osteoblasten handelt, können diese proli-

ferieren und die Knochenentwicklung aktivieren, bzw. das Knochenwachstum beschleu-

nigen. 

 

1.1.4 Osteokonduktion 

 

Bei der Osteokonduktion werden schon vorhandene ortständige Osteoblasten stimu-

liert und lösen eine Osteogenese aus (Feifel 1996). Der Mechanismus der Osteogenese 

durch Osteokonduktion läuft in den Poren von Knochenersatzmaterialien ab, die in ei-

nen Knochendefekt eingebracht werden. Das Vorhandensein von porösen Strukturen 

erlaubt ein Einsprossen von Gefäßen und damit verbunden eine vom Lagergewebe 

ausgehende Knochenneubildung ohne vorhergehende vollständige Resorption. Bezüg-

lich der Morphologie stellt dabei die natürliche Spongiosa die Idealstruktur dar (Schenk 

1994).  
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1.1.5 Osteoinduktion 

 

Neben den oben genannten Mechanismen der Osteogenese und der Osteokonduktion 

existiert noch ein weiterer Prozess, der eine knöcherne Regeneration begünstigen kann: 

die Osteoinduktion. Es wird vermutet, dass sogenannte „Bone Morphogenetic Prote-

ins“ (BMP) osteoinduktive Proteine darstellen, die als nichtkollagene Bestandteile in der 

Knochenmatrix vorhanden sind und aus dieser diffundieren können (Kübler 1997; Urist 

1989). 

Bei der Osteoinduktion stimuliert das Implantat – dies kann z.B. ein mit BMP angerei-

chertes alloplastisches Knochenersatzmaterial sein – die Differenzierung von Stamm-

zellen in knochenbildende Zellen im Lagergewebe. Das Trägermaterial dient dabei für 

die Osteogenese zusätzlich als Leitstruktur und wirkt als osteokonduktiver Kofaktor. 

 

1.2 Tissue engineering 
 

Tissue Engineering bedeutet soviel wie "Gewebekonstruktion" oder "Zell- und Gewebe-

technik". Hierbei werden die Zellen einem Patienten entnommen, für ihre Vermehrung in 

einem speziellen Labor kultiviert und danach wieder in denselben Patienten zurück ver-

pflanzt. Im Vordergrund stehen Osteoblasten, Chondrozyten und Keratozyten. Den Beg-

riff des Tissue Engineering verwendeten erstmals 1987 Vertreter der US-

amerikanischen National Science Foundation (NSF) in Washington, DC. Ein Jahr später 

wurde auf der ersten (von der NSF veranstalteten) Konferenz zum Tissue Engineering 

in Lake Tahoe, Kalifornien, folgende Definition geprägt: 

„Tissue Engineering ist die Anwendung der Prinzipien und Methoden der Ingenieur- und 

Lebenswissenschaften für das grundlegende Verständnis der Wechselwirkung von 

Struktur und Funktion normalen und kranken Gewebes sowie zur Entwicklung von bio-

logischem Gewebe-Ersatz zur Rekonstruktion, dem Erhalt oder der Verbesserung der 

Gewebefunktionen".  

 11
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Abb. 1: Autogene Gewebetransplantation mit Tissue Engineering; 

(Grafik Arbeitsgruppe Tissue engineering der Charité Berlin, 

 mit freundlicher Genehmigung) 

 

Ziel des Tissue engineering ist es, erkranktes Gewebe zu heilen, zu rekonstruieren oder 

in seiner Funktion zu unterstützen. Im Regelfall stammen die Zellen vom Patienten 

selbst (autogene Zellen).  

Diese vergleichsweise junge Technik hat in den letzten Jahren deutliche Fortschritte bei 

der Herstellung von artifiziellen Geweben gemacht. Tatsache ist dennoch, dass bislang 

viele der künstlich hergestellten Konstrukte noch keine ausreichende Qualität aufwei-

sen. Eine erfolgreiche Anwendung des Tissue engineering setzt voraus, dass den proli-

ferierenden Zellen ein dreidimensionales Gerüst zur Verfügung steht, das der Struktur 

der extrazellulären Matrix (ECM) humaner Gewebe entspricht. In der extrazellulären 

Matrix befinden sich mitunter Wachstumsfaktoren, die nicht nur für Wachstum und Ent-

wicklung, sondern auch während Umbauprozessen und Reparaturvorgängen eine we-

sentliche Rolle spielen (Lauer 2002). 

In-vivo stellt die extrazelluläre Matrix, die von Zellen abgesondert wird und eine fädige 

Struktur aufweist, das Gerüst dar, an das sich die Zellen anheften können. Die extrazel-

luläre Matrix ist also jeweils Teil des spezifischen Umfelds eines Gewebes und muss 

deshalb als ein wichtiger Differenzierungsfaktor beachtet werden. Fehlt die spezifische 

Matrix, so können die Zellen oftmals nicht ihre volle Syntheseleistung erbringen. 
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Kultivierte Leberparenchymzellen z.B. zeigen nur einen Bruchteil ihrer ursprünglichen 

Entgiftungsleistung, Pankreasinselzellen verlernen ihre Fähigkeit zur Insulinsynthese, 

Nierenepithelien verlieren ihre typischen Transportfunktionen und Knorpel- bzw. Kno-

chenkonstrukte bilden eine kaum belastbare extrazelluläre Matrix. Zudem kommt es 

häufig vor, dass atypische Proteine von den kultivierten Gewebekonstrukten gebildet 

werden. Diese können bei der medizinischen Anwendung Entzündungen und Absto-

ßungsreaktionen hervorrufen. 

 

Die Behandlung mittels Tissue engineering wird in der Zukunft eine Option für Kno-

chendefekte jeglicher Art darstellen, dessen Ziel es ist herauszufinden, wie funktionelles 

Gewebe in Kultur generiert und dabei die Ausbildung funktioneller Eigenschaften expe-

rimentell gesteuert werden kann (Delloye et al 2003). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 13



                                                                                                                                                                                                                Einleitung 

1.3 Einteilung der Knochenersatzmaterialien 
 

In den letzten Jahren hat die Anzahl von erhältlichen Knochenersatzmaterialien in Euro-

pa stark zugenommen. Diese Entwicklung hängt unter anderem mit dem Trend zur mi-

nimal-invasiven Chirurgie zusammen (Delloye et al. 2003). Die Knochenersatzmateria-

lien werden terminologisch nach ihrer Herkunft in autogene, allogene, xenogene und al-

loplastische Knochentransplantate und Knochenimplantate unterschieden: 

 

Autogenes Knochentransplantat Verpflanzung innerhalb desselben Indivi-

duums, wie z.B. intraoral oder extraoral an 

anderer Stelle entnommener Knochen 

Isogenes Knochentransplantat Transplantation zwischen histokompatiblen 

Individuen gleicher Spezies (Zwillinge) 

Allogenes Knochenimplantat Verpflanzung zwischen Individuen dersel-

ben Spezies. Meistens handelt es sich um 

physikalisch und chemisch in seiner Struk-

tur veränderten, konservierten humanen 

Spenderknochen 

Xenogenes Knochenimplantat Verpflanzung zwischen Individuen ver-

schiedener Spezies, z.B. bovine Hydoxyla-

patite 

Alloplastisches Implantat Vollsynthetisch hergestelltes Biomaterial 

bzw. ausgiebige physikalische und/oder 

chemische Bearbeitung xenogener (spe-

ziesfremder) Gewebearten oder Gewebe-

auszüge (Gerüstbausteine), z.B.  

α-, β-Tricalciumphosphate 

Phykogenes Knochenersatzmaterial Hydroxylapatit aus 100% anorganischem 

Kalziumphosphat, wovon 95% als Apatit 

vorliegen; Ausgangsmaterial sind kal-

kinkrustierende Meeresalgen 
Tabelle 1: Nomenklatur der Knochenimplantate und -transplantate 
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1.3.1 Autogene Knochentransplantate 
 
Die Verpflanzung von körpereigenen knochenbildenden Zellen im Rahmen von autoge-

nen Knochentransplantationen stellt derzeit den „goldenen Standard“ dar, an dem sich 

alle Alternativverfahren messen lassen müssen (Kübler und Würzler 2002). 

Die Hauptvorteile der autogenen Knochentransplantation liegen in der guten Annahme-

bereitschaft des Organismus sowie der Vermeidung übertragbarer Infektionen. Die zel-

lulären Bestandteile der autogenen Knochentransplantate können unter geeigneten 

Voraussetzungen zumindest für einen gewissen Zeitraum überleben und sich am Kno-

chenaufbau beteiligen (Reuther und Bill 1991). 

Die Verfügbarkeit autogener Knochentransplantate ist jedoch begrenzt und erfordert ei-

nen Zweiteingriff zur Transplantathebung. Außerdem birgt der operative Eingriff für den 

Patienten zusätzliche Risiken: Schmerzen, Hämatombildung und Infektionsrisiken limi-

tieren die Anwendung. Gleichzeitig stellen längere Operations- und Narkosedauer bei 

umfangreichen rekonstruktiven Eingriffen erhebliche Belastungen für den Patienten dar 

und erhöhen das Operationsrisiko (Behrens et al 2001). Beckenspongiosa und 

-mark haben das größte osteogene Potential. Es werden jedoch nicht nur die stimulie-

renden Zellen der Knochenneubildung (Osteoblasten) transplantiert, sondern auch re-

sorptive und phagozytierende Zellen, sog. Osteoklasten, die regelmäßig zu Resorptio-

nen und Ankylosen an den Wurzeloberflächen führen. Ein weiterer unerwünschter Effekt 

ist die deutliche Eigenresorption der Spongiosa des Beckenkamms, so dass das Kno-

chenvolumen der Transplantate sich reduziert (Friedman 1998a, Spallek & Deschner 

1995). Bei großen knöchernen Defekten ist der Einsatz von autogenen Knochentrans-

plantaten jedoch allen alternativen Knochenersatzmaterialien vorzuziehen und ist daher 

nach wie vor Mittel der ersten Wahl (Misch, Dietsh 1993; Schliephake et al. 1997). Be-

reits nach einer 4-wöchigen Einheilphase kann hierbei von einer knöchernen Integration 

des Transplantates ausgegangen werden. 
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Intraoraler Knochen Extraoraler Knochen 

- umliegender Alveolarkamm 
(OP-Gebiet) 

- Gaumen 
- Tuberbereich 
- Retromolarbereich (korti-

kospongiöser Knochen) 
- Kinnregion 
- Unterkiefersymphyse 
- Unterkieferrand 
- Zahnloser Kieferabschnitt 
- Extraktionsalveole 
- Linguale/laterale Kortikalis 

- Beckenkamm (erstmals 1968, 

Spongiosa und Mark) 

- Schädelkalotte 

- Mikrovaskulär: Beckenkamm, 

Schulterblatt (Skapula), Unterarm 

(Radius), Wadenbein (Fibula) 

 

Tabelle 2: Entnahmestellen von autogenen Knochentransplantaten für zahnmedizinische  

Interventionen (Buns 1995; Spallek & Deschner 1995; Hausamen 1995, Koeck & Wagner 1996) 

 

1.3.2 Allogene Knochenersatzmaterialien 
 

Die allogene Knochentransplantation erfolgt zwischen genetisch unterschiedlichen Indi-

viduen der gleichen Spezies (Kloss, Neukam 1999). Je nach Art der Vorbehandlung des 

meist von Leichen gewonnenen Knochens können drei Klassifizierungen allogener Kno-

chentransplantate voneinander unterschieden werden: gefrorener, gefriergetrockne-
ter und demineralisierter, gefriergetrockneter Knochen (Misch, Dietsh 1993).  

 

Da Interaktionen zwischen Empfängerzellen und Zellen des Transplantates nicht mit Si-

cherheit ausgeschlossen werden können, besteht die größte Gefahr hinsichtlich einer 

intravitalen Kontamination bei frisch gefrorenen Knochen (Hofmann, Lob 1991). Wie bei 

der Transfusion von Blut und Blutprodukten besteht auch bei der Transplantation von 

Knochen das Risiko der Übertragung von Viren, die schwerwiegende Erkrankungen 

beim Empfänger auslösen können. So konnte im zahnmedizinischen Bereich die Über-

tragung einer HIV-Infektion durch die Implantation von allogenem, gefrorenen Knochen 

nachgewiesen werden (Simonds et al. 1992). Von der Knochenspende auszuschließen 

sind Personen, bei denen jemals eine HBV-, HCV- oder HIV-Infektion nachgewiesen 

wurde. Sollte eine Transplantation ausnahmsweise bei einem immunsupprimierten Pati-
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enten vorgenommen werden, muss bei dem Spender vorher eine Infektion mit dem Cy-

tomegalievirus ausgeschlossen werden. 

Es wurden mehrere Methoden entwickelt, die zu einer Reduktion der Antigenität des 

transferierten Knochens führen (Kloss, Neukam 1999): 

Verfahren wie die Gefriertrocknung und die Demineralisation durch Säurebehandlung 

denaturieren die im Knochen vorhandenen, für die immunologischen Reaktionen im 

Empfänger verantwortlichen Proteine (Mellonig et al. 1992; Kübler et al. 1993; Hürzeler 

1995). Bei der Herstellung von gefriergetrockneten Knochen wird der Spenderknochen 

in einem Gemisch aus Äthanol und Äthyläther entfettet und dehydriert. Im Anschluss 

wird die Knochenmatrix mit flüssigem Stickstoff gefroren und unter Umgehung der Flüs-

sigkeitsphase getrocknet. Durch diesen Vorgang werden alle Zellen devitalisiert (Spal-

lek, Deschner 1995). 

 

Gefriergetrockneter Knochen kommt entweder entkalkt als demineralisierter, gefrierge-

trockneter Knochen (Demineralized Freeze-Dried Bone Allograft = DFDBA) oder nicht 

entkalt als mineralisierter, gefriergetrockneter Knochen (Freeze-Dried Bone Allograft = 

FDBA) zur klinischen Anwendung. Die osteokonduktive Eigenschaft von mineralisier-

tem, gefriergetrocknetem Knochen ist erwünscht. Ein osteoinduktives Potential durch 

knochenbildende Proteine, die zum Teil in mineralisch-organischen Komplexen gebun-

den sind, ist jedoch gering (Nevins, Mellonig 1992). Durch Extraktion mittels Salzsäure 

wird aus dem mineralisierten, gefriergetrockneten Knochen der demineralisierte gefrier-

getrocknete Knochen hergestellt. Durch den Demineralisationsvorgang soll unter ande-

rem das BMP aus der Knochenmatrix freigesetzt und somit das osteogene Potenzial er-

höht werden (Urist et al. 1973). Die Kombination von Demineralisation und Gefriertrock-

nung allogenen Knochens kann zudem das Risiko der Krankheitserregerübertragung 

und Allergisierung reduzieren (Ehmke und Flemmig 1998). 

 

In der klinischen Anwendung hat der deminineralisierte, gefriergetrocknete Knochen den 

mineralisierten, gefriergetrockneten weitgehend verdrängt (Claes 1993, Rehm 1993). 

Konträre Studien bezüglich guter regenerativer Resultate mit DFDBA könnten in der 

nicht standardisierten Qualität der Transplantate begründet sein. So überprüfen kom-

merzielle Knochenbanken nicht die spezifische Menge enthaltener BMPs oder indukti-

ver Fähigkeit ihrer auf dem Markt erhältlicher Allografts (Schwartz et al 1996). 
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Im Gegensatz zu Studien mit enttäuschenden Ergebnissen, konnten Reynolds und Bo-

wers sechs Monate nach Auffüllung parodontaler Defekte mit DFDBA am Patienten eine 

knöcherne Einscheidung des Allografts nachweisen, was zumindest auf osteokondukti-

ve Eigenschaften hindeutet (Reynolds und Bowers, 1996). 

 

Pinholt et al. berichten von einer klinisch vermehrten bindegewebigen Einkapselung e-

nossaler Implantate bei Insertion in mit allogenen Knochenersatzmaterialien aufgebau-

ten Knochenarealen (Pinholt et al. 1994). Ein Indiz dafür ist die verminderte Erfolgsquo-

te (65%) von Implantaten, die in mit demineralisierten, gefriergetrockneten, allogenen 

Knochen augmentierten Regionen eingesetzt wurden. Die Erfolgsquoten von Implanta-

ten in autogenem Knochen waren demgegenüber mit 97% deutlich besser (Tolman 

1995). 

 

1.3.3 Xenogene Knochenersatzmaterialien 
 

Xenogene Materialien stammen von einer genotypisch vom Menschen verschiedenen 

Spezies ab. Sie werden durch einen Deproteinierungsvorgang aus Tierknochen gewon-

nen. Die Erregerübertragung wird als extrem gering eingeschätzt, ist aber nicht bei allen 

Materialien vollständig auszuschließen. Xenogene Knochenersatzmaterialien bestehen 

überwiegend aus Hydroxylapatit, der im menschlichen Knochen vorherrschenden anor-

ganischen Komponente.  

Bovine Knochenersatzmaterialien werden aus Rinderknochen hergestellt, wobei sämtli-

che organische Bestandteile durch chemische und thermische Behandlungen entfernt 

werden. Ein Beispiel für ein solches Knochensubstitut ist Bio-Oss (Biomaterialien Geist-

lich, Wolhusen, Schweiz), ein Hydroxylapatit halbsynthetischen Ursprungs. Auch Tuto-

gen zählt zu den verwendeten xenogenen Knochenersatzmaterialien, jedoch wird hier 

auf eine vollständige Deproteinisierung verzichtet und somit kein hundert prozentiger 

Schutz vor Infektionen garantiert. 
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1.3.4 Alloplastische Knochenersatzmaterialien 
 
Die begrenzte Möglichkeit, Knochen in ausreichender Menge, ohne operativen Zweit-

eingriff und damit verbundene erhöhte gesundheitliche Risiken für den Patienten gewin-

nen zu können und die zusätzliche Gefahr übertragbarer Krankheiten führten letztend-

lich zur Suche nach synthetischen bzw. halbsynthetischen Knochenersatzmaterialien. 

 

Synthetische Biomaterialien sind verfügbar als Hydroxylapatit (HA) [CA10(PO4)6(OH)2], 

Tricalciumphosphat (TCP) [Ca3(PO4)2] und als Biphasisches Kalziumphosphat (BCP, 

d.h. einen Composit Werkstoff aus Hydroxylapatit und β-TCP). HA ist druckstabil und 

wird kaum resorbiert, während TCP schnell abgebaut wird und nicht druckfest ist. Die 

Partikelgröße und die Porosität, die chemische Struktur und die Zusammensetzung der 

Stoffe spielt bezüglich der Resorptionsrate eine große Rolle (Misch, Dietsh 1993). Die 

TCPs lassen sich hinsichtlich ihrer Kristallstruktur in α- und β-Tricalciumphosphate un-

terscheiden, wobei α-TCP aus β-TCP durch Erhitzen auf mehr als 1125  °C hergestellt 

wird. Da β-TCP die stabilere Phase bei Raumtemperatur ist, hat es eine geringere Lös-

lichkeit als α-TCP (Le Geros 2001). 

 

Biodynamik Werkstoff Reaktion des Implan-

tatlagers 

 

Implantat-

Knochen- 

Interface 

Biotolerant Knochenzement 

Chirurgiestahl 

Distanzosteogenese Bindegewebe 

Bioinert Al2O3-Keramik 

Kohlefaserstoff 

Titan (z.B. Ti-Al6-

V4) 

Kontaktosteogenese Direkter Verbund 

zwischen Knochen 

und Implantat 

Bioaktiv Kalziumphosphat- 

Keramiken 

Verbundosteogenese Chem. Verbund 

zwischen Knochen 

und Implantat 
 Tabelle 3: Klassifikationen der Biomaterialien nach dem Reaktionsmodus des knöchernen Lagers 

 (Osborn, Newesely, 1980) 
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Als Biomaterialien werden Materialien bezeichnet, wenn sie in der Lage sind, mit biolo-

gischen Systemen zu agieren. Osborn und Newesely unterteilen diese Materialien ent-

sprechend ihrer biologischen Aktivität in biotolerant, bioinert und bioaktiv (Osborn und 

Newesely 1980). 

Biotolerante Implantate, wie z.B. Knochenzement und Chirurgiestahl werden bindege-

webig eingeschieden. Bei Bildung von Bindegewebsmembranen zwischen Implantat 

und Knochen spricht man von Distanzosteogenese. Bioinerte Implantate (Aluminium-

oxid, Zirkoniumoxid, Implantate aus Kunststoff und Titan) besitzen auf ihrer Oberfläche 

eine stabile Oxidschicht. Im orthotopen Lager kommt es zur direkten Verbindung zwi-

schen Implantat und Knochen (Kontaktosteogenese). Es bildet sich üblicherweise keine 

interponierende Bindegewebsschicht, die Verzahnung ermöglicht eine Belastung mit 

hohen mechanischen Kräften. 

Bioaktiv sind die Mineralstruktur des Knochens nachahmende Kalziumphosphatkerami-

ken (wie Hydroxylapatit, Trikalziumphosphat, Glaskeramiken), die im Organismus spezi-

fische biologische Reaktionen auslösen. Durch Osteokonduktion entsteht eine chemi-

sche Bindung zwischen Implantat und Knochen (Le Geros 1988). Bioaktive Materialien 

zeigen neben einer positiven Interaktion mit lebendem Gewebe auch eine Differenzie-

rung von Vorläuferzellen zu knochenbildenden Zellen (Kohal et al. 2001). Diese wird 

von Osborn und Newesely als Verbundosteogenese bezeichnet (Osborn, Newesely, 

1980). 

 

Zu den bioaktiven Keramiken, der größten Gruppe der alloplastischen Werkstoffe, gehö-

ren auch die Kalziumphosphatmaterialien HA und TCP (Tab.4). 

 

Hydroxylapatit Trikalziumphosphat 

Ca10(PO4)6(OH)2 Ca3(PO4)2

langsame Resorption schnelle Resorption 

Kalzium-Phosphat-Verhältnis 

10:6 

Kalzium-Phosphat-Verhältnis 

3:2 

Druckstabilität geringe Druckstabilität 

Tabelle 4: Eigenschaften der Kalziumphosphate modifiziert nach Schlickewei und Paul (1991), Misch 

und Dietsh (1993) 
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Allen genannten Materialien gemein ist der osteokonduktive Wirkungsmechanismus, der 

in der Ähnlichkeit der Materialmorphologie zur humanen Spongiosa begründet liegt. Ei-

ne osteoinduktive Wirkung der Kalziumphoshatkeramiken hat sich bislang nicht nach-

weisen lassen (Pettis et al. 1990). 

 

1.4 Anforderungen an Knochenersatzmaterialien 
 
Knochenersatzstoffe müssen einen gewissen Anforderungskatalog erfüllen, damit sie 

klinisch eingesetzt werden können: 

 

UNABDINGBARE ANFORDERUNGEN ALLGEMEINE ANFORDE-

RUNGEN 

- Keine lokale oder systemische Toxizität - Uneingeschränkte 

  Verfügbarkeit 

- Gute Biokompatibilität - Lagerungsfähigkeit 

- Keine Kanzerogenität - Kostengünstige Produktion 

- Chemische Stabilität  

- Histokompatibilität  

- Keine Wirkungsunterschiede im Vergleich von Lang-   

und Kurzzeitimplantation 

 

- Sterilisierbarkeit  

WÜNSCHENSWERTE BIOMECHANISCHE, BIOCHEMISCHE UND MORPHOLOGI-

SCHE ANFORDERUNGEN  

- Biomechanische und morphologische Eigenschaften wie Elastizitätsmodul, Biege- und 

Kompressionsfestigkeit sowie Makro- und Mikromorphologie entsprechend dem zu 

ersetzenden Knochengewebe 

- Osteokonduktive und/oder osteoinduktive Wirksamkeit 

- Biodegradierbarkeit analog zur Knochenneubildung 

- Fähigkeit zur schnellen Osseointegration 

- „ease of use“: einfache Handhabung 

Tabelle 5: Anforderungen an Knochenersatzmaterialien 
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Die klinisch eingesetzten biologischen Knochenmatrizes haben zum Teil ähnliche mak-

ro- und mikroporöse Strukturen wie die menschliche Spongiosa, z.B. Bio-Oss, Cera-

sorb, BioBase etc. Durch die weitmaschigen Poren wird das Einwachsen neuer Kno-

chenformationen gefördert. Im weiteren Verlauf bauen Osteoblasten und Osteoklasten 

das Material um oder scheiden es in neue Knochenmatrix ein. Dies bezeichnet man als 

physiologisches Remodeling.  

 

1.4.1 Auszug einiger der auf dem Markt befindlichen Knochenersatzstoffe: 

 

Materialgruppe Produkt Hersteller/ Vertreiber 

Hydroxylapatit Osteograf N 

Ostim 

Bio-Oss 

Bio-Oss Collagen 

Frios Algipore 

Navigraft 

Friadent GmbH, Mannheim 

Heraeus Kulzer, Hanau 

Geistlich, Wollhusen, Schweiz

Geistlich, Wollhusen, Schweiz

Friadent GmbH, Mannheim 

Tutogen, Neunkirchen 

α-Trikalziumphosphat BioBase Centerpulse, Freiburg 

β-Trikalziumphosphat Cerasorb 

Fortoss Resorb/ Vital 

Ceros TCP 

ChronOs 

K.S.I.-Tricalciumphosphat 

Curasan AG, Kleinostheim 

Dr. Selbach, Hamburg 

Thommen Medical, Weil a. R.

Mathys, Bochum 

K.S.I., Bad Nauheim 

 

Ölige Calciumhydroxid- 

suspension 

Osteoinductal Osteoinductal Dietz GmbH, 

München 
Tabelle 6: Auszug einiger auf dem Markt befindlicher Knochenersatzmaterialien  

 

Erste Experimente mit Kalziumphosphatverbindungen für den synthetischen Knochen-

ersatz wurden in den 70er Jahren unter Annäherung an die stöchiometrische Zusam-

mensetzung der in humanem Knochen vorkommenden Verbindungen Hydroxylapatit 

(HA) und Trikalziumphosphat (TCP) durchgeführt (Refior et al. 1998). 

Für alle Arten der Knochenersatzmaterialien gilt, dass die Partikelgröße des Materials 

einen Einfluss auf die Integration in das Gewebe hat. 
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Zu kleine Partikel (< 120 µm) werden phagozytiert und bieten somit nicht hinreichend 

lange eine Platzhalter- oder Leitstruktur für die physiologisch nachwachsenden Gewe-

beanteile. Die Größe der Partikel variiert je nach Hersteller zwischen 250 bis 2000 µm 

(Lynch 1999; Herstellerinformation 2000).  

Das Oberflächenrelief der Partikel entscheidet über den knöchernen Einbau (bony 

ongrowth), die innere Struktur bestimmt den knöchernen Durchbau (bony ingrowth) des 

eingesetzten Materials. Letzteres ist nur bei porösen Substraten gut gewährleistet. In 

Bezug auf die Dimensionierung (Porengröße, Porenkonnektivität) stellt die natürliche 

Knochenspongiosa eine Idealstruktur dar, an der sich die Entwicklungen und Verbesse-

rungen der Materialien ausrichten. 

 

1.5 Problemstellung und Ziele der Arbeit 
 
Aus den bisherigen Ausführungen wird deutlich, dass nach wie vor kein optimales Kno-

chenersatzmaterial zur Behandlung knöcherner Defekte im Rahmen zahnärztlicher Ein-

griffe verfügbar ist. Es scheint jedoch gesichert, dass eine optimale Biokompatibilität, ein 

enger Verbund zwischen Knochen und Knochenersatzmaterialien und eine Wirkung als 

Leitschiene für den neuzubildenden Knochen Mindestvoraussetzungen für eine erfolg-

reiche therapeutische Anwendung darstellen. 

 

Der klinische Erfolg eines Transplantates ist in erster Linie vom Wachstumsverhalten 

der Zellen in der direkten Umgebung an der Grenzfläche zwischen Implantat und Wirts-

gewebe abhängig. Dabei spielen physikalische Eigenschaften der Knochenersatzmate-

rialien wie z.B. die chemischen und morphologischen Charakteristika der Oberfläche ei-

ne wesentliche Rolle. Diese spezifischen Eigenschaften eines Materials können an der 

Implantationsstelle zellvermittelte Abwehrreaktionen in Form von Entzündungsreaktio-

nen hervorrufen. Die Abgabe von zytotoxischen und korrosiven Stoffen aus dem Implan-

tationsmaterial kann zur Bildung von fibrösem Gewebe auf der Substratoberfläche füh-

ren. Daher ist ein direkter Knochen-Biomaterialverbund bei der klinischen Anwendung 

erstrebenswert (Yildirim 2002). 

 

Eine neue Möglichkeit der Herstellung von Implantaten aus körpereigenen Bestandtei-

len eröffnet das so genannte „Tissue engineering“. Hierbei werden, wie bereits unter 1.2 

erwähnt, dem Patienten im Rahmen einer Biopsie unter lokaler Anästhesie autogene 
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Zellen entnommen und im Zellkulturlabor vermehrt. Sobald eine ausreichende Prolifera-

tion von Zellen erreicht ist, wird ein dreidimensionales Trägergerüst („Scaffold“) mit den 

Zellen besiedelt und die Kultur mehrere Tage bis Wochen fortgesetzt. Das kultivierte 

Matrix-Zell-Konstrukt wird schließlich in den jeweiligen Hart- oder Weichgewebsdefekt 

desselben Patienten rücktransplantiert. In den folgend aufgeführten Untersuchungen 

stellen die nach bestimmten Kriterien ausgesuchten Biomaterialien das Trägergerüst 

dar, das die körpereigene extrazelluläre Matrix als Vorbild hat. Das mit Zellen besiedelte 

Grundgerüst verleiht dem Gewebe zunehmende Struktur und Stabilität und wird schritt-

weise abgebaut, so dass nach vollständiger Resorption des „Scaffolds“ nur das mittels 

Tissue engineering generierte Gewebe zurückbleibt (Vacanti et al. 1988; Langer et al. 

1995). 

 

In der vorliegenden Untersuchung soll das Wachstumsverhalten von Osteosarkomzel-

len, primären Osteoblasten und Knochenmarkstammzellen durch in-vitro Experimente 

auf fünf verschiedenen Knochenersatzmaterialien beobachtet werden. In diesem Zu-

sammenhang wird verschiedenen Fragestellungen nachgegangen: 

 

1) Wie verhalten sich Knochenersatzmaterialien unter den standardisierten Bedingun-

gen eines in-vitro-Modells mit Osteosarkomzellen, primären Osteoblasten und Kno-

chenmarkstammzellen bezüglich ihrer Biokompatibilität? 

 

2) Ist das Wachstumsverhalten bzw. die Adhäsion der auf den Knochenersatzmateria-

lien kultivierten Zelltypen unterschiedlich? 

 

3) Kann durch Kombination von alloplastischen Materialien mit Proteinsequenzen bzw. 

Reinkollagen eine Verbesserung der Zellproliferation erreicht werden? 

 

4) Sind auch neuere Präparate in Pastenform für die Verwendung als Träger für Kno-

chenzellen geeignet? 

 

5) Sind die verschiedenen zu testenden Materialien in der Lage, eine osteoblastäre Dif-

ferenzierung von Stammzellen zu induzieren? 

 

 24



                                                                                                                                                                                Material und Methoden 

2. Material und Methoden 
 
2.1 Experimentelle Untersuchungen 

 

Gegenstand der Studie war, das Wachstumsverhalten von primären Osteoblasten 

(Prim.-Osteos.), Osteosarkomzellen (SaOs-2-Zellen), sowie Knochenmarkstammzellen 

(KMS-Zellen) auf fünf gängigen Knochenersatzmaterialien zu untersuchen. Die Prolife-

ration wurde mittels CellTiter-GloTM Luminescent Cell Viability Assay (ATP-Assay), 

(Promega Corporation, Madison, USA) an t = 0, 3, 6, 10 und 14 Tagen gemessen. Die 

osteoblastäre Differenzierung wurde durch den Nachweis von Osteocalcin (OC) (Osteo-

calcin-ELISA; Gla-type Osteocalcin EIA KIT, TaKaRa, Göttingen) im Kulturüberstand 

der Zellen und einer histochemischen Anfärbung der Alkalischen Phosphatase (AP), 

ebenfalls an t = 0, 3, 6, 10 und 14 Tagen, überprüft. Zuletzt erfolgte nach t = 14 Tagen 

eine rasterelektronenmikroskopische (REM) Beurteilung der Zellmorphologie auf den 

genannten Biomaterialien. 

 

 2 h 3 d 6 d 10 d 14 d 

SaOs-2-Zellen, 
Prim.-Osteos., 
KMS-Zellen 

ATP-Assay ATP-Assay ATP-Assay ATP-Assay ATP-Assay

SaOs-2-Zellen, 
Prim.-Osteos., 
KMS-Zellen 

OC-ELISA OC-ELISA OC-ELISA OC-ELISA OC-ELISA 

SaOs-2-Zellen, 
Prim.-Osteos., 
KMS-Zellen 

AP AP AP AP AP 

SaOs-2-Zellen     REM 
Tabelle 7: Übersichttabelle der Hauptversuche 

 

2.2 Verwendete Materialien 
2.2.1 Auswahl der Knochenersatzmaterialien 

 

In der vorliegenden Untersuchung wurden folgende fünf Knochenersatzmaterialien un-

tersucht: 
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Material- 
klasse 

Produkt Hersteller Partikel- 
größe 

Material- 
ursprung 

 

 

 

Alloplastisch 

Cerasorb® Curasan Pharma 

GmbH, 

Kleinostheim 

1000-2000µm β-Tricalcium- 

phosphat, 

phasenrein 

 Osteoinductal®

 

Osteoinductal 

Dietz GmbH, 

München 

Ölige 

Suspension 

Kalzium- 

hydroxid Sus-

pension und 

Schweineklau-

enöl 

  

Bio-Oss 

Spongiosa®

 

Geistlich Pharma 

AG, 

Wollhusen, 

Schweiz 

1000-2000µm Bovines 

Hydroxylapatit 

 

 

Xenogen 

Bio-Oss 

Collagen®

Geistlich, Phar-

ma AG, 

Wollhusen, 

Schweiz 

Schwamm Bovines 

Hydroxylapatit 

+ 

10% Kollagen 

  

PepGen P-15®

Ceramed Dental, 

L.L.C. 

Lakewood, USA 

250-420µm Bovines Hydro-

xylapatit 

+ 

P-15 (syntheti-

sches 

Peptid aus 15 

Aminosäuren) 
Tabelle 8: Auflistung der in der Studie verwendeten Knochenersatzmaterialien 

 

Cerasorb® als Vertreter der alloplastischen Knochenersatzmaterialien ist ein vollsyn-

thetisch hergestelltes, resorbierbares Granulat aus β-Trikalziumphosphatkeramik. Es ist 

phasenrein und reagiert pH-neutral. Es ist vollständig resorbierbar und besitzt eine in-

terkonnektierende Mikroporenstruktur. Cerasorb ist in vier verschiedenen Korngrößen 

erhältlich: 50-150 µm, 150-500 µm, 500-1000 µm, 1000-2000 µm. 
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Osteoinductal® ist eine relativ neue auf dem Markt befindliche zahnärztlich-

chirurgische Suspension aus Kalziumhydroxid und Schweineklauenöl (flüssige und feste 

Kohlenwasserstoffketten mit Glycerin veresterte Fettsäuren). Das alloplastische Kno-

chenersatzmaterial ist laut Hersteller vollständig resorbierbar und ist als cremige Konsis-

tenz (Osteoinductal I) oder knetbare Konsistenz (Osteoinductal II, Spezial) verfügbar. In 

dieser Studie wurde Osteoinductal I verwendet. 

 

Das bovine Bio-Oss® ist eines der am häufigsten verwendeten Vertreter der xenoge-

nen Knochenersatzmaterialien. Es besteht aus einer deproteinisierten, hitzesterilisier-

ten, anorganischen Knochenmatrix mit weitmaschig interkonnektierender Porenstruktur. 

Es ist als Spongiosablock und als Spongiosa- bzw. Kortikalisgranulat in den Partikel-

größen 0,25-1,0 mm sowie 1-2 mm erhältlich. 

 

Das ebenfalls bovine Bio-Oss Collagen® besteht aus Bio-Oss Partikeln kombiniert mit 

10% Kollagen. Das im Herstellungsverfahren sekundär zugefügte Kollagen soll den Zel-

len eine bessere Zelladhäsion ermöglichen. 

 

PepGen P-15® ist ein reines, poröses Hydroxylapatit bovinen Ursprungs, welches die 

vollsynthetisch hergestellte Aminosäurekette P-15 enthält. Es handelt sich um Polypep-

tid-Alpha-Ketten, aus deren Verdrillung das sog. Prokollagen (eine Vorstufe von Kolla-

gen) entsteht. Die Sequenz P-15 soll den für die Zellbindung verantwortlichen Bereich 

enthalten. Die PepGen-Partikel verfügen über eine interkonnektierende Porenstruktur, 

sind abgerundet und haben eine Größe von 250-420 µm. 

 

Kontrolle: Bei allen Versuchsansätzen wurden als Positivkontrolle die Zellen auf Zell-

kulturschalen aus Polystyrol kultiviert. 
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2.2.2 Zellen und Zellkultur  
 
2.2.3 Verwendete Zellen 

 

SaOs-2-Zellen: Osteosarkomzellen, “osteoblast-like-cells“, ACC Nr. 243, Deutsche 

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig. 

Diese Form von immortalisierten Knochenzellen sind für ein Screening Verfahren be-

sonders gut geeignet, weil sie eine sehr anspruchslose und schnelle Zellkulturanzucht 

erlauben und aufgrund ihrer sarkomatiösen Herkunft keinen Passagierveränderungen 

unterliegen.  

 

Primäre Osteoblasten aus Kieferkammknochen: charakterisiert mittels PCR und Im-

munhistologie als Osteoblasten (Chiriac et al. 2005).  

Die Osteoblasten sind aus Knochenspänen gewonnene Knochenzellen und werden als 

Primärkultur bezeichnet. Mithilfe der in-vitro Kultur mit Osteoblasten kann die Biokompa-

tibiltät eines Knochenersatzmaterials überprüft werden, ohne dass Interferenzen mit 

systemischen Faktoren, wie sie in-vivo vorhanden sind, auftreten (Tsuang et al. 1997). 

Die in-vitro Kultur mit einer reinen Osteoblastenpopulation scheint hinsichtlich der klini-

schen Aussagekraft einige Vorteile zu besitzen (Trentz et al. 1998), da die Knochenmat-

rixproduktion von diesem Zelltyp ausgeht. 

 

Knochenmarkstammzellen (KMS): Institut für Transplantationsdiagnostik und Zellthe-

rapeutika (ITZ) Prof. Dr. Wernet, PD Frau Dr. Kögler, Universitätsklinikum, Düsseldorf. 

Mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark können unter geeigneten Kultur-

bedingungen in-vitro zu Knochen-, Knorpel-, Fett- und Muskelgewebe differenzieren. 

Dieser interessante Aspekt lässt hinsichtlich unserer Studie auf die osteoinduktiven Ei-

genschaften von Knochenersatzmaterialien rückschließen. Die Funktion dieser Zellkul-

tur ist innerhalb dieser Arbeit ein besonderes Augenmerk zu widmen. 

 

U-937 Zellen: Suspensionszellen, die zur Reihe der Myelo-Monozytären Zelllinien ge-

hört. ACC Nr. 5; Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braun-

schweig. 

Diese Suspensionszellen sind nicht adhärent und brauchen daher für ihre Proliferation 

keine Anheftung an einer Oberfläche. Der Teilungsgrad dieser Zelllinie ist sehr hoch. 
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Sie dienen der Überprüfung löslicher zytotoxischer Bestandteile in den Knochenersatz-

materialien. 

 

2.2.4 Zellkulturreagenzien 

 

- DMEM 1g/l Glucose Gibco, Karlsruhe; Art. Nr. 21885-025 

- Fetales Kälberserum (FKS) Gibco, Karlsruhe; Art. Nr. 10270-106 

- Penicillin Streptomycin Lösung 10000U/ml Gibco, Karlsruhe; Art. Nr. 15140148+ 

- DMSO Sigma; Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

- EDTA (Versen) 1% Biochrom AG, Berlin; Art. Nr. L2113 

- PBS Gibco, Karlsruhe; Art. Nr. 14190094 

 

2.2.5 Nachweismaterialien und Gebrauchslösungen 

 

- Osteocalcin-ELISA, Gla-Type Osteocalcin EIA Kit, TaKaRa, Art. Nr. MK111, 

Mo Bi Tec, Göttingen 

-  Alkalische Phosphatase, Sigma 86R AP Leukocyte Kit, Sigma-Aldrich, Taufkir-

chen 

- Levamisol, Sigma L-9756, Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

- ATP-Assay, Cell Titer-GloLuminescent Cell Viability Kit, Art. Nr. C-7026, 

Promega GmbH, Mannheim 

- Promega SV Total RNA Isolation System, Kat. Nr. Z3100 

- Promega Reverse Transcription System, Kat. Nr. A-3500 

- Neubauer-Zählkammer, VWR International, Darmstadt 

- DMSO Sigma; Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

- Trypanblau-Lösung 0,4% Gibco, Karlsruhe; Art Nr. 15250-061 

- 4% Paraformaldehyd (mit Methanol stabilisiert) CHB 6452038; 

Otto Fischer GmbH, Saarbrücken 

- Peroxidase Blocking Reagent Dako S 2001; DakoCytomation, Hamburg 

- Protein Block Serum-free Reagent Dako X 0909; DakoCytomation, Hamburg 

- Antibody Diluent with background reducing components Dako S 3022; 

DakoCytomation, Hamburg 

- Spezifischer Anti-Osteocalcin-AK, Mouse IgG1, 1mg/ml Acris BM 2002; 
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DPC Biemann, Bad Nauheim 

- Negativ-Kontrolle: Mouse IgG1 Dako X 0931; DakoCytomation, Hamburg 

- Sekundär AK: Anti-Goat, Mouse, Rabbit IgGs, biotiniliert DAKO E 0453; Dako-

Cytomation, Hamburg 

- Peroxidase-Conjugated Streptavidin DAKO P 0397; DakoCytomation, Hamburg 

- AEC Substrate-Chromogen System, DAKO K 3464; DakoCytomation, Hamburg 

- Hematoxylin Dako S 2020; DakoCytomation, Hamburg 

- Crystal Mount Aqueous Mounting Medium Sigma C 0612; 

Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

- 4% Glutaraldehyd; Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

- Ethanol(>99,9%); Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

- Hexamethyldisilazan (HMDS); Carl Roth GmbH, Karlsruhe 

- Agarose-Gel (2%) 

- TrisAcetat EDTA (TAE-Puffer) 

 

2.2.6 Geräte und Zellkulturzubehör 

 

- Durchlichtmikroskop Olympus BX 50; Olympus Deutschland GmbH, Hamburg 

- Photokamerasystem Olympus Color View III;  

Olympus Deutschland GmbH, Hamburg 

- LuminometerTop Count; Canberra Packard GmbH, Dreieich 

- ELISA-Reader Emax; Molecular Devices GmbH, Ismaning/ München 

- Pipetten, 10-200µl; Eppendorf, Hamburg 

- Pipettierspitzen; Eppendorf, Hamburg 

- Rnase freie Eppendorf Tubes; Eppendorf, Hamburg 

- Autoklav; Westima-Moller KG, Köln 

- MIDI 1-Elektrophoresekammer, N 576.1; Roth, Karlsruhe 

- Power Supply 835 Elektrophorese-Stromversorger; A 545; Roth, Karlsruhe 

- Magnetrührer REO, 9699.1; Roth, Karlsruhe 

- Mikroprozessor pH-Meter Hydrus 300; Fisher Scientific GmbH, Schwerte 

- Thermocycler/Thermoblock 

- Tischzentrifuge Heraeus Biofuge A; Heraeus Kulzer GmbH & Co. KG, Hanau 

- Waage ED 200; Shiamadzu GmbH, Duisburg 
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- Zellkulturflaschen; Nunc, Wiesbaden 

- Kryo Tubes; Nunc, Wiesbaden 

- Culture Slides (aus Polysterol); Nunc, Wiesbaden 

- Non-binding Plates, Corning Costa 

- Wellplatten (24er/96er); Nunc, Wiesbaden 

- Membranen/ Membranhalter; Nunc, Wiesbaden 

- Reaktionsgefäße; Eppendorf, Hamburg 

- Deckgläser, Menzel-Gläser, Braunschweig 

- Brutschrank CO2-Auto-Zero; Heraeus Kulzer GmbH & Co.KG, Hanau 

- Lichtgeschützte feuchte Kammer (Eigenbau) 

- Low Voltage Cool Sputter Coater (mit Goldelektrode) 

- Rasterelektronenmikroskop Zeiss DSM 950; Carl Zeiss Jena GmbH, Jena 

- Mikrowellengerät, Siemens 

 

2.3 Zellkultur 
 
2.3.1 Kultivierung der Zellen 

 

Die tiefgefrorenen Zellen wurden im Wasserbad aufgetaut, 10 ml Vollmedium wurden 

zugegeben und 8 min bei 200 g zentrifugiert. Für alle Zelllinien wurde das gleiche Voll-

medium verwendet. 

 

Vollmedium:  - 90% DMEM low Glucose 

   - 1% Penicillin/Streptomycin 

- 10% fetales Kälberserum (FKS) 

 

Das nach der Zentrifugation erhaltene Zellpellet wurde in 1-2 ml Medium resuspendiert 

und in Zellkulturflaschen überführt. 

Mit dem Ziel, eine für die Versuche ausreichende Zellzahl zu erhalten, wurden die Zel-

len jeweils bis kurz vor Erreichen der Konfluenz unter standardisierten Bedingungen (37  

°C/ 5,5% CO2/ 100% Luftfeuchtigkeit) vermehrt. Der Mediumwechsel erfolgte alle 2 bis 

3 Tage. Zur Charakterisierung wurden die Zellen mittels Osteocalcin PCR überprüft. 
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2.3.2 Passagieren der Zellen 

 

Das Splitintervall betrug in der Regel 7 Tage. Die Zellen wurden mit phosphatgepufferter 

Salzlösung (PBS; pH-Wert von 7,2-7,4) und EDTA, final 0,1%, passagiert. Zuvor wurde 

das Medium abgesaugt, die Zellkulturflaschen mit PBS gespült, die EDTA Lösung hin-

zugegeben und anschließend für 20 min im Brutschrank inkubiert. Nach mikroskopi-

scher Kontrolle des Ablösungszustandes, wurde die Zellkulturflasche bewegt, um die 

adhärenten Zellen vom Boden zu lösen. Die Zellsuspension wurde mit PBS nachgespült 

und die Spüllösung ebenfalls in den Zellüberstand eingefüllt. Danach wurden die Zellen 

erneut für 8 min zentrifugiert.  

Nach Überprüfung des Zellpellets wurde der Überstand abgesaugt und im Falle des 

Splittvorgangs mit Vollmedium resuspendiert, in Zellkulturflaschen eingefüllt und nach 

mikroskopischer Beurteilung erneut im Brutschrank inkubiert. 

 

2.3.3 Zählen und Einfrieren von Zellen 

 

Für das Einfrieren von Zellen erfolgte das Prozedere ähnlich wie beim Passagieren der 

Zellen, nur dass die Zellen nach Zentrifugation gezählt wurden. Der Überstand wurde 

nach der Zentrifugation abgesaugt und den Zellen 1 ml frisches Medium zugesetzt. Der 

Farbstoff, der das Zählen der Zellen ermöglichte, war Trypanblau. In einem 1:1 Misch-

verhältnis wurden 50 µl Zellsuspension mit 50 µl Trypanblau gemischt, und auf die Neu-

bauer-Zählkammer pipetiert und gezählt.  

 

 
 Abb. 2: Zählfeld einer Neubauer-Zählkammer 

 

Die Zellen wurden über den aus sechzehn Quadraten zusammengesetzten Großquad-

raten in den Ecken des Zählfeldes ausgezählt. Die Ränder der Großquadrate sind beim 
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Typ "improved" durch Dreifachlinien markiert. In jedem Quadrat wurden Zellen mitge-

zählt, die auf der jeweiligen linken oder oberen Linie liegen; Zellen auf der rechten oder 

der unteren Linie wurden nicht mitgezählt. Das Zytoplasma vitaler Zellen war hell durch-

scheinend, abgestorbene Zellen füllten sich mit dem zugesetzten Azofarbstoff Try-

panblau und erschienen daher dunkler. Die Vitalität war größer oder gleich 95%. 

Der aus 16 Quadranten daraus errechnete Mittelwert multipliziert mit dem Verdünnungs-

faktor, multipliziert mit 104, ergab die Zellzahl pro ml. Die absolute Zellzahl war das Er-

gebnis aus Zellzahl pro ml multipliziert mit dem Gesamtvolumen. 

Nachdem die Zellzahl errechnet und die Kryo-Tubes mit der Anzahl beschriftet, wurde 

die Zellkultur mit einem definierten Vollmediumvolumen resuspendiert und in Kryo-

Tubes eingefüllt. Die Zellen wurden 1:1 mit Freeze-Medium gemischt und bei -80 °C 

eingefroren. Für eine längere Lagerfähigkeit wurden die Zellen nach einem Tag in flüs-

sigen Stickstoff überführt. 

 

Freeze Medium: - 20% DMSO 

- 50% FKS 

- 40% Vollmedium 
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2.3.4 Auftauen von Zellen 

 

Die Zellen wurden aus dem flüssigem Stickstoff entnommen und aufgetaut. Anschlie-

ßend wurde die aufgetaute Zellsuspension mit Vollmedium suspendiert und für 8 min 

zentrifugiert und der Überstand abipettiert. Nach Überprüfen des Zellpellets wurde die 

Zellsuspension in einer definierten Menge Vollmedium resuspendiert, auf ZK-Flaschen 

ausgesät und im Brutschrank inkubiert. 

 

2.4 Charakterisierung primärer Osteoblasten und Osteosarkomzellen 
 
2.4.1 Kontrolle der Spezifität der primären Osteoblasten mittels PCR und Immunhistolo-

gie 

 
2.4.2 Methode der RNA-Isolation mit primären Osteoblasten 

 

Für die RNA-Isolation waren mindestens 4x105 Zellen notwendig. Das Zellvolumen wur-

de im Eppendorf-Cap zentrifugiert und der Überstand vorsichtig abpipettiert. Die Zellen 

wurden mit 175 µl RNA-Lysis Puffer lysiert, resuspendiert und gemischt. 

 

Nach Zugabe von 350 µl SV RNA Dilution Buffer wurde die Lösung auf dem Heizblock 

bei 70 °C für 3 min inkubiert. Die ausgefällten Proteine wurden bei 12-14.000 g für 10 

min bei RT zentrifugiert und der Überstand mit 200 µl Ethanol gemischt. Die Lösung 

wurde auf die Säule (Spin Column) gegeben und wiederum bei 12-14000 g für 1 min bei 

RT zentrifugiert. Die Durchflusslösung wurde verworfen und 600 µl SV RNA Wash Solu-

tion (+ Ethanol) zugegeben und erneut zentrifugiert. Zu der DNA Entfernung wurde 50 µl 

eines vorher fertiggestellten Dnase-Mix zugegeben und für 15 min bei 20-25 °C inku-

biert. 

 

DNase Mix : - 40 µl Core Puffer 

- 5 µl MnCl2
- 5 µl DNAse I Enzym 

 

Der DNA-Verdau wurde mit 200 µl SV DNase Stop Solution (+ Ethanol) abgestoppt, 

zentrifugiert und die Durchflusslösung verworfen. 600 µl SV RNA Wash Solution  
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(+ Ethanol) wurden zugegeben, zentrifugiert und die Durchflusslösung verworfen. 

Es wurde erneut mit 250 µl SV RNA Wash Solution (+ Ethanol) gewaschen und zentri-

fugiert. Die Durchflusslösung wurde verworfen. Im letzten Schritt wurde die RNA mit 35 

µl Nuclease-Free Water zentrifugiert. Die Durchflusslösung wurde von der Säule eluiert 

und erneut zentrifugiert. Die RNA wurde bei -80 °C gelagert. 

 

2.4.3 Methode der Reversen Transkriptase (C-DNA Synthese) mit primären Oste-

oblasten 

 

Bei diesem als Reverse Transkription (RT) bezeichneten Prozess, dient die isolierte 

RNA als Matrize für die Synthese eines doppelsträngigen Nukleinsäurebereiches, der 

durch die Reaktion von Oligonukleotiden (Oligo dT) mit dem im RNA-Strang vorhande-

nen polyadenylierten Bereich (Poly A-Schwanz) entsteht. 

 

9,4 µl RNA wurden in 0,2 ml PCR-Tubes gegeben und für 10 min bei 70 °C im Heiz-

block denaturiert und danach sofort auf Eis abgekühlt. Der zuvor hergestellte Mastermix 

bestand aus: 

 

Mastermix Finale Konzentration 

4 µl MgCl2 (2,5 mM) 5 mM 

2 µl RT-Puffer (10 x) 1 x 

2 µl dNTP-Mix (10 mM) 1 mM 

1 µl Rnasin Rnase-Inhibitor 1 U/µl 1 U 

1 µl Oligo(dT)15 Primer (0,5 µg/µl) 0,025 µg/µl 

0,6 µl AMV Reverse Transcriptase (250/µl) 15 U 

Gesamtvolumen 10,6 µl 
Tabelle 9: Mastermix für die Reverse Transkriptase 

 

Der Mastermix wurde zu den Tubes mit der RNA-Lösung dazugegeben, gevortext und 

für 30 min bei 43 °C inkubiert. Danach wurde der Mix bei -20 °C gelagert. 
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Zur Analyse der mRNA-Expression wurde eine Methode verwendet, die die Reverse 

Transkription (RT) mit der Polymerasekettenreaktion (PCR) verbindet. Hierbei wird die 

mRNA durch die Reverse Transkriptase in eine komplementäre DNA (cDNA) umge-

schrieben, die dann als Template für die nachfolgende PCR dient. 
 

Bei der von Mullis (1987) entwickelten Methode der PCR handelt es sich um eine en-

zymatische DNA-Vervielfältigung, bei der in-vitro in mehreren Schritten spezifische Pri-

mer (Oligonukleotide) entlang der Matrizen-DNA verlängert werden, so dass Nukleo-

tidstränge definierter Länge und Sequenz angereichert werden. Die Temperatur des 

Thermoblocks wechselt dabei periodisch, so dass die entstandenen DNA-

Doppelstränge wieder denaturiert werden, die Primer sich erneut an die Einzelstränge 

anlagern und diese verlängern können. Bei dieser Methode wird die Hitzestabilität des 

Enzyms Taq-Polymerase, welches aus dem Bakterium Thermophilus aquaticus isoliert 

wurde, ausgenutzt, dessen Temperaturoptimum über 70 °C liegt. Bei jedem Reaktions-

zyklus, bestehend aus Denaturierung, Primeranlagerung und Auffüllreaktion, kommt es 

zu einer exponentiellen, etwa 106-107fachen Anreicherung dieser durch die Primer flan-

kierten DNA-Fragmente (Mullis und Faloona 1987). 

Nach gelelektrophoretischer Auftrennung des Reaktionsgemisches sind die amplifizier-

ten DNA-Fragmente als Banden vor dem Hintergrund der nicht amplifizierten DNA-

Bereiche zu erkennen. 

 

2.4.5 Osteocalcin-Polymerase Kettenreaktion (Osteocalcin-PCR) 

 

Zur Amplifizierung der Osteocalcin DNA-Fragmente der neu synthetisierten cDNA wur-

de eine PCR durchgeführt. 

 

Primer-Sequenzen für humanes Osteocalcin: 

 

forward: CCA AGC AGG AGG GCA GCG AGG TAG TGA  

reverse: CAG GGC AAG GGC AAG GGG AAG AAG AA 

 

Die Produktgröße betrug 277bp. 

Die zu dem Reaktionsgemisch einzusetzenden Mengen der einzelnen Komponenten: 
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Komponente Menge 
Konzentrationen 

Stamm- 
lösung 

Verd.-
Faktor 

Master- 
mix  

(25 µ) 

cDNA-Matrize 1 µg RNA entspricht: 

->cDNA/25 µl 

  1-3   µl 

Primer F  0,5 µM 50 µM 1:100 0,25 µl 

Primer R  0,5 µM 50 µM 1:100 0,25 µl 

DNTPs  0,2 mM 10 mM 1:50 0,5   µl 

MgCl2  2,5 mM 25 mM 1:10 2,5   µl 

Taq-Polymerase 

Promega 

Art.Nr.11302505 

 1 Unit   5 U/µl 1:125 Hot-Start 

2,5   µl 

Promega 

Reaktionspuffer 

Art.Nr.10275043 

 1 x 10 x 1:10 2,5   µl 

Tabelle 10: Mastermix für die Osteocalcin-PCR 

 

Zu dem Reaktionsgemisch wurden 1-3 µl der synthetisierten cDNA zugegeben. 

 

Schritt- Nr. Bezeichnung Temperatur (°C) Zeit (Min) 

1 Denaturierung 95 3 

2 Denaturierung 94 0´30 

3 Primer-Hybridisierung 55 0´30 

4 Primer-Extension 72 1 

 Wiederholung der Schritte 2 bis 4 33x  

5 Primer-Extension 72 10 

6 Abkühlung und Lagerung 4  

Tabelle 11: PCR-Programm 
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Die DNA wurde für 3 min bei 95 °C denaturiert, der anschließende Reaktionszyklus aus 

Denaturierung, Primer-Anhybridisierung und Verlängerung wurde entsprechend der 

Primer-spezifischen Zyklenzahl wiederholt (siehe Tabelle 10). Abschließend wurde das 

PCR–Gemisch inkubiert und dann gelelektrophoretisch aufgetrennt. Als interne Kontrol-

le wurde eine HPRT-PCR, welches als Housekeeping-Gen diente, durchgeführt. 

 

2.4.6 Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte 

 

Zur elektrophoretischen Trennung der amplifizierten PCR-Produkte wurde ein 2%iges 

Agarose-Gel (1 g Agarose, 50 ml TAE-Puffer) verwendet, welches mit 1 µl Ethidi-

umbromid versetzt wurde. Je 25 µl der PCR-Proben wurden mit 5 µl eines Auftragepuf-

fers gemischt und auf das Gel aufgetragen. Die Elektrophoresekammer war mit 50fach 

verdünntem TAE-Puffer [Gebrauchslösung: 0,04 mol/l Trisacetat, 0,001 mol/l EDTA; 

Konzentrierte Stammlösung: 242 g Trisbase, 57,1 ml Eisessig, 100 ml 0,5 mol/l EDTA 

(pH 8,0)] gefüllt. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 120V und 50mA für 20 

min. Im UV-Transluminator wurden die entstandenen Banden sichtbar gemacht und do-

kumentiert. 

 

2.5 Immunhistochemischer Osteocalcinnachweis von Osteosarkomzellen und primären 

Osteoblasten 

 

Die Zellen ( SaOs-2-Zellen und primäre Osteoblasten) wurden in Culture Slides mit ei-

nem finalen Volumen von 1 ml angezüchtet. Nach t = 1, 3, und 6 Tagen wurde der Zell-

überstand genommen, die Zellen mit PBS gewaschen und mit 4%igem Paraformalde-

hyd (PFA) in PBS für 10 min bei 4 °C fixiert. Alle weiteren Schritte erfolgten in einer 

feuchten Kammer bei RT. Die Culture Slide Kammern wurden in den nachfolgenden Ar-

beitsgängen mit 350 µl Volumen befüllt. 

 

Nach einem dreimaligen Waschschritt mit PBS wurde die endogene Peroxidase mit 1% 

H2O2 in PBS geblockt und für 5-10 min inkubiert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS 

gewaschen und die unspezifischen Bindungsstellen mit Protein Block Serum-free Rea-

gent für 15 min geblockt. Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem primären Osteo-

calcin Antikörper (AK) (1:50) in Antibody Diluent für mindestens 60 min. 
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Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurde der sekundäre Antikörper, Anti-Goat, Mou-

se, Rabbit IgGs, biotiniliert (1:60) in AK-Verdünnungslösung für mindestens 60 min auf-

getragen. Es folgte ein dreimaliger Waschschritt mit PBS und Zugabe von Peroxidase-

Conjugated Streptavidin (1:300) verdünnt in Antibody Diluent für 15 min. 

Die Culture Slides wurden dreimal mit PBS gewaschen und mit AEC Substrate-

Chromogen System für 5-30 min unter mikroskopischer Kontrolle bei RT inkubiert. An-

schließend wurde dreimal mit PBS gewaschen. 

 

Die Gegenfärbung erfolgte mit Gill`s Hämatoxilin. Die Zellen wurden mit Leitungswasser 

differenziert. Die Culture Slides wurden mit Kaisers Glyceringelantine Merck eingede-

ckelt und für ca. 12 Sekunden ohne Metalldeckel in der Mikrowelle bei 800 Watt erhitzt. 

 

2.5.1 Bestimmung der eingesetzten KEM-Menge 

 

Im Vorfeld wurde die mg-Menge der einzusetzenden KEM festgelegt (siehe Tabelle 9). 

 

Es wurde soviel KEM in ein Well gefüllt, dass sie einheitlich den Boden der Wells be-

deckten. Diese Menge wurde anschließend ausgewogen, um das eingesetzte KEM Vo-

lumen in mg bestimmen zu können. 

 

Knocheneratz- 

material 

Gewicht in mg Mittelwert 

in mg 

Standard- 

abweichung 

Cerasorb 40,7 58,9 48,0 49,2 9,2 

Osteoinductal 25,9 25,6 14,8 22,1 5,2 

Bio-Oss Spongiosa 15,4 16,1 19,1 16,9 1,6 

Bio-Oss Collagen 19,9 17,7 20,5 19,4 1,2 

PepGen P-15 27,1 33,3 32,2 30,9 2,7 
Tabelle 12: Mengenangabe der Knochenersatzmaterialien 

 
 

 

 

 

 

 39



                                                                                                                                                                                Material und Methoden 

2.5.2 Beweis der Proportionalität 

 

Für die im Hauptversuch durchgeführten Messungen des ATP-Gehaltes der Zellen wur-

de einleitend eine ATP-Standardkurve erhoben. Die Osteosarkomzellen wurden hierfür 

in einer aufsteigenden Konzentrationsreihe ausgesät und das emittierte ATP-Signal 

unmittelbar daraufhin gemessen. 

 

2.5.3 Ausschluss etwaiger Verfälschungen der Messungen im Hauptversuch durch KEM 

 

Die Messungen eines Signals durch eventuelle Eigenlumineszenz der Biomaterialien er-

folgte ohne Zellen an t = 5 Zeitpunkten. Hier wurde die Höhe des durch die Mediumkon-

trolle induzierten Grundsignals bestimmt und eine etwaige Eigenlumineszenz der KEM 

ausgeschlossen. 

 

2.5.4 pH-Wert-Messungen 

 

Für die aus einem Organismus isolierten Zellen muss unter in-vitro-Bedingungen eine 

Umgebung geschaffen werden, die Proliferation, Wachstum, und ggf. Differenzierung 

und Ausübung von typischen Zellfunktionen erlaubt. Der pH-Wert, der im Idealfall für 

nahezu alle Zellen bei 7,2-7,4 liegt, wurde überprüft um den Einfluss der KEM auf den 

pH-Wert zu bestimmen. Dazu wurden die in Tabelle 9 beschriebene Menge an KEM in 

Wells gegeben, mit 200 µl PBS befüllt, nach 2 h entnommen und der pH-Wert im PBS 

mit einer pH-Elektrode bestimmt. 
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2.6 Hauptversuche 

 

Auf der Basis der, den Vorversuchen zugrunde liegenden Ergebnisse, wurden im 

Hauptversuch folgende Parameter zu unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmt: 

 

1. ATP-Gehalt mit Hilfe des ATP-Assays (n = 6) 

2. Osteocalcin (OC)-ELISA (n = 6) 

3. Alkalische Phosphatase (AP) (n = 3) 

4. REM (n = 3) 

 

 2 h 3 d 6 d 10 d 14 d 

SaOs-2-Zellen, 
Prim.-Osteos., 
KMS-Zellen 

ATP-Assay ATP-Assay ATP-Assay ATP-Assay ATP-Assay

SaOs-2-Zellen, 
Prim.-Osteos., 
KMS-Zellen 

OC-ELISA OC-ELISA OC-ELISA OC-ELISA OC-ELISA 

SaOs-2-Zellen, 
Prim.-Osteos., 
KMS-Zellen 

AP AP AP AP AP 

SaOs-2-Zellen     REM 
Tabelle 13: Übersichttabelle der Hauptversuche  
 

2.6.1 Adenosintriphosphat (ATP)-Biolumineszenz 

 

Der CellTiter-GloTMLuminescent Cell Viability Assay bestimmt die Konzentration von 

ATP in den Zellen, die mit der Anzahl metabolisch aktiver Zellen korreliert. Das Verfah-

ren basiert auf eine Luziferase beschleunigte Reaktion von Luciferin und ATP. Lucifera-

sen sind in der Lage, in einer Biolumineszenzreaktion die Umwandlung von bestimmten 

Substraten unter Zugabe von Luciferin zu katalysieren; dabei wird Adenosintriphosphat 

(ATP) in Adenosinmonophosphat (AMP) umgewandelt. Das Lichtsignal ist proportional 

zur ATP-Menge, das wiederum proportional zur Anzahl der Zellen in der Kultur ist. Mes-

sungen erfolgten am Tag 0, 3, 6, 10 und 14. 
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2.6.2 Hauptversuch ATP-Assay mit den fünf Knochenersatzmaterialien 

 

Der Hauptversuch wurde mit allen fünf oben genannten Knochenersatzmaterialien für 

drei Zelllinien durchgeführt. Der Versuchsansatz für die Osteosarkomzellen, primären 

Osteoblasten und Knochenmarkstammzellen erfolgte an fünf Zeitpunkten: t = 0, t = 3,  

t = 6, t = 10, t = 14. Die eingesetzte Zellzahl betrug 1x104 Zellen pro Well einer 96 Well 

Platte mit einem Gesamtvolumen von 200 µl. Pro Knochenersatzmaterial, Zellkontrolle 

und Mediumkontrolle wurden n = 6 Wells belegt. Der Mediumwechsel erfolgte alle 2-3 

Tage. Die Knochenersatzmaterialien wurden wie in den Vorversuchen bestimmt, portio-

niert und in die jeweiligen Wells unter Zugabe von PBS eingebracht. Nach zwei Stunden 

wurde PBS wieder entnommen und 150 µl Medium dazugegeben. Die für den Versuch 

bestimmte Zelllinie wurde gezählt und die Zellsuspension vorbereitet. 

1x104 Zellen in 50 µl Medium wurden dazugegeben. An den entsprechenden Messta-

gen wurde das Medium abgesaugt, 100 µl neues Medium aufgefüllt und 100 µl CellTi-

terGlo dazugegeben. Der Ansatz wurde 10 min lichtgeschützt bei RT inkubiert. 

Das Lichtsignal wurde in 1 Sekunde pro Well in einem Zählgerät gemessen. 

Für die Tag 0 Messung wurden lediglich 50 µl Medium vorgelegt, 50 µl Zellsuspension 

und 100 µl CellTiterGlo. 

 

2.6.3 Potentielle Zytotoxizität der Knochenersatzmaterialien 

 

Zur Überprüfung einer eventuell von den KEM ausgehende Zytotoxizität, welche nicht mit 

der Oberflächenbeschaffenheit des Materials zusammenhängt, wurden Suspensionszel-

len verwendet, die sich ohne Anheftung an Oberflächen vermehren. Die Messungen hier-

für erfolgten an Tag 0 und Tag 3. Die verwendete Suspensionskultur kann aufgrund ihres 

spezifischen Proliferationsverhaltens eine Aussage über von den KEM ausgehende lösli-

che Noxen treffen. 
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2.6.4 Statistik 

 

Die statistische Auswertung erfolgte mittels des Softwarepaketes SPSS 12.0 (SPSS 

Inc., Chicago, Illinois, USA) und dem Tabellenkalkulationsprogramm Excell (Microsoft). 

Dabei wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen für jeden Parameter pro Prüf-

körper errechnet. Zur Untersuchung der Signifikanz der beobachteten Unterschiede 

kamen Varianzanalysen (ANOVA) zur Anwendung. Das Signifikanzniveau wurde auf 

p<0,05 festgelegt; hierbei wurde p<0,05 als signifikant, p<0,01 als hochsignifikant und 

p<0,001 als höchst signifikant eingestuft. 

 

2.7 Osteocalcin-ELISA (Enzym linked immuno sorbent assay) 

 

Osteocalcin (OC) ist ein Vitamin K abhängiges, Calcium bindendes Protein, das aus-

schließlich von Osteoblasten und Odontoblasten produziert wird. 

Die Produktion von Osteocalcin kann daher zur Charakterisierung der Zellen als Oste-

oblasten dienen. 

 

Der Gla-Osteocalcin-ELISA Kit (Gla-type Osteocalcin EIA Kit Manual, TaKaRa, Göttin-

gen) basiert auf der Sandwich Methode (Zweischrittassay). 

Zu dem auf der Mikrotiterplatte festgebundenen Osteocalcin-Antikörper wird die Antigen 

Lösung, entweder die zu testende Probe oder Standard Gla-Osteocalcin, zugegeben 

und inkubiert. Das Substrat O-Phenylendiamin wird zugegeben und von der Peroxidase 

zu Tetramethylbenzidin umgesetzt, das sich in einer Farbentwicklung blau zeigt. Durch 

Abstoppen der Enzymreaktion mit H2SO4 wird das blaue Farbsignal in ein gelbes, das 

bei 450 nm messbar ist, umgewandelt. 

Mit einem zweiten ebenfalls gegen das Antigen gerichteten Antikörper, der mit einem 

Enzym Peroxidase markiert ist, wird das am ersten Antikörper gebundene Antigen mar-

kiert. Das gemessene Signal ist direkt proportional der Antigen-Konzentration der Pro-

be. 
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2.7.1 Vorbereitungen für den Osteocalcin-ELISA 

 

Solution 1: 

Rekonstitution von Antibody-POD-Lsg. (Vial 2) in 11 ml destilliertem Wasser, 10 min 

stehen lassen, zwischendurch vorsichtig schütteln, aliquotieren à 1,5 ml und tieffrieren 

bei -30 °C; Pro Streifen (8 Wells) wurde ca. 1 ml benötigt. 

 

Solution 2: 

Rekonstitution von Standard (Vial 3) in 1 ml destilliertem Wasser, 10 min stehen lassen, 

zwischendurch vorsichtig schütteln, aliquotieren à 250 µl und tieffrieren bei -30 °C. Der 

Standard enthält 16 ng Gla-Osteocalcin/ml. 

 

Standard-Verdünnung: 

Der Standard (Solution 2) enthält 16 ng Gla-Osteocalcin/ml. 

 

Konz. Aus-

gangslsg. 

ng/ml 

Vol. Aus-

gangslsg. 

µl 

Vol. Diluent 

Sample 

µl 

Gesamtvolumen 

 

µl 

Finale Konz. 

 

ng/ml 

16 240 240 460 8 

8 240 240 460 4 

4 240 240 460 2 

2 240 240 460 1 

1 240 240 460 0,5 

0,5 140 140 260 0,25 
Tabelle 14: Standardverdünnung für OC-ELISA 

 

Stopplösung: 

1 N H2SO4

 

100 µl Probe bzw. Standard (Solution 2) wurden innerhalb von fünf Minuten in die Wells 

pipettiert. Die Platte wurde dann mit Folie abgedeckt und für zwei Stunden bei Raum-

temperatur (20-25 °C) inkubiert. Danach wurde die Probelösung entfernt und die Platte, 

bzw. die Wells 3 x mit ca. 400 µl PBS gewaschen. 100 µl der Antibody-POD-Lsg. wur-

den (Solution 1) zugegeben und die Platte mit Folie abgedeckt. Die Inkubation betrug 1 

 44



                                                                                                                                                                                Material und Methoden 

Stunde bei Raumtemperatur. Die Antibody-POD-Lsg. wurde anschließend entfernt und 

danach mit ca. 400 µl PBS gewaschen. 

100 µl Substrat-Lsg. wurden zugegeben und für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Für den letzten Schritt wurde 100 µl der Stop-Lösung (1 N H2SO4) dazugegeben und 

vorsichtig gemischt.  

Die Messung erfolgte bei einer Absorption von 450nm, das Signal ist ca. 60 Minuten 

lang stabil. 

  

2.7.2 Hauptversuch Osteocalcin-ELISA 

 

Vorbereitend für den OC-ELISA wurde während des ATP-Assays an den Messtagen 

(t = 0, 3, 6, 10 und 14) der Überstand der Wells abpipettiert, in markierte Eppendorf-

Tubes gegeben und eingefroren. Dabei wurden die Überstände der 6-fachen Ansätze 

gepoolt. 

 

2.8 Aktivität der Alkalischen Phosphatase (AP) 

 

Der Nachweis der Alkalischen Phosphatase (ALP) gilt als der geläufigste spezifische 

Marker für ausdifferenzierte Osteoblasten. Die Osteoblasten weisen ca. das 100fache 

an ALP-Aktivität gegenüber Zellen aus anderen Geweben auf (Rodan et al. 1988).  

Der Nachweis, dass es sich bei den zu untersuchenden Primärkulturen um Oste-

oblasten handelt, wurde enzymhistochemisch durch den Nachweis der alkalischen 

Phosphatase geführt. Die alkalische Phosphatase ist ein zellmembrangebundenes Gly-

koproteinenzym und wird von den Osteoblasten während der Knochenneubildung in 

großen Mengen produziert. 

 

Bereits im Jahre 1923 wurde dem Enzym eine Rolle im Knochenstoffwechsel zuge-

schrieben (Robinson 1923). Es soll Phosphattransferase-Reaktionen katalysieren und 

an der Akkumulation von Phosphationen in der Kollagenmatrix durch Hydrolyse organi-

scher Phosphate beteiligt sein, womit der Mineralisationsprozess initiiert wird (Beertsen, 

van den Bos 1992). 

Somit dient AP als osteoblastischer Differenzierungsmarker und seine Quantifizierung 

ermöglicht eine genauere Bestimmung des Differenzierungsprozess in-vitro. 
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2.8.1 Hauptversuch Alkalische Phosphatase 

 

Für den Nachweis der Alkalischen Phosphatase (AP) wurde das “Fast Red Substrate 

System“ der Firma Sigma verwendet. AP katalysiert die hydrolytische Spaltung von 

Phosphorsäureestern. Die Spaltprodukte werden durch den Zusatz von Fast Red als ro-

tes Pigment sichtbar gemacht (Young 1990).  

 

Die Zellen wurden mit einer Dichte von 10.000 Zellen pro Einzelkammer auf ein finales 

Volumen von 1 ml auf die Tissue-Culture Slides mit den Biomaterialien ausgesät und 

über einen Zeitraum t in Kultur gehalten. Die KEM wurden in 8er Chamber Slides gege-

ben, wobei zwei Chambers pro KEM gefüllt wurden. Die Zellen wurden mit einem End-

volumen von 300 µl pro Chamber dazupipettiert. Nach t = 3, 6, 10 und 14 Tagen wurde 

der Zellüberstand abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. 

 

Zum Nachweis der Alkalischen Phosphatase wurde folgende Färbelösung hergestellt: 

 

- 22,2 µl Sodium Nitrite Solution 

- 22,2 µl FRV-Alkaline Solution 

- 1 ml Aqua dest. 

-  22,2 µl Naphtol AS-BI Alkaline Solution 

 

Die Zellen wurden einmal in PBS gewaschen und dann für 30-40 sec in 4% Formalde-

hyd fixiert. Es erfolgte ein dreimaliges Waschen mit Aqua dest.. Danach wurde die Fär-

belösung zugesetzt und für 15 min inkubiert, bis ausreichend Färbung mikroskopisch 

sichtbar war. Bevor die Kammerseiten abgetrennt wurden, wurde dreimal mit Aqua dest. 

gewaschen. Die Gegenfärbung erfolgte mit Hematoxilin für 2 min und darauffolgender 

Differenzierung mit Leitungswasser. Zum Schluss wurden die Culture Slides in Sigma 

Crystal Mount Aqueous Mounting Medium eingedeckelt. 
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2.9 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung 

 

Die Morphologie der Zellen auf den Knochenersatzmaterialien wurde im Rastelektro-

nenmikroskop (REM) untersucht. Das REM bietet die Möglichkeit, Oberflächen massiver 

Präparate abzubilden. In einer Vakuumkammer wird die Probenoberfläche mit einem 

gebündelten Elektronenstrahl abgerastert. Das Relief der Probenoberfläche bewirkt eine 

charakteristische Reflexion der Elektronen. Durch die so entstehenden Sekundärsignale 

wird die Helligkeitsmodulation einer Bildschirmröhre gesteuert, auf der ein Abbild der 

Probenoberfläche entsteht. 

 

 

2.9.1 Hauptversuch: Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung der Zellmor- 

phologie von SaOs-2-Zellen 

 

Für die rasterelektronenmikroskopische Untersuchung wurden zusätzlich Ansätze vor-

bereitet und nach einer Kulturdauer von t = 14 Tagen für das weitere Vorgehen präpa-

riert. 

In einer 24 Well Platte wurden Polycarbonat Membranen eingesetzt. Pro KEM wurden 

zwei Wells benötigt, mit einem Flüssigkeitsvolumen von je 300 µl. 

Jede Probe wurde dreifach mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,2, gespült und an-

schließend mit Hilfe von 3%igem Glutaraldehyd in 0,1 M Natriumphosphatpuffer durch 

Inkubation bei 4 °C für 15 min fixiert. Darauf folgte erneut eine dreimalige Spülung mit 

Natriumphosphatpuffer. Die Ansätze wurden anschließend mit Aceton in aufsteigender 

Konzentration (10% / 50% / 70% / 90%) dehydriert und zum Abschluss dreimal für je-

weils 15 min in absolutem Aceton gewaschen. Die Trocknung der Proben erfolgte bei 

Raumtemperatur nach zweimaliger 5-minütiger Inkubation mit 100%igem Dexamethyl-

disilizane (DMSO). Die so aufbereiteten Knochenersatzmaterialien wurden auf einem 

Projektträger aufgeklebt und mittels eines Low Voltage Cool Sputter Coater mit Gold in 

einer Schichtdicke von 30 nm bedampft. Die rasterelektronenmikroskopische Untersu-

chung wurde mit dem Rasterelektronenmikroskop Zeiss DSM 950 unter den Vergröße-

rungsstufen 200, 500 und 1000 durchgeführt. 
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3. Ergebnisse 
 
3.1 Ergebnisse der Vorversuche 

 
Im Vorfeld der vorliegenden Studie wurden Daten erhoben, die eine Grundlage für die 

Hauptergebnisse darstellen. 

 

3.1.1 Standardisierung der ATP-Messung 

 

Die ATP-Standardkurve wurde mit SaOs-Zellen durchgeführt. Die Zellen wurden hierfür 

in einer aufsteigenden Konzentrationsreihe ausgesät. 

Der ATP Gehalt wird für: 

 

0,1 x 104  0,5 x 104 1 x 104 1,5 x 104

2 x 104 2,5 x 104 3 x 104 3,5 x 104

4 x 104 4,5 x 104 5 x 104  
Tabelle 15: Aufsteigende Konzentrationsreihe der  

SaOs-Zellen 

 

Zellen/ Well gemessen. 
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 Diagramm 1: ATP-Standardkurve 
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Das Diagramm zeigt einen proportionalen Anstieg des Signals bei Erhöhung der Zell-

zahl. Es lässt sich über die Steigung der Geraden ein ATP-Koeffizient von ~1520000 

Counts*s-1/104 Zellen errechnen. Das empfangene Lumineszenzsignal ist der Zellzahl 

proportional und kann somit für den Hauptversuch ohne weitere Umrechnung als Maß 

für die Zellzahl verwendet werden. 
 

3.1.2 Überprüfung der KEM ohne Zellen auf Beeinflussung der Lumineszenzwerte 

 

Die Methode zur Eigenlumineszenzmessung der KEM wird in Kapitel 2.7 beschrieben.  
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Diagramm 2: Überprüfung der KEM auf Eigenlumineszenz 

 

Die Abbildung zeigt, dass von den Knochenersatzmaterialien zu keinem Zeitpunkt ein 

Lumineszenzwert hervorgeht, der die Messwerte mit Zellinkubation maßgeblich beein-

flusst. Die Zellkontrolle zeigt über die Zeit einen ansteigenden ATP-Gehalt. Mittelwerte 

und Standardabweichungen ergaben sich aus jeweils sechs Ansätzen. 
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3.1.3 pH-Wert-Messungen 

ährend der Versuchsansätze wurde der pH-Wert am Tag 1 und Tag 8 gemessen. 

         

pH

te 
 

 

W

 

 

KEM -

Wer

 
Tag 1 Tag 8 

 

Cerasorb 
ctal 

iosa 
Osteoindu
Bio-Oss Spong
Bio-Oss Collagen 
PepGen P-15 
Zell KO 
Med KO 

7,75 

7,81 

7,75 

7,73 

7,83 

7,71 

7,70 

7,77 

7,83 

7,71 

7,84 

7,83 

7,86 

7,70 
T H-Wert-Messun g 1 und T

lle Messungen liegen im Normbereich, welcher bei 7,7 ± 0,2 (Standardmedium) anzu-

abelle 16: p gen, Ta ag 8 

 

A

siedeln sind. 
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3.1.4 Überprüfung der primären Osteoblasten mittels Osteocalcin und HPRT-Expression 

arstellung der RT-PCR Produkte auf 2%igem Agarosegel. 

bb. 3: Osteocalcin und HPRT-Expression (Chiriac et al., 2005) 

 oberen Teil befinden sich die Banden für das knochenmarkerspezifische Osteocalcin 

ie aus den Knochenspänen auswachsenden Zellen konnten damit eindeutig als Oste-

 

D
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A

 

Im

bei 277bp. Sie ist bei allen Proben eindeutig als Bande zu identifizieren; bei der Nega-

tivkontrolle (H2O) ist mit Ausnahme der Flussmittelfront keine Bande ersichtlich. Im un-

teren Teil befindet sich das Housekeeping Gen HPRT mit einer PCR Produktgröße von 

439bp, welches als Expressionskontrolle eingesetzt wurde und ebenfalls bei allen Pro-

ben nachgewiesen werden konnte. 

 

D

oblasten charakterisiert werden. 
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3.1.5 Nachweis der Osteocalcinsynthese bei SaOs-Zellen und primären Osteoblasten 

 der vorliegenden Studie konnte zu allen Untersuchungszeitpunkten (t = 1, 3 und 6) 

bräunliche Anfärbung des Zytoplasmas, 

 
omit konnten diese erfolgreich als osteoblastäre Zellen identifiziert werden. 

 

In

eine Synthese von Osteocalcin durch die SaOs-Zellen und die primären Osteoblasten 

immunhistochemisch festgestellt werden (1-6). 

Die Osteocalcinsynthese zeigt sich durch die 

die sowohl bei den Osteosarkomzellen als auch bei den primären Osteoblasten deutlich 

zu erkennen ist. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 

Abb. 4: Osteocalcinsynthese von primären Osteoblasten

S
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3.2 Hauptergebnisse 
 
3.2.1 ATP-Assay 

 

Die ATP-Messungen erfolgten für jeweils fünf Knochenersatzmaterialien, einer Positiv-

kontrolle (Culture dish) und einer Negativkontrolle (keine Zellen). 

 

Zur besseren Vergleichbarkeit der einzelnen Zelllinien auf den verschiedenen Knochen-

ersatzmaterialien wurde im folgenden die initiale Zellkonzentration der Zellen auf den 

jeweiligen Materialien gleich eins gesetzt und für jedes Material und jede Zelllinie ein in-

dividueller Proliferationsfaktor berechnet. 

 

3.2.2 ATP-Assay SaOs-Zellen 
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Diagramm 3: ATP-Assay mit SaOs auf KEM 

 

Die Grafik zeigt, dass SaOs-Zellen auf Cerasorb, auf Bio-Oss Spongiosa und auf P15 

eine signfikante Zunahme der Zellzahl über die Zeit annehmen (p<0,05, ANOVA). Sa-

Os-Zellen auf Bio-Oss Collagen und Osteoinductal nehmen während des Beobach-

tungszeitraumes signifikant ab und fallen am Ende der Messreihe (Tag 14) gegen null 
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ab (p<0,05, ANOVA). Der ATP-Gehalt der Zellkontrolle steigt über die Zeit an und misst 

den höchsten Proliferationsindex. 

 

3.2.3 ATP-Assay Primäre Osteoblasten 
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Diagramm 4: ATP-Assay mit primären Osteoblasten auf KEM 

 

Das Diagramm zeigt den Proliferationsquotienten der primären Osteoblasten auf den 

Biomaterialien. Cerasorb ist das einzige Knochenersatzmaterial, auf dem die Zellen ei-

nen signifikanten Anstieg über die gesamte Studiendauer aufweisen (p<0,05, ANOVA). 

Die Zellzahl auf Cerasorb ist an allen fünf Messtagen vergleichbar zur Zellkontrolle. Die 

primären Osteoblasten zeigen auf Bio-Oss Spongiosa, P15, Bio-Oss Collagen und 

Osteoinductal einen signifikanten Abfall der Zellzahl über die Zeit. Auf Bio-Oss Spongi-

osa, Bio-Oss Collagen und Osteoinductal fällt die Zellzahl an Tag 3, 6 und zehn gegen 

null ab. Tag 14 zeigt auf allen drei KEM eine steigende Tendenz der Zellen, bzw. einen 

leichte Zunahme der Zellzahl. Auf P15 sinkt die Zellzahl im Vergleich zur baseline ge-

gen null, zeigt an Tag 6 wiederum einen Anstieg und steigt über die Werte der baseline. 

Tag 10 und Tag 14 zeigen jedoch einen signifikanten Abfall der Zellzahl. 

Sowohl auf Cerasorb als auch auf der Zellkontrolle sind signifikant mehr Zellen als bei 

allen anderen Präparaten. Auf Bio-Oss Spongiosa, Bio-Oss Collagen und Osteoinductal 
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ließ sich keine Veränderung der Zellzahl feststellen, wenngleich hier an Tag 14 eine 

sehr hohe Streubreite der Messwerte zu beobachten war. 

 

3.2.4 ATP-Assay Knochenmarkstammzellen 
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Diagramm 5: ATP-Assay mit Knochenmarkstammzellen auf KEM 

 

Die Knochenmarkstammzellen lassen über die Zeit, neben der Zellkontrolle, einen signifi-

kanten Anstieg der Zellzahl auf P-15 und Cerasorb erkennen (p<0,05, ANOVA). Hierbei 

ist die Zellkontrolle den Cerasorb und P-15 Werten signifikant überlegen (p<0,05, ANO-

VA). Die KMS-Zellen zeigen auf Osteoinductal einen moderaten Anstieg mit Abfall an Tag 

14; der Anstieg der Messwerte war jedoch zu keinem Zeitpunkt statistisch signifikant 

(p>0,05, ANOVA). Bio-Oss Spongiosa und Bio-Oss Collagen zeigen einen signifikanten 

Abfall über die Zeit (p<0,05, ANOVA). 

 

Zusammenfassend lassen sich für alle drei Zelllinien Cerasorb und P-15 mit der signifi-

kant höchsten Zellzahl darstellen. Auf Bio-Oss Spongiosa zeigen nur die SaOs-Zellen ei-

nen signifikanten Anstieg der Messwerte über die Zeit. Die primären Osteoblasten und 

die SaOs-Zellen nehmen im Beobachtungszeitraum auf Bio-Oss Collagen und Osteoin-

ductal signifikant ab. Die KMS-Zellen zeigen auf Bio-Oss Collagen keine Zunahme der 
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Zellzahl, während bei Osteoinductal die Zellzahl zunächst zunimmt, aber an Tag 14 signi-

fikant abfällt. 

 

3.3 U-937 Zellen auf den jeweiligen Knochenersatzmaterialien 
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Diagramm 6: Nichtadhärente U-937 Zellen auf KEM 

 

In diesem Teilversuch wurde das Wachstumsverhalten der nichtadhärenten Myelo-

Monozytären Zelllinie auf den bisher verwendeten Biomaterialien überprüft. 

Sowohl Cerasorb als auch die Zellkontrolle, sowie Bio-Oss Spongiosa zeigen einen hoch-

signifikanten Anstieg der Zellzahl (p<0,01). P-15 zeigt keine signifikante Veränderung der 

Zellzahl über die Zeit. Während die Zellzahl in Anwesenheit von Bio-Oss Collagen signifi-

kant abnahm, sind bei Osteoinductal an Tag 3 keine Zellen mehr nachweisbar.  
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3.4 Nachweis der ALP (Alkalische Phosphatase)-Aktivität 

 

Die histomorphologische Auswertung der Zellschnitte wurde mit den jeweiligen Zelllinien 

für den 10. Messtag ausgewertet. In Abhängigkeit vom Alterungsprozess der Zellen 

nahm die Anfärbbarkeit wieder ab.  

Die Anzahl der Plus Zeichen gibt die Intensität der AP-Färbung wieder, unabhängig von 

der Anzahl der Zellen. Die in Klammern gesetzten Plus Zeichen besagen dass die In-

tensität nur grenzwertig erreicht ist. 

 

KEM       AP-Positiv  

 Osteosarkomzellen Primäre Osteoblasten Knochenmark- 

stammzellen 

Cerasorb ++(+) + + 
Osteoinductal n.b. + + 
Bio-Oss Spongio

sa 

++ - - 

Bio-Oss  

Collagen 

++ - - 

P15 +(+) + + 
Zellkontrolle +++ +++ +++ 

Tabelle 17: Nachweis der Alkalischen Phosphatase der drei Zelllinien auf den KEM 

 

Auf Cerasorb, P-15 und der Zellkontrolle wurde bei allen drei Zelllinien die alkalische 

Phosphatase nachgewiesen. Auf Bio-Oss Spongiosa und Bio-Oss Collagen zeigen nur 

die Osteosarkomzellen eine ALP-Aktivität. In Anwesenheit von Osteoinductal sind so-

wohl die primären Osteoblasten als auch die Knochenmarkstammzellen mit der alkali-

schen Phosphatase angefärbt.  
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Abb. 5: ALP-Aktivität der Zellkontrolle von Osteosarkomzellen positiv; 

Negativkontrolle rechts unten im Bildrand. 

 

 

 

 

 

Abb 6: ALP-Aktivität der Zellkontrolle von primären Osteoblasten positiv; 

Negativkontrolle rechts unten im Bildrand. 
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Abb. 7: ALP-Aktivität der Zellkontrolle von Knochenmarkstammzellen positiv; 

Negativkontrolle rechts unten im Bildrand. 

 

 

 

 

 
Abb. 8: Zytologische Anfärbung für Alkalische Phosphatase 

in der humanen osteoblastenähnlichen Zellkultur auf Cerasorb. 
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3.5 Ergebnisse der rasterelektronenmikroskopischen Auswertung 

 

 

Die Zellkontrolle verdeutlicht 

bei 500facher Vergrößerung 

die Zellform der einzelnen  

SaOs-2-Zellen. Die 

vornehmlich flachen Zellen 

besitzen zahlreiche, stark 

verzweigte Cytoplasma- 

Fortsätze, mit denen sie 

untereinander in Verbindung 

stehen und Kontakt mit der 

Materialoberfläche aufweisen.  Abb. 9: REM Aufnahme: Zellkontrolle  

 (500fache Vergrößerung) 
  

 

 

 

Unter 500facher raster-  

elektronenmikroskopischer 

Vergrößerung sind keine 

Zellen auf Osteoinductal zu 

erkennen. Die Oberfläche ist 

bedeckt von nicht 

identifizierbaren Partikeln, die 

wahrscheinlich aus der 

Ausfällung des 

pastenförmigen Materials in 

der Aufbereitung herrühren. Abb. 10: REM Aufnahme: Osteoinductal  

 (500fache Vergrößerung) 

 
 

 

 

 60



                                                                                                                                                                                                               Ergebnisse 

 

Bio-Oss Spongiosa zeigt in 

einer 500fachen 

rasterelektronen- 

mikroskopischen 

Vergrößerung vereinzelte 

Zellen, die abgerundet sind 

und keine osteoblasten- 

typische Zellmorphologie 

zeigen. 

 
 Abb. 11: REM Aufnahme: Bio-Oss Spongiosa 

   (500fache Vergrößerung) 
 

 

 

 

Ebenso wie auf Bio-Oss 

Spongiosa sind auf der 

500fachen Vergrößerung 

des KEM, Bio-Oss 

Collagen, nur vereinzelt 

Zellen zu erkennen. Sie 

erscheinen abgekugelt und 

sitzen der Oberfläche auf. 

Die Oberfläche des KEM 

erscheint durch  

die Vernetzung mit Kollagen  Abb. 12: REM Aufnahme: Bio-Oss Collagen 

deutlich rauer als Bio-Oss.   (500fache Vergrößerung)  
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Das morphologische 

Erscheinungsbild der Zellen  

auf P-15 stellt sich unter 

500facher Vergrößerung 

ebenfalls abgerundet 

und mit dem KEM unter 

Kontakt stehend, dar. 

 

 

 
 Abb. 13: REM Aufnahme: P-15  

 (500fache Vergrößerung) 

 

 

 

 

Unter 1000facher raster- 

elektronenmikroskopischen 

Vergrößerung sind einige 

abgerundete SaOs-2-Zellen 

deutlich auf den einzelnen 

Cerasorb-Partikeln zu 

erkennen.  

 

 

  
 Abb.14: REM Aufnahme: Cerasorb 

 (1000fache Vergrößerung) 
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4. Diskussion 
 

In der vorliegenden Untersuchung wurden Knochenersatzmaterialien aus unterschiedli-

chen Stoffgruppen durch Kultivierung mit Osteosarkomzellen, primären Osteoblasten 

und Knochenmarkstammzellen getestet. Durch anerkannte Testverfahren sollte eine 

Aussage über die Vitalität und den Differenzierungsgrad der jeweiligen humanen osteo-

genen Zelltypen auf den KEM getroffen werden. Weiterhin wurden alle Materialien durch 

Kultivierung mit nicht-adhaerenten Zellen auf lösliche zytotoxische Bestandteile über-

prüft.  

Die Interaktion von Zellkulturen mit verschiedenen Biomaterialien wurde bereits in zahl-

reichen in-vitro Studien untersucht (Seitzer et al. 1995, Zambonin et al. 1997, Yeh et al. 

1998 a, b; Aςil et al. 2000). Hierbei hat sich vor allem die Osteoblasten-Zellkultur als 

Modell zur Biokompatibilitätsprüfung von Knochenersatzmaterialien bewährt. Aςil et al. 

untersuchten das Wachstum und die Synthese von extrazellulärer Matrix (ECM) huma-

ner Osteoblasten auf einem hochporösem Knochenmineral. Die Studie demonstrierte 

eine exzellente Biokompatibilität auf dem natürlichen Knochenmineral in einem dreidi-

mensionalen Zellkultursystem. Dies lässt auf ein gutes Knochenwachstum im Sinne des 

Tissue engineering rückschließen (Roggendorf et al. 1986, Aςil et al. 1999). 

 

Zur Durchführung unserer Studie wurden fünf unterschiedliche Biomaterialien unter-

sucht, die in der klinischen Routine der Zahnheilkunde zunehmend Anwendung finden. 

Diese Biomaterialien unterscheiden sich in ihrer Herkunft, Größe, Porengröße und Zu-

sammensetzung. Drei dieser Biomaterialien sind bovinen Ursprungs, wobei P-15 

(Dentsply Friadent CeraMed), ein poröses anorganisches Hydroxylapatit (Partikelgröße: 

250-420 µm), ein synthetisches Bindungspeptid (P-15: Bindungsdomäne in der Alpha-1-

Kette des Typ-1-Kollagens) besitzt (Bhatnagar et al. 1999; Qian et al. 1996). Im Unter-

schied dazu handelt es sich bei Bio-Oss um ein rein anorganisches Hydroxylapatit bovi-

nen Ursprungs ohne Bindungspeptid. Die zwei weiteren zu testenden Materialien al-

loplastischen Ursprungs unterscheiden sich nicht nur in Ihrer Herkunft als vielmehr in ih-

rer Konsistenz. Zum einen handelt es sich um Cerasorb, ein phasenreines β-

Tricalciumphosphat mit einer Partikelgröße von 1000-2000 µm und zum anderen um 

Osteoinductal, eine ölige Suspension aus einem Gemisch aus Kalziumhydroxid und 

Schweineklauenöl.  

 

 63



                                                                                                                                                                                                              Diskussion 

Die Implantation von Knochenersatzmaterialien in ein Empfängergebiet ruft in-vivo zahl-

reiche, komplexe biologische Reaktionen hervor. Diese Vielzahl an Abläufen erschwert 

die Beurteilung der Zellantwort eines einzelnen Zelltyps. Aus diesem Grund stellt ein in-

vitro Experiment wie unseres ein ideales Modell dar, um bestimmte Zellarten selektiv zu 

untersuchen (Malik et al. 1992). 

 

Mit Hilfe des CellTiter-GloTM Luminescent Cell Viability Assay, Promega war es möglich, 

zum einen das Proliferationsverhalten der drei Zelllinien zu bestimmen und im Zusam-

menhang damit die Biokompatibilität der eingesetzten Knochenersatzmaterialien zu ü-

berprüfen. Die stärkste Proliferation zeigten die Zellen bei Adhäsion an Cerasorb, ge-

folgt von P-15 und Bio-Oss Spongiosa. Das Zellwachstum auf Cerasorb war für alle 

Zelltypen vergleichbar mit der Zellkontrolle (Polystyroloberfläche). Obwohl eine große 

Anzahl an Zellen auf jedes Knochensubstitut ausgesät worden war, konnte verhältnis-

mäßig wenig Zellwachstum auf den Materialien Osteoinductal und Bio-Oss Collagen 

festgestellt werden. Auch auf dem Biomaterial Bio-Oss Spongiosa wuchsen sowohl die 

primären Osteoblasten als auch die KMS vergleichbar wenig.  

 

Das ß-TCP Cerasorb zeigte bei allen untersuchten KEM die höchsten Proliferationsindi-

ces. Dies lässt sich zum einem durch die im REM beobachtete große Oberfläche der 

Granulate und zum anderem durch die poröse Morphologie des KEM erklären. Die ho-

hen Osteocalcinwerte als auch der nachfolgende Teilversuch mit Suspensionszellen 

lassen Cerasorb ebenfalls als ein gutes Trägermaterial einstufen. Auch die starke Proli-

feration der U-937-Zelllinien lässt in diesem Zusammenhang auf eine sehr gute Bio-

kompatibilität schließen. Auch die Degradation von β-TCP durch chemische Lösungen 

führte in Versuchen nicht zu einer Änderung des pH-Wertes in Richtung zytotoxischer 

oder nichtphysiologischer Werte (Klein et al. 1984). Die vorliegenden Ergebnisse schei-

nen diese Hypothese zu unterstützen. 

 

Klinisch betrachtet berichten Trisi et al. von einer erfolgreichen Einheilung und Knochen-

formation eines ß-Tricalciumphosphates (Cerasorb) in menschlichen artifiziellen Kiefer-

knochendefekten (Trisi et al. 2003). Szabo et al. verglich autogenen Knochen mit einem 

ß-Tricalciumphosphat in ein und demselben Patienten. Die Ergebnisse zeigten, dass 

sowohl der Einsatz autogenen Knochens als auch des KEM eine ähnlich gute Knochen-
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formation aufwiesen. Somit ist Cerasorb auch ohne Anwesenheit von autogenem Kno-

chen als ein geeignetes Ersatzmaterial zu betrachten (Szabo et al. 2001). 

Die Versuche mit den Suspensionszellen ließen auch ein erhöhtes Zellwachstum in An-

wesenheit von Bio-Oss Spongiosa verzeichnen. Auch die primären Osteoblasten zeig-

ten eine signifikante Zunahme der Zellzahl über die Zeit, obgleich die anderen Zelllinien 

eher geringe Proliferationstendenzen auf den Granulaten vorwiesen. In anderen Studien 

ließ sich bereits nachweisen, dass Bio-Oss für die Knochenbildung eine hoch osteokon-

duktive Oberfläche (>90 m2/g) bietet und als osteokonduktives Ersatzmaterial reizlos 

einheilt (Jensen et al. 1996). Im hochauflösenden REM lassen sich zudem kleine und 

kompakte Nanokristalle nachweisen, welche auch im menschlichen Knochen vorzufin-

den sind. Ebenso beeinflussen Parameter wie Porosität, Oberflächenbeschaffenheit und 

chemische Zusammensetzung des Materials die Aktivität von Zellen sowie den Regene-

rationsprozess als Ganzes. Diese gewonnenen Erkenntnisse im Hinblick auf die Bio-

kompatibilität der getesteten Trägermaterialien ergänzen die Untersuchungen anderer 

Autoren. Stephan et al. (1999) beschrieben die erfolgreiche Adhäsion und Proliferation 

von neonatalen Zellen auf dem natürlichen Knochenmineral Bio-Oss in partikulärer 

Form. Açil et al. beschrieb 2000 in einer seiner Studien mit primären Osteoblasten die 

exzellente Biokompatibilität von Bio-Oss in einem dreidimensionalen Zellkultursystem 

und folglich auch das Wachstumspotential in humanem Knochen im Sinne des Tissue 

engineering (Stephan et al. 1999, Açil et al. 1999, 2000, 2002). Auch Zahlreiche in-vivo 

Studien belegen die Eignung dieses Trägermaterials. In einer aktuellen Studie be-

schreiben Scarano et al. die Osseointegration in einer Sinusbodenaugmentation mit Bio-

Oss. Es ließen sich enge, direkte Kontakte zwischen Knochen und Implantat ohne Ein-

lagerung von Partikeln des KEM feststellen. Eine langsame Resorption der Trägerparti-

kel gefährdet den Autoren zufolge somit nicht die Osseointegration des Implantates 

(Scarano et al. 2004). 

Das ebenfalls zu testende Bio-Oss Collagen unterscheidet sich von Bio-Oss Spongio-

sa lediglich durch den Zusatz von 10% porcinem Kollagen und seiner Darreichungs-

form. Die Darreichungsform als schwammartiger Block soll ein einfaches Handling und 

den Zusammenhalt der Spongiosa Partikel gewährleisten. Zudem soll eine optimalere 

Volumenstabilität gewährleistet sein. Die Zellzahl variierte jedoch stark zu der von Bio-

Oss Spongiosa. Sowohl die KMS-Zellen als auch die SaOs-2-Zellen nahmen im Verlauf 

der Messtage auf Bio-Oss Collagen ab. Die ebenfalls abnehmende Zahl der Suspensi-

onszellen legt jedoch die Vermutung nahe, dass den Zellen in Anwesenheit des Trä-

 65



                                                                                                                                                                                                              Diskussion 

germaterials durch eventuell toxische Bestandteile eine Anheftung und Proliferation er-

schwert wird. Hierdurch lassen sich auch die im Vergleich zu Bio-Oss Spongiosa eher 

schlechteren Ergebnisse erklären, welche offenbar in Zusammenhang mit der Kollagen-

beschichtung zu sehen sind.  

Das Knochenersatzmaterial P-15 als Hydroxylapatit, welches mit dem zellbindenden 

Peptid P-15 beschichtet ist, zeigte neben Cerasorb und Bio-Oss Spongiosa ebenfalls 

einen Anstieg der SaOs- und der KMS-Zellen über die Zeit. Laut Hersteller werden 

Osteoblastenstammzellen durch das Peptid P-15 gebunden, welches zu einer Differen-

zierung und Proliferation, analog des natürlich-physiologischen Mechanismus führt. 

Während im Organismus nur wenige P-15 Sequenzen verfügbar sind, sollen durch ü-

bermäßige Darbietung der Bindungsdomäne deutlich mehr Osteoblastenstammzellen 

aktiviert werden, was eine verstärkte und beschleunigte Knochenregeneration bewirkt. 

Das natürliche Regenerationspotenzial des Körpers soll somit maximal genutzt und die 

Knochenregeneration optimiert werden. Die Kultur der Suspensionszellen in Anwesen-

heit von P-15 zeigte nur geringe Beeinflussung der Proliferationsindices.  

Qian und Bathnagar (1996) fanden heraus, dass das Peptid P-15 als Alternative zu bo-

vinem Kollagen die Adhäsion von Osteoblasten auf der Materialoberfläche fördert. Die-

se These konnte in der vorliegenden in-vitro-Untersuchung bestätigt werden, da in un-

serer Studie vor allem die KMS-Zellen und die SaOs-Zellen einen deutlichen Anstieg 

der Zellzahl erkennen ließen (Qian und Bathnagar 1996). 

Osteoinductal, welches als einziges getestetes KEM zu den pastenähnlichen Darrei-

chungsformen zählt, zeigte die schlechtesten Resultate. Bei allen drei Zelllinien nahm 

die Zellzahl signifikant ab. Der nachfolgende Teilversuch mit Suspensionszellen bestä-

tigte die Annahme, dass dies unter anderem in einer eventuell von der Trägermatrize 

ausgehenden zellulären Toxizität begründet liegen könnte. Klinisch fanden auch Kohal 

et al. in einer Pilotstudie an Beagle Hunden heraus, dass Osteoinductal als Kalzium-

hydroxidpaste einen schädlichen Effekt bei der Wundheilung und Osseointegration von 

Implantaten besitzt und somit bei Implantatsetzungen nicht zu empfehlen ist (Kohal et 

al., 1997). 
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Die im Ergebnisteil dargestellte Tabelle und Bilddarstellungen der Alkalischen Pospha-

tase (ALP)-Auswertungen zeigen zum einem in Tabellenformat die histomorphologi-

schen Auswertungen der Zelllinien auf den KEM und zum anderen Abbildungen, auf 

denen die rötliche Anfärbung der Osteoblasten der drei Zellkontrollen mit der jeweiligen 

Negativkontrolle und die osteoblastenähnliche Zellkultur auf Cerasorb abgebildet sind. 

Bei allen drei Zelltypen auf der Zellkontrolle, Cerasorb und P-15 konnte der Nachweis 

dieses Enzyms erbracht werden, d.h. die Zellen differenzierten in Anwesenheit der o.g. 

KEM zu Osteoblasten. Auf Bio-Oss Spongiosa und Bio-Oss Collagen konnten nur die 

SaOs-2-Zellen als Osteoblasten identifiziert werden. Auf Osteoinductal hingegen wur-

den die primären Osteoblasten und die Knochenmarkstammzellen als solche identifi-

ziert. Es wird in diesem Zusammenhang  vermutet, dass die von den Osteoblasten ge-

bildete alkalische Phosphatase bei der Mineralisation des Knochens eine bedeutende 

Rolle spielt (Açil et al. 1999, 2002). 

Trentz et al. (1997) konnte in einer in-vitro Untersuchung nachweisen, dass die Synthe-

se der alkalischen Phosphatase auf dem bovinen Hydroxylapatit signifikant erniedrigt 

war. Sowohl die primären Osteoblasten als auch die Knochenmarkstammzellen zeigten 

in unserer Studie ebenfalls einen ähnlich niedrigen Wert auf Bio-Oss.  

 

Bei den rasterelektronischen Auswertungen waren die Zellen auf Cerasorb, Bio-Oss 

Spongiosa und Bio-Oss Collagen dichter aufgelagert als auf P-15. Die Zellen überspann-

ten im Vergleich zu der Zellkontrolle nicht die tiefer liegenden Mikroporositäten. Der elekt-

ronenmikroskopisch erkennbare bessere Verbund der Zellen mit der Polycarbonatober-

fläche der Zellkontrolle kann an der großflächigen, glatten Oberfläche liegen, die eine en-

ge Anlagerung der Zellen ermöglicht. Eine mögliche Erklärung für die fehlende Zellprolife-

ration auf einigen Knochenersatzmaterialien könnte der Effekt der Biodegradation der 

KEM sein. Knochenersatzmaterialien können mittels eines chemischen Lösungsprozes-

ses oder anhand einer zellvermittelten Resorption degradiert werden (Cheung, Tofe 

1993). Weiteren Steigerungen der Zellproliferation sind aufgrund der Zellkontaktinhibition 

und der fehlenden Vaskularisation Grenzen gesetzt (Malekzadeh et al. 1998). 

 

 

 
Als Voraussetzung für die geplanten Untersuchungen konnten die primären Oste-

oblasten hinsichtlich ihrer osteoblastären Eigenschaft charakterisiert werden. Mittels 
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PCR und einem immunhistochemischen Osteocalcinnachweis wurde die Zelltypisierung 

durchgeführt. Das Ergebnis der Vorversuche bestätigte unsere Annahme einer Oste-

oblasten-ähnlichen Zellkultur. Die Knochenmarkstammzellen waren bereits vom Institut 

für Transplantationsdiagnostik und Zelltherapeutika (ITZ) als solche identifiziert. Die  

SaOs-2-Zellen als auch die U-937 Zellen erhielten wir von der Deutschen Sammlung 

von Mikroorganismen und Zellkulturen in Braunschweig.  

Um eine Proliferation von Zellen in Kultur zu ermöglichen, müssen verschiedene allge-

meine Wachstumsfaktoren im Zellkulturmedium vorliegen. Dies wurde in der vorliegen-

den experimentellen Arbeit durch die Zugabe von fetalem Kälberserum (FKS) erreicht. 

FKS enthält ein Gemisch verschiedener Hormone, Nährstoffe und Vitamine, die das 

Wachstum und die Differenzierung der Zellen beeinflussen. 

 

Der Prozess der Zelladhäsion auf der Oberfläche der Knochenersatzmaterialien voll-

zieht sich nach Grinell (1978) anhand verschiedener Schritte: 

 

1. Absorption von Serumproteinen auf der Oberfläche der Knochenersatzmaterialien  

2. Kontakt der abgerundeten Osteoblasten mit dem Substitut 

3. Attachment der Zellen mit dem Substrat 

4. Ausbreitung der Zellen auf dem Knochenersatzmaterial 

 

Ein besonderes Interesse galt den Knochenmarkstammzellen, die in der Literatur allge-

mein als mesenchymal stem cells (MSC) beschrieben sind. 

Diese sogenannten mesenchymalen Progenitorzellen aus dem Knochenmark können 

unter geeigneten Kulturbedingungen in-vitro zu Knochen-, Knorpel-, Fett- und Muskel-

gewebe differenzieren (Pittenger et al. 1999). Kassem et al. beschrieb bereits 1991 die 

Formation von primären Osteoblasten aus Knochenmarkstammzellkulturen (Kassem et 

al. 1991). 

Die in dieser Untersuchung verwendeten Zelllinien wiesen beträchtliche Unterschiede 

hinsichtlich des Wachstums, ihrer Differenzierung und der Zelladhäsion auf den zu tes-

tenden Knochenersatzmaterialien auf. Während die SaOs-2-Zellen auf Cerasorb, Bio-

Oss Spongiosa und P-15 gut proliferierten, zeigten sich deutliche Unterschiede im 

Wachstum der KMS und der primären Osteoblasten. Die SaOs-2-Zellen zeigten als ein-

zige Zelllinie ein erhöhtes Lumineszenzsignal auf Bio-Oss Spongiosa und proliferierten 

insgesamt besser auf den Knochenersatzmaterialien als die anderen beiden verwende-
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ten Zelllinien. Bei allen drei Zelltypen konnte Alkalische Phosphatase als Marker für 

Osteoblasten nachgewiesen werden. Dies wiederum bestätigt die Differenzierungsmoti-

vation der eingesetzten mesenchymalen Stammzellen unter geeigneten Bedingungen in 

Knochenzellen. 

 

4.1 Methodenkritik 

 

Die Auswahl der hier zum Einsatz gebrachten methodischen Verfahren resultierten aus 

einer kritischen Abwägung der labortechnischen Möglichkeiten. Es bleibt zu berücksich-

tigen, dass bei einer in-vitro Kultivierung von Zellen andere Gegebenheiten vorherr-

schen als unter in-vivo-Bedingungen. In einer Monolayerkultur unter in-vitro-

Bedingungen kann weniger extrazelluläre Matrix nachgewiesen werden (Zambonin et al. 

1997; Aςil et al. 2000). Die Zusammensetzung und Organisation der Extrazellulärmatrix 

beeinflusst ihrerseits die Proliferation und Differenzierung von Zellen und hat somit ei-

nen entscheidenden Einfluss auf die physikalischen und biochemischen Eigenschaften 

eines Gewebes (Seyedin 1983). 

 

Ursprünglich evaluierte Testverfahren, wie der Osteocalcin-ELISA, mussten aufgrund 

erhöhter, nicht adäquat interpretierbarer Werte außer Acht gelassen werden. Die Prob-

lematik lag in dem im Medium enthaltenden fetalen Kälberserum (FKS). Es kam hierbei 

zu einer Kreuzreaktion zwischen dem im FKS befindlichen bovinen Osteocalcin und der 

eingesetzten ELISA-Platte, obgleich laut Herstellerangabe der verwendete ELISA-Test 

spezifisch für humanes Osteocalcin gedacht war. Dadurch ergaben sich insgesamt ver-

fälschte Werte, die nicht adäquat interpretiert werden konnten. Zukünftig ist daher im 

Rahmen von humanen Osteocalcinmessungen mittels einer ELISA-Methodik diese 

grundsätzliche Problematik mit zu berrücksichtigen. 

 

Die alkalische Phosphatase-Aktivität, welche zusätzlich gemessen wurde, ist eine der 

meist gebräuchlichsten biochemischen Marker für osteoblastische Knochenformation. 

Somit ist die alkalische Phosphatase ein spezifischer Marker für die Osteoblastendiffe-

renzierung. Die Expression der alkalischen Phosphatase gilt in der Kultur der humanen 

Osteoblasten als eines der Hauptmerkmale zur Spezifizierung der Zellen. Dennoch las-

sen sich nie alle Zellen einer Kultur anfärben. In der Fachliteratur schwanken die Werte 
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der sich anfärbenden Zellen zwischen 20% und 50%, abhängig von der Zellzyklusphase 

der Osteoblasten (Robey, Termine 1985; Wergedal et al. 1992; Stringa et al. 1995). 

 

Die Adhäsion eines Osteoblasten an der Oberfläche eines Substrats allein sagt noch 

nichts über die Kompatibilität mit einem Werkstoff aus, die zur Differenzierung und Mi-

neralisation der Osteoblasten führt. Obwohl humane osteoblastenähnliche Zellen nach 

24-stündiger Kultur zahlenmäßig am besten auf Glas hafteten, war die Kalzifizierung auf 

diesem Material am geringsten (Ahmad et al. 1999). Demzufolge ist die Anzahl der an 

der Oberfläche haftenden Zellen und die Phosphataseaktivität nicht in Korrelation mit 

dem späteren Kalzifizierungsgrad zu setzen. Um verlässliche Aussagen über Zell-

Substrat-Interaktionen treffen zu können, sind daher Langzeituntersuchungen empfeh-

lenswert. 

 

4.2 Geweberegeneration (Tissue engineering) 

 

Ein besonderes Augenmerk lag hinsichtlich des Tissue engineering auf den in unserer 

Studie getesteten Knochenmarkstammzellen. Aus autogenen Zellen sollen hierbei in 

Kombination mit unterschiedlichen Scaffolds Transplantate erzeugt werden. So könnte 

man die mittels Punktion in Form eines Zellaspirats gewonnenen Knochenmarkstamm-

zellen auf einer adäquaten Trägermatrix einsetzen, um so eine in-vitro-Herstellung von 

Ersatzgeweben und Organen zur Verbesserung bzw. Aufrechterhaltung der Funktion 

von erkranktem oder zerstörtem Gewebe zu erzielen. Nachdem gewebstypische Zellen 

isoliert werden, vollzieht sich die weitere Zellvermehrung auf biologisch abbaubaren 

Trägergerüsten („Scaffolds“), auf denen die Zellen über mehrere Tage bis Wochen kulti-

viert werden, um diese anschließend in den jeweiligen Hart- oder Weichgewebsdefekt 

zu transplantieren. Dabei erscheint es elementar, dass deren Degradations- und Re-

sorptionskinetik auf das zu regenerierende Gewebe abgestimmt ist. Vorteil dieser Me-

thode ist die Vermeidung jeglicher Abstoßungsreaktionen. Das heutige Tissue enginee-

ring-Verfahren arbeitet mit dreidimensionalen Trägergerüsten, deren Aufbau der körper-

eigenen extrazellulären Matrix gleicht. Diese sogenannten Scaffolds fördern durch ihre 

dreidimensionale Struktur unter anderem auch die essentiellen Differenzierungseigen-

schaften der in-vitro gezüchteten Zellen während der Proliferationsphase (Ewers et al. 

2003).  
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Die Regeneration eines Defektes mittels der sogenannten heterotopen autologen 

Stammzelltherapie, wie sie beispielweise in der Orthopädischen Klinik der Heinrich-

Heine-Universität Düsseldorf anhand klinischer Studien demonstriert wurde (Jäger et al. 

2002) und in unserer Studie durch die Versuchsreihen mit Knochenmarkstammzellen 

untersucht wird, lässt Fragen offen. Weitere Forschungen hinsichtlich der Immunogeni-

tät sowie einer eventuell zu berücksichtigenden neoplastischen Entdifferenzierung der 

transplantierten Zellen sind notwendig, bevor man diesbezüglich von einer Standardthe-

rapiemöglichkeit ausgehen kann. 

 

Bei den von uns verwendeten Materialien handelt es sich mit Ausnahme von einem 

Biomaterial (Osteoinductal) um dreidimensionale Trägergerüste, die die körpereigene 

extrazelluläre Matrix zum Vorbild haben. Diese weisen einen großen Oberflächen-

Volumen-Quotienten auf und erlauben die Einsprossung von Gefäßen, um die Ernähr-

barkeit der Osteoblasten in der Zellkulturphase, aber auch insbesondere nach einer 

Transplantation sicherzustellen. Dadurch wird nicht nur eine gute Zelladhäsion gewähr-

leistet, sondern auch eine erfolgreiche Anwendung des Tissue engineering. Durch die 

Isolation, Kultivierung und Applikation mit einem Trägermaterial könnte die vollständige 

und langfristig anhaltende Rekonstruktion von Knochendefekten, die derzeit mit der 

klassischen gesteuerten Geweberegeneration (GTR) in manchen Fällen nur bedingt be-

handelbar waren, deutlich verbessert werden (Hutmacher und Lauer 2002).  
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5. Schlussfolgerung 
 

Die in dieser Studie getesteten Materialien zeigen alle – mit Ausnahme von Osteoinduc-

tal – eine mehr oder weniger gute Proliferationstendenz der getesteten Zelllinien auf ih-

rer Oberfläche. Sowohl in der Gruppe der alloplastischen, als auch in der Gruppe der 

xenogenen Knochenersatzmaterialien stach kein Material besonders hervor. Damit er-

wiesen sich weder die allogenen, noch die xenogenen Knochensubstitute generell als 

überlegen. Der Ursprung des Knochenersatzmaterials ist demnach kein entscheidender 

Faktor für die Erfolgswahrscheinlichkeit.  

 

Durch Kontrollexperimente mit nicht-adhaerenten Zellen ließ sich zeigen, dass die eher 

geringen Proliferationswerte bei Bio-Oss Spongiosa nicht auf zytotoxische lösliche Be-

standteile zurückzuführen sind. Dies scheint eher ein Problem der primären Zellanheftung 

zu sein, was unter anderem in der im Herstellungsprozess enthaltenen Sinterung begrün-

det liegen könnte. Auch Cerasorb zeigte keine Beeinflussung der Zellproliferation durch 

lösliche Bestandteile. Es ließ sich jedoch feststellen, dass eine Kombination mit Proteinen 

(Bio-Oss Collagen) oder kurzkettigen Proteinsequenzen (P-15) auf zellulärer Ebene keine 

Vorteile hinsichtlich der Anlagerung und Proliferation von osteoblastären Zelllinien bringt. 

Osteoinductal als einziges pastenförmiges Knochenersatzmaterial scheint auf zellulärer 

Ebene zumindest in diesem Modell einen negativen Einfluss auf die natürliche Zellphysio-

logie osteoblastärer Zelllinien zu unterhalten. 

 

Diese in-vitro Beobachtungen können nicht zwangsweise auf die in-vivo Situation über-

tragen werden. Weiterführende tierexperimentelle und klinische Untersuchungen der 

verwendeten Werkstoffe und der Knochenmarkstammzellen hinsichtlich der Stammzell-

therapie sollten sich daher anschließen. 
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