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1 Einleitung und Motivation 

Der Knochen ist eines der wenigen Körpergewebe des Menschen, das die inhärente 

Fähigkeit zur Regeneration im Sinne einer Restitutio ad integrum besitzt [1-4]. Diesem 

Regenerationsvermögen sind jedoch Grenzen gesetzt, sodass der Körper ab einer be-

stimmten Defektgröße nicht mehr in der Lage ist, die Heilung aus eigener Kraft ohne 

bleibende Schäden zu bewältigen. In diesem Fall wird von einem Knochendefekt kriti-

scher Größe (Critical-sized bone defect, CSD) gesprochen [4-6]. 

Diese CSDs können als Folge eines Traumas, einer Tumorresektion, einer Fehlbildung 

sowie eines Débridements nach einer Infektion auftreten und erfordern eine chirurgische 

Intervention [5, 7]. Für diese Knochendefekte sind heute eine Reihe von Therapieoptio-

nen bekannt, wie z. B. Distraktionsosteogenese, induzierte Membran (Masquelet-Tech-

nik), biologische und synthetische Knochenersatzmaterialien (KEM), wobei deren Indi-

kation u. a. von der Lokalisation, Belastung und Defektgröße abhängt [5]. Der Goldstan-

dard für die Behandlung von Knochendefekten ist nach wie vor der patienteneigene Kno-

chen (Autotransplantat, autogenes KEM), da er die wichtigen Anforderungen wie Bio-

kompatibilität, -resorbierbarkeit, Osteointegration, -konduktion und -induktion erfüllt [5, 

8]. Neben seiner begrenzten Verfügbarkeit ist der zusätzliche Eingriff sowie die Entnah-

memorbidität für die Patienten (nachfolgend stellvertretend für alle Geschlechter) belas-

tend und stellt bei reduziertem Allgemeinzustand, Schwerverletzten oder Kindern keine 

Option dar [4, 5, 8, 9]. Die Verwendung von allogenen (Transplantation innerhalb der 

gleichen Spezies) und xenogenen (Transplantation zwischen verschiedenen Spezies) 

KEMs ist zwar gut etabliert und in ausreichender Menge verfügbar, aber das - wenn auch 

geringe - Risiko eines Pathogentransfers oder einer immunologischen Abstoßungsreak-

tion macht ihren Einsatz unattraktiv [5, 6, 9, 10]. Die Entwicklung von synthetischen (al-

loplastischen) KEMs soll die oben erwähnten Problematiken begegnen. Trotz der großen 

Herausforderungen bei der Umsetzung wurden in den letzten Jahrzehnten enorme Fort-

schritte bei der Erforschung dieser Materialien erzielt [11, 12]. So hat sich eine Reihe 

von alloplastischen KEMs auf Calciumphosphatbasis (Calciumphosphatzemente, 

CPCs) etabliert, die zum Teil dem natürlichen Knochen ähneln und als biokompatibel, 

osteointegrativ und osteokonduktiv gelten [3, 6, 11, 13-16]. Trotz dieser Eigenschaften 

konnte bislang noch kein dem Autotransplantat gleichwertiges alloplastisches KEM ent-

wickelt werden, da entweder die Bioresorption extrem langsam erfolgt [16-18] oder eine 

Umwandlung in schwerlösliche Phase in vivo stattfindet [16, 19-23]. Diese Residuen 
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können sich negativ auf die mechanischen Eigenschaften des Knochens auswirken und 

zu Infektionen führen [5]. 

Eine vielversprechende Alternative zu CPCs ist das relativ neue Forschungsgebiet der 

Magnesiumphosphatzemente (MPCs) und Calciummagnesiumphosphatzemente 

(CMPCs) [6, 24-27], denen oft die kombinierten positiven Eigenschaften von CPCs und 

MPCs zugeschrieben werden [6, 25, 28]. Zu den MPCs und CMPCs gehören u. a. die 

Struvit-bildenden und Newberyit-bildenden Zemente, wobei sich die Forschung häufig 

auf erstere konzentriert [13, 20, 29-33]. So stellten beispielsweise Vorndran et al. eine 

Reihe von Struvit-bildenden CMPCs mit der allgemeinen stöchiometrischen Summen-

formel CaxMg(3–x)(PO4)2 (0 < x < 1,5) her und konnten u. a. eine gute Zytokompatibilität 

und einstellbare Löslichkeit der Zemente in vitro feststellen [31]. Die Idee hinter magne-

siumhaltigen Zementen liegt einerseits darin, dass sie in vivo löslicher sind als CPCs [6, 

25] und andererseits, dass die Magnesiumionen (Mg2+) die Umwandlung in schwerlösli-

che Phasen in vivo inhibieren können [6, 34-37]. Außerdem wird Magnesium für die 

DNA-, RNA- und Proteinsynthese benötigt und ist an über 300 enzymatischen Reaktio-

nen beteiligt [38, 39]. Es spielt unter anderem eine multifunktionale Rolle bei Knochen-

wachstum und -regeneration [25, 40] und stimuliert die endotheliale Proliferation [41], 

was für die Knochenheilung u. a. essentiell ist. All diese Eigenschaften sprechen für den 

Einsatz von magnesiumhaltigen KEMs. Allerdings sind die Studien in diesem Bereich 

noch sehr limitiert [6, 25, 42] und bislang wurde nur eine magnesiumbasierte Zementfor-

mulierung OsteoCrete® (Bone Solutions, Inc., Colleyville, USA) von FDA zugelassen 

[25]. Um das volle Potenzial der magnesiumhaltigen KEMs zu eruieren, sind weitere 

Untersuchungen unumgänglich. 

Die alloplastischen KEMs werden häufig als Injektions-/Zementpasten [33], Granulate 

[43] oder als einfache Formkörper [3] verwendet. Um jedoch geometrisch komplexe Kno-

chendefekte zu rekonstruieren, ist die Herstellung von individualisierten Knochenimplan-

taten erforderlich. So hat in den letzten Jahren der dreidimensionale (3D)-Pulverdruck 

als additives Fertigungsverfahren zunehmend an Bedeutung gewonnen [44] und es wur-

den zukunftsweisende Techniken vorgestellt, mit deren Hilfe patientenspezifische Ze-

mentimplantate mittels Computertomographie und Computer-Aided-Design-(CAD)-Ver-

fahren realisiert werden konnten [45, 46]. 

Der Knochenumbau (Bone remodeling) ist ein dynamischer Prozess und wird von spe-

zialisierten Zellen durchgeführt, darunter den knochenaufbauenden Osteoblasten und 
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den knochenabbauenden Osteoklasten [47-50]. Die Rolle der Osteoklasten wurde je-

doch oft unterschätzt, sodass der Fokus eher auf osteoblastenähnlichen Zellen und ihren 

Vorläufern lag [3, 51, 52], da einerseits die Osteoblasten als die dominierenden Zellen 

bei der Osteoklastenregulation angesehen werden [47, 53] und andererseits die schwie-

rigen Isolierungs- und Kultivierungsverfahren der Osteoklasten deren In-vitro-Experi-

mente eingeschränkt haben [52, 54]. Im Rahmen der Bestrebungen, eine KEM zu ent-

wickeln, welches eine Knochenregeneration im Sinne einer Restitutio ad integrum er-

möglicht, werden jedoch osteoblastische und osteoklastische Zellen vorausgesetzt [3]. 

Das implantierte KEM soll schließlich in vivo vollständig abbaubar sein, damit es durch 

den neu gebildeten Knochen ersetzt werden kann [3, 19]. Allerdings lässt eine zu 

schnelle Abbaurate nicht genügend Zeit für die Knochenneubildung und eine zu lang-

same Abbaurate bremst das Knochenwachstum ab [3]. Die genauen Mechanismen der 

zellvermittelten Resorption von MPCs und CMPCs sind nahezu unbekannt [6, 30, 32]. 

Aus diesen Gründen ist es wichtig, die Zell-Zement-Interaktionen und Resorptionsme-

chanismen von MPC und CMPC zu verstehen. 

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals eine In-vitro-Resorptionsuntersuchung von 

3D-gedruckten Struvit- und Newberyit-bildenden Zementen der allgemeinen stöchiomet-

rischen Summenformel CaxMg(3–x)(PO4)2 (x = 0; 0,25; 0,75) mit humanen osteoklasten-

ähnlichen Zellen durchgeführt. In diesem Zusammenhang wurde untersucht, inwieweit 

humane Osteoklasten am Abbauprozess dieser Keramiken beteiligt sind sowie die Ein-

flussfaktoren auf das Differenzierungs- und Resorptionsverhalten der Osteoklasten be-

urteilt. Die zentrale Hypothese war, ob das Ca/Mg-Verhältnis zur Steuerung der zellulä-

ren Resorptionsrate von Struvit- und/oder Newberyit-bildenden Zementen genutzt wer-

den kann. 

Diese Arbeit soll einen Beitrag zum besseren Verständnis der zellulären CMPC- und 

MPC-Resorption leisten, damit die Untersuchungsmethoden und das Materialdesign der 

Zemente weiter optimiert sowie das In-vivo-Verhalten besser vorhergesagt werden kön-

nen. Mittel- bis langfristig soll eine Anwendung von 3D-gedruckten magnesiumhaltigen 

Zementimplantaten in der Veterinär- und Humanmedizin realisiert werden. 
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2 Hintergrundwissen und Kenntnisstand 

2.1 Natürliches Knochengewebe 

Der Knochen ist ein dynamisches Gewebe, das sich im Laufe des gesamten Lebens 

ständig umbaut [47]. Es wird geschätzt, dass sich das Skelett eines Erwachsenen alle 

10 Jahre vollständig regeneriert [48]. Dieser Prozess wird als Bone remodeling bezeich-

net. Dieser wiederholte Umbau auf zellulärer Ebene beeinflusst die Formgebung des 

Skeletts sowohl während des Wachstums als auch danach [49]. Dies ist notwendig, um 

durch Belastung verursachte Mikrorisse zu beseitigen und den Knochen gemäss des 

Wolff'schen Transformationsgesetzes an die sich ständig ändernden Anforderungen und 

Belastungen anzupassen [50]. Der Prozess der Knochenbildung und -resorption findet 

in einer funktionellen und anatomischen Struktur statt, die als multizelluläre Grundeinheit 

(Basic multicellular unit (BMU) oder Bone remodeling unit (BRU)) bezeichnet wird [55]. 

Dabei erfährt die Knochenmatrix eines BMU einen schnellen Abbau durch die Osteo-

klasten (< 2 Wochen) und einen deutlich längeren Aufbau des Osteoids (nicht minerali-

siertes organisches Knochengerüst) und dessen Mineralisierung durch die Osteoblasten 

(3–4 Monate) [50]. 

Als starres Skelett erfüllt der Knochen mehrere Funktionen: Er dient als Stützgerüst für 

den Körper und schützt gleichzeitig die inneren Organe wie Gehirn, Lunge, Herz und 

Rückenmark. Die Knochenstrukturen bieten der Skelettmuskulatur Ansatz- und Ur-

sprungspunkte und erleichtern so die Fortbewegung. Zusammen mit den Nebenschild-

drüsen, dem Darmsystem und den Nieren ist der Knochenumbau ein wesentlicher Be-

standteil der Mineralienhomöostase und dient als Speicher von Calciumionen (Ca2+) und 

Phosphationen (PO4
3–), aber auch von Natrium- und Magnesiumionen (Mg2+) [47, 49]. 

2.1.1 Hierarchieebenen 

Aus materieller Sicht ist Knochen ein komplexer Verbundwerkstoff, der sowohl anorga-

nische als auch organische Verbindungen enthält und in der lebendige Zellen eingebet-

tete sind [49]. Eine detaillierte chemische Zusammensetzung des Knochens ist in der 

Tabelle 2.1 enthalten. Bemerkenswert ist, dass Knochen und Zähne fast 99 % des Cal-

ciums und etwa 85 % des Phosphors des gesamten Körpers speichern. Dieses ent-

spricht einer Gesamtmasse von ca. 2 kg bei einem durchschnittlichen Menschen [49]. 
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Ebene 1: Hauptkomponente. Im menschlichen Körper werden die Hartgewebe aus 

Calciumphosphat (CaP) gebildet und liegen strukturell hauptsächlich in Form von 

schwach kristallinem, nichtstöchiometrischem calciumdefizienten Hydroxylapatit 

(CDHA) vor, der u. a. Natrium, Kalium, Magnesium und Carbonate enthält. Häufig wird 

er als biologischer Apatit, Bioapatit oder Dahllit bezeichnet [22]. Zu Beginn der Calcifi-

zierung ist der relative Magnesiumgehalt in den Apatitkristalliten erhöht und nimmt zu-

nehmend ab, was zu erhöhter Kristallinität und Stabilität führt [6, 59]. Die Knochenkris-

talle sind immer plattenförmig, mit durchschnittlichen Längen und Breiten von 50 × 25 nm 

und einer Dicke von 2–4 nm [49, 57, 60]. 

Weitere Hauptkomponenten sind Kollagenfibrillen vom Typ I. Jede Fibrille besteht aus 

drei etwa 1000 Aminosäuren langen Polypeptidketten, die zu einer Tripelhelix zusam-

mengewickelt sind und eine zylindrische Form mit einem durchschnittlichen Durchmes-

ser von etwa 1,5 nm und einer Länge von 300 nm aufweisen [57]. Des Weiteren enthält 

die Knochenmatrix 200 oder mehr nicht-kollagenartigen Proteinen [61]. Dazu zählen bei-

spielsweise Osteonektin, Osteocalcin und Osteopontin. Ihre Funktionen sind vielschich-

tig: Sie beeinflussen u. a. die Mineralisierung der Knochenmatrix durch die Hydroxyla-

patit(HA)-Kristallinität, die Bildung von Kollagenfibrillen und die Zell-Matrix-Interaktionen 

sowie die Regulation der Osteoblasten- und Osteoklastenaktivität, was sich im Umbau-

prozess des Knochens widerspiegelt (Bone remodeling) [62]. Wasser ist ein weiterer 

Hauptbestandteil des Knochens und befindet sich innerhalb der Fibrillen und in den Zwi-

schenräumen [57]. Seine Bedeutung ist für die mechanischen Knocheneigenschaften 

nicht zu unterschätzen [63, 64]. 

Ebene 2 und 3: Mineralisierte Kollagenfibrillen und Kollagenfasern (Fibrillen-Ar-

ray). Die plättchenfömrigen Knochenkristalle sind parallel in die Kollagenfibrillen einge-

lagert [49]. Diese wachsen weiter und komprimieren die Tripelhelix [57]. Die auf diese 

Weise mineralisierten Kollagenfibrillen sind fast immer in Kollagenfasern (Fibrillen-Ar-

rays bzw. -Bündeln) organisiert und entlang ihrer Länge ausgerichtet [57]. 

Ebene 4: Organisationsmuster der Fibrillen-Arrays. Die Anordnung der Fibrillen in 

dieser vierten Ebene kann in verschiedenen Mustern organisiert sein, sodass je nach 

funktionellen Anforderungen verschiedene knochenähnliche Strukturen gebildet werden 

können. Diese Strukturen werden in die Materialfamilien des Knochens eingeordnet [57]. 

Im ersten Muster sind die Fibrillen-Arrays parallel angeordnet, die eine anisotrope Ver-

laufsform haben und unter Belastung in bestimmte Richtungen ausgerichtet werden. Sie 
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bilden somit eine Art mineralisierte Sehnen und finden sich z. B. an der Befestigungs-

zone zwischen der Knochenoberfläche und dem Zahn (Sharpey'sche Fasern) [57, 65]. 

In einem weiteren Muster sind die Fibrillen-Arrays locker gepackt und willkürlich ausge-

richtet, weshalb es auch als geflochtener Knochen (Geflechtknochen) bezeichnet wird. 

Diese räumliche Anordnung wird relativ schnell gebildet und während des Wachstums 

oder der Reparatur durch andere Knochenarten, meist Lamellenknochen, ersetzt [49, 

57]. 

Das „sperrholzartige Muster“ ist gekennzeichnet durch Gruppen von parallelen Fibrillen-

Arrays innerhalb einer Schicht. Die einzelnen Schichten liegen getrennt aber parallel 

zueinander, wobei die Fibrillenbündel in den einzelnen Schichten unterschiedlich orien-

tiert sind. Die einfachsten sperrholzartigen Strukturen sind in abwechselnden orthogonal 

ausgerichteten Schichten aufgebaut und bilden das grundlegende Strukturmuster des 

Zahnzements. Ein deutlich komplexeres Muster wird durch den lamellären Knochen (La-

mellenknochen) gebildet: Die einzelnen Schichten sind unterschiedlich dick und oft in 

einer gedrehten Anordnung, wobei sich die Grundeinheiten wiederholen. Dies spiegelt 

die Anforderung wider, dass Lamellenknochen den Druckkräften in viele Richtungen 

standhalten muss [49, 57]. 

Das Muster der radialen Fibrillenarrays ist charakteristisch für das Dentin: Die Fibrillen-

Arrays befinden sich fast alle in der Ebene parallel zur Oberfläche der Pulpahöhle. In-

nerhalb dieser Ebene sind die Fibrillenbündel jedoch meist zufällig oder schlecht orien-

tiert. Die Tubuli verlaufen senkrecht zu den Kollagenfibrillenebenen [57]. 

Ebene 5: Osteone (Havers-System). Im Gegensatz zu anderen mineralisierten Gewe-

ben, wie Dentin und Zement, durchläuft der Knochen einen kontinuierlichen Umbaupro-

zess (Bone remodeling). Dieser Prozess wird von spezialisierten Zellen durchgeführt: 

Während die Osteoklasten große Tunnel „bohren“, füllen die Osteoblasten diese mit 

zwiebelartigen Lamellenschichten wieder auf und verbleiben als Osteozyten im Kno-

chen. Der Aufbauprozess stoppt, sobald der Tunnel fast vollständig gefüllt ist, sodass in 

der Mitte ein schmaler Kanal (Havers-Kanal) zurückbleibt, der Blutgefässe, Bindege-

websfasern und -zellen sowie gelegentlich Nervenfasern enthält. Diese Einheit wird als 

Osteon bezeichnet. Die Havers-Kanäle sind durch senkrechte Querverbindungen (Volk-

mann-Kanäle) miteinander verbunden. Die Zwischenräume der Osteonen sind durch die 

Reste der alten Osteonlamellen ausgefüllt und werden als Schaltlamellen bezeichnet 

[49, 57, 66]. 
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2.1.2 Zellen des Knochens 

Das menschliche Erwachsenenskelett hat etwa 1–2 Millionen aktive BMUs, die zeitlich 

und räumlich getrennt voneinander funktionieren [55]. Der Umbauprozess umfasst die 

koordinierte Aktion von vier verschiedenen Arten von Knochenzellen: Osteoblasten, 

Saumzellen (Bone lining cells), Osteozyten und Osteoklasten. 

2.1.2.1 Osteoblasten 

Die mesenchymale Stammzellen kommen normalerweise in Knochenmark, Blut, Dermis 

und Periost vor und sie sind multipotent, d.h. ihre Nachkommen sind unter anderem in 

der Lage, Knorpel-, Fett- und Muskelzellen zu bilden. Aus diesen multipotenten mesen-

chymalen Stammzellen entwickeln sich auch die Osteoblasten (knochenbildende Zellen) 

[70]. Osteoblasten sind kubische Zellen und machen 4–6 % der gesamten residenten 

Knochenzellen aus [71]. Als polarisierte Zellen sezernieren die Osteoblasten Osteoid 

(nicht mineralisierte Grundsubstanz des Knochens) in Richtung der Knochenmatrix. Am 

Ende eines Knochenaufbauzyklus wird eine Subpopulation von Osteoblasten zu Osteo-

zyten, die in die Knochenmatrix eingebettet werden. Dieser Vorgang geht mit morpholo-

gischen Veränderungen der Zellen einher, einschließlich die Verkleinerung von runden 

Osteoblasten [71]. Darüber hinaus produzieren die Osteoblasten RANKL und OPG, die 

die Osteoklastendifferenzierung regulieren [47] (siehe Kapitel 2.1.3). 

2.1.2.2 Saumzellen (Bone lining cells) 

Die Saumzellen haben ein dünnes und flaches Profil und sind ruhende Osteoblasten. 

Sie bedecken die Knochenoberflächen, an denen weder Knochenabbau noch Knochen-

bildung stattfindet [72]. Dazu verhindern sie eine direkte Interaktion zwischen Osteoklas-

ten und Knochenmatrix, wenn keine Knochenresorption stattfinden soll [71]. Darüber 

hinaus scheinen sie die Knochenoberfläche für Osteoblasten vorzubereiten, indem sie 

die von den Osteoklasten in den Howship-Lakunen hinterlassenen Kollagenfibrillen um-

hüllen und abbauen [73]. Die genauen Funktionen der Saumzellen sind allerdings noch 

nicht vollständig geklärt [71]. 

2.1.2.3 Osteozyten 

Osteozyten, die 90–95 % aller Knochenzellen ausmachen, sind die häufigsten und mit 

einer Lebensdauer von bis zu 25 Jahren die langlebigsten Knochenzellen [74]. Die Os-

teozyten befinden sich in Lakunen, die von mineralisierter Knochenmatrix umgeben sind, 
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und weisen eine dendritische Morphologie auf [75]. Ihre zytoplasmatischen Fortsätze 

verlaufen in kleinen Tunneln, den sogenannten Canaliculi, und bilden das lakuno-kanali-

kuläre System [71]. Diese zytoplasmatischen Fortsätze sind über Gap Junctions mit an-

deren benachbarten Osteozyten und den Fortsätzen von Osteoblasten und Saumzellen 

auf der Knochenoberfläche verbunden und ermöglichen den interzellulären Transport 

von Signalmolekülen zwischen diesen Zellen [76]. Darüber hinaus wirken die Osteozyten 

über das lakuno-kanalikuläre System als Mechanosensoren, da ihr miteinander verbun-

denes Netzwerk die Fähigkeit besitzt, mechanische Belastungen zu erkennen und so 

eine Anpassung des Knochens an die Kräfte einzuleiten [75]. 

2.1.2.4 Osteoklasten 

Osteoklasten sind polynukleäre Riesenzellen mit der einzigartigen Fähigkeit, Knochen-

gewebe zu resorbieren [55]. Sie werden aus hämatopoetischen Vorläuferzellen gebildet, 

die im Knochenmark und im peripheren Blut zu finden sind. Die Osteoklastenvorläufer 

im peripheren Blut sind die CD14+/CD16−-Monozyten-Untergruppe [77, 78]. Sie differen-

zieren entlang der Monozyten/Makrophagen-Linie und werden durch Zell-Zell-Fusion der 

mononukleären Vorläuferzellen zu polynukleären Zellen. Der Haupteffekt der Zellfusion 

besteht offenbar darin, die Zellgröße der Osteoklasten zu erhöhen, sodass sie größere 

Bereiche des Knochengewebes resorbieren können. Dazu pumpen sie Säure in spezi-

elle Resorptionsgruben, um Knochenmineralien aufzulösen und ein optimales Umfeld 

für den enzymatischen Abbau der demineralisierten extrazellulären Knochenmatrix zu 

schaffen [3, 47]. Normale humane Osteoklasten haben eine Größe von 50–100 µm [66] 

und enthalten zwischen 3 und 20 Kerne pro Zelle [79], in der Regel aber bis zu 10 Kerne 

[66]. Im Vergleich dazu haben Monozyten einen Durchmesser von 15–20 μm [66] und 

mononukleäre Makrophagen etwa 21 µm [80]. 

Wie in der Abbildung 2 dargestellt, kann die Zellmembran des polarisierten Osteoklasten 

während der Resorptionsphase in drei Domänen unterteilt werden: die basolaterale 

Membran, apikale Membran mit Faltensaum (Ruffled boarder) und die Versiegelungs-

zone (Sealing zone). Die Sealing zone umfasst die Clear zone und die Sealing memb-

rane, die in den Podosomen enthalten sind. Die Sealing membrane besteht aus den 

Adhäsionsstrukturen, die ringförmig organisiert sind. Dazu gehören die Transmembran-

proteine Integrine, deren extrazelluläre Komponenten an die Knochenmatrix binden 

(siehe unten). Im Zytoplasma, das an die Sealing membrane angrenzt, kommen nur we-

nige Zellorganellen vor, weshalb es als Clear zone bezeichnet wird [3, 81]. 
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Neben der Sealing membrane befindet sich an der apikalen Membran das Ruffled bor-

der, das eine Anordnung von Plasmamembranfalten darstellt. In ihrer unmittelbaren 

Nähe befinden sich viele Mitochondrien, die für den Energieaufwand der Protonenpum-

pen notwendig sind, sowie Lysosomen und große Vakuolen [66]. Wandernde Osteoklas-

ten hingegen weisen keinen Ruffled border auf [82]. Dem Ruffled border gegenüberlie-

gende Seite wird als basolateralen Membran bezeichnet und beinhaltet die funktionale 

sekretorische Domäne (FSD) [81] (Abbildung 2). 

 

Abbildung 2: Unterteilung des Osteoklasten in drei Domänen und eine Auswahl seiner Zellorga-
nellen. Schematisch dargestellt sind die basolaterale Membran mit funktioneller sekretorischer 
Domäne (FSD), die apikale Membran mit Ruffled boarder und die Sealing zone, die sich aus 
Clear zone und Sealing membrane zusammensetzt. Beispielhaft sind die Golgi-Apparat (G), 
Lysosomen (L), Mitochondrien (M) und Nuklei (N) dargestellt. Die Verwendung und Modifizierung 
dieser Abbildung (Copyright ©) aus [81] erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Elsevier-Ver-
lags. 

Die Resorption von Knochengewebe findet in einer definierten Kaskade statt: Zunächst 

wandert der Osteoklast an die Resorptionsstelle, verankert sich an der Knochenoberflä-

che, löst sowohl anorganische als auch organische Knochenbestandteile auf, trennt sich 

wieder ab und wandert zur nächsten Resorptionsstelle oder geht in die Apoptose [3]. 

Über das Transmembranprotein α5β3-Integrin erzeugen die Osteoklasten eine starke Ad-

häsion an Arg-Gly-Asp-(RGD)-haltige Proteine (z. B. Osteopontin, Vitronectin, Fibrino-

gen) und haben eine weniger starke Adhäsion an das Typ-I-Kollagen [83]. Die extrazel-

luläre Calcium-Konzentration ist u. a. ein wichtiger Faktor für die Bindungsaffinität der 

Integrine [84, 85]. Sobald das α5β3-Integrin aktiviert ist, geht seine zytoplasmatische Do-

mäne über weitere Proteine eine funktionelle Verbindung mit dem filamentösen Aktin 
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(F-Aktin) des Zytoskeletts ein. Dadurch wird ein extrazelluläres Mikromillieu zwischen 

dem Ruffled border und der Knochenoberfläche erzeugt (Abbildung 3). 

Der nächste Schritt ist die Einleitung der Säuresekretion. Die intrazellulären Protonen 

(und Hydrogencarbonationen) werden durch Katalyse von Wasser und Kohlendioxid mit 

Hilfe des zytosolischen Enzyms Carboanhydrase II erzeugt [81, 86]. Die H+-ATPasen 

transportieren die Protonen anschließend in die resorptive Mikroumgebung [87]. Der  

Cl–/HCO3
–-Antiporter in der basolateralen Membran verhindert die Alkalisierung des Zy-

toplasmas und bewirkt den Cl–-Zustrom. Der 2Cl–/1H+-Antiporter am Ruffeled border 

sorgt für die Elektronenneutralität in der Zelle [81, 88]. Das Ergebnis dieser Ionentrans-

portereignisse ist die Sekretion von HCl in die resorptive Mikroumgebung, was zu einem 

pH-Wert unter 3 führt [89]. Dadurch lösen die Osteoklasten die anorganische Kompo-

nente des Knochens (Calciumphosphatkristalle) auf und es entsteht eine Resorptions-

lakune, die sogenannte Howship-Lakune [90] (Abbildung 3). 

Die Ansäuerung der Howship-Lakune demineralisiert nicht nur die anorganische Kno-

chenmatrix, sondern legt auch die organischen Bestandteile frei [81]. Die kollagene Kno-

chenmatrix wird durch zwei Gruppen von Enzymen aufgelöst: die Matrix-Metallopro-

teinasen und lysosomale Kathepsine [91]. Die Protease Cathepsin K wird in die Resorp-

tionslakune sezerniert, wo sie bei saurem pH-Wert das Kollagen I abbaut [91]. Die Tart-

rat-resistente saure Phosphatase (TRAP) befindet sich sowohl intrazellulär in transzyto-

tischen Vesikeln als auch in der Resorptionslakune [81, 92]. Es werden zwei Isoformen 

der TRAP unterschieden, TRAP 5a und TRAP 5b, wobei lediglich die TRAP 5b von Os-

teoklasten produziert wird [93]. Ihre genaue Rolle ist jedoch noch nicht vollständig geklärt 

[81]. Es wird jedoch vermutet, dass während des Resorptionsprozesses die endozytier-

ten Abbauprodukte mit Vesikeln verschmelzen, die die TRAP enthalten. Diese wiederum 

produzieren reaktive Sauerstoffspezies und degradieren die Matrixabbauprodukte weiter 

[92] (Abbildung 3). 

Wie bereits erwähnt, endozytieren die Osteoklasten die Abbauprodukte aus der Resorp-

tionslakune über den Ruffeled border und transportieren sie per Tranzytose in die funk-

tionelle sekretorische Domäne (FSD) der basolateralen Membran, wo sie in den extra-

zellulären Raum freigesetzt werden [94, 95]. Im letzten Schritt der Resorption wird die 

Zell-Matrix-Verbindung gelöst, die Zelle bewegt sich an eine andere Stelle und ein neuer 

Resorptionszyklus beginnt [3]. 
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Abbildung 3: Resorbierender Osteoklast und der Mechanismus der Säuresekretion. Schema-
tisch dargestellt sind Teile des Adhäsionskomplexes (F-Aktin und α5β3-Integrin), die molekularen 
Wege der Säuresekretion in die Resorptionslakune sowie die Freisetzung der Enzyme Cathepsin 
K und Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAP). CA-II: Carboanhydrase II. Die Verwendung 
und Modifizierung dieser Abbildung (Copyright ©) aus [81] erfolgt mit freundlicher Genehmigung 
des Elsevier-Verlags. 

2.1.3 RANKL/RANK/OPG-System und M-CSF 

Die Entdeckung des RANKL/RANK/OPG-Systems Mitte der 1990er Jahre führte zu gro-

ßen Fortschritten im Verständnis der Regulationsmechanismen des Knochenumbaus 

(Bone remodeling) [96]. Viele proinflammatorische Zytokine und knochenresorbierende 

Faktoren wie PTH, 1,25(OH)2D3, TNF-α, PGE2 und Interleukine (IL-1β, IL-1α, IL-11) in-

duzieren die Expression des membrangebundenen Oberflächenproteins Receptor Acti-

vator of NF-κB Ligand (RANKL) in den Osteoblasten [47, 97, 98]. Der ebenfalls von Os-

teoblasten produzierte Makrophagen-Kolonie-stimulierende Faktor (M-CSF, CSF-1) [99] 

oder Interleukin 34 (IL-34) [100] stimulieren den CSF-1-Rezeptor auf mononukleären 

Osteoklastenvorläufern, die zur Monozyten/Makrophagen-Linie gehören. Durch diese 

Stimulation exprimieren die mononukleären Vorläufer das Transmembranprotein Recep-

tor Activator of NF-κB (RANK) [101], das mit RANKL verwandt ist [97]. Durch die Bindung 

des osteoblastischen RANKL an RANK werden verschiedene intrazelluläre Transkripti-

onswege in Osteoklastenvorläufern und reifen Osteoklasten stimuliert. Dies führt u. a. 
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zur Fusion polynukleärer Riesenzellen, zur Transkription mehrerer osteoklastenspezifi-

scher Gene (z. B. TRAP, Cathepsin K, Calcitonin-Rezeptor), zur Erhöhung der Aktivität 

reifer Osteoklasten und zur Hemmung der Osteoklasten-Apoptose [47, 53]. Dementspre-

chend ist M-CSF zusammen mit RANKL ausreichend, um aktive und knochenresorbie-

rende Osteoklasten aus hämatopoetischen Vorläuferzellen (z. B. Monozyten) in vitro zu 

generieren, auch ohne die Anwesenheit anderer Zellen (z. B. Osteoblasten) [102]. Der 

Zytokinrezeptor Osteoprotegerin (OPG), der ebenfalls von Osteoblasten produziert wird, 

fungiert als Scheinrezeptor. Er wird in der Literatur oft als „Lockvogel“-Rezeptor bezeich-

net [97]. Dies liegt daran, dass OPG auch an RANKL bindet, die RANK-RANKL-Interak-

tion blockiert und so die Osteoklastogenese hemmt oder verhindert (RANKL-Antagonist) 

[103]. Für eine gesunde Knochenstruktur ist unter anderem ein ausgewogenes 

RANKL/OPG-Verhältnis unerlässlich [104, 105]. 

2.2 Knochendefekte kritischer Größe (Critical-sized bone defects) 

Der menschliche Knochen ist zwar in der Lage, sich durch den Prozess der Primär- oder 

Sekundärheilung selbst zu regenerieren oder zu reparieren, aber er ist nicht fähig, aus-

gedehnte Defekte, die sogenannten Knochendefekte kritischer Größe (Critical-sized 

bone defect, CSD), ohne bleibende Schäden zu heilen [4-6]. Per Definition heilt ein CSD 

nicht spontan während der Lebenszeit des Patienten [106] oder die Bildung neuen Kno-

chens macht weniger als 10 % der betroffenen Bereiche aus [8]. Die Folge ist häufig das 

Einwachsen von fibrösem Gewebe, Faserknorpel oder hyalinem Knorpel in den Kno-

chendefekt, was unweigerlich zu einer Pseudarthrose [107] und damit zu biomechani-

scher Instabilität führt. In der Literatur gibt es jedoch keinen Konsens über die Größe, ab 

der ein Defekt als kritisch angesehen werden kann [108]. Allerdings scheint ein zirkum-

ferentieller Knochenverlust ab etwa 2,5 cm bei Tibiafrakturen einen schlechten Heilungs-

verlauf zu haben [109, 110]. Die Knochendefekte können als Folge eines Traumas, einer 

Infektion mit Débridement, einer Tumorresektion oder von Fehlbildungen in der Entwick-

lung auftreten [5, 7]. 

2.2.1 Prädisponierende Faktoren 

Der Zustand des Weichgewebes, das den Knochendefekt umgibt, und seine Vaskularität 

spielen eine wichtige Rolle bei der Pathogenese von CSD [5, 111]. So kann sich bei-

spielsweise Rauchen negativ auf die Osteoblastenfunktion auswirken, und Nikotin kann 

gefässverengende und thrombenaktivierende Wirkungen haben. Dies führt zu hypo-

xiefördernden Effekten und zur Hemmung des Metabolismus [112]. Alkoholmissbrauch 
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kann toxische Auswirkungen auf die Osteoblastenaktivität haben, was zu einer Hem-

mung der Zellproliferation und Maldifferenzierung von mesenchymalen Zellen im Repa-

raturgewebe führt. Dies ist u. a. gekennzeichnet durch eine reduzierte kalzifizierte Kno-

chenmatrix und Reparaturgewebe mit geringerer Festigkeit [113]. 

Bei chronisch entzündlichen Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis, chronisch ob-

struktiver Lungenerkrankung, Diabetes mellitus und systemischem Lupus erythemato-

des werden viele der proinflammatorischen Zytokine (IL-1, IL-6, TNF) freigesetzt und die 

Osteoklastogenese durch den RANKL/RANK-System stimuliert [114]. Dies führt daher 

zu einem Ungleichgewicht zwischen Knochenresorption und -bildung und einer gestör-

ten Knochenheilung. 

Weitere Faktoren wie fortgeschrittenes Alter, venöse Stase, Bestrahlung, Adipositas, 

Mangelernährung, periphere Gefäßerkrankungen und Hypothyreose können die Kno-

chenheilung negativ beeinflussen. Auch bestimmte Medikamente wie NSAR, Steroide, 

Phenytoin, Ciprofloxacin, Antikoagulantien [5] sowie Antiresorptiva [115] können die Hei-

lungszeit verlängern und sich negativ auf die Knochenheilung auswirken. 

2.2.2 Behandlungsstrategien 

Bis heute zählen CSD zu den am schwierigsten zu behandelnden Erkrankungen. Große 

segmentale Defekte hatten in der Vergangenheit eine schlechte Prognose und mussten 

oft amputiert werden [5]. Gegenwärtig ist eine Vielzahl von therapeutischen Ansätzen 

zur Behandlung ausgedehnter Defekte bekannt. 

Bei Defekten von weniger als 5 cm Größe mit gut vaskularisierten, gesunden Empfän-

gerstellen und ohne strukturelle Instabilität wird derzeit ein spongiöses Autograft emp-

fohlen [5, 116]. Das spongiöse Autograft wird vorzugsweise aus dem Beckenkamm ge-

wonnen, obwohl dies nach der Entnahme eine Komplikationsrate von etwa 19 % verur-

sacht, einschließlich Infektionen, chronischer Schmerzen und sensorischer Störungen 

[117]. Bei segmentalen Knochendefekten von mehr als 5 cm umfassen die therapeuti-

schen Möglichkeiten spongiöse Allotransplantate, freie mikrovaskuläre Knochentrans-

plantate (z. B. Fibulatransplantat), Distraktionsosteogenese und die Technik der indu-

zierten Membran (Masquelet-Technik) [5]. 

Im Gegensatz zu den nicht vaskularisierten Knochentransplantaten werden vaskulari-

sierte Transplantate sowohl durch die Anastomose der zuführenden Arterie als auch 
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durch das umgebende Blutgefäßsystem versorgt. Diese Aufrechterhaltung der Blutver-

sorgung liefert den im Transplantat enthaltenen Zellen Nährstoffe und hält die Knochen-

remodellierungsfähigkeit aufrecht, selbst wenn die Blutversorgung an der Empfänger-

stelle unzureichend ist [5, 118]. 

Weitere Informationen über die autogene, allogenen und xenogenen Transplantate sind 

im Kapitel 2.3.2 aufgeführt. 

In den 1950er Jahren begann Ilizarov mit externen Fixationsdesigns zu experimentieren 

und entdeckte per Zufall die Distraktionsosteogenese, als er die Kallusbildung bei ei-

nem Patienten beobachtete, der seinen Rahmen irrtümlich distrahiert hatte, anstatt ihn 

zu komprimieren [119]. Gegenwärtig stehen für die Distraktionsosteogenese sowohl in-

terne als auch externe Distraktoren zur Verfügung [120]. Der grobe Ablauf der Distrakti-

onsosteogenese ist wie folgt: Zunächst wird eine Kortikotomie in gesundem Knochen in 

einem bestimmten Abstand von der Defektstelle vorgenommen, um ein freies Knochen-

segment zu schaffen. Anschließend folgt die Latenzperiode von 5–7 Tage. Dies ist die 

Zeit nach der Kortikotomie bis zur Distraktion. Als nächstes folgt die Distraktionsperiode, 

in der allmähliche Distraktion von 1 mm pro Tag erforderlich ist. Die Konsolidierungs-

phase beginnt, sobald das Knochenfragment den Defekt schließt. Während dieser Zeit 

überbrückt und mineralisiert der neue Knochen im Distraktionsspalt. Der Distraktor wird 

in situ belassen, damit der neu gebildete Knochen sich konsolidieren und stark genug 

werden kann, um einer Formveränderung oder einer Fraktur standzuhalten [5, 121]. 

Diese gut etablierte Technik hat jedoch viele Nachteile: Je nach Größe des ursprüngli-

chen Defektes kann die Behandlungszeit Jahre dauern und die Mitarbeit des Patienten 

ist stark gefordert. Der Distraktor stellt eine Belastung für den Patienten dar und die Ein-

trittsstellen können sich infizieren. Zudem wird auch das umliegende Gewebe gezogen, 

was zu erheblichen Schmerzen führen kann [5]. 

Im Jahr 2000 berichtete Masquelet erstmals über die Ergebnisse einer neuen Technik, 

die er als „induzierte Membran“ bezeichnete und mit der er diaphysäre Röhrenkno-

chendefekte im Bereich von 4 bis 25 cm rekonstruierte [122]. Die Rekonstruktion des 

Defektes wird in zwei verschiedenen Operationsschritten durchgeführt: Der erste Schritt 

besteht aus einem Weichteil- und Knochendébridement und der Implantation eines Po-

lymethylmethacrylat-Zement-Spacers an der Defektstelle sowie gegebenenfalls der Sta-

bilisierung der Knochenfragmente [123]. Der Zement-Spacer bleibt 6 bis 8 Wochen in 
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situ und bietet mehrere mechanische und biologische Vorteile: Er erhält den Knochen-

raum für das nachfolgende Transplantat sowie die Weichteilspannung. Er verhindert 

auch die Bildung von Hämatomen und das Einwachsen von fibrösen Geweben in den 

Knochendefekt. Der entscheidende Punkt ist, dass der Zement-Spacer eine Fremdkör-

perreaktion auslöst und die Bildung einer fibrösen Membran um den Spacer herum in-

duziert [5]. Diese induzierte Membran ist gut vaskularisiert, enthält geweberegenerative 

Mediatoren (z. B. BMP-2, VEGF, SDF-1) und ähnelt dem Periost [124]. Nachdem die 

vollständige Heilung des Weichgewebes abgeschlossen ist, wird der Spacer im zweiten 

Schritt entfernt, wobei die induzierte Membran an ihrer Stelle erhalten bleibt. Die Kavität 

wird mit einem spongiösen Autotransplantat gefüllt, das aus dem Beckenkamm entnom-

men wird. Wenn die Menge des Autotransplantats nicht ausreicht, kann xenogenes Kno-

chenersatzmaterial (KEM) beigemischt werden [123]. Obwohl diese Technik eine kurze 

Behandlungsdauer und insgesamt wenig Komplikationen aufweist und vergleichsweise 

einfach gilt, wurde über Komplikationen wie Wunddehiszenz, Wundinfektionen, Nekrose, 

Knochenexposition und Refrakturen berichtet [125, 126]. Darüber hinaus sind zwei Ope-

rationen an der Defektstelle und gegebenenfalls eine Operation am Beckenkamm erfor-

derlich. Diese Technik wird hauptsächlich bei Röhrenknochendefekten angewandt, ob-

wohl es vereinzelte Berichte über Unterkieferrekonstruktionen mit vielversprechenden 

Ergebnissen vorliegen [120, 127]. 

Es wurden mehrere Techniken beschrieben, von denen jede ihre eigenen Vorteile hat, 

aber auch Nachteile und mögliche Komplikationen mit sich bringt. Aus diesem Grunde 

wird in jüngster Zeit viel an Tissue-Engineering-Strategien geforscht, um neue Rege-

nerationsmethoden mit den als wichtig erachteten Aspekten wie Osteokonduktion, Os-

teoinduktion und Zellen mit osteogenem Potenzial zu etablieren [5] (Näheres dazu im 

Kapitel 2.3.2.4). 

2.3 Knochenersatzmaterialien 

Die Idee der KEM zielt darauf ab, die Selbstheilungskräfte des Körpers zu unterstützen, 

bis das Gerüst (Scaffold) abgebaut ist und das neu gebildete Knochengewebe seinen 

Platz einnimmt [128]. Die Umsetzung dieser Idee mit synthetischen KEMs stellt eine 

große Herausforderung in der regenerativen Medizin dar [12]. 
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2.3.1 Anforderungen 

Der körpereigene Knochen ist nach wie vor das beste und am häufigsten verwendete 

„Biomaterial“, weshalb er als Goldstandard gilt und als Leitfaden für die Entwicklung von 

KEMs dient. Allerdings ist seine Verfügbarkeit begrenzt [129]. Ein ideales Tissue-Engi-

neering-Konstrukt sollte daher die folgenden Kriterien erfüllen: 

Biokompatibilität. Es ist wichtig, dass die KEMs keine toxischen Auswirkungen auf den 

Organismus haben, wie z. B. karzinogene, mutagene oder teratogene Stoffe. Außerdem 

sollten sie keine Immunantwort auslösen, um induzierte Entzündungs- oder Abstoßungs-

reaktionen zu vermeiden [130, 131]. 

Bioresorption (bR). Die biologische Abbaubarkeit durch chemisch-physikalische De-

gradation (cD), zelluläre Resorption (zR) oder eine Kombination dieser Mechanismen 

wird im Allgemeinen als wichtige Voraussetzung für KEMs angesehen [25, 130]. Es gibt 

jedoch keinen allgemeingültigen Wert für die Abbaurate des Knochenersatzes [25], da 

sie von der Defektlokalisation, der Defektgröße, dem Alter, dem Geschlecht und dem 

Gesundheitszustand des Patienten abhängt [3]. Die Abbaurate sollte jedoch der Osteo-

genese entsprechen, d. h. das KEM sollte nur so lange im Defekt verbleiben, bis es 

sukzessiv durch den neu gebildeten Knochen ersetzt wird (Creeping substitution) [128, 

132]. Eine zu schneller Abbau lässt nicht genügend Zeit für das Einwachsen von neuem 

Knochengewebe [3] und kann daher keine ausreichende mechanische Stabilität gewähr-

leisten [133]. Zudem können zu hohe Konzentrationen der Abbauprodukte im Wundbett 

auftreten, was zu Zellschäden führen kann [134]. Ein zu langsamer Abbau hemmt dage-

gen die Knochenneubildung [3]. 

Mechanische Eigenschaften. Das ideale KEM sollte die mechanischen Eigenschaften 

wie Steifigkeit, Druckfestigkeit und Elastizitätsmodul des natürlichen Knochens imitieren 

(Tabelle 2.2). Ein zu steifes KEM kann beispielsweise zu einem postoperativen Stress-

Shielding-Effekt und Implantatkomplikationen führen, während zu niedrige Druckfestig-

keitseigenschaften nur in nicht lasttragenden Bereichen eingesetzt werden können oder 

eine zusätzliche Fixationsvorrichtung erfordern [135-137]. 

Mikroarchitektur. Das strukturelle Design der KEMs in Bezug auf Porosität, Poren-

größe, Porenform, Porenkonnektivität und Oberflächenrauheit scheint eine wichtige 

Schlüsselrolle für die gewünschten Eigenschaften zu spielen [131, 136, 138]: So wird 

beispielsweise durch eine Erhöhung der Porosität die Druckfestigkeit verringert [5, 139], 
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während die Bioresorbierbarkeit steigt [140]. Eine hochporöse Mikroarchitektur von etwa 

200 µm ist für den Zelltransport und die Zellmigration notwendig und interkonnektierende 

Poren von 300–500 µm scheinen die Vaskularisierung des KEMs zu gewährleisten [139]. 

Sie erleichtert zudem das Einwachsen von Knochengewebe und fördert die Osteoin-

tegration [136]. Darüber hinaus sollte die Oberflächenporosität die Zelladhäsion, -prolife-

ration und -differenzierung ermöglichen [131, 134]. 

Angiogenese. Ein ideales KEM soll die Angiogenese um das Material herum oder sogar 

innerhalb des Materials stimulieren [5]. Denn einer Osteogenese geht eine Angiogenese 

voraus [139]. Die Vaskularisierung ist somit entscheidend für die Heilung eines Defekts. 

Diese gewährleistet den Transport von Nährstoffen und Sauerstoff innerhalb des Gerüs-

tes [11] und den Abtransport von Stoffwechselabfällen [139]. Die Aktivität der Endothel-

zellen und damit die Bildung eines vaskulären Netzwerkes kann z. B. durch die Dotierung 

des KEM mit angiogenen Substanzen (z. B. VEGF) gefördert werden [141]. Im Gegen-

satz dazu könnte eine fehlende Vaskularisierung zu Osteonekrose bzw. Sequesterbil-

dung führen [139]. 

Osteoinduktion. Ein osteoinduktives KEM stimuliert mesenchymale Stammzellen, so-

dass sie sich zu Osteoblasten differenzieren und zur Knochenneubildung angeregt wer-

den. Viele Wachstumsfaktoren wie BMPs, TGF-β oder IGF sind für diese Stimulation 

bekannt [70, 138]. 

Osteokonduktion. Diese Eigenschaft verleiht dem KEM die Funktion eines Gerüstes 

bzw. einer Leitschiene für das Einwachsen von Stammzellen, Blutgefäßen und Osteo-

blasten. Sie steht in engem Zusammenhang mit der Porositätseigenschaft und ist eine 

Voraussetzung für eine kraftschlüssige Verbindung mit dem Wirtsknochen und die Hei-

lung einer CSD [138, 142]. 

Osteointegration. Diese Fähigkeit ermöglicht es dem KEM, sich ohne eine Zwischen-

schicht aus Bindegewebe direkt mit dem Wirtsknochen zu verwachsen [143]. 

Osteogenität. Unter Osteogenese wird die Bildung von neuem Knochen verstanden. 

Dies ist möglich, wenn das Implantat bzw. Transplantat lebensfähige Osteoblasten oder 

Osteoblastenvorstufen enthält und an der Implantatstelle neuer Knochen gebildet wird 

[9, 138]. 



2 Hintergrundwissen und Kenntnisstand 

20 

Darüber hinaus sollte ein KEM sterilisierbar, lagerfähig, kostengünstig, reproduzierbar, 

skalierbar, einfach zu handhaben und in ausreichender Menge verfügbar sein [6, 9]. 

Kein heute verfügbares KEM vereinigt alle obengenannten Anforderungen. 

2.3.2 Einteilung 

Moderne KEMs werden in der Literatur oft nach ihrer Herkunft in autologe, allogene, 

xenogene und alloplastische Materialien eingeteilt, wobei die drei erstgenannten am 

häufigsten in der Orthopädie und für die Behandlung von CSD verwendet werden [6]. 

2.3.2.1 Autogene Knochentransplantate 

Beim autogenen (autologen) KEM (Autograft, Autotransplantat) sind Spender und Emp-

fänger dasselbe Individuum. Hierbei wird körpereigenes Knochengewebe mit lebenden 

Zellen übertragen, weshalb korrekterweise von einem autogenen Knochentransplantat 

anstelle von KEM oder Knochenimplantat gesprochen werden sollte [138, 144]. Weiter-

hin kann das autogene Transplantat in strukturelle (z. B. freies mikrovaskuläres Fibula-

transplantat) und nicht-strukturelle (z. B. spongiöses Beckenkammtransplantat) Kno-

chentransplantate unterteilt und je nach Indikation verpflanzt werden [5] (siehe Kapitel 

2.2.2). Aufgrund seiner osteoinduktiven, osteokonduktiven, osteogenen, bioresorbierba-

ren und nicht immunogenen Eigenschaften sowie des fehlenden Risikos einer infektiö-

sen Übertragung gilt das Autotransplantat derzeit als der Goldstandard [5, 8]. Jedoch 

bringt die Notwendigkeit einer zweiten Operation für die Patienten viele Nachteile mit 

sich: Sie sind zusätzlichen Komplikationsrisiken wie einer fehlgeschlagenen Anasto-

mose, einer mikrovaskulären Thrombose, einer Wundinfektion, einer Wunddehiszenz 

und chronischen Schmerzen ausgesetzt. Darüber hinaus können nach einer Fibulatrans-

plantation Knocheninstabilitäten, Knochenfrakturen, motorische und sensorische Funk-

tionsstörungen auftreten [5]. Ein weiterer Problempunkt ist die begrenzte Verfügbarkeit 

des autogenen Knochens [4, 8], sodass bei größeren Defekten, insbesondere bei Pati-

enten mit reduziertem Allgemeinzustand, Kindern oder Schwerverletzten, eine Erweite-

rung des chirurgischen Traumas oft keine Option darstellt [9]. Mangels einer echten Al-

ternative bleibt das autogene Transplantat für viele Kliniker die primäre Lösung bei CSD 

[25]. 
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2.3.2.2 Allogene Knochentransplantate 

Bei den allogenen KEM handelt es sich um genetisch nicht identischen Spender der 

gleichen Spezies. Dieses Material steht in gewünschten Mengen zur Verfügung und die 

Komplikationsrisiken an einer zweiten Operationsstelle sind ausgeschlossen [5]. Um die 

Übertragung potenzieller Infektionen und Abstoßungsreaktion zu minimieren, werden die 

allogene KEM einer Wärmebehandlung (z. B. Autoklavieren) oder Bestrahlung unterzo-

gen. Bei diesem Verfahren werden die osteoinduktiven Proteine (z. B. BMP) meist inak-

tiviert, weshalb das KEM lediglich eine osteokonduktive Wirkung aufweist. Darüber hin-

aus kann die ursprüngliche Knochenstruktur verloren gehen, was die osteokonduktiven 

und mechanischen Eigenschaften vermindert [9]. Dennoch besteht ein Restrisiko, pa-

thogene Bakterien (z. B. Staphylokokken, Streptokokken), Viren (z. B. Hepatitis-Viren, 

HIV) und Prionen zu übertragen sowie eine immunogene Abstoßungsreaktion auszulö-

sen [5, 6, 9]. 

2.3.2.3 Xenogene Knochenersatzmaterialien 

Im Fall der xenogenen KEM handelt es sich um eine Transplantation zwischen verschie-

denen Spezies. In den meisten Fällen wird das Material von Rindern (bovin) oder 

Schweinen (porcin) gewonnen und steht in ausreichender Menge zur Verfügung. Nach 

der Deproteinisierung besteht das KEM aus natürlichem HA und hat somit eine rein os-

teokonduktive Funktion. Wie bei allogenen KEM kann das Risiko einer immunologischen 

Abstoßungsreaktion oder ein Pathogentransfer (z. B. Prionen von Rindern und porcine 

endogene Retroviren von Schweinen) nicht ausgeschlossen werden [10]. 

2.3.2.4 Alloplastische Knochenersatzmaterialien 

Die alloplastischen KEMs sind synthetisch hergestellte Biomaterialien und haben in den 

letzten Jahrzehnten enorme Fortschritte in der Forschung erzielt [11]. Nach Hench und 

Polak (2002) können sie je nach ihren Eigenschaften und medizinischen Zwecken in drei 

Generationen eingeteilt werden [145]. 

Die erste Generation umfasst bioinerte Materialien, die in der Regel keine Reaktionen 

in lebendem Gewebe auslösen (inert). Zu diesen Materialien gehören die nicht-resor-

bierbaren Metalle (z. B. Edelstahl, Kobalt-Chrom-Basislegierungen, Titan und seine Le-

gierungen), nicht-resorbierbare Keramiken (z. B. Aluminiumoxid, Zirkoniumoxid) und 

nicht-resorbierbare Polymere (z. B. Polymethylmethacrylat, UHMW-Polyethylen). Sie fin-

den derzeit ein breites Anwendungsspektrum [11], da ihre Eigenschaften den Einsatz in 
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teillasttragenden und sogar in lasttragenden Rekonstruktionen erlauben. Trotz ihres iner-

ten Verhaltens können toxische Verschleißpartikel in das umliegende Gewebe freige-

setzt werden. Zudem sind die Elastizitätsmodule metallischer Biomaterialien nicht an 

den Knochen angepasst, was zu Stress-Shielding-Effekt und Implantatinstabilität führen 

kann [137, 146]. Ein allgemeines Problem von Biomaterialien der ersten Generation ist 

die Adsorption unspezifischer Proteine auf ihrer Oberfläche und die Stimulation einer 

fibrösen Gewebeschicht um das Implantat herum. Eine Osteointegration ist daher nicht 

möglich. Dieses Problem war die Hauptmotivation für die Entwicklung von Biomaterialien 

der zweiten Generation [11]. 

Biomaterialien der zweiten Generation sind entweder bioaktiv oder bioresorbierbar 

[145]. Die bioaktiven Materialien haben eine beeinflussende Wirkung auf Zellen, um sie 

auf ein bestimmtes Verhaltensmuster oder auf bestimmte Reaktionen zu lenken [11]. 

Biologisch abbaubare Materialien haben den großen Vorteil, dass sie mit der Zeit resor-

bieren und durch körpereigenes Knochengewebe ersetzt werden. Eine zweite Operation 

zur Entfernung des Implantats ist daher nicht notwendig und das Risiko einer Implantat-

abstoßung wird vermieden bzw. minimiert [25]. Zu diesen Materialien gehören u. a. bio-

aktive Keramiken, die als biokompatibel, osteokonduktiv und osteointegrativ gelten [11]. 

Eines der am häufigsten verwendeten Keramikmaterialien sind Calciumphosphate, die 

sowohl als Keramik als auch als Zement klassifiziert werden können und eine Reihe 

verschiedener Phasen als potenzielles KEM einschließen [11]. Da ihre mechanischen 

Eigenschaften jedoch nicht für lasttragende Defekte geeignet sind, müssen für lasttra-

gende Anwendungen zusätzlich Fixierungselemente auf metallischer Basis herangezo-

gen werden [25, 49]. Bei nicht-lasttragenden Defekten, adäquatem Débridement und nur 

bis zu einem begrenzten Defektumfang sind Calciumphosphatzemente (CPC) vielver-

sprechend für dentale, kraniofaziale und orthopädische Anwendungen [13, 25, 131, 

147]. Neben Keramiken gehören auch biologisch abbaubare Polymere wie Polylactid, 

Polyglykolid und Polydioxanon zu dieser Generation von Biomaterialien. Ihr Einsatz in 

der Chirurgie ist vielfältig: So werden sie beispielsweise als bioresorbierbare Nähte, Plat-

ten und Schrauben eingesetzt [11]. 

Neueste Entwicklungen zeigen auch biologisch abbaubare Metalle [148], die z. B. auf 

Magnesium basieren und als potenziell revolutionäre Biomaterialien angesehen werden 

können [149]. Ihr Elastizitätsmodul kommt dem des natürlichen kortikalen Knochens 

nahe und sie gelten als biokompatibel, osteoinduktiv und angiogenetisch. Allerdings ist 

die Abbaurate meistens zu hoch. Dies begünstigt einen hohen pH-Wert-Anstieg und die 
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Bildung von Wasserstoffgas an den periimplantären Stellen, was zu Entzündungsreakti-

onen führen kann [8, 40]. Trotz ihrer Schwächen haben sie bioaktive und bioresorbier-

bare Eigenschaften und können auch als Biomaterialien der dritten Generation einge-

ordnet werden [148]. 

Die dritte Generation von Biomaterialien zeichnet sich durch eine Kombination von Bi-

oaktivität und Bioresorbierbarkeit aus und ist ein neues Forschungsgebiet der regenera-

tiven Medizin [11, 145]. Für die Rekonstruktion von Defekten werden zwei Wege unter-

schieden: Beim Tissue Engineering werden Stammzellen ausserhalb des Körpers auf 

ein resorbierbares Trägergerüst gesät und durch gezielte Stimulation in das gewünschte 

Gewebe differenziert. Schließlich wird der Gerüst-Zell-Hybrid in die Defektstelle ver-

pflanzt [145, 150]. Der zweite Ansatz ist die In-situ-Geweberegeneration. Hierbei werden 

die Biomaterialien direkt in die Läsion eingebracht. Während des Abbauprozesses wer-

den bioaktive Substanzen wie ionische Abbauprodukte oder Wachstumsfaktoren (z. B. 

BMP, VEGF, NGF) in das umliegende Gewebe freigesetzt und die Zellen stimuliert [141, 

145, 151]. 

Diese Generationeneinteilung ist nicht unbedingt chronologisch zu sehen, denn die hö-

here Generation ersetzt nicht zwangsläufig die Vorhergehende. Vielmehr stellt jede Ge-

neration ein Konzept dar, bei dem die Entwicklung noch fortschreitet, um ihre spezifi-

schen Eigenschaften zu optimieren [11]. 

2.3.3 Calciumphosphate 

Calcium(ortho)phosphate (CaP) setzen sich definitionsgemäß aus den drei Hauptele-

menten Calcium, Phosphor und Sauerstoff zusammen [49]. CaP spielen für den Men-

schen eine besondere Rolle, da sie die anorganische Komponente bei physiologischen 

(z. B. Knochen, Zähne) und pathologischen (z. B. Atherosklerose) Verkalkungen bilden 

[22]. Bei der Herstellung von alloplastischen KEMs auf CaP-Basis können die Rohstoffe 

aus natürlichen oder synthetischen Ressourcen gewonnen werden [13]. Dabei werden 

zwei verschiedene Kategorien von CaP unterschieden: Niedrigtemperatur-CaP (Low-

temperature CaP) und Hochtemperatur-CaP (High-temperature CaP) [16]. 

Die Niedertemperatur-CaP werden durch Fällung aus einer wässrigen Lösung bei etwa 

Raumtemperatur (RT) erzeugt. Im Gegensatz zu Hochtemperatur-CaP haben Nieder-

temperatur-CaP eine andere chemische Zusammensetzung und Struktur (mit Aus-
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nahme von HA mit einem Ca/P-Molverhältnis von 1,67), eine große spezifische Oberflä-

che und sind bioaktiver [16]. Alle CPCs gehören zu den Niedertemperatur-CaP [16] und 

bestehen im Allgemeinen aus zwei Komponenten: mindestens einem CaP-Salz und ei-

ner wässrigen Lösung [25, 147]. Wenn sie zusammengemischt werden, findet eine Lö-

sungs-/Fällungsreaktion statt und die Paste bindet ab. Das erzielte Abbindeprodukt 

hängt zum größten Teil vom pH-Wert und der Temperatur ab. Bei physiologischen Tem-

peraturen und einem pH-Wert > 4,2 wird HA und bei einem pH-Wert < 4,2 wird Brushit 

gebildet [147]. In der Praxis ist die Lösungs-/Fällungsreaktion in der Regel unvollständig, 

sodass die abgebundenen CPCs neben den Abbindeprodukten auch einen Teil der Aus-

gangsstoffe enthalten [152]. Wie bereits erwähnt, besitzen die CPCs biokompatible, os-

teokonduktive, osteointegrative und bioaktive Eigenschaften [3, 131]. Sie sind jedoch 

nicht für tragende Anwendungen geeignet [49] und ihr Abbau im Körper kann extrem 

langsam erfolgen [42]. 

Die Hochtemperatur-CaP werden typischerweise bei über 1000 °C hergestellt [16]. Zu 

diesen Phasen gehören HA, Tetracalciumphosphat und die Tricalciumphosphate, wobei 

die beiden letzteren die höchste Löslichkeit aufweisen [16]. 

Kommerziell hat sich eine Vielzahl von CaP-Biokeramiken etabliert, wobei HA, ß-Trical-

ciumphosphat (β-TCP) oder die Kombination der beiden Keramiken am häufigsten als 

Knochenersatz eingesetzt werden [3, 6, 13-16]. 

2.3.3.1 Hydroxylapatit 

Wie bereits erwähnt, kann HA durch Präzipitation (Low-temperature-HA) oder durch 

hohe Temperaturen (High-temperature-HA) gewonnen werden [16]. 

Bei der Herstellung von Low-temperature-HA kann das molare Ca/P-Verhältnis im Be-

reich von 1,50 bis 1,67 liegen. Bei einem Molverhältnis von 1,50 wird der HA als CDHA 

bezeichnet [16]. Die präzipitierten HAs sind der anorganischen Knochenmatrix in Bezug 

auf Mikrostruktur und chemische Zusammensetzung sehr ähnlich (Kapitel 2.1.1). Dies 

erklärt ihre ausgezeichnete Biokompatibilität und Osteointegration [25]. Die Abbaurate 

ist jedoch sehr gering [16]. 

Der High-temperature-HA wird bei einem Ca/P-Molverhältnis von 1,67 hergestellt und 

gilt als das stabilste CaP in einer wässrigen Lösung [16]. Der Abbau ist jedoch fast aus-

schließlich zellvermittelt und nur sehr spärlich [17]. So konnte beispielsweise gezeigt 
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werden, dass das HA-Implantat bei einem CSD nach sieben Jahren trotz komplikations-

loser Osteointegration weitgehend unverändert blieb [18]. Daher können diese Produkte 

als nicht resorbierbar betrachtet werden [16]. Diese Residuen können zu negativen me-

chanischen Eigenschaften des neu gebildeten Knochens führen und stellen ein Infekti-

onsrisiko dar [5]. Ein Versuch, diese Probleme zu lösen, ist die Entwicklung von CPCs 

mit einer höheren Löslichkeit wie beispielsweise Brushit oder Monetit [6]. 

2.3.3.2 Brushit 

Brushit, auch bekannt als Dicalciumphosphat-Dihydrat (CaHPO4∙2H2O, DCPD), spielt 

häufig eine Rolle bei pathologischen Verkalkungen wie Zahnstein und Harnstein [153], 

kann aber auch die Remineralisierung von Zahnschmelzläsionen fördern [154]. Die Glei-

chung (2.1) zeigt eine mögliche Abbindereaktion von Brushit aus β-TCP [155]. Brushit 

ist das löslichste biokompatible CaP und gilt als osteokonduktiv [16]. Sein Abbau wird 

sowohl durch zR als auch durch cD erreicht [25]. Anfangs wird jedoch die Resorption 

von mononukleären Makrophagen dominiert [156]. Darüber hinaus kann die Abbaurate 

in den ersten Wochen insgesamt zu schnell erfolgen, sodass die Knochenregeneration 

nicht nachkommt und ein Spalt zwischen dem Zement und dem neu gebildeten Knochen 

entsteht. Dieser Spalt wird jedoch durch eingewachsenes Knochengewebe ausgegli-

chen [19]. Zudem beginnt sich der Brushit-Zement in den ersten zwei Wochen in Apatit 

umzuwandeln [156], sodass nach etwa acht Wochen vermehrt kristalliner Apatit vorliegt 

und der Abbau sich verlangsamt [157]. Zu diesem Zeitpunkt scheinen die Osteoklasten 

die Resorption zu dominieren [156]. Nach 24 Wochen konnte eine vollständige Umwand-

lung des Brushits in Apatit beobachtet werden und die Resorption erfolgte ausschließlich 

durch Osteoklasten [19]. Die Zementreste können allerdings auch nach Monaten noch 

nachgewiesen werden [20, 21]. Obwohl langfristig keine entzündlichen Reaktionen beo-

bachtet wurden [158], kann sich bei zu niedrigem pH-Wert des Zements Bindegewebe 

zwischen Implantat und Knochengewebe bilden [19]. 

β-TCP Phosphorsäure   Brushit  

β-Ca3(PO4)2 + H3PO4 + 6H2O  3CaHPO4·2H2O (2.1) 
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2.3.3.3 α/β-TCP 

Das Tricalciumphosphat (Ca3(PO4)2) hat drei Polymorphe: α-Tricalciumphosphat 

(α-TCP), α'-TCP und β-TCP. Das β-TCP ist bei RT stabil [159]. Die Phasenumwandlung 

zu α-TCP liegt bei 1115–1150 °C und zu α'-TCP bei 1430–1470 °C [23]. Während das 

α-Polymorph beim Abkühlen auf RT erhalten bleiben kann, existiert das α'-TCP nur bei 

Temperaturen > 1430 °C [159]. Eine Möglichkeit zur Herstellung von β-TCP besteht in 

einer Festkörperreaktion aus den Ausgangsstoffen Dicalciumphosphat (DCP) und Cal-

ciumcarbonat in einem Molverhältnis von 2:1 bei 1400 °C, wie in der Gleichung (2.2) 

gezeigt [23]. β-TCP wird wegen seiner Stabilität bei RT, Biokompatibilität und besseren 

mechanischen Eigenschaften gegenüber α-TCP bevorzugt und als Granulat oder Blöcke 

für nicht lasttragende Defekte angeboten [90]. Die Löslichkeit von β-TCP liegt nahe am 

Knochenmineral, weshalb es unter physiologischen Bedingungen unlöslich ist [23]. Die 

Resorption erfolgt durch Makrophagen und Osteoklasten, die den pH-Wert lokal senken 

und damit die Löslichkeit von β-TCP erhöhen [23, 90]. Die geätzten β-TCP-Oberflächen 

haben spitzenartige intrakristalline Säulen, die entlang der c-Achse ausgerichtet sind 

[23, 90]. Im direkten Vergleich zwischen porösen α-TCP- und β-TCP-Blöcken in vivo (am 

Schädel von Kaninchen) wurde für α-TCP-Implantate bereits nach 4 Wochen ein signifi-

kant höherer Abbau beobachtet als für β-TCP-Implantate [160]. Sowohl β-TCP als auch 

α-TCP neigen jedoch dazu, sich in physiologischen Lösungen oder nach der Implanta-

tion in HA-Kristalle umzuwandeln [16, 22, 23]. Die Abbaugeschwindigkeit von Tricalci-

umphosphaten wird in der Literatur kontrovers diskutiert: Einerseits wurde berichtet, 

dass Tricalciumphosphat nach 7 Jahren ohne Anzeichen eines Abbaus vorliegen kann 

[161], andererseits wird behauptet, dass sich diese Biokeramik zu schnell auflöst [162]. 

Dies legt den Verdacht nahe, dass die Tricalciumphosphate ein nicht vorhersehbares 

Abbaumuster aufweisen [163]. Allerdings könnte dieses scheinbare inkonsistente biolo-

gische Verhalten durch viele Einflussfaktoren erklärt werden, wie z. B. zu viel umgewan-

deltes HA, Keramikporosität, Defektlokalisation, Patientenzustand sowie chemische Zu-

sammensetzung der Keramik (Verunreinigungen bzw. Ionendotierungen) [23]. 

DCP Calciumcarbonat  β-TCP      

2CaHPO4 + CaCO3   β-Ca3(PO4)2 + CO2 + H2O (2.2) 
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2.3.4 Magnesiumphosphate 

Die Substanzen des Magnesiumphosphat(MgP)-Systems haben eine lange Tradition 

und umfangreiche Untersuchungen in den Bereichen Landwirtschaft, Umwelt und Bau-

wesen [6, 25]. Für biomedizinische Anwendungen wurden die ersten Studien über Mag-

nesiumphosphatzemente (MPC) jedoch erst in den 1990er Jahren veröffentlicht [24, 26, 

27], sodass es sich um ein relativ junges Forschungsfeld handelt [25]. In den letzten 

Jahren hat das Interesse an diesem Material und seine Bedeutung zugenommen [13], 

da es in puncto mechanischer Festigkeit und Lösungsverhalten den CaP überlegen zu 

sein scheint [6]. Allerdings sind die Studien im Vergleich zu seinem CaP-Pendant in Viel-

falt und Tiefe noch immer begrenzt [6, 25, 42] und häufig konzentrierten sich die For-

schungsarbeiten auf Struvit-bildende Zemente [13, 20, 29-33]. Für die Herstellung der 

MPCs werden typischerweise Rohpulver wie Magnesiumoxid (MgO, Magnesia, Periclas) 

oder Farringtonit (Mg3(PO4)2, Trimagnesiumphosphat) verwendet [25]. Farringtonit wird 

meist durch eine Festkörperreaktion der Ausgangsstoffe Newberyit (MgHPO4·3H2O) mit 

Magnesiumhydroxid (Mg(OH)2) nach der Gleichung (2.3) gewonnen [6]. 

Abhängig von den Rohpulvern wird z. B. beim Abbinden von Farringtonit mit Diammoni-

umhydrogenphosphat (DAHP) das Produkt Struvit (Gleichung (2.4) [164]) und mit Phos-

phorsäure das Produkt Newberyit (Gleichung (2.5) angepasst in Anlehnung an [165]) 

gebildet. Es wurde beobachtet, dass zusätzlich zu den Reaktionsprodukten unterschied-

liche Mengen der nicht-reaktiven Rohpulvern (MgO oder Mg3(PO4)2) in den gebildeten 

Zementgefügen vorhanden sein können [25]. 

 

Newberyit Magnesiumhydroxid  

(2.3) 
2MgHPO4·3H2O + Mg(OH)2   

 Mg3(PO4)2 + 7H2O + H2 

  Farringtonit    

Farringtonit  DAHP    

(2.4) 
2Mg3(PO4)2 + 3(NH4)2HPO4 + 36H2O  

 6NH4MgPO4·6H2O + H3PO4 

 Struvit   
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Struvit ist in der Medizin als Nierenstein bekannt und kann bei einer bakteriellen Infektion 

10 % von ihm ausmachen [166]. Als KEM sind Ammoniumionen(NH4
+)-haltige Verbin-

dungen wie Struvit einzigartig, da es keine vergleichbare Phase bei CPCs gibt [6]. Von 

Newberyit als KEM ist vergleichsweise noch wenig berichtet worden. Diese Phase 

scheint ebenfalls vielversprechende Eigenschaften als Biomaterial zu haben [21, 167-

169]. 

Die positiven Merkmale, die in der Literatur oft erwähnt werden, sind folgende: MPCs 

wurden als Klebstoffe für Knochen-Implantat-Verbindungen und zur Knochen-Sehnen-

Einheilung eingesetzt und die erzielten Ergebnisse sind vielversprechend [170, 171]. 

Darüber hinaus können die Zemente eine hohe Anfangsfestigkeit aufweisen, wobei Stru-

vit-bildende Zemente tendenziell höhere Werte erreichen als Newberyit-bildende Ze-

mente [6, 20, 167, 172]. Trotz der limitierten In-vivo-Experimente wurden die biokompa-

tiblen, osteokonduktiven und osteointegrativen Eigenschaften der MPCs bestätigt, da 

keine Entzündungs-, Abstoßungs- oder Fremdkörperreaktionen beobachtet wurden und 

die Einheilung erfolgt ohne Bindegewebsbildung [6]. Wichtig ist, dass auch toxische, mu-

tagene und karzinogene Wirkungen ausgeschlossen werden konnten [173]. Im Vergleich 

zu CPCs haben MPCs eine höhere Auflösungsrate [6, 25] und die freigesetzten Mg2+ 

stabilisieren die amorphen CaP-Phasen unter physiologischen Bedingungen, was wie-

derum die Bildung schwerlöslicher HA-Kristalle inhibiert [34]. Des Weiteren haben spe-

zielle natriumhaltige MPCs eine antimikrobielle (bakteriostatische oder bakterizide) Wir-

kung gegen Streptococcus sanguinis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa und 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans gezeigt. Diese Wirkung wurde auf die hohe 

Osmolarität und den alkalischen pH-Wert der MPCs zurückgeführt [172, 174]. Ange-

sichts dieser Eigenschaften scheinen die MPCs den CPCs gleichwertig oder sogar über-

legen zu sein [6]. 

Obwohl die MPCs initial eine hohe mechanische Stabilität aufweisen, führt der schnelle 

Abbau des Materials zu einem raschen Festigkeitsverlust in vitro und in vivo [20, 25]. 

Inwieweit diese schnelle Festigkeitsabnahme durch die Knochenregeneration kompen-

siert wird, ist noch nicht geklärt [6]. Zumal ein zu schneller Abbau große Mengen an Mg2+ 

Farringtonit Phosphorsäure   Newberyit  

Mg3(PO4)2 + H3PO4 + 9H2O  3MgHPO4·3H2O (2.5) 
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in das lokale Gewebe freisetzen kann, wodurch das Wachstum der HAs gehemmt wer-

den könnte. Dies wiederum würde möglicherweise zu einer Beeinträchtigung der anor-

ganischen Knochenmatrix führen, die hauptsächlich aus nicht-stöchiometrischen nano-

kristallinen HAs besteht (Kapitel 2.1.1). Es gilt jedoch als unwahrscheinlich, dass die 

freigesetzten Mg2+ bei gängigen Implantatgrößen zu einer Störung des Elektrolythaus-

haltes führen könnten [6, 173]. 

2.3.5 Calciummagnesiumphosphate 

Die Kombination von CPC und MPC stellt einen neuartigen Calciummagnesiumphos-

phatzement (CMPC) dar und scheint die positiven Eigenschaften beider Systeme zu 

vereinen [6, 25]. Trotz der begrenzten Anzahl von Studien wurde die gute Biokompatibi-

lität von CMPCs sowohl in vitro [29, 31, 32, 169] als auch in vivo [21, 29, 130] bestätigt: 

Beispielsweise beobachteten Klammert et al. innerhalb einer 15-monatigen intramusku-

lären Implantation keine Wundinfektionen, Entzündungszeichen oder Abstoßungsreak-

tionen [21]. Darüber hinaus wird oft über ein gutes Resorptionsverhalten und eine effizi-

ente Osteogenese in vivo berichtet [21, 28, 29, 130]: Zeng et al. beobachteten eine hö-

here Knochenneubildung bei CMPC im Vergleich zur CPC und MPC bei Sinusbodenele-

vation im Kaninchenmodell [28]. Wue et al. konnten im Falle von CMPC nach 6 Monaten 

eine Knochenneubildung von ca. 80 % feststellen [29], während Li et al. im gleichen 

Zeitraum mehr als 89 % verzeichneten [130]. 

Bei der Herstellung von CMPCs kann grundsätzlich zwischen zwei Präparationswege 

unterschieden werden [6]: Bei der einen Methode werden die Rohpulver von CPCs (z. 

B. HA, Brushit, α/β-TCP) und MPCs (z. B. Magnesiumoxid, Farringtonit, Newberyit) zu-

nächst getrennt voneinander hergestellt, wie bereits in den Kapiteln 2.3.3 und 2.3.4 be-

schrieben. Anschließend werden zwei bis vier dieser Rohpulverkomponente in unter-

schiedlichen Verhältnissen mit einer wässrigen Phase (z. B. deionisiertes Wasser) ge-

mischt und abgebunden [6, 24, 29]. Bei der anderen Herstellungsart werden die Aus-

gangsstoffe der CPCs (z. B. DCP, Calciumcarbonat) und MPCs (z. B. Newberyit, Mag-

nesiumhydroxid) vor der Hochtemperaturbehandlung in einem bestimmten stöchiomet-

rischen Verhältnis miteinander vermischt. Nach dem Sintern bildet sich in Abhängigkeit 

von den Ausgangsmaterialien ein calciumdotiertes Magnesiumphosphat mit der allge-

meinen stöchiometrischen Formel CaxMg(3–x)(PO4)2, wobei 0 < x < 3 gilt [6, 169]. Der Sin-

terkuchen kann zu Rohpulver vermahlen werden und unterschiedliche Anteile an Far-
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ringtonit (Mg3(PO4)2) und Stanfieldit (Ca4Mg5(PO4)6) aufweisen [31]. Abschließend er-

folgt eine Abbindung der Rohpulver mit reaktiven Lösungen analog zu den MPCs, wobei 

im Falle von Farringtonit die Gleichung (2.4) für DAHP und für H3PO4 die Gleichung (2.5) 

gelten. 

Im Falle von Stanfieldit gelten die Gleichung (2.6) (angepasst in Anlehnung an [175]) für 

DAHP und für H3PO4 die Gleichung (2.7) [176]. 

 

 

2.4 3D-Pulverdruck 

Neben injizierbaren Zementpasten [33], Granulaten [43], einfachen Formkörpern (z. B. 

Blöcke, Zylinder, Keile) [3] und keramischen Beschichtungen von Metallimplantaten (z. 

B. Hüftgelenkprothesen, Zahnimplantate) [22] ist der 3D-Pulverdruck eine weitere Tech-

nik für medizinische Keramikanwendungen [44]. Insbesondere das letztgenannte addi-

tive Fertigungsverfahren hat in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen, 

da es die Herstellung individueller Keramikimplantate bei simultaner Steuerung der Ge-

ometrie, Porosität und Zusammensetzung ermöglicht, wodurch die Rekonstruktion gro-

ßer und/oder geometrisch komplexer Knochendefekte erleichtert werden kann [44]. 

Die Prozesskette der präoperativen Implantatherstellung beginnt in der Regel mit einer 

Computertomographie-Aufnahme der betroffenen Region (z. B. Schädel). Diese wird im 

DICOM-Format (Digital Imaging and Communications in Medicine) gespeichert. Die vir-

tuelle Implantatgeometrie kann mithilfe eines CAD-Spiegelbildverfahrens generiert und 

Stanfieldit  DAHP    

(2.6) 
2Ca4Mg5(PO4)6 + 5(NH4)2HPO4 + 60H2O  

 10(NH4)Mg(PO4)·6H2O + 5CaHPO4 + Ca3(PO4)2 

 Struvit  Monetit  TCP 

Stanfieldit Phosphorsäure   

(2.7) 
Ca4Mg5(PO4)6 + 3H3PO4 + 23H2O  

 5MgHPO4·3H2O + 4CaHPO4·2H2O 

  Newberyit  Brushit 
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manuell nachbearbeitet werden. Anschließend wird das DICOM- in das STL-Format 

(STereoLithography oder Standard Tessellation Language) konvertiert, welches mit der 

3D-Druckersoftware kompatibel ist [45, 46]. Die Druckersoftware übersetzt das virtuelle 

Implantatmodell in einzelne Schichten und sendet es an den 3D-Drucker. Der Drucker 

baut das virtuelle Modell schichtweise in einem Inkjet-Verfahren auf [177] (Abbildung 4 

auf Seite 40) und sorgt so für eine kontrollierte Pulverbindung. Der Aushärtungsprozess 

kann dabei durch zwei verschiedene Mechanismen erreicht werden [44]: Im ersten An-

satz werden dem Rohpulver zusätzlich Polymerkomponenten (z. B. Zellulose, Gelatine, 

Stärke) zugesetzt. Die Druckpatrone appliziert eine Binderflüssigkeit (z. B. Wasser), 

wodurch das Polymer aufquillt und die Zementpartikel physikalisch zusammenkleben. 

Es entsteht ein Grünkörper, der gesintert wird, sodass die Polymerkomponenten aus-

brennen und der Zement sich verfestigt [44, 178]. Beim zweiten Ansatz trägt die Druck-

patrone eine reaktive Binderlösungen (z. B. DAHP, H3PO4) auf das Rohpulver auf, 

wodurch eine chemische Reaktion ausgelöst wird und der Zement gezielt abbindet [44]. 

Bei diesem Verfahren werden die Implantate weitgehend bei RT hergestellt, sodass eine 

Modifikation mit biologisch aktiven Substanzen möglich ist [44]. Diese Zemente könnten 

z. B. mit angiogenese- und osteogenesefördernden Faktoren (z. B. VEGF, BMP-2) [179], 

Antibiotika (z. B. Streptomycin, Vancomycin) [180] und Tumormedikamenten (z. B. 

cis-Platin) [181] imprägniert werden und so eine lokale Wirkung im Gewebe entfalten. 

Eine zusätzliche Infiltration durch Eintauchen der Druckobjekte in die Binderlösungen 

kann die Zementfestigkeit steigern und für eine höhere Umsatzrate der Abbindeprodukte 

sorgen [44, 182]. 

Mehrere Studien haben gezeigt, dass 3D-gedruckte Keramiken sowohl in vitro als auch 

in vivo ein positives biologisches Verhalten aufweisen: So konnten beispielsweise 

Detsch et al. anhand der monozytären Zelllinie RAW 264.7 zeigen, dass diese Zellen 

auf 3D-gedruckten HA/β-TCP-Mischungen eine gute In-vitro-Biokompatibilität aufweisen 

und in der Lage sind, sich in osteoklastenähnliche Zellen zu differenzieren und dieses 

Material zu resorbieren [183]. Klammert et al. untersuchten das Verhalten der osteoblas-

tischen Zelllinie MC3T3-E1 auf 3D-gedruckten Brushit- und Monetit-Zementen und fan-

den eine gute Zellproliferation und -viabilität, was auf eine gute Biokompatibilität hindeu-

tet [184]. In diversen In-vivo-Untersuchungen konnten bei 3D-gedruckten Implantaten 

nicht nur die Biokompatibilität, sondern auch bR, Osteokonduktion [185], Osteogenese 

[185-188], Angiogenese [186, 188] und sogar Osteoinduktion [185] beobachtet werden. 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Zementrohpulverherstellung 

3.2.1.1 Tricalciumphosphat 

Zur Herstellung des Tricalciumphosphat-Rohpulvers (TCP-Roh) wurden zunächst 

2,000 mol Calciumhydrogenphosphat (CaHPO4) mit 1,000 mol Calciumcarbonat 

(CaCO3) (Tabelle 3.4) im Pflugscharmischer M5R für 1 h gemischt und in einen Alumi-

niumoxid-Sintertiegel überführt. Anschließend wurde die Pulvermischung im Sinterofen 

Vecstar bei 500 °C/h auf 1400 °C aufgeheizt und 5 h gesintert. Nach dem Sinterbrand 

wurde das Produkt an der Luft abgeschreckt. Der abgekühlte und feste Sinterkuchen 

wurde anschließend mit einem Mörser zerkleinert und auf eine Korngröße < 355 µm 

gesiebt. Jeweils 125 g der Siebrückstände (Korngröße > 355 µm) wurden zusammen 

mit 4 Zirkoniumdioxidkugeln (∅ = 30 mm) in ein 500 mL Zirkoniumdioxidbecher gegeben 

und für 1 h bei 200 U/min mit Richtungswechsel in Planeten-Kugelmühle PM 400 ge-

mahlen. Anschließend folgte ein erneutes Sieben der gemahlenen Siebrückstände auf 

eine Korngröße < 355 µm. Um eine physikalische Bindung der Zementpartikel während 

des Pulverdrucks zu ermöglichen, wurden dem Pulver 4 Gew.-% Hydroxypropylmethyl-

cellulose (HPMC) zugesetzt und mit dem Pflugscharmischer M5R für 20 min gemischt. 

3.2.1.2 Calciummagnesiumphosphate und Magnesiumphosphat 

Zur Herstellung der Rohpulver für CMPCs und MPCs der allgemeinen stöchiometrischen 

Summenformel CaxMg(3–x)(PO4)2 (x = 0; 0,25; 0,75) wurden zunächst die Ausgangs-

stoffe Calciumhydrogenphosphat (CaHPO4), Calciumcarbonat (CaCO3), Magnesium-

hydrogenphosphat (MgHPO4) und Magnesiumhydroxid (Mg(OH)2) im entsprechenden 

stöchiometrischen Verhältnis (siehe Tabelle 3.4) 1 h lang mit dem Pflugscharmischer 

M5R vermengt. Die Pulvermischung wurde anschließend in einem Sintertiegel aus Alu-

miniumoxid im Sinterofen ASM 30/H Spezial bei 500 °C/h auf 600 °C erhitzt und 6 h 

gehalten, bevor mit gleicher Heizrate auf 1100 °C erhitzt und weitere 5 h gesintert wurde. 

Nach dem Abkühlen wurde der Sinterkuchen mit einem Mörser zerkleinert und auf eine 

Korngröße < 355 µm gesiebt. Jeweils 125 g der Siebrückstände (Korngröße > 355 µm) 

wurden zusammen mit 4 Zirkoniumdioxidkugeln (∅ = 30 mm) in ein 500 mL Zirkonium-

dioxidbecher gegeben und für 1 h bei 200 U/min mit Richtungswechsel in Planeten-Ku-

gelmühle PM 400 gemahlen. Anschließend folgte ein erneutes Sieben der gemahlenen 
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V. 7.10 konvertierte die im CAD erstellten Objekte (STL-Format) in 100-µm-Schichten 

und übermittelte sie an den Drucker. 

Das 3DP-Prozedere lief wie folgt ab: Der Pulverspeicher aus dem Zufuhrbehälter wurde 

um eine Schichtstärke herausgefahren, wodurch ein Pulverüberstand entstand. Der 

Bauraum wurde um die gleiche Schichtstärke abgesenkt. Eine Walze rollte über den 

Zufuhrbehälter, sammelte diesen Pulverüberstand und trug ihn auf den abgesenkten 

Bauraum auf, sodass eine dünne und glatt aufgetragene Pulverschicht entstand (Abbil-

dung 4a–e). Anschließend applizierten die zahlreichen Düsen der Druckpatrone die Bin-

derflüssigkeit (entgastes Wasser) objektspezifisch auf die Pulveroberfläche des Bau-

raums (Abbildung 4f). Das Binder/Pulver-Verhältnis betrug dabei 0,275. Mittels des im 

Pulver enthaltenen Polymers HPMC verklebten die Keramikpartikel miteinander. Dieser 

automatisierte Prozess wiederholte sich, bis sich die einzelnen Schichten zu einem drei-

dimensionalen Objekt zusammenfügten (Abbildung 4g, h). Nach einer Trocknungs- bzw. 

Aushärtungsphase von 1 h konnten die Scaffold-Grünkörper aus dem Pulverbett ent-

nommen und das lose anhaftende Pulver mit niedriger Druckluft (ca. 0,5–1 bar) entfernt 

werden. Die Scaffolds trockneten für einige Stunden weiter bei RT und waren nun für 

das Sintern vorbereitet. 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der einzelnen Schritte beim 3D-Pulverdruck im Inkjet-
Verfahren. Nach der Präparation des Zufuhrbehälters und des Bauraums sind die Rohpulver bün-
dig mit den Behälterhöhen aufgetragen (a). Das ausgefahrene und überstehende Pulver im Zu-
fuhrbehälter wird von der Walze in den abgesenkten Bauraum übertragen (b–e). Die Druckpat-
rone fährt über den Bauraum und appliziert die Binderflüssigkeit auf die Pulveroberfläche, sodass 
eine Schicht des Druckobjekts entsteht (f). Das dreidimensionale Objekt wird durch Wiederholung 
des Pulverauftrags und des Schichtdrucks erzeugt (g, h). Die Zahlen 1 und 2 in b und g geben 
die Reihenfolge der einzelnen Bewegungen an. Eigene Darstellung.  
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schen den vier Waschschritten wurden die Scaffolds einmal umgedreht, bevor das Me-

dium gewechselt wurde. Am letzten Tag wurde die PBS-Lösung abgesaugt und die Scaf-

folds wurden über Nacht bei RT in einer Sicherheitswerkbank getrocknet. 

Die trockenen Scaffolds wurden in Zentrifugenröhrchen (Falcons) verpackt und mit dem 

Versiegelungsgerät Hygopac 6020-02 versiegelt. Die Sterilisation erfolgte mit Gamma-

strahlung bei 30 kGy und wurde von der Firma BBF Sterilisationsservice GmbH (Kernen-

Rommelshausen, Deutschland) durchgeführt. 

3.2.3 Röntgendiffraktometrie (XRD) 

Die Röntgendiffraktometrie wurde zur qualitativen und quantitativen Analyse der Pha-

senzusammensetzungen eingesetzt. Dazu wurden die Rohpulver, die gesinterten Scaf-

folds und die trockenen Scaffolds nach der Sterilisation mit Mörser und Pistill zu Pulver 

vermahlen und in einem Probenträger glatt verdichtet. Die Messung erfolgte mit dem 

Röntgendiffraktometer D8 Advance mit CuKα-Strahlung λ = 1,541 Å bei einer Beschleu-

nigungsspannung von 40 kV, einem Emissionsstrom von 40 mA in einem Winkelbereich 

(2θ) von 10–60° mit 0,02°-Schritten sowie einer Messgeschwindigkeit von 0,5 s/Schritt. 

Der Probenträger wurde während der Messung mit 15 U/min gedreht. Die Auswertung 

der Daten erfolgte mit der Software DIFFRAC.EVA V. 5.1.0.5. (Bruker Corporation, Bil-

lerica, USA). Zur Bestimmung der qualitativen Phasenzusammensetzung wurde das 

Beugungsmuster der Proben mit den folgenden Referenzbeugungsmustern der Daten-

bank ICDD (International Centre for Diffraction Data) verglichen: α-TCP (PDF-Nr. 

09-0348), β-TCP (PDF-Nr. 09-0169), Brushit (PDF-Nr. 09-0077), Farringtonit (PDF-Nr. 

33-0876), Monetit (PDF-Nr. 09-0080), Newberyit (PDF-Nr. 35-0780), Periklas (PDF-Nr. 

04-0829), Magnesiumpyrophosphat (PDF-Nr. 01-0866), Stantfieldit (PDF-Nr. 11-0231) 

und Struvit (PDF-Nr. 15-0762). Die quantitativen Zementzusammensetzungen wurden 

mittels der Software TOPAS V6 (Bruker Corporation, Billerica, USA) nach der Rietveld-

Methode bestimmt. Alle Messungen wurden freundlicherweise von Dr. Elke Vorndran 

durchgeführt. 

3.2.4 Ethikvotum 

Ein positives Ethikvotum mit der Antragsnummer 2019090501 für die Durchführung 

der nachfolgend beschriebenen Zellexperimente wurde von der Ethikkommission der 

Universität Würzburg erteilt und ist im Anhang (Kapitel 8.6) beigefügt. 
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Die hM wurden wie folgt in einem 3-Schritt-Verfahren aus dem BC isoliert: 

Im ersten Schritt wurden die mononukleären Zellen des peripheren Blutes (Peripheral 

blood mononuclear, PBMC) von Blutplasma, Granulozyten und Erythrozyten isoliert: Der 

von Bayerischen Roten Kreuz Wiesentheid erhaltene Blutbeutel mit BC wurde unter ste-

rilen Bedingungen an einem der Auslassschläuche möglichst nah am Beutel mit einer 

Schere durchtrennt und 30 mL des Inhalts in den Falcon 1 überführt. Die Hälfte des 1. 

Falcons wurde in einen neuen (2.) Falcon geteilt. Beide Falcons wurden 1:2 mit raum-

temperierter PBS (E/B) verdünnt (15 mL + 15 mL) und händisch durch Umschwenken 

gründlich durchmischt (BC-PBS). Anschließend wurden 22,5 mL Pancoll in zwei neue 

Falcons (3. und 4.) vorgelegt und das BC-PBS-Gemisch aus dem 1. bzw. 2. Falcon in 

den 3. bzw. 4. Falcon aufgeschichtet. Dabei wurden die Falcons mit Pancoll möglichst 

schräg gehalten und das BC-PBS-Gemisch mit einer serologischen Pipette bei niedrigs-

ter Geschwindigkeit am Rand des Falcons auf das Pancoll aufgeschichtet, sodass sich 

die beiden Phasen nicht vermischten (Abbildung 5a). Anschließend wurden die Proben 

bei 20 °C für 15 min mit 1000 × g und ohne Bremse zentrifugiert. Danach waren von 

oben nach unten fünf Schichten zu erkennen: 1. Blutplasma-PBS-Gemisch (gelblich-

klar), 2. PBMC (weiß), 3. Pancoll (rötlich-trüb), 4. Granulozyten und 5. Erythrozyten (dun-

kelrot) (Abbildung 5b). Die PBMC-Schichten wurden vorsichtig mit einer serologischen 

Pipette aufgenommen und in einen frischen (5.) Falcon gepoolt. Es wurde darauf geach-

tet, dass so wenig wie möglich von der trüben Pancoll-Schicht und am Falconrand haf-

tende Reste der PBMC-Schicht mitaufgenommen wurde. Die verbleibenden Schichten 

im 3. und 4. Falcon wurden verworfen. Für den ersten Waschschritt wurde das PBMC-

Pellet bzw. der 5. Falcon mit raumtemperierter PBS (E/B) auf 50 mL aufgefüllt, kurz ge-

schwenkt und bei 20 °C für 7 min mit 400 × g und mit maximaler Bremse zentrifugiert. 

Der obere milchige PBS (E/B)-Überstand wurde abpipettiert und verworfen, sodass ein 

PBMC-Pellet am Boden des Falcon zurückblieb. Dieses PBMC-Pellet wurde mit 2 mL 

Bidest für 30 s resuspendiert, um die verbleibenden Erythrozyten zu lysieren. Anschlie-

ßend wurde der Waschschritt analog zum ersten Schritt noch zweimal wiederholt, mit 

Ausnahme der Erythrozytenlyse mit Bidest. 
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Abbildung 5: PBMC-Isolation aus BC mittels Pancoll. In einem 50 mL Falcon sind 22,5 mL BC-
PBS-Gemisch auf 15 mL Pancoll (1,077 g/L) aufgeschichtet (a). Nach Zentrifugation mit 1000 × g 
für 15 min bei 20 °C und ohne Bremse befindet sich die PBMC-Schicht zwischen dem Blutplasma-
PBS-Gemisch und dem Pancoll. Die Granulozyten und Erythrozyten befinden sich unterhalb des 
Pancolls (b). Eigene Darstellung. 

Im zweiten Schritt erfolgte die Trennung der Lymphozyten-Fraktion aus PBMC: Zu-

nächst wurde das aus dem ersten Schritt isolierte PBMC-Pellet mit 12 mL α-MEM gründ-

lich resuspendiert. Anschließend wurden jeweils 3 mL dieser Zellsuspension in vier neue 

Falcons (6.–9.) mit jeweils 10 mL vorgelegter hyperosmotischer Percoll-Lösung in die 

schräggehaltenen Falcons langsam aufgeschichtet (Abbildung 6a) und bei 20 °C für 

15 min mit 600 × g und ohne Bremse zentrifugiert. Die vier resultierenden Schichten 

waren wie folgt angeordnet (von oben nach unten): 1. α-MEM (rosa-klar), 2. kaum er-

kennbare monozytenangereicherte Schicht (weißlich), 3. Percoll (weißlich-trüb) und 4. 

Lymphozyten (gelbes Pellet am Falconboden) [189] (Abbildung 6b). Die α-MEM- und 

monozytenangereicherten Schichten sowie alle bis auf die letzten 4 mL der Percoll-

Schichten wurden mit einer serologischen Pipette aufgenommen und in zwei neue Fal-

cons (10. und 11.) gepoolt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass die Lymphozytenschich-

ten nicht aufgewirbelt wurden. Für den vierten Waschschritt wurden der 10. und 11. Fal-

con mit je 50 mL PBS (E/B) aufgefüllt, kurz geschwenkt und bei 20 °C für 7 min mit 

400 × g und mit maximaler Bremse zentrifugiert. Der klare Überstand wurde verworfen, 

die monozytenangereicherten Pellets mit 1,5 mL α-MEM pro Falcon resuspendiert und 

in einem Falcon gepoolt (monozytenangereicherte Suspension). 
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Abbildung 6: Isolation der monozytenangereicherten Suspension aus PBMC mit hyperosmoti-
scher Percoll-Lösung. 3 mL in α-MEM resuspendierte PBMC sind auf 10 mL hyperosmotischer 
Percoll-Lösung aufgeschichtet (a). Nach Zentrifugation mit 600 × g für 15 min bei 20 °C und ohne 
Bremse ist eine schmale, monozytenangereicherte Schicht zwischen der Percoll-Lösung und 
dem α-MEM zu erkennen. Die Lymphozytenfraktion befindet sich am Falcon-Boden (b). Eigene 
Darstellung. 

Im dritten Schritt wurden die Monozyten von den Thrombozyten getrennt: Dazu wurden 

die 3 mL monozytenangereicherte Suspension aus dem zweiten Isolationsschritt in ei-

nem (12.) Falcon mit 10 mL vorgelegter isoosmotischer Percoll-Lösung aufgeschichtet 

und bei 20 °C für 15 min mit 400 × g und ohne Bremse zentrifugiert (Abbildung 7). Der 

klare Überstand wurde verworfen. Für den Waschschritt wurde das Pellet mit PBS (E/B) 

auf 50 mL aufgefüllt, kurz geschwenkt und bei 20 °C für 7 min mit 400 × g und mit maxi-

maler Bremse zentrifugiert. Der klare Überstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 

5 mL α-MEM zu einer Zellstocksuspension resuspendiert. 
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Abbildung 7: Monozytenisolierung aus der monozytenangereicherten Suspension mit isoosmo-
tischer Percoll-Lösung. 3 mL der monozytenangereicherten Suspension in α-MEM sind auf 10 
mL der isoosmotischen Percoll-Lösung aufgeschichtet (a). Nach Zentrifugation mit 400 × g für 15 
min bei 20 °C und ohne Bremse befinden sich die Monozyten am Falcon-Boden. Der α-MEM-
Percoll-Überstand enthält die Thrombozyten (b). Eigene Darstellung. 

Nach jedem der drei Isolationsschritte wurde die Zellfraktionsverteilung mit CASY® Cell 

Counter und der dazugehörigen Software CASY V. 2.5 evaluiert, wobei ein Durchmes-

serbereich von 3,00–12,00 µm für die Bewertung der Gesamtzellkonzentration und ein 

Durchmesserbereich von 7,65–12,00 µm für die Bestimmung der Monozytenfraktion ein-

gestellt wurde. Die Zellfraktionsverteilung während der drei Isolationsschritte wurde 

exemplarisch an einem Spender (Spender 3) veranschaulicht. 

3.2.5.3 Monozytenaussaat auf Polystyrol, Glas und Scaffolds 

Für die Kultivierung bzw. Versuchsdurchführung wurden die hM auf Polystyrol (PS) und 

Scaffolds in 96-Well-Platten Nunclon™ Delta Surface ausgesät. Für die Rasterelektro-

nenmikroskopie der Zellen auf einer neutralen Oberfläche wurden die hM auf Deckgläser 

mit 10 mm Durchmesser in der 48-Well-Platte Nunclon™ Delta Surface kultiviert und für 

die Rasterelektronenmikroskop-(REM)-Aufnahme am Tag 17 vorbereitet (siehe Kapitel 

3.2.11). 

Ausgehend von der berechneten Monozytenkonzentration in der Zellstocksuspension 

wurde das Aussaatmedium auf eine Konzentration von 1 × 106 hM/mL eingestellt. Nach 

Absaugen des Absättigungsmediums aus den vorbereiteten Wellplatten (siehe Kapitel 

3.2.5.1) wurde eine Besiedlungsdichte von 3,3 × 105 hM/cm2 auf PS und Glas (Deckglä-

ser) angestrebt, was einer Gesamtzellzahl von 1,0 × 105 hM pro 96-Well und 

3,8 × 105 hM pro 48-Well entspricht. Auf Scaffolds wurden 6,6 × 105 hM/cm2 bzw. 
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Der Fortschritt der Differenzierung wurde mit dem Durchlichtmikroskop VisiScope IT 404 

und der Software ZEN 2.3 (blue edition) der Firma Carl Zeiss Microscopy GmbH auf PS 

am Tag 0/1, 3, 6, 10, 16 und 22 verfolgt. 

3.2.6 Zytochemische Färbung des Enzyms Tartrat-resistente saure 
Phosphatase, Durchlicht- und Stereomikroskopie 

Die TRAP-Färbung von Osteoklasten wurde mit einem kommerziell erhältlichen sauren 

Phosphatase-Kit von Sigma-Aldrich gemäß der mitgelieferten Anleitung [190] durchge-

führt. Dabei hydrolysiert TRAP den Phosphorsäureester von Naphthol-AS-BI-Phosphat 

(N-ASBI-P), was zu einer Spaltung von Naphthol-AS-BI führt. Dieses bindet an das Fast 

Garnet GBC und verursacht eine unlösliche Ablagerung eines kastanienbraunen/violet-

ten Farbstoffs im Zytoplasma von TRAP-aktiven Zellen [190]. 

Als erstes wurde die Fixier- und Färbelösung am Tag des Versuchs frisch vorbereitet: 

Die Fixierlösung wurde aus 3,316 mL Aceton, 1,276 mL Zitrat-Lösung und 0,408 mL 

37%iger Formaldehyd in einem 10 mL Rollrandglas hergestellt und bis zur Verwendung 

bei RT verschlossen gehalten. Zur Herstellung der Färbelösung wurde zunächst die di-

azotierte Fast Garnet GBC-Lösung in einem SafeSeal Reagiergefäß (Eppi) angesetzt, 

indem 22,22 µL Fast Garnet GBC und 22,22 µL Natriumnitrit für 30 s resuspendiert und 

für 2 min stehen gelassen wurden. Diese Lösung wurde anschließend mit 2 mL auf 37 °C 

vorgewärmtem Bidest vermischt. Die Färbelösung wurde durch die weitere Zugabe von 

22,22 µL Naphthol-AS-BI-Phosphat-Lösung, 88,89 µL Azetat-Lösung und 44,44 µL Tar-

trat-Lösung komplettiert. 

Vor der Färbung wurde das Kulturmedium aus den Wells abgesaugt, die Zellen auf den 

Oberflächen mit 100 µL Fixierlösung pro 96 Well für 30 s fixiert und die Proben zweimal 

mit 200 µL PBS pro Well gewaschen und abgesaugt. Anschließend wurden 100 µL Fär-

belösung pro Well pipettiert und für 60 min im Brutschrank Heracell™ 150i bei 37 °C und 

5 % CO2 inkubiert. Nachdem die Färbelösung abgesaugt, die Oberflächen zweimal mit 

200 µL Bidest pro Well gewaschen und über Nacht bei RT getrocknet wurden, konnten 

die Proben analysiert werden. 

Mit dem Durchlichtmikroskop VisiScope IT 404 und der Software ZEN 2.3 (blue edition) 

der Firma Carl Zeiss Microscopy GmbH wurde die PS-Referenz analysiert. Mit dem Ste-

reomikroskop SteREO Discovery.V20 und der Software ZEN 2012 (blue edition) der 

Firma Carl Zeiss Microscopy GmbH wurden die Scaffolds analysiert. 



3 Material und Methoden 

52 

Insgesamt wurde die TRAP-Färbung an Zellkulturen aller drei Spender und jeweils am 

Tag 10, 16 und 22 durchgeführt. Dazu wurden für jeden Probentyp (gleiche Phase und 

gleicher Zeitpunkt) jeweils zwei Proben pro Spender untersucht. Die repräsentativen 

Scaffolds und Stellen wurden abgebildet und die Ergebnisse qualitativ eingeschätzt. 

3.2.7 Zelllyse 

Die Zelllyse wurde zur Bestimmung der DNA-Konzentration (Kapitel 3.2.8) sowie der 

intrazellulären TRAP-Aktivität (Kapitel 3.2.9) durchgeführt. 

An den Versuchstagen 10, 16 und 22 wurde das Kulturmedium aus den Wells abgesaugt 

und die Proben zweimal mit 200 µL PBS pro Well gewaschen. Anschließend wurden 

300 µL Lyse-Puffer (1 % Triton™ X-100 in PBS) pro Well auf die Proben pipettiert und 

für 60 min auf Eis inkubiert. Das resultierende Zelllysat wurde dreimal bei –80 °C einge-

froren und wieder aufgetaut, um eine gründlichere Zelllyse zu erreichen. Die Lagerung 

bis zur weiteren Verarbeitung erfolgte ebenfalls bei –80 °C. 

Bei zwei Spendern (Spender 1 und 2) wurden die Zellen auf den Scaffolds in demselben 

Well mit 300 µL Lyse-Puffer lysiert, in dem sie kultiviert wurden. Bei einem Spender 

(Spender 3) wurden die Scaffolds nach den Waschschritten in ein frisches Well überführt 

und die Zelllyse sowohl auf den Scaffolds als auch in den entsprechenden Kultivierungs-

Wells mit je 300 µL Lyse-Puffer durchgeführt, um die DNA-Konzentration und Enzymak-

tivität auf dem PS (Kultivierungs-Wells) und den am Scaffold haftenden Zellen separat 

zu erfassen. 

3.2.8 DNA-Quantifizierung (PicoGreen™-Assay) 

Das Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay Kit ermöglicht die Quantifizierung von dop-

pelsträngiger DNA in einer Lösung durch Bindung des PicoGreen™-Reagenzes an die 

Nukleinsäure. Mittels Fluoreszenz kann der dabei entstandene DNA-Farbstoff-Komplex 

gemessen werden. Die daraus ermittelten DNA-Konzentrationen dienten gleichzeitig zur 

Bestimmung der DNA-normierten TRAP-Aktivität (Kapitel 3.2.9). 

Zunächst wurde das im Kit enthaltene TE-Puffer-Konzentrat 1:20 mit Bidest am Ver-

suchstag verdünnt. Die PicoGreen™-Arbeitslösung wurde durch Verdünnen des Pico-

Green™-Reagenzes mit dem TE-Puffer im Verhältnis 1:800 am Versuchstag frisch her-

gestellt und lichtgeschützt bei RT aufbewahrt. Als Nächstes wurden 10 µL Zelllysat (Ka-

pitel 3.2.7) pro Probe und Well in eine schwarze 96-Well-Microplatte von Greiner Bio-
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One GmbH pipettiert. Anschließend wurden 190 µL PicoGreen™-Arbeitslösung pro Well 

mit einer Mehrkanalpipette zugegeben, etwaige Luftbläschen mit einer Kanüle beseitigt 

und die Proben lichtgeschützt bei RT auf dem Schüttler Rotamax 120 bei 100 U/min für 

5 min inkubiert. Danach wurde die Fluoreszenzintensität bei 485 nm Anregungs- und 

535 nm Emissionswellenlänge mit dem Mikroplatten-Lesegerät Spark 20M und der da-

zugehörigen Software SparkControl magellan V. 1.2 gemessen. 

Für die Bestimmung der Kalibriergeraden wurde der im Kit enthaltene λ-DNA-Standard 

in verschiedenen Konzentrationen mit TE-Puffer verdünnt, jeweils 10 µL davon mit 

190 µL PicoGreen™-Arbeitslösung vermischt und die Fluoreszenzintensität in den Well-

Platten mit den Proben bei jeder Messung neu bestimmt. Für die Referenzleerwerte wur-

den 10 µL Lyse-Puffer (1 % Triton™ X-100 in PBS) als Probenleerwert („Zelllysatleer-

wert“) und 10 µL TE-Puffer als Standardleerwert mit jeweils 190 µL PicoGreen™-Arbeits-

lösung bei jeder Messung in den Well-Platten mit den Proben mitgeführt. Die so be-

stimmten Hintergrundfluoreszenzen wurden von den entsprechenden Messwerten (Zell-

lysate oder DNA-Standards) subtrahiert. Alle DNA-Standards und Referenzleerwerte 

wurden als Duplikate gemessen. 

Die DNA-Standards und die Zelllysate wurden während der Vorbereitungen auf Eis ge-

lagert. Beim Arbeiten mit den PicoGreen™-Arbeitslösungen wurde eine möglichst kurze 

Verzögerungszeit zwischen den einzelnen Schritten angestrebt. 

Die DNA-Quantifizierung wurde an den Tagen 10, 16 und 22 bei drei Spendern durch-

geführt. Pro Spender wurden für jeden Probentyp (gleiche Phase und gleicher Zeitpunkt) 

drei Proben (n = 9) in Duplikaten gemessen. Bei zwei Spendern (Spender 1 und 2) wurde 

die DNA-Konzentration in demselben Well bestimmt, in dem die Zellen kultiviert wurden. 

Bei einem Spender (Spender 3) wurde die DNA-Konzentration separat auf den Kultivie-

rungs-Scaffolds und den entsprechenden Kultivierungs-Wells erfasst. Diese Teilergeb-

nisse sind im Anhang beigefügt (siehe Kapitel 8.2). Für die Gesamtauswertung wurden 

die Ergebnisse aller drei Spender herangezogen, indem die DNA-Konzentrationen der 

Kultivierungs-Scaffolds und der entsprechenden Kultivierungs-Wells bei Spender 3 ad-

diert wurden. Diese Summe wurde analog zu den Ergebnissen von Spender 1 und 2 in 

die statistische Gesamtauswertung (Kapitel 3.2.14) einbezogen. 
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3.2.9 Photometrische Enzymaktivitätsmessung der Tartrat-resistente 
saure Phosphatase 

Es ist bekannt, dass das Enzym TRAP in der Lage ist, das nicht-native Substrat p-Nitro-

phenylphosphat (pNPP) zu dem Produkt p-Nitrophenol (pNP) zu hydrolysieren [93], das 

eine gelbe Farbe annimmt. Diese kann photometrisch gemessen werden. Dazu wurden 

zunächst der Acetat-Tartrat-Puffer, die Stopp-Lösung und der Lyse-Puffer mehrere Tage 

im Voraus und die TRAP-Substrat-Lösung und pNP-Stock-Lösung am Tag des Versuchs 

vorbereitet (siehe Tabelle 3.10). 

In eine frische 96-Well-Platte Nunclon™ Delta Surface wurden 10 µL Zelllysat (Kapitel 

3.2.7) pro Well pipettiert, gefolgt von 150 µL TRAP-Substrat-Lösung und einer 60-minü-

tigen Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank Heracell™ 150i. Um die enzyma-

tische Reaktion nach 1 h zu beenden, wurden 50 µL Stopp-Lösung pro Well zugegeben. 

Die Intensität der Gelbfärbung wurde über die Absorption bei einer Anregungswellen-

länge von 405 nm und einer Referenzwellenlänge von 620 nm mit dem Mikroplatten-

Lesegerät Spark 20M und der dazugehörigen Software SparkControl magellan V. 1.2 

gemessen. 

Eine Kalibriergerade wurde mit je 150 µL verschiedener pNP-Konzentrationen und je 

10 µL Lyse-Puffer pro Well in den Well-Platten mit den Proben bei jeder Messung neu 

bestimmt (pNP-Standards). Für die Referenzleerwerte wurden 10 µL Lyse-Puffer mit 

150 µL TRAP-Substrat-Lösung als Probenleerwert („Zelllysatleerwert“) und 10 µL Lyse-

Puffer mit 150 µL Acetat-Tartrat-Puffer als Standardleerwert bei jeder Messung in den 

Well-Platten mit den Proben mitgeführt. Nach der Inkubation der pNP-Standards und der 

Referenzleerwerte für 60 min bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank Heracell™ 150i 

wurden 50 µL Stopp-Lösung pro Well zugegeben, analog zu den Proben. Die so be-

stimmten Hintergrundabsorptionen wurden von den entsprechenden Messwerten (Zell-

lysate oder pNP-Standards) subtrahiert. Alle pNP-Standards und Referenzleerwerte 

wurden als Duplikate gemessen. 
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Die Messungen der TRAP-Aktivitäten (TRAP-Volumenakivität und TRAP-Aktivität pro 

DNA-Menge) wurden an den Tagen 10, 16 und 22 bei drei Spendern durchgeführt. Pro 

Spender wurden für jeden Probentyp (gleiche Phase und gleicher Zeitpunkt) drei Proben 

(n = 9) in Duplikaten gemessen. Bei zwei Spendern (Spender 1 und 2) wurde die TRAP-

Volumenaktivität in demselben Well bestimmt, in dem die Zellen kultiviert wurden. Bei 

einem Spender (Spender 3) wurde die TRAP-Volumenaktivität separat auf den Kultivie-

rungs-Scaffolds und den entsprechenden Kultivierungs-Wells erfasst. Diese Teilergeb-

nisse sind im Anhang beigefügt (siehe Kapitel 8.2). Für die Gesamtauswertung wurden 

die Ergebnisse aller drei Spender herangezogen, indem die TRAP-Volumenaktivitäten 

der Kultivierungs-Scaffolds und der entsprechenden Kultivierungs-Wells bei Spender 3 

addiert wurden. Zur Bestimmung der TRAP-Aktivität pro DNA-Menge bei Spender 3 wur-

den die Summen der TRAP-Volumenaktivitäten und der DNA-Konzentrationen (siehe 

Kapitel 3.2.8) gemäß der Formel (3.2) dividiert (Daten nicht gezeigt). Die so gewonnenen 

Daten vom Spender 3 wurden analog zu den Ergebnissen von Spender 1 und 2 in die 

statistische Gesamtauswertung (Kapitel 3.2.14) einbezogen. 

3.2.10 Fluoreszenzmikroskopie der Aktin-Filamente und der DNA 

Zur Fluoreszenzmarkierung der Zellen wurden pro Präparat zwei Fluoreszenzfarbstoffe 

eingebracht: Phalloidin hat eine hohe Affinität zu F-Aktin und ein daran gebundener Flu-

oreszenzfarbstoff kann dazu verwendet werden, die Aktinringe der Versiegelungszonen 

von aktiven Osteoklasten zu visualisieren. Hoechst bindet an doppelsträngige DNA und 

ermöglicht so die Fluoreszenz der Nuklei. 

Der Lyse-Puffer und die Block-Lösung wurden mehrere Tage im Voraus und die Phalloi-

din- und die Hoechst-Färbelösung am Tag des Versuchs vorbereitet (Tabelle 3.11). 

Bei jedem der unten genannten Waschschritte wurden die Proben zweimal mit 200 µL 

PBS pro Well für 2 min bei RT getränkt. Es wurde darauf geachtet, dass beim Absaugen 

der Flüssigkeiten die Probenoberflächen stets mit einer Restflüssigkeit bedeckt blieben, 

bevor die nächste Lösung vorsichtig am Rand des Wells zugegeben wurde, da die fixier-

ten Zellstrukturen sehr fragil waren. 

Zunächst wurde das Kulturmedium entfernt und die Präparate gewaschen. Zur Fixierung 

der Zellen wurden 100 µL Roti®-Histofix pro Well zu den Proben in die Kultivierungs-

Wells gegeben, 5 min auf Eis gehalten und erneut gewaschen. Mit 100 µL Lyse-Puffer 

pro Well und einer 5-minütigen Einwirkzeit bei RT wurden die Zellen permeabilisiert. 
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Bei der Analyse der Kultivierungs-Wells wurden die von Scaffolds bedeckten und unbe-

deckten Well- bzw. PS-Stellen getrennt betrachtet. Anhand der folgenden Merkmale 

wurden die Zelltypen in vier Kategorien eingeteilt, wobei die osteoklastenähnlichen Zel-

len auf den PS-Referenzen als das maximal zu erreichende Differenzierungsstadium 

angesehen wurden: 

0. Wenig/keine Zellen. 

 

1. Kleine mononukleäre Zellen (ca. 15–25 µm im Durchmesser) mit diversen morpho-

logischen Erscheinungen. 

 

2. Riesenzellen (ca. ≥ 50 µm im Durchmesser) mit 1–2 Nuklei und mit runder oder 

spindelförmiger Morphologie. 

 

3. Riesenzellen (≥ 50 µm im Durchmesser) mit ≥ 3 zentral eingeschlossenen Nuklei 

und schmalen/dünnen Aktinringen. 

 

4. Riesenzellen (≥ 50 µm im Durchmesser) mit ≥ 3 zentral eingeschlossenen Nuklei 

und breiten/dicken Aktinringen. 

Für eine semiquantitative Bewertung dieser Ergebnisse wurden die einzelnen Katego-

rien als Punkte betrachtet, sodass pro Oberfläche (unbedeckter PS-Bereich und mit 

Scaffold bedeckter PS-Bereich) und pro Versuchstag maximal 8 Punkte erreicht werden 

konnten. Dementsprechend konnten maximal 24 Punkte pro Probe für alle 3 Versuchs-

tage erzielt werden. 

3.2.11 Rasterelektronenmikroskopie 

Die REM-Untersuchung wurde insgesamt an Zellkulturen zweier Spender durchgeführt, 

wobei für jeden Spender die gleichen Versuche erfolgten. Dazu wurden für den gleichen 

Probentyp zwei Proben pro Spender mit hM kultiviert und am Tag 17 für die Analyse 

präpariert. Der eine Probensatz („Mit Zellen“) diente zur Darstellung der Zellmorphologie, 

des Zellzustandes und der Zell-Zement-Interaktion. Die auf Deckgläser kultivierten Zel-

len fungierten als Referenz. Die Präparation der Proben mit Zellen bestand aus der Fi-

xierung der Zellen auf den Oberflächen, der Entwässerung und der Kritischen-Punkt-

Trocknung. Der andere Probensatz („Nach Zelllyse“) wurde für die Analyse der Resorp-

tionslakunen verwendet. Hierfür wurden die Zellen mit Lyse-Puffer von den Scaffolds 
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Die entwässerten Zellpräparate („Mit Zellen“) wurden in die Probendruckkammer des 

Kritisch-Punkt-Trockners CPD 030 mit 100 % Aceton überführt, die Kammer dicht ver-

schlossen und auf 8 °C abgekühlt. Anschließend wurde zehnmal flüssiges CO2 in die 

Kammer eingeleitet und nach 5 min wieder abgelassen, wobei die Präparate stets mit 

einer Flüssigkeit bedeckt blieben. Nachdem das Aceton gegen das flüssige CO2 ausge-

tauscht wurde, folgte eine Erwärmung der Druckkammer auf 42 °C. Ab 31 °C wurde der 

kritische Punkt erreicht und das flüssige CO2 ging in die Gasphase über. Schließlich 

wurde das Gas mit weniger als 5 bar abgelassen und so die Proben für die Platin-Be-

schichtung (Sputtern) vorbereitet. 

Die Proben, auf denen die Resorptionslakunen analysiert werden sollten („Nach Zell-

lyse“), wurden zweimal mit 200 µL PBS pro Well gewaschen. Anschließend wurden die 

Scaffolds in 2 mL Eppis mit je 300 µL Lyse-Puffer überführt und die Zellen zunächst für 

50 min auf Eis, danach für weitere 10 min bei RT in dem Ultraschallbad Sonorex Super 

RK 512 H lysiert. Schließlich wurden die Scaffolds zweimal mit 200 µL Bidest pro Eppi 

gewaschen und für 12 h bei 60 °C getrocknet. Bis zum Sputtern wurden die Proben in 

den trockenen und geschlossenen Eppis für mehrere Tage bei RT gelagert. 

Die Platin-Beschichtung erfolgte mit dem Sputtergerät Leica EM ACE600. Dazu wurden 

alle Präparate („Ohne Zellkontakt“, „Mit Zellen“, „Nach Zelllyse“) mit dem leitfähigen Koh-

lekleber Leit-C auf die Leittabs geklebt, auf einen Probenhalter gesetzt und eine 4 nm 

dicke Platinschicht besputtert. 

Bei dem Rasterelektronenmikroskop handelt es sich um Crossbeam 340. Die Oberflä-

chen wurden bei einer Beschleunigungsspannung von 2 kV, bei 500-, 1000- und 

2000-facher Vergrößerung untersucht und dabei REM-Bilder erstellt. Die REM-Aufnah-

men wurden freundlicherweise von Judith Friedlein und Philipp Stahlhut durchgeführt. 

3.2.12 Induktiv gekoppelter Plasmamassenspektrometrie (ICP-MS) 

Die verbrauchten Kulturmedien der zellbesiedelten Proben wurden alle drei Tage aus-

getauscht und die Kulturmediumüberstände vom Tag 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18 und 21 für die 

induktiv gekoppelte Plasmamassenspektrometrie (ICP-MS) bei –20 °C aufbewahrt. Ins-

gesamt wurden die Proben von zwei Spendern (Spender 2 und 3) für die ICP-MS-Ana-

lyse verwendet, wobei die Kulturmediumüberstände von zwei Proben pro Spender und 



3 Material und Methoden 

61 

Probentyp (gleiche Phase und gleicher Zeitpunkt) gemessen wurden (n = 4). Diese Kul-

turmediumüberstände stellten die bR dar, die sich aus der zR und der cD zusammen-

setzt. 

Um die zR zu bestimmen, musste die Differenz zwischen der bR und der cD gebildet 

werden. Dazu wurden pro Probentyp (gleiche Phase und gleicher Zeitpunkt) drei sterile 

und azelluläre Proben (n = 3) in 96-Well-Platten Nunclon™ Delta Surface analog zu den 

zellbesiedelten Proben in den Kulturmedien ausgelagert und die Kulturmediumüber-

stände ebenfalls bei –20 °C für die ICP-MS-Analyse aufbewahrt. 

Zur Messung der Ionenkonzentrationen wurden die aufgetauten Kulturmediumüber-

stände zunächst bei 20 °C für 5 min mit 1000 × g zentrifugiert und nur die oberen Medi-

enschichten zur Analyse abpipettiert, um die Aufnahme von möglichen Zementpartikel-

resten und Zelltrümmern zu vermeiden. 25 µL pro Medienüberstand wurden mit 

0,69%iger Salpetersäure Roripuran®Supra auf 2 mL aufgefüllt (1:80 Verdünnung) und 

vor der Messung auf dem Vortexer Vortex Genie 2 geschüttelt. Die Analyse fand mit dem 

ICP-Massenspektroskop Thermo Scientific™ iCAP™ RQ und der dazugehörigen Soft-

ware Qtegra V. 2.10 in 2 mL Eppis mit 300 µL Schleife und dreifacher Messung pro Eppi 

statt. Die quantitative Bestimmung der Ionen erfolgte für Calcium, Magnesium und Phos-

phor und wurde bei jeder Messung gegen die Standardlösungen von Certipur® kalibriert. 

3.2.13 pH-Wertmessung der Kulturmediumüberstände 

Für die Messungen der pH-Werte wurden die verbrauchten Kulturmediumüberstände 

der Zellkulturen von zwei Spendern (Spender 2 und 3) am Tag 9, 15 und 21 bei –80 °C 

aufbewahrt. Pro Spender und Probentyp (gleiche Phase und gleicher Zeitpunkt) wurden 

zunächst 150 µm Kulturmediumüberstände von jeweils drei Proben in ein 1,5 mL-Eppi 

gepoolt (n = 2), sodass ein ausreichendes Volumen für die Messung zur Verfügung 

stand. Die Messung wurde bei 25 °C außerhalb des Brutschrankes mit dem pH-Meter 

WTW inoLab® pH 730 durchgeführt. 

3.2.14 Statistische Auswertung 

Die Daten der einzelnen Spender, die zu einem Probentyp gehörten, wurden zur Ge-

samtprobenzahl n zusammengefasst. 
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Für die DNA- und TRAP-Auswertung wurden die Einzelwerte, die außerhalb des 1,5-fa-

chen Interquartilsabstands lagen, als Ausreißer aus der Gesamtauswertung herausge-

nommen. So variierte n von 8 bis 9 für die Analyse der DNA-Konzentration, von 7 bis 9 

für die TRAP-Volumenaktivitäten und von 6 bis 9 für die TRAP-Aktivitäten pro DNA-

Menge. Statistische Auswertung dieser Daten und der pH-Ergebnisse erfolgten unter 

Verwendung der zweifachen Varianzanalyse (Tukey-Test), wobei das Signifikanzniveau 

auf p < 0,05 festgelegt wurde. Diese statistischen Analysen und die Diagramme wurden 

mit der Software OriginPro 2019b V. 9.6.5.169 (OriginLab, Northampton, USA) durchge-

führt bzw. erstellt. Die vollständigen signifikanten Wechselwirkungen zwischen den ein-

zelnen Probentypen sind in den Tabellen 8.1 bis 8.4 im Anhang (Kapitel 8.1) aufgeführt. 

Die Mittelwerte (M) und Standardabweichungen (SD) wurden mit Excel für Office 365 

MSO V. 16 (Microsoft, Redmond, USA) berechnet. Mit den Teilergebnissen von Spender 

1, 2 und 3 (Kultivierungs-Scaffolds und Kultivierungs-Wells) wurde bei den Signifikanz-

tests, M-Berechnungen und SD analog zur Gesamtauswertung verfahren, jedoch ohne 

die Ausreißer herauszunehmen, die außerhalb des 1,5-fachen Interquartilsabstandes la-

gen. Diese Teilergebnisse sind im Anhang beigefügt (Kapitel 8.2). 

Um die zR anhand der ICP-MS-Daten statistisch zu prüfen, wurde die zweifaktorielle 

Varianzanalyse (Tukey-Test) zwischen der bR und der cD angewandt. Signifikante Un-

terschiede (p < 0,05) sind in der Abbildung 23 mit Sternchen an den entsprechenden 

Tagen oberhalb der Fehlerbalken gekennzeichnet. 

Alle statistischen Analysen, Berechnungen von M und SD sowie aller Diagramme wur-

den vom Autor dieser Arbeit durchgeführt bzw. erstellt. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Volumenreduktion nach Sinterung 

Die mittlere Volumenreduktion der Scaffolds, die vor und nach der Sinterung gemessen 

wurde, betrug 5,58 % (SD = 1,23) im Durchmesser und 5,45 % (SD = 1,48) in der Höhe. 

4.2 Phasenzusammensetzung der Zemente (XRD) 

Um die Phasenumwandlungen zu verifizieren, wurde eine qualitative und quantitative 

Analyse der Rohpulver, der gesinterten Scaffolds sowie der mit reaktiven Lösungen in-

filtrierten Scaffolds mittels Röntgendiffraktometrie durchgeführt. 

Nach dem Sintern der Referenzprobe TCP stieg der β-TCP-Anteil von 41 Gew.-% auf 

88 Gew.-% und der α-TCP-Anteil sank demnach von 60 Gew.-% auf 12 Gew.-%. Nach 

der Behandlung dieser Proben mit 2,0 mol/L H3PO4 lagen die Produkte Brushit (23 Gew.-

%, CaHPO4·2H2O) und Monetit (6 Gew.-%, CaHPO4) vor. Gleichzeitig verringerte sich 

der β-TCP-Anteil auf 62 Gew.-% und der α-TCP-Anteil auf 9 Gew.-% (Abbildung 8). 

Bei allen magnesiumhaltigen Zementen konnte kein relevanter Unterschied in den Pha-

senzusammensetzungen zwischen den Rohpulvern und den gesinterten Scaffolds fest-

gestellt werden, was für eine Sinterung ohne Phasenumwandlung spricht. Mit steigen-

dem Mengenanteil der Ausgangsstoffe Magnesiumhydrogenphosphat (MgHPO4) und 

Magnesiumhydroxid (Mg(OH)2) erhöhte sich der Anteil an Farringtonit (Mg3(PO4)2) im 

Rohpulver (Tabelle 3.4), während der Anteil an Stanfieldit (Ca4Mg5(PO4)6) abnahm, so-

dass das TMP-Rohpulver zu 98 Gew.-% aus Farringtonit und zu 2 Gew.-% aus der Ver-

unreinigung Magnesiumpyrophosphat (Mg2P2O7) bestand. Nach der Sinterung setzte 

sich TMP-Sin aus 100 Gew.-% Farringtonit zusammen (Abbildung 9–11). 

Nachdem die gesinterten Scaffolds mit reaktiven Lösungen infiltriert wurden, kam es zur 

Ausfällung der schnelllöslichen Produkte Struvit (NH4MgPO4·6H2O) nach Infiltration mit 

DAHP und Newberyit (MgHPO4·3H2O) nach Infiltration mit H3PO4. Dabei wurde beo-

bachtet, dass mit steigendem Gehalt der Ausgangsstoffe MgHPO4 und Mg(OH)2 die Pro-

dukte Struvit und Newberyit in den Scaffolds zunahmen, wobei das Produkt Newberyit 

stets einen fast doppelt so hohen Anteil wie das Produkt Struvit hatte. Die Edukte Stan-

fieldit und Farringtonit machten jedoch weiterhin den größten Anteil aus. Eine geringe 

Menge Brushit wurde bei CM2,25-P (3 Gew.-%) sowie Periklas bei CM2,25-P (2 Gew.-

%), CM2,75-D (3 Gew.-%) und CM2,75-P (2 Gew.-%) nachgewiesen (Abbildung 9–11). 
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4.3 Osteoklastenkultivierung 

Mittels der dreifachen Dichtegradientenzentrifugation wurden die hM sukzessive aus 

dem BC isoliert. Nach jedem Isolationsschritt wurden die Zellfraktionsverteilungen be-

stimmt. So ist in der Abbildung 12a zu erkennen, dass die Monozytenfraktion in PBMC 

etwa dem Anteil der Lymphozytenfraktion entsprach, während die Thrombozytenfraktion 

etwa dreimal höher war. Nach dem nächsten Isolationsschritt mit hyperosmotischer Per-

coll-Lösung reduzierte sich die Lymphozytenfraktion deutlich und die Thrombozytenfrak-

tion halbierte sich gegenüber der Monozytenfraktion (Abbildung 12b). Nach der Isolie-

rung mit isoosmotischer Percoll-Lösung blieb lediglich ein kleiner Teil der ursprünglichen 

Thrombozyten übrig, während die Monozyten den Hauptteil der Zellsuspension aus-

machten (Abbildung 12c). Damit betrug die mittlere Monozytenreinheit 58,20 % 

(SD = 11,21) (Einzelwerte für Spender 1: 42,92 %; Spender 2: 62,21 %; Spender 3: 

69,47 %) und die mittlere Monozytenausbeute entsprach 8,49 × 107 hM (SD = 

3,35 × 107) (Einzelwerte für Spender 1: 5,68 × 107 hM; Spender 2: 6,59 × 107 hM; Spen-

der 3: 13,2 × 107 hM) pro 30 mL BC. 

Bei einer Besiedlungsdichte von 3,3 × 105 hM/cm2 auf PS und Glas waren 1 h nach der 

Zellaussaat runde und spindelförmige mononukleäre Zellen zu erkennen, die in den 

nächsten Tagen an Größe und Adhäsion zunahmen (Abbildung 13a, b). Ab Tag 6 konn-

ten unter der Stimulation mit M-CSF und RANKL binukleäre Zellen mit einem Durchmes-

ser von etwa 50 µm auf PS nachgewiesen werden (Abbildung 13c). Ab Tag 10 waren 

polynukleäre Riesenzellen mit einem Durchmesser von ca. 100 µm nachweisbar (Abbil-

dung 13d–f). Die Monozytenfusion verlief asynchron, sodass zur gleichen Zeit unter-

schiedliche Zellgrößen und Nukleuszahlen pro Zelle zu beobachten waren. Die Zellfu-

sion nahm mit der Zeit tendenziell zu, sodass am Tag 22 häufig mehr als zehn Nuklei 

pro Zelle gezählt werden konnten (Abbildung 13f). Zudem zeigten diese polynukleären 

Riesenzellen im Zentrum ein gestippeltes Aussehen und an der Zellperipherie waren 

glatte Ausläufer zu erkennen (Abbildung 13c–f).  
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Abbildung 12: Zellfraktionsverteilung während der sukzessiven Monozytenisolation mittels einer 
dreifachen Dichtegradientenzentrifugation. Die Gesamtzellzahl ist im Durchmesserbereich von 
3,00–12,00 µm dargestellt. Die Monozytenfraktion liegt im Durchmesserbereich von 7,65–12 µm 
(grau hinterlegt). PBMC nach Isolierung mit Pancoll (a). Monozytenangereicherte Suspension 
nach Isolierung mit hyperosmotischer Percoll-Lösung (b). Isolierte Monozytenfraktion mit 
isoosmotischer Percoll-Lösung (c). Darstellung der Zellfraktionsverteilung vom Spender 3 nach 
dem Zellzählsystem CASY® Cell Counter.  





4 Ergebnisse 

71 

4.4 TRAP-Färbung 

Da polynukleäre Riesenzellen lediglich ein Indiz für die Osteoklastogenese sind, wurde 

zum Nachweis von Osteoklasten das osteoklastenspezifische Enzym TRAP angefärbt. 

Eine kastanienbraune/violette Färbung der Zellen deutet auf TRAP-positive Zellen hin. 

Eine gelbliche Färbung hingegen weist auf TRAP-negative Zellen hin. 

Wie in den Abbildungen 14, 15 und 16 zu sehen ist, wurden ab Tag 10 durchgängig 

TRAP-positive und polynukleäre Riesenzellen auf PS festgestellt, die im Laufe des Ver-

suchs an Größe und Farbintensität zunahmen, sodass bis Tag 22 einige von ihnen eine 

Größe von über 100 µm erreicht hatten. Im Zellzentrum wurde eine intensive Violettfär-

bung mit Nuklei beobachtet, während die Farbintensität zur Zellperipherie hin abnahm 

und keine Nuklei zu erkennen waren. Darüber hinaus schienen die TRAP-positiven Zel-

len eine hohe Adhärenz zu PS aufzuweisen. 

Auf der Phase TCP wurden am Tag 16 mit ca. 50 µm die größten TRAP-positiven Zellen 

unter den Zementen gemessen. Obwohl ihre Zellzahlen gering waren, blieben sie über 

den Versuchszeitraum weitestgehend konstant. Darüber hinaus konnten kleine TRAP-

negative Zellen auf den Proben beobachtet werden, die gleichmäßig auf der Oberfläche 

verteilt waren (Abbildung 15 und 16). 

Auf der Phase TCP-P fielen besonders die weißen und kugelförmigen Ablagerungen auf 

den Prüfkörpern auf (Abbildung 15 und 16). Diese konnten an jedem der drei Versuchs-

tage beobachtet werden und waren an vereinzelten Stellen zu finden, wie sie in den 

oberen Bildausschnitten der geteilten Darstellungen zu sehen sind (Abbildung 16). Dar-

über hinaus bildeten sich vereinzelt gelbe Kristallite auf den Proben (unteres Teilbild der 

Abbildung 16 am Tag 16). Tendenziell konnten über den Versuchszeitraum nur verein-

zelte TRAP-positive Zellen nachgewiesen werden, die ihr zahlenmäßiges Maximum an 

Tag 16 erreichten und bevorzugt auf den weißen Präzipitaten (kugelförmige Ablagerun-

gen) zu finden waren. Diese Zellen hatten einen Durchmesser von ca. 25 µm. Die klei-

neren TRAP-negativen Zellen hingegen waren zu jedem Zeitpunkt auf den Präparaten 

zu beobachten. 

Die Zellen auf den Struvit-bildenden Zementen CM2,25-D und CM2,75-D zeigten ein 

ähnliches Färbeverhalten: Auf deren Oberflächen konnten im Vergleich zu allen getes-

teten Zementen die meisten TRAP-positiven Zellen detektiert werden, die eine Zellgröße 

von etwa 25 µm aufwiesen. Ihre Anzahl und Farbintensität bleibt am Tag 10 und Tag 16 
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nahezu konstant und nahm bis Tag 22 stellenweise deutlich zu. Insgesamt war die Far-

bintensität weitgehend gleichmäßig auf den Oberflächen verteilt. Die Phase CM2,75-D 

wies tendenziell mehr TRAP-positive Zellen auf als die Phase CM2,25-D (Abbildung 15 

und 16). Die geringste TRAP-Färbung unter den Struvit-bildenden Zementen wurde auf 

dem Präparat TMP-D beobachtet, wobei die Anzahl der TRAP-positiven Zellen im Laufe 

des Versuchs leicht anstieg (Abbildung 15 und 16). 

Auf den Newberyit-bildenden Zementoberflächen CM2,25-P, CM2,75-P und TMP-P wur-

den inselartige kastanienbraune Stellen beobachtet, deren Farbintensitäten über den 

Versuchszeitraum zunahmen (Abbildung 15 und 16). Insgesamt erreichten diese Ze-

mente innerhalb des Versuchszeitraums die geringste Ausprägung sowohl der TRAP-

positiven als auch der TRAP-negativen Zellen, deren Größe bei etwa 20 µm lag (Abbil-

dung 16). 
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4.5 DNA-Quantifizierung 

Die DNA-Quantifizierung wurde mit lysierten Zellen und dem kommerziell erhältlichen 

Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay Kit durchgeführt. 

Während der 22-tägigen Versuchsreihe konnten bei keiner der Proben signifikante Ver-

änderungen der DNA-Konzentration festgestellt werden (Abbildung 17). 

Die DNA-Konzentration auf der TCP-Referenz erreichte an allen Tagen maximale Werte 

und hatte am Tag 10 (M = 44,04 ng/mL, SD = 28,83 ng/mL) signifikant höhere Werte im 

Vergleich zu allen anderen Proben. Tendenziell nahmen die DNA-Konzentrationen auf 

dieser Phase ab, sodass am Tag 16 (M = 36,86 ng/mL, SD = 21,15 ng/mL) lediglich ein 

signifikant höherer Wert im Vergleich zu der Phase CM2,75-D vorlag. Am Tag 22 (M = 

30,84 ng/mL, SD = 18,70 ng/mL) konnten keine signifikanten Unterschiede im Vergleich 

zu den anderen Proben festgestellt werden. 

Die Proben PS, TCP-P und alle magnesiumhaltigen Zemente hatten vergleichsweise 

ähnliche DNA-Konzentrationen, die zwischen 16,30 ng/mL (SD = 8,93) auf Mg2,25-D 

am Tag 22 und 25,94 ng/mL (SD = 10,61) auf TMP-D am Tag 10 lagen. Somit waren zu 

keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede zwischen diesen Versuchsoberflächen zu 

verzeichnen, obwohl auf PS im Vergleich zu den Zementoberflächen lediglich die Hälfte 

an hM ausgesät wurde.  
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4.6 TRAP-Aktivität 

Zusätzlich zur TRAP-Färbung wurde die Aktivität dieses Enzyms photometrisch be-

stimmt und zu TRAP-Volumenaktivität und TRAP-Aktivität pro DNA-Menge berechnet. 

Wie in der Abbildung 18 zu sehen ist, konnten auf allen getesteten Versuchsoberflächen 

TRAP-aktive Zellen nachgewiesen werden. Besonders auffällig waren die vergleichs-

weise hohen TRAP-Volumenaktivitäten auf den Struvit-bildenden Zementen 

CM2,25-D, CM2,75-D und TMP-D, die einen steigenden Trend aufwiesen. Die Zellen auf 

der Phase CM2,75-D erreichten an allen Tagen die signifikant höchsten Werte im Ver-

gleich zu den anderen getesteten Proben, mit Ausnahme zu der Phase CM2,25-D am 

Tag 10 (M = 0,23 mU/mL, SD = 0,06 mU/mL). Aufgrund des steigenden Trends wurde 

auf der Probe CM2,75-D am Tag 16 (M = 0,35 mU/mL, SD = 0,03 mU/mL) eine signifi-

kant höhere TRAP-Volumenaktivität festgestellt als am Tag 10 (M = 0,27 mU/mL, 

SD = 0,06 mU/mL). Ebenfalls signifikant höhere Werte wurden am Tag 22 

(M = 0,40 mU/mL, SD = 0,08 mU/mL) im Vergleich zum Tag 10 und 16 gemessen. Die 

Zellen auf den beiden Phasen CM2,25-D und TMP-D zeigten ein ähnliches TRAP-Volu-

menaktivitätsverhalten: Mit 0,23 mU/mL (SD = 0,06) bzw. 0,21 mU/mL (SD = 0,07) am 

Tag 10, 0,24 mU/mL (SD = 0,04) bzw. 0,21 mU/mL (SD = 0,02) am Tag 16 und mit 

0,33 mU/mL (SD = 0,09) bzw. 0,30 mU/mL (SD = 0,04) am Tag 22 hatten sie die signifi-

kant höchsten Werte im Vergleich zu allen anderen Präparaten erreicht, außer zu 

CM2,75-D. Mit zunehmender TRAP-Volumenaktivität über den Versuchszeitraum hatten 

die Zellen auf diesen Präparaten (CM2,25-D und TMP-D) am Tag 22 signifikant höhere 

Werte als am Tag 10 und 16. Auf der PS-Referenz betrug die TRAP-Volumenaktivität 

am Tag 10 0,13 mU/mL (SD = 0,02), fiel am Tag 16 auf 0,07 mU/mL (SD = 0,03) und 

stieg wieder am Tag 22 auf 0,15 mU/mL (SD = 0,02) an, wodurch sich ein signifikanter 

Unterschied am Tag 10 und 22 im Vergleich zum Tag 16 ergab. Darüber hinaus wurden 

auf PS am Tag 10 und Tag 22 signifikant höhere Werte im Vergleich zu den TRAP-

Volumenaktivitäten auf allen mit H3PO4-infiltrierten Zementen (TCP-P, CM2,25-P, 

CM2,75-P, TMP-P) beobachtet. Alle TRAP-Volumenaktivitäten der PS-Referenz waren 

vergleichbar mit den Messwerten der Probe TCP. Auf der Referenz TCP zeigten die 

Zellen eine nicht-signifikante Zunahme der TRAP-Volumenaktivität bis Tag 22 (M = 

0,14 mU/mL, SD = 0,01 mU/mL). Auf dieser Phase wurde am Tag 10 (M = 0,10 mU/mL, 

SD = 0,03 mU/mL) eine signifikant höhere TRAP-Volumenaktivität gemessen als auf der 

Probe TCP-P (M = 0,05 mU/mL, SD = 0,02 mU/mL). Am Tag 22 wurde eine signifikant 

höhere Volumenaktivität im Vergleich zu allen H3PO4-infiltrierten Zementen festgestellt. 
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Die Zellen auf H3PO4-infiltrierten Zementen (TCP-P, CM2,25-P, CM2,75-P, TMP-P) zeig-

ten über den Versuchszeitraum ein ähnliches Verhalten: Sie hatten mit 0,05 mU/mL bis 

0,09 mU/mL die niedrigste TRAP-Volumenaktivität erreicht und es konnten zu keinem 

Zeitpunkt signifikante Unterschiede zwischen diesen Phasen festgestellt werden. Bis 

zum Tag 22 wurde auf diesen Proben ein leichter Anstieg der Werte verzeichnet. 

In der Abbildung 19 sind die TRAP-Aktivitäten pro DNA-Menge dargestellt. Dabei ste-

chen die Präparate CM2,25-D und CM2,75-D besonders hervor: Zu jedem Zeitpunkt 

wurden die höchsten Werte auf diesen Phasen festgestellt und am Tag 10 

(M = 17,68 mU/µg, SD = 12,63 mU/µg für CM2,25-D bzw. M = 19,60 mU/µg, 

SD = 9,95 mU/µg für CM2,75-D) und Tag 22 (M = 29,94 mU/µg, SD = 23,21 mU/µg für 

CM2,25-D bzw. M = 30,89 mU/µg, SD = 18,00 mU/µg für CM2,75-D) mit einem signifi-

kanten Unterschied zu allen anderen gemessenen Proben, außer zu TMP-D an allen 

Tagen und CM2,25-D zu PS am Tag 10. Am Tag 16 nahmen die TRAP-Aktivitäten pro 

DNA-Menge auf CM2,25-D (M = 12,73 mU/µg, SD = 7,41 mU/µg) stärker ab als auf 

CM2,75-D (M = 16,64 mU/µg, SD = 7,27 mU/µg), sodass letztere Phase einen signifikant 

hohen Wert im Vergleich zu allen anderen Versuchsoberflächen hatte, außer zu 

CM2,25-D und TMP-D. Bis zum Tag 22 wurde bei den Präparaten CM2,25-D und 

CM2,75-D ein signifikanter Anstieg der TRAP-Aktivität pro DNA-Menge im Vergleich zu 

den Werten an den Tagen 10 und 16 gemessen. Auf den Prüfkörpern TMP-D wurde ein 

zunehmender Trend der TRAP-Aktivität pro DNA-Menge beobachtet: An den Tagen 10 

(M = 8,13 mU/µg, SD = 1,31 mU/µg) und 16 (M = 11,20 mU/µg, SD = 4,75 mU/µg) wurde 

zunächst kein signifikanter Unterschied zwischen diesen Werten und zu den anderen 

Proben festgestellt, außer zu CM2,75-D und CM2,25-D. Erst am Tag 22 (M = 19,83 

mU/µg, SD = 7,66 mU/µg) stieg die TRAP-Aktivität pro DNA-Menge im Vergleich zu Tag 

10 signifikant an. Zudem wurde am Tag 22 bei TMP-D signifikant höhere Werte gemes-

sen als bei den H3PO4-infiltrierten Zementen (TCP-P, CM2,25-P, CM2,75-P, TMP-P). 

Auf den Referenzoberflächen PS und TCP sowie auf den mit H3PO4-infiltrierten Zemen-

ten wurde eine vergleichsweise geringe TRAP-Aktivität pro DNA-Menge festgestellt, die 

zwischen 1,98 mU/µg (SD = 0,50) (TCP-P am Tag 22) und 11,43 mU/µg (SD = 9,37) (PS 

am Tag 22) lag. An den Tagen 10 bis 16 konnten an diesen Proben keine relevanten 

Veränderungen beobachtet werden. Lediglich bis Tag 22 stiegen die Werte marginal an. 

Ein signifikanter Unterschied zwischen diesen Proben konnte über den Versuchszeit-

raum nicht nachgewiesen werden.  
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4.7 Fluoreszenzmarkierung 

Um die Osteoklastogenese weiter zu verifizieren und die Qualität der Versiegelungszo-

nen zu beurteilen, wurde am Tag 10, 16 und 22 eine Fluoreszenzmarkierung des F-Ak-

tins und der DNA durchgeführt. Dabei fluoresziert das mit Phalloidin markierte F-Aktin 

rot und repräsentiert die periphere ringförmige Versiegelungszone (Aktinringe). Mit 

Hoechst markierte Nuklei fluoreszieren blau. Nach der Fluoreszenzmarkierung wurden 

die Scaffolds (Abbildung 20) und die entsprechenden Kultivierungs-Wells (Abbildung 21) 

unabhängig voneinander analysiert. 

In Abbildung 20 sind die Fluoreszenzmarkierungen der Zellen auf den Scaffolds dar-

gestellt. Es konnten jedoch keine eindeutigen Zellen mit einem Durchmesser von 

50-100 µm und einem klar definierten Aktinring mit mindestens drei eingeschlossenen 

Zellkernen identifiziert werden, wie es auf PS ab Tag 10 zu beobachten war (Abbildung 

21). 

Auf den Struvit-bildenden Zementen (CM2,25-D, CM2,75-D, TMP-D) wurden vereinzelte 

Aktinringe mit einem Durchmesser von ca. 25 µm detektiert, die lediglich einen Nukleus 

umschließen. Auf der Phase TMP-D bildeten sich die Aktinkonturen am deutlichsten aus. 

Im Laufe des Versuchs konnte auf diesen Zementen eine Zunahme des Aktins beobach-

tet werden, sodass die Phase CM2,75-D am Tag 22 die höchste Aktinfluoreszenz er-

reichte. 

Bei den anderen Zementproben (TCP, TCP-P, CM2,25-P, CM2,75-P und TMP-P) wur-

den wesentlich häufiger undefinierte und unscharfe Aktinumrisse festgestellt. Lediglich 

die Phase CM2,25-P bildete am Tag 16 eine Ausnahme: Auch hier wurden deutliche 

Aktinkonturen beobachtet. Bei den Phasen CM2,75-P und TMP-P waren die wenigsten 

Aktinmarkierungen zu erkennen. 

Die Nukleuszahl blieb bei den Phasen TCP, CM2,25-P, CM2,75-D und TMP-D über die 

drei Versuchstage weitestgehend konstant, während es auf den Oberflächen von 

TCP-P, CM2,25-D, CM2,75-P und TMP-P ein Rückgang zu verzeichnen war. Auf der 

Phase CM2,75-P wurde am Tag 22 die geringste Nukleusdichte beobachtet (Abbildung 

20). 

Die Ergebnisse der fluoreszenzmarkierten Zellen auf den Kultivierungs-Wells, die mit 

Scaffolds bedeckt und unbedeckt waren, sind in der Abbildung 21 dargestellt. Dabei wur-
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4.8 Rasterelektronenmikroskopische Untersuchung 

Für die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der Zellen wurden die hM auf den 

verschiedenen Zementoberflächen sowie auf Deckgläser 17 Tage lang mit den Zytoki-

nen RANKL und M-CSF kultiviert, anschließend auf den Oberflächen fixiert, entwässert 

und eine Kritisch-Punkt-Trocknung durchgeführt („Mit Zellen“). Für die Untersuchung der 

Resorptionslakunen wurden die Zellen nach der 17-tägigen Kultivierung von den Zemen-

ten abgelöst („Nach Zelllyse“). Zum besseren Vergleich der Zementmorphologie vor der 

Zellkultivierung wurden REM-Aufnahmen von den ursprünglichen und sterilen Scaffold-

Oberflächen genommen („Ohne Zellkontakt“). Repräsentative Stellen sind in der Abbil-

dung 22 dargestellt. 

Auf den Deckgläsern fanden sich häufig runde und ovale Riesenzellen mit einem Durch-

messer von über 100 µm. Sie lagen flach auf der Oberfläche und bildeten am Zellrand 

fadenförmige Fortsätze (Filopodien), die teilweise mit ihren Nachbarzellen in Kontakt 

standen (Zell-Zell-Verbindungen). Neben diesen flachen Riesenzellen waren kugelför-

mige Zellen zu erkennen, die einen Durchmesser von ca. 15 bis 20 µm hatten (Abbildung 

22q). 

Der Zement TCP zeigte eine kompakt verwachsene und abgerundete Oberfläche mit 

minimalen interkristallinen Zwischenräumen (Interstitialraum, Porenraum) und grobpori-

gen Vertiefungen (ca. 25 µm Durchmesser, Abbildung 22a), sodass meist flache und 

ausgebreitete Zellen identifiziert werden konnten (Abbildung 22r). Diese hatten oft einen 

engen Kontakt mit der Zementoberfläche. Allerdings wurden auch einige Zellen beo-

bachtet, die von der Oberfläche abstanden. Mit einem Durchmesser von ca. 30–50 µm 

waren die Zellen kleiner als die Riesenzellen auf der Glasreferenz. Auf Präparaten mit 

abgelösten Zellen („Nach Zelllyse“) waren mögliche Resorptionslakunen mit einer raue-

ren Oberfläche zu erkennen (Abbildung 22i, 2i). 

Auf dem Zement TCP-P veränderten sich die ursprünglichen plattenförmigen Kristall-

strukturen mit einer Schichtstärke von ca. 6 µm (Abbildung 22b) nach 17 Tagen Kultivie-

rung zu blattförmigen Strukturen mit einer Schichtstärke von ca. 0,1 µm, die in unter-

schiedlichen Richtungen angeordnet waren (Abbildung 22j). Die wenigen Zellen auf die-

ser Oberfläche hatten eine Größe von ca. 10 µm und überspannten mit ihren Ausläufern 

die blätterförmigen Strukturen (Abbildung 22s). Obwohl eine flächige Anlagerung der 
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Zellen auf TCP-P nicht nachgewiesen werden konnte, wurden auf glatten Plattenober-

flächen mögliche Resorptionsstellen von ca. 10 µm Durchmesser beobachtet (Abbildung 

222j). 

Zusammenfassend lässt sich zu den magnesiumhaltigen Präparaten festhalten, dass 

die interkristallinen Abstände größer und die 5 bis 10 µm großen Partikel im Vergleich 

zu den Kristallen des Referenz TCP scharfkantiger waren. Zudem wurden intrakristalline 

Poren von unterschiedlicher Ausprägung beobachtet (Abbildung 22c–h, k–p). Eine or-

thorhombische Kristallstruktur war insbesondere bei der Probe TMP-D zu erkennen (Ab-

bildung 22g). Einerseits konnte auf den Phasen CM2,25-D, CM2,75-P und TMP-D teil-

weise ein enger Zellkontakt mit der Zementoberfläche nachgewiesen werden (Abbildung 

22t, w, x), andererseits wurden auf allen Präparaten auch Zellen beobachtet, die mit 

ihren zahlreichen Ausläufern die Zementstrukturen überspannten und somit keine enge 

Adhäsion zur Oberfläche bilden konnten. Die größten Zellen erreichten auf diesen Ze-

menten einen Durchmesser von ca. 30 µm und hatten eine teils runde und teils spindel-

förmige Morphologie (Abbildung 22t–y). Obwohl keine eindeutigen Resorptionslakunen 

nachgewiesen werden konnten (Abbildung 22k–p), schienen die identifizierten Zellen in 

einer guten Verfassung zu sein (Abbildung 22t–y).  
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4.9 Bioresorption und Adsorption (ICP-MS) 

Während der Zellkultivierung wurde das Kulturmedium alle 3 Tage erneuert und die ver-

brauchten Kulturmediumüberstände für die ICP-MS-Messungen gesammelt. Die daraus 

festgestellten Ca2+-, Mg2+- und PO4
3–-Konzentrationen ergaben die bR, die sowohl die 

zR als auch die cD einschließt. Um diese Faktoren separat zu betrachten, wurden azel-

luläre bzw. sterile Scaffolds ebenfalls im gleichen Zellkulturmedium ausgelagert und die 

Kulturmediumüberstände zur Bestimmung der cD alle 3 Tage erneuert und gesammelt. 

Zur Veranschaulichung dieser Ergebnisse wurden in der Abbildung 23 die Ionenkonzent-

rationen der bR und der cD übereinandergelegt, sodass die Differenz zwischen ihnen 

die zR ergibt (rote Flächen in der Abbildung). Die kumulative zR, cD und Adsorption 

sowie die daraus folgenden Nettoresultate sind in der Abbildung 24 dargestellt. 

Wie in der Abbildung 23d, f, h für die Struvit-bildenden Zemente zu sehen ist, sank die 

Ca2+-Konzentration des Kulturmediums während der azellulären Scaffoldauslagerung 

von initial 1,61 mmol/L (SD = 0,02) auf einen Konzentrationsbereich von 0,55 mmol/L 

(SD = 0,01) (CM2,75-D am Tag 21) bis 0,69 mmol/L (SD = 0,02) (CM2,75-D am Tag 0) 

(gelbe Flächen). An allen anderen Tagen lag die Ca2+-Konzentration der Kulturmedium-

überstände bei den Struvit-bildenden Zementen innerhalb dieses Bereichs. Bei den 

Newberyit-bildenden Zementen lag der Calciumspiegel der Kulturmediumüberstände 

zwischen 0,61 mmol/L (SD = 0,11) (CM2,75-P am Tag 0) und 0,96 mmol/L (SD = 0,06) 

(CM2,25-P am Tag 15) (Abbildung 23e, g, i). Somit wurde an den Struvit-bildenden Ze-

menten tendenziell mehr Calcium adsorbiert als an den Newberyit-bildenden Zementen 

(Abbildung 24). Auf PS erfolgte eher eine Adsorption bis zu Tag 9 und eine cD ab Tag 

15 (Abbildung 23a). Bei der Phase TCP, die während der azellulären Auslagerung eine 

Ca2+-Konzentration der Kulturmediumüberstände von etwa 1 mmol/L aufwies, war die 

Adsorption über die 21-tägige Messung im Vergleich zu den anderen Zementen gering 

(Abbildung 23b). Im Gegensatz dazu wurde bei TCP-P eine Ca2+-Konzentration der Kul-

turmediumüberstände von ca. 0,25 mmol/L gemessen, sodass an dieser Probe die 

höchste Calciumadsorption vorlag (Abbildung 23c). 

Mit Ausnahme von TCP-P an allen Tagen und CM2,75-P am Tag 0 wurde bei allen Ze-

menten innerhalb der 21-tägigen Versuchsreihe eine signifikante zR von Calcium nach-

gewiesen. Mit steigendem Struvit-Anteil nahm die zR zu, sodass im Falle von CM2,25-D 

2,02 mmol/L Ca2+ (SD = 0,14), im Falle von CM2,75-D 2,25 mmol/L Ca2+ (SD = 0,16) 

und im Falle von TMP-D 2,59 mmol/L Ca2+ (SD = 0,13) von den Zellen kumulativ resor-
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biert wurde (Abbildung 24). Die Newberyit-bildenden Zemente erfuhren eine noch hö-

here zR als die Struvit-bildenden Zemente, was sich in einer kumulativen Ca2+-Resorp-

tion von 3,21 mmol/L (SD = 0,15) für CM2,25-P, 3,37 mmol/L (SD = 0,39) für CM2,75-P 

und 6,01 mmol/L (SD = 0,18) für TMP-P zeigte (Abbildung 24). Auch hier gaben die Zel-

len mit steigendem Newberyit-Anteil mehr Ca2+ in das Medium ab, sodass auf TMP-P 

vom Tag 3 bis Tag 18 die resorbierten Ca2+-Mengen höher waren als der initiale Calci-

umspiegel des Kulturmediums (Abbildung 23i). Somit glich die zR von Calcium die Ad-

sorption im Nettoresultat aus. Auf den anderen magnesiumhaltigen Zementen kam es 

dagegen im Nettoresultat zu einer Adsorption von Calcium (Abbildung 24), da diese die 

zR überwiegte. Auf der Referenzprobe TCP setzten die Zellen deutlich mehr Ca2+ frei 

(M = 7,34 mmol/L, SD = 0,30 mmol/L) und erreichten damit im Vergleich zu den anderen 

Zementen die höchste Calciumresorption im Nettoresultat (M = 2,26 mmol/L, SD = 

0,34 mmol/L). Die höchste kumulative Calciumadsorption wurde auf TCP-P gemessen 

(Ca2+-Nettoresultat: M = -8,14 mmol/L, SD = 0,53 mmol/L). 

Die Entwicklung der Mg2+-Konzentration in den Kulturmedien zeigte erwartungsgemäß, 

dass die magnesiumhaltigen Zemente ein Vielfaches an Mg2+ freisetzen als die Referen-

zen PS, TCP und TCP-P. Die Unterschiede im Nettoresultat reichten von 15-fach höhe-

rer Mg2+-Freisetzung bei TMP-P im Vergleich zu PS bis zu 135-fach höherer Mg2+-Frei-

setzung bei CM2,75-D im Vergleich zu TCP. Die Referenz TCP-P hingegen adsorbiert 

die Mg2+ (Abbildung 24). 

Mit Ausnahme von CM2,25-P am Tag 6 gab es zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten 

Unterschied zwischen der bR und der cD der Zemente, was darauf hindeutet, dass bei 

keinem der Zemente eine zR von Magnesium stattfand. Im Gegenteil, bei den zellbesie-

delten Proben wurden geringere Mg2+-Konzentrationen gemessen als bei den azellulä-

ren Proben, was dafür spricht, dass die Zellen – wenn auch meist nicht signifikant – die 

cD hemmten (hellgrüne Flächen in der Abbildung 23m–r und negative Werte der zR für 

Mg2+ in der Abbildung 24). Dies wurde besonders bei den Proben CM2,25-D und 

CM2,75-D deutlich. 

Da jedoch die bR der magnesiumhaltigen Zemente weit über dem initialen Mg2+-Spiegel 

des Kulturmediums lag, konnte eine kontinuierliche Mg2+-Freisetzung festgestellt wer-

den, was die hohe chemische Löslichkeit der Scaffolds widerspiegelt. Die Phasen 

CM2,25-P und CM2,75-D zeigten tendenziell eine gleichmäßige Mg2+-Freisetzung ab 

Tag 3: bei CM2,25-P ca. 5 mmol/L und bei CM2,75-D ca. 8 mmol/L (cD in Abbildung 
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23n, o). Bei TMP-D und TMP-P nahm die Mg2+-Freisetzung über die Versuchstage zu: 

bei TMP-D von 2,70 mmol/L (SD = 0,19) am Tag 0 auf 5,84 mmol/L (SD = 0,99) am Tag 

21 und bei TMP-P von 2,54 mmol/L (SD = 0,27) am Tag 0 auf 3,12 mmol/L (SD = 0,67) 

am Tag 21 (cD in Abbildung 23q, r). Bei den Zementen CM2,25-D und CM2,75-P hinge-

gen nahm die Mg2+-Freisetzung ab: bei CM2,25-D von 7,46 mmol/L (SD = 0,53) am Tag 

3 auf 6,16 mmol/L (SD = 0,31) am Tag 21 und bei CM2,75-P von 10,13 mmol/L (SD = 

2,00) am Tag 3 auf 3,92 mmol/L (SD = 0,68) am Tag 21 (cD in Abbildung 23m, p). 

Mit einem Nettoresultat von 45,56 mmol/L (SD = 3,00) für CM2,25-D, 48,20 mmol/L 

(SD = 4,76) für CM2,75-D und 48,64 mmol/L (SD = 5,56) für CM2,75-P wurde für diese 

Proben die größte Mg2+-Freisetzung festgestellt (Abbildung 24). Eine Korrelation zwi-

schen den Newberyit- und Struvit-Anteilen und der Menge der freigesetzten Mg2+ konnte 

für die verwendeten magnesiumhaltigen Zemente nicht nachgewiesen werden. Bei TCP 

waren bR und Adsorption ausgeglichen, sodass im Nettoresultat keine wesentliche Än-

derung der Mg2+-Konzentration auftrat (Abbildung 24). 

Bei allen magnesiumhaltigen Zementen wurde über die 21-tägige Kultivierungszeit ein 

kontinuierlicher Anstieg der PO4
3–-Konzentration beobachtet (Abbildung 23v–ß). Wie 

bereits bei der Analyse der Mg2+-Freisetzung beschrieben, wurde auch für PO4
3– keine 

zellvermittelte Freisetzung beobachtet. Stattdessen wurde bei CM2,25-P am Tag 3, 9, 

12 und 18; bei CM2,75-P am Tag 9, 12 und 21 sowie bei TMP-P am Tag 21 eine signi-

fikant niedrige PO4
3–-Konzentration während der bR-Analyse im Vergleich zur cD-Ana-

lyse nachgewiesen. Somit schienen die Zellen auf den Newberyit-bildenden Zementen 

die PO4
3–-Freisetzung zu hemmen, wie das Nettoresultat dieser Zemente zeigt (Abbil-

dung 24). Diese Inhibition der PO4
3–-Freisetzung nahm mit zunehmendem Newberyit-

Anteil tendenziell ab. Bei der Probe CM2,25-D wurde ebenfalls eine „zelluläre Inhibition“ 

der PO4
3–-Freisetzung beobachtet, jedoch relativiert die ausgeprägte SD diesen Um-

stand. Obwohl mit zunehmendem Struvit-Anteil kein höherer PO4
3–-Abbau beobachtet 

wurde, setzten diese Proben (CM2,25-D, CM2,75-D, TMP-D) im Nettoresultat mehr 

PO4
3– frei als die Newberyit-bildenden Zemente mit der jeweils gleichen stöchiometri-

schen Zusammensetzung (Abbildung 24). 

Mit einem Nettoresultat von 77,69 mmol/L (SD = 14,90) wurde die höchste PO4
3–-Frei-

setzung bei TCP-P gemessen, davon waren 8,10 mmol/L (SD = 11,74) auf die zR zu-

rückzuführen. Die ausgeprägte SD der zR bei dieser Probe relativiert jedoch diesen 

Sachverhalt (Abbildung 23u, Abbildung 24). 
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Da die PO4
3–-Konzentration der cD von TCP nahe der initialen Kulturmediumskonzent-

ration lag, wurde während des Versuchszeitraums keine chemische Auflösung dieses 

Zements festgestellt. Allerdings sorgte die zR dieses Präparats für eine kontinuierliche 

PO4
3–-Freisetzung an das Medium (Abbildung 23t). Im Nettoresultat wurden somit 

4,19 mmol/L (SD = 1,37) PO4
3– abgebaut (Abbildung 24). 

Auffällig war das inverse Verhalten bei CM2,25-D und CM2,75-P in puncto Mg2+- und 

PO4
3–-Freisetzung: Während die Mg2+-Abgabe mit der Zeit abnahm, stieg gleichzeitig die 

PO4
3–-Freisetzung an (vgl. Abbildung 23m mit v und Abbildung 23p mit y). Bei den an-

deren magnesiumhaltigen Zementen trat ein synergistischer Zusammenhang auf: Eine 

erhöhte Mg2+-Freisetzung ging mit einer gesteigerten PO4
3–-Abgabe einher. 

Obwohl die Zellen auf PS kein Material zur Resorption hatten, konnte auf zellbesiedelten 

Oberflächen eine höhere Ca2+-, Mg2+- und PO4
3–-Freisetzung gemessen werden als auf 

den analogen, aber azellulären Oberflächen (Auslagerung des Kulturmediums in sterilen 

bzw. azellulären PS-Wells). So konnte an den Tagen 0 bis 9 für Ca2+, 3 bis 12 für Mg2+ 

und an allen Tagen für PO4
3– eine signifikante zR nachgewiesen werden (Abbildung 23a, 

j, s). Im Nettoresultat wurden somit 2,63 mmol/L (SD = 0,41) Ca2+, 1,25 mmol/L 

(SD = 0,22) Mg2+ und 2,76 mmol/L (SD = 0,30) PO4
3– abgebaut, wobei die gesamte 

Menge auf die zR zurückzuführen war (Abbildung 24).  
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4.10 pH-Werte der Kulturmediumüberstände 

Zur Bestimmung des pH-Wertes wurden die verbrauchten Kulturmediumüberstände an 

den Tagen 9, 15 und 21 gesammelt und mit einem pH-Meter gemessen. Ausgehend 

vom pH-Wert des frischen (initialen) Kulturmediums (M = 7,50, SD = 0,03) sind die pH-

Werte der Kulturmediumüberstände in der Abbildung 25 dargestellt. 

Zunächst fällt auf, dass der pH-Wert der meisten Kulturmediumüberstände von magne-

siumhaltigen Zementen im Vergleich zum initialen Kulturmedium erhöht war (Ausnahme: 

TMP-D). Mit einem maximal gemessenen pH-Wert von 7,85 (SD = 0,03) konnte lediglich 

bei CM2,75-P am Tag 9 ein signifikanter Anstieg festgestellt werden, der zudem signifi-

kant höher ausfiel als die Kulturmediumüberstände der Proben PS, TCP, TCP-P und 

TMP-D. Die letztgenannte Probe stellte eine Ausnahme unter den magnesiumhaltigen 

Zementen dar, da der pH-Wert des Kulturmediumüberstandes am Tag 9 auf 7,40 (SD = 

0,02) abfiel. 

Ein signifikant niedriger pH-Wert im Vergleich zum initialen Kulturmedium wurde bei der 

Probe TCP-P über den gesamten Versuchszeitraum gemessen (am Tag 9: M = 6,62, 

SD = 0,05; am Tag 15: M = 6,89, SD = 0,22; am Tag 21: M = 7,10, SD = 0,07). Diese 

Zementvariante hatte zu jedem Zeitpunkt einen signifikant niedrigen pH-Wert im Ver-

gleich zu allen anderen Proben. 

Obwohl der pH-Wert der Referenzen PS und TCP am Tag 9 um etwa den gleichen Be-

trag gesunken war (bei PS: M = 7,37, SD = 0,05; bei TCP: M = 7,35, SD = 0,07), wurde 

im Vergleich zur Probe CM2,25-P nur bei TCP ein signifikant niedrigerer pH-Wert fest-

gestellt. 

Im Laufe der Versuchsreihe adaptierten sich die Kulturmediumüberstände an den 

pH-Wert des initialen Kulturmediums. Dabei wurde eine signifikante Adaption des pH-

Wertes bei der Probe TCP-P am Tag 21 im Vergleich zum Tag 9 identifiziert. 
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5 Diskussion 

5.1 Charakterisierung der azellulären Zementproben 

5.1.1 3D-Pulverdruck und Phasenzusammensetzungen 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Prüfkörper (Scaffolds) mittels 3D-Pulverdruck im 

Inkjet-Verfahren mit einer entsprechenden Rohpulver-HPMC-Mischung und Wasser ge-

druckt und anschließend gesintert (Kapitel 3.2.2.1 und 3.2.2.2). Dieses Verfahren erlaubt 

die Herstellung von individuellen Implantaten mit komplexen geometrischen Formen, die 

anhand der anatomischen Patienteninformation gewonnen werden können [44, 45]. Dar-

über hinaus berichteten Vorndran et al., dass beim Drucken mit Pulver-HPMC-Mischung 

eine Auflösung von etwa 1 mm (minimal erreichbarer Makroporendurchmesser) erzielt 

werden kann. Mit direkter chemischer Pulver-Binderlösungs-Reaktion während des 

Druckprozesses erreichten sie sogar eine Auflösung von ca. 0,5 mm [177]. Im Gegen-

satz dazu kann die Geometrie von Keramikimplantaten mit einfachen Formkörpern (z. 

B. Blöcke, Zylinder, Keile) nur intraoperativ angepasst werden, was umständlich und 

kostenintensiv ist und zu einer mangelnden Passgenauigkeit führt [3]. Zu den Schwä-

chen von 3D-gedruckten Biokeramiken gehören u. a. ihre Sprödigkeit und ihre geringe 

mechanische Leistungsfähigkeit [44]. Außerdem sind individuelle 3D-gedruckte Implan-

tate noch wenig etabliert und erfordern eine umfangreiche Planung sowie einen invasi-

ven chirurgischen Eingriff [42]. Die Herstellung ist sehr geräteintensiv und bedeutet mög-

licherweise eine zusätzliche Strahlenbelastung für den Patienten durch die erforderliche 

CT-Aufnahme. Im Gegensatz dazu sind injizierbare Zementpasten gut etabliert und bie-

ten die Möglichkeit eines minimalinvasiven chirurgischen Eingriffs [13, 191]. Die 3D-Im-

plantate sind jedoch gut reproduzierbar und es können keine bzw. weniger Handha-

bungsfehler, wie z. B. ein Entmischung der injizierbaren Zementkomponenten, auftreten 

[16]. Die Gefahr einer übermäßigen Wärmeentwicklung, wie sie bei exothermen Abbin-

dereaktionen von Zementpasten und damit einhergehenden iatrogenen Gewebsnekro-

sen auftreten kann [25, 192], ist bei gedruckten Implantaten ausgeschlossen, da die Ab-

bindeprozesse präoperativ bei der Herstellung erfolgen. Weitere Gefahren von injizier-

baren Zementen sind das Eindringen in die intratrabekulären Hohlräume [193] sowie die 

intravenöse Injektion mit dem Risiko einer pulmonalen Zementembolie und einer schwe-

ren kardiovaskulären Dysfunktion [194]. Nach bestem Wissen und Gewissen ist eine 

solche Passage bei 3D-gedruckten Zementen bisher nicht beobachtet worden. Sie kann 
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jedoch nicht ausgeschlossen werden, insbesondere bei einer fortgeschrittenen Implan-

tatdegradation, und sollte in vivo untersucht werden. Trotz der verschiedenen Vor- und 

Nachteile der unterschiedlichen Techniken ist es wichtig, dass dem Facharzt eine Reihe 

verschiedener Methoden zur Verfügung steht, da jeder Patient in Bezug auf Knochen-

struktur, Art der Verletzung und Erkrankung unterschiedlich ist [128, 129]. 

Wie die Röntgendiffraktionsdaten (XRD) zeigten, bestand das TCP-Rohpulver zu 

60 Gew.-% aus α-TCP und zu 40 Gew.-% aus β-TCP (Abbildung 8a). Während des Sin-

terprozesses fand eine Phasenumwandlung statt, sodass 80 % von α-TCP in β-TCP 

umgewandelt wurden. Eine Infiltration der gesinterten TCP-Proben mit 2,0 mol/L H3PO4 

führte zur Bildung von Brushit und Monetit. Der Mechanismus dahinter lässt sich mit der 

Reaktionsgleichung (2.1) erklären [155]. Allerdings wandelten sich nur 23 Gew.-% des 

α/β-TCPs in Brushit um, sodass 71 Gew.-% des nicht reagierten α/β-TCPs im Zement 

noch enthalten war. Ähnliche Ergebnisse wurden von Gbureck et al. vorgestellt [195]: 

Mittels 3D-Pulverdruck von α/β-TCP und Phosphorsäure als reaktive Binderlösung er-

reichten sie je nach Phosphorsäurekonzentration (10–30 %) einen Brushit-Anteil von 14 

Gew.-% bis 34 Gew.-%. Mit dreimaligem Eintauchen in 2,04 mol/L H3PO4 für 60 s konn-

ten sie den Brushit-Anteil auf 67 Gew.-% erhöhen. Ein geringer Anteil des Nebenproduk-

tes Monetit wurde sowohl in der Arbeit von Gbureck et al. (4-14 Gew.-%) [195] als auch 

in der vorliegenden Arbeit (6 Gew.-%) nachgewiesen. Diese Phase ist die wasserfreie 

Form des Brushits und es wurden mehrere Prozesse beschrieben, die zur Bildung von 

Monetit anstelle von Brushit führen [19]. Eine passende Erklärung dazu könnten die Un-

tersuchungen von Bohner et al. liefern [196]: Sie fanden heraus, dass eine sofortige 

Trocknung der Abbindezemente zu einer Umwandlung von Brushit in Monetit führt. Der 

Grund dafür könnte die unterbrochene Abbindereaktion sein, die einen niedrigen pH-

Wert hinterlässt und damit die Monetitbildung begünstigt (bei pH-Wert < 6 [16]). Eine 24-

stündige Inkubation der abgebundenen Zemente in deionisiertem Wasser vor dem 

Trocknen könnte diese Umwandlung vermeiden [196]. 

Im Gegensatz zu TCP kam es bei den magnesiumhaltigen Zementen nach dem Sintern 

zu keiner Phasenänderung. Die CMPC bestanden je nach den Ausgangsstoffen zu un-

terschiedlichen Anteilen aus Stanfieldit und Farringtonit. Mit zunehmendem Magnesium-

gehalt nahm der Stanfieldit-Anteil ab, während der Farringtonit-Anteil zunahm. Das 

TMP-Sin bestand aus phasenreinem Farringtonit (Abbildung 11a). Diese Ergebnisse 

wurden bereits in einer Masterarbeit von Brückner M. (unveröffentlicht) [176] vorgestellt 

und in der vorliegenden Arbeit bestätigt. 
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Die Infiltration der gesinterten magnesiumhaltigen Zementen (CM2,25-Sin, CM2,75-Sin, 

TMP-Sin) mit 3,5 mol/L DAHP führte zur Ausfällung von Struvit. Farringtonit schien je-

doch das einzige Edukt von Struvit in diesem Zementsystem zu sein: Je höher der Far-

ringtonit-Anteil in den gesinterten Scaffolds war, desto höher fiel der Struvit-Anteil nach 

der Reaktion aus (vgl. CM2,25-D mit CM2,25-Sin, CM2,75-D mit CM2,75-Sin und TMP-D 

mit TMP-Sin in den Abbildungen 9a, 10a, 11a). Die chemische Reaktion dahinter lässt 

sich mit der Gleichung (2.4) erklären [164]. Überraschenderweise schien der Stanfieldit-

Anteil nach der DAHP-Infiltration geringfügig zuzunehmen (vgl. CM2,25-Sin mit 

CM2,25-D und CM2,75-Sin mit CM2,75-D in den Abbildungen 9a und 10a), obwohl nach 

der Gleichung (2.6) auch Stanfieldit als Edukt von Struvit zu erwarten gewesen wäre 

[175]. Die möglichen Ursachen hierfür könnten eine Umwandlung von Farringtonit in 

Stanfieldit sein oder die Werte liegen im Rahmen der SD. 

Die Infiltration der gesinterten magnesiumhaltigen Zemente mit 2,0 mol/L  bzw. 

1,0 mol/L H3PO4 führte zur Bildung von Newberyit. Die Edukte hierfür können entweder 

Farringtonit und/oder Stanfiledit nach den Reaktionsgleichungen (2.5) bzw. (2.7) sein 

[165, 176]. Ähnlich wie bei den Struvit-bildenden Zementen nahm die Newberyit-Umset-

zung mit zunehmendem Farringtonit-Anteil zu (vgl. CM2,25-P mit CM2,25-Sin, 

CM2,75-P mit CM2,75-Sin und TMP-P und TMP-Sin in den Abbildungen 9a, 10a, 11a). 

Bei dem Zement CM2,25-P war der Umsatz der Edukte Farringtonit und Stanfieldit mit 

jeweils etwa 10 Gew.-% ausgeglichen. Dies kann den geringen Brushit-Anteil durch das 

Edukt Stanfieldit nach der Gleichung (2.7) erklären. Die Umwandlung von Standfieldit 

bei dem Zement CM2,75-P war mit 4 Gew.-% vergleichsweise gering, sodass der 

Brushit-Anteil möglicherweise unter der Nachweisgrenze lag. Das Hauptedukt bei 

CM2,75-P war daher Farringtonit. Bei der Infiltration von TMP-Sin mit 2,0 mol/L H3PO4 

wurde eine erhebliche Auflösung bzw. Zerfall des Zements beobachtet. Offensichtlich 

war für diese Phase die H3PO4-Konzentration zu hoch, weshalb sie gesenkt wurde. Die 

Scaffolds blieben bei 1,0 mol/L H3PO4 stabil und wurden zweimal infiltriert (Kapitel 

3.2.2.3). TMP-P erzielte mit 43 Gew.-% Newberyit-Anteil die höchste Umwandlungsrate. 

Insgesamt zeigen die quantitativen Rietveld-Analysen, dass das Hauptprodukt für die 

Struvit- und Newberyit-bildenden Zemente Farringtonit war und dass die Produktausfäl-

lung stark von dessen Anteil im Zement abhängig war. Die Umwandlungsrate bei 

Newberyit-bildenden Zementen war fast doppelt so hoch (20–43 Gew.-%) wie bei Stru-

vit-bildenden Zementen (10–24 Gew.-%). Die geringen Mengen (2–4 Gew.-%) an Peri-

klas und Pyrophosphat waren herstellungsbedingte Nebenprodukte. Es wäre interessant 
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herauszufinden, wie sich die Zementphasen nach einer längeren Zeit der Zellkultivierung 

verändern. Es stellte sich jedoch heraus, dass die gebildeten Substanzen in zu geringen 

Mengen abgeschieden wurden und/oder möglicherweise amorph waren, sodass eine 

XRD- und Rietveld-Analyse als technisch schwierig galt. 

Häufig wird in der Literatur lediglich die qualitative Phasenzusammensetzung angege-

ben [21, 29-33, 164, 169, 177], was einen quantitativen Vergleich der Zemente und ihrer 

Umwandlungsrate erschwert. Es scheint jedoch, dass die injizierbaren Zemente eine 

höhere Umsatzrate aufweisen als die 3D-gedruckten Keramiken, wie beispielsweise die 

Ergebnisse von Kanter et al. zeigen [20]: Sie erreichten in ihren Struvit-bildenden Ze-

menten einen Struvit-Anteil von 33,6 Gew.-% bei einem Pulver/Flüssigkeits-Verhältnis 

von 3 (g/mL) und 40,5 Gew.-% bei einem Pulver/Flüssigkeits-Verhältnis von 2 (g/mL). 

Die restlichen Anteile entfielen auf Farringtonit. Ihre Brushit-bildenden Zemente hatten 

99 Gew.-% Brushit und 1 Gew.-% β-TCP-Anteil. 

Eine Möglichkeit, die schnelllöslichen Produkte Struvit bzw. Newberyit in den Zementen 

zu erhöhen, könnte die mehrfache Infiltration der 3D-gedruckten Objekte mit der jeweili-

gen reaktiven Binderlösung sein, wie die Untersuchung von Gbureck et al. zu den 

Brushit-bildenden Zementen zeigt [195]. Dies könnte beispielsweise dazu genutzt wer-

den, das Edukt/Produkt-Verhältnis einzustellen und damit die Resorptionsrate des Im-

plantats zu regulieren. 

5.1.2 Morphologische Veränderungen 

Nach dem Sintern der Phase TCP wiesen die Kristalle eine insgesamt runde und glatte 

Morphologie auf (Abbildung 22a), was charakteristisch für gesintere β-TCP-Zemente ist, 

wie die REM-Bilder in den Arbeiten von Ghanaati et al. [197] und Juhasz et al. [198] 

zeigen. Nach 17 Tagen Zellkultivierung blieben die TCP-Zemente bis auf die Resorpti-

onslakunen weitgehend unverändert (Abbildung 22i). 

Durch die Infiltration von TCP mit H3PO4 wurde die TCP-P-Oberfläche rauer und bildete 

plattenförmige Kristalle mit einer Schichtstärke von ca. 6 µm (Abbildung 22b). Eine ähn-

liche Struktur wurde von Kanter et al. bei den Brushit-bildenden Zementen gezeigt [20]. 

Nach der 17-tägigen Zellkultivierung veränderten sich die Kristalle von 6 µm auf ca. 0,1 

µm Schichtstärke, wobei die plattenförmigen Strukturen in unterschiedliche Richtungen 

angeordnet waren (Abbildung 22j, s). 
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Alle magnesiumhaltigen Zemente zeigten eine ähnliche morphologische Tendenz: Die 

einzelnen Kristalle hatten eine kantige Form und die interkristallinen Abstände waren 

vergleichsweise groß, was zu einer insgesamt rauen und porösen Oberfläche führte. 

Eine deutlich erkennbare morphologische Veränderung der Zementoberfläche wurde am 

Tag 17 nicht beobachtet (vgl. Abbildung 22c–h mit k–p). Wie in vielen Arbeiten mit 

CMPC- und MPC-Pasten und bei ähnlicher Rohpulverherstellung zu sehen ist, scheint 

die raue Oberfläche typisch für diese magnesiumhaltigen Zemente zu sein [20, 31, 199, 

200]. In der Literatur wird für die Struvit- [201] und Newberyit-bildenden Zemente [168] 

eine orthorhombische Kristallstruktur beschrieben. Diese wurde in der vorliegenden Ar-

beit nur selten beobachtet, wie z. B. für TMP-D in der Abbildung 22g. 

5.1.3 Adsorptions- und Auflösungsverhalten 

Während der azellulären Scaffold-Auslagerung in Kulturmedien wurde eine kontinuierli-

che Adsorption von Ca2+ beobachtet, was auf eine Präzipitation von CaP schließen lässt. 

Die Struvit-bildenden Zemente neigten dazu, mehr Calcium zu adsorbieren als die 

Newberyit-bildenden Zemente (Abbildung 24). Während TCP am wenigsten Ca2+ adsor-

bierte, hatte TCP-P die höchste Adsorption unter den Zementen. Bei PS waren die Ad-

sorption und die cD der Präzipitate über die 21-tägige Messreihe ausgewogen. 

Das Mg2+ hingegen wurde von den magnesiumhaltigen Zementen stetig ins Kulturme-

dium abgegeben, wobei bei den Proben CM2,25-D, CM2,75-D und CM2,75-P die höchs-

ten Werte erreicht wurden (Abbildung 24). Bei ihren Kulturmedien waren die Mg2+-Kon-

zentrationen in einigen Fällen etwa um den Faktor 10 höher als die initiale Kulturmedium-

Konzentration (M = 0,73 mmol/L, SD = 0,01 mmol/L) (Abbildung 23m, o, p). Bei den 

Referenzen TCP und PS wurden kaum Mg2+-Veränderungen beobachtet. Eine deutliche 

Mg2+-Adsorption wurde lediglich bei TCP-P gemessen. 

Die Freisetzung von PO4
3– während der azellulären Scaffoldauslagerung im Kulturme-

dium ging weitestgehend mit einer Mg2+-Freisetzung einher, wobei die TMPs unter den 

magnesiumhaltigen Zementen die höchsten PO4
3–-Konzentrationen erreichten (Abbil-

dung 23z, ß). Der Konzentrationsbereich aller magnesiumhaltigen Zemente lag zwi-

schen etwa 2 mmol/L und etwa 5,5 mmol/L (Abbildung 23v–ß). Die höchsten PO4
3–-Kon-

zentrationen wurde bei TCP-P gemessen, wobei sie am Tag 3 bis zu 14,12 mmol/L 

(SD = 2,72) reichte. Die Referenzen TCP und PS zeigten wiederum kaum PO4
3–-Kon-

zentrationsänderungen im Vergleich zum Ausgangsmedium (M = 0,92 mmol/L, 

SD = 0,02 mmol/L). 
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Es wäre zu erwarten, dass die Auflösungsgeschwindigkeit und die damit verbundene 

Ionenfreisetzung in den magnesiumhaltigen Zementen mit dem Anteil an schnelllösli-

chen Phasen (Struvit, Newberyit) korreliert. Dementsprechend sollten TMP-D und/oder 

TMP-P die meisten Ionen freisetzen. Dies würde auch die Hypothese von Ostrowski et 

al. stützen, die besagt, dass bei CMPC die cD vom CaP-zu-MgP-Verhältnis abhängt, 

wobei die Auflösung mit steigendem MgP-Gehalt zunimmt 

(CPC < CMPC (CaP hoch) < CMPC (MgP hoch) < MPC) [25]. Es konnte jedoch kein 

Zusammenhang zwischen einem höheren Newberyit- oder Struvit-Anteil und einer hö-

heren Ionenfreisetzung beobachtet werden (vgl. Abbildungen 9–11 mit 23 und 24). Tat-

sächlich zeigten die Proben CM2,25-D, CM2,75-D und CM2,75-P das höchste Auflö-

sungsverhalten. Die Struvit-bildenden Zemente wiesen eine höhere cD auf als die 

Newberyit-bildenden Zemente. 

Vergleichbare Ergebnisse zeigten beispielsweise Ewald et al. [33]: So haben sie Ze-

mentpasten, die den Proben CM2,25-D und CM2,75-D  in der vorliegenden Arbeit gli-

chen, in PBS ausgelagert und die Ca2+-, Mg2+- und PO4
3–-Konzentration alle 2 Tage 30 

Tage lang gemessen. Für Ca2+ und Mg2+ stellten sie einen 7-fachen Anstieg und für 

PO4
3– einen 3–4-fachen Anstieg fest, wobei der Zement CM2,25-D mehr Ca2+ und PO4

3– 

freisetzte als CM2,75-D. Dies bestätigt erneut, dass ein höherer MgP-Gehalt von den 

Zementen nicht unbedingt mit einer höheren Auflösung einhergeht. Die beschriebene 

Auflösung der CMPCs kann jedoch nur bedingt auf physiologische Bedingungen über-

tragen werden, da die Zementauslagerung in PBS erfolgte, welche keine Ca2+ und Mg2+ 

enthielt und somit nicht den physiologischen Konzentrationen von 0,75-0,95 mmol/L für 

Mg2+ [202] und 1,16–1,31 mmol/L für Ca2+ [84] entsprach. Darüber hinaus gibt es Hin-

weise darauf, dass auch die Serumkonzentration in Kulturmedium eine wichtige Rolle 

für das Degradations- und Rekristallisationsverhalten spielt [42]. Aus diesen Gründen ist 

es sinnvoll, die In-vitro-Degradationsversuche von Zementen in Lösungen durchzufüh-

ren, die die physiologische Umgebung so weit wie möglich simulieren. 

In einer Studie von Klammert et al. wurden die Kulturmediumüberstände nach der Kulti-

vierung osteoblastenähnlicher Zelllinien (MC3T3-E1) auf Newberyit-bildenden Zemen-

ten (entspricht in etwa den Proben CM2,25-P und CM2,75-P in der vorliegenden Arbeit) 

auf Ca2+-, Mg2+- und PO4
3–-Konzentration analysiert. Sie stellten eine Reduktion der Ca2+ 

von 1,75–2,0 mmol/L auf 1,25–1,5 mmol/L fest. Dagegen stiegen die Konzentrationen 

von Mg2+ und PO4
3– von 1,0 mmol/L auf das 6- bis 8-fache an [169]. 
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Die Gruppe von Ostrowski et al. inkubierte β-TCP sowie kristalline (cTMP, Farringtonit) 

und amorphe (aTMP) Trimagnesiumphosphate für 125 h in Kulturmedien und beobach-

tete ebenfalls eine Reduktion des Calciumspiegels in allen Proben von 1,6 mmol/L auf 

1,2 mmol/L bei β-TCP, auf 1,0 mmol/L bei cTMP und auf 0,2 mmol/L bei aTMP. Die Mg2+- 

Konzentration blieb bei β-TCP mit 1 mmol/L unverändert. Bei den magnesiumhaltigen 

Proben erhöhte sich die Mg2+-Konzentration auf ca. 3 mmol/L (cTMP) und 10 mmol/L 

(aTMP) [42]. 

Juhasz et al. beobachteten Oberflächenumwandlungsreaktionen von β-TCP- und 

Brushit-Keramiken in simulierter Körperflüssigkeit. Sie fanden heraus, dass sich die 

Brushit-Proben mit zunehmender Auslagerungszeit in schwerlösliches Octacalciumpho-

sphat und HA umwandelten und dass sich auf β-TCP-Proben submikroskopische HA-

Kristalle bildeten. Auf den REM-Aufnahmen traten die Octacalciumphosphat-Kristalle als 

plattenförmige Strukturen mit einer Dicke von deutlich unter 1 µm und unterschiedlicher 

Kristallausrichtung auf, die der Probe TCP-P nach 17 Tagen Inkubation ähnelten (Abbil-

dung 22j). Die Apatitkristalle auf β-TCP waren kugelförmige Ablagerungen mit einem 

Durchmesser von etwa 1 µm [198]. Da die REM-Aufnahmen in der vorliegenden Arbeit 

bei geringerer Vergrößerung und mit Zellen bzw. nach der Zelllyse analysiert wurden, 

waren diese submikroskopischen HA-Kristalle auf TCP möglicherweise nicht oder nur 

sehr schwer nachweisbar, wie bereits von Bohner et al. beschrieben [23]. 

Alle Beobachtungen, die in den oben erwähnten Studien beschrieben wurden, stimmen 

weitestgehend mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit überein und unterstreichen 

die überlegene Löslichkeit von magnesiumhaltigen Zementen im Vergleich zu CPCs. 

Die zugrunde liegenden Mechanismen der Auflösung und Adsorption könnten wie folgt 

sein: Eine chemische Auflösung findet prinzipiell nur dann statt, wenn das Löslichkeits-

verhalten der Keramik um ein Vielfaches höher ist als die Ionenkonzentration des Um-

gebungsmediums [21]. Dies äußert sich insbesondere in der Mg2+- und PO4
3+-Freiset-

zung bei den Struvit- und Newberyit-bildenden Zementen. Da jedoch physiologische 

Flüssigkeiten bei einem pH-Wert von 7,4 im Vergleich zu HA übersättigt sind, kann ein 

Fremdkörper die Keimbildung von Apatitkristallen auf der Materialoberfläche verursa-

chen und dadurch die Konzentration von Ca2+ und PO4
3– verringern [23], wie in Abbildung 

23a–i gezeigt. Dies könnte auch den Zusammenhang zwischen der hohen Ca2+-Reduk-

tion im Kulturmedium der Phase TCP-P (Abbildung 23c) und den weißen kugelförmigen 

Oberflächenablagerungen erklären (TCP-P in der Abbildung 15 und 16). In der Regel 
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tritt in einer übersättigten Lösung zuerst eine Ausfällung von amorphem CaP auf [35], 

das sich umstrukturiert und in den schwerlösliches CDHA umwandelt [22]. Wenn jedoch 

Mg2+ in einer Lösung anwesend sind, kann es während der Kristallisation zu einer Kon-

kurrenz zwischen den chemisch ähnlichen, aber größeren Ca2+ und den kleineren Mg2+ 

kommen, wodurch die HA-Keimbildung gehemmt und die Stabilität von amorphem CaP 

gefördert wird [35-37]. Mit der Zeit nehmen die Magnesiumeinlagerungen in den Präzi-

pitaten ab, sodass sie kristallin werden. So fanden Klammert et al. beispielsweise her-

aus, dass sich nach 15 Monaten intramuskulärer Implantation in einem Rattenmodell die 

Struvit- (entspricht etwa CM2,25-D) und Newberyit-Zementproben (entspricht etwa 

CM2,25-P) in Whitlockit umwandelten. Eine HA-Phase konnte jedoch nicht festgestellt 

werden [21]. 

Des Weiteren hat sich gezeigt, dass eine hohe spezifische Oberfläche (z. B. 18–33 m2/g) 

für eine ausgeprägte Ca2+-Adsorption sorgt [12], was ein weiterer Grund für die Ca2+-

Verluste bei den magnesiumhaltigen Zementen sowie bei TCP-P sein könnte. Für TCP-P 

ließe sich dieser Zusammenhang möglicherweise auch auf den Mg2+-Verlust übertragen. 

Eine mögliche Umwandlung von Brushit in HA kann für TCP-P durch die Gleichung (5.1) 

erklärt werden [203]. Daraus lässt sich auch die Ursache für die hohe PO4
3–-Konzentra-

tion (Abbildung 23u und 24) und den signifikant niedrigen pH-Wert (Abbildung 25) in den 

Kulturmedien herleiten. 

5.1.4 Zusammenhang zwischen Magnesiumionenkonzentration und 
pH-Wert 

Eine Korrelation zwischen der Mg2+-Konzentration und dem pH-Wert in den Kulturme-

dien wurde in der Literatur bereits häufig beschrieben [204-206]: So zeigten beispiels-

weise Zhai et al., dass bei der Auslagerung von reinem Magnesium in Kulturmedien so-

wohl die Mg2+-Konzentration als auch der pH-Wert mit der Zeit ansteigen: Nach 6 h La-

gerung maßen sie eine Mg2+-Konzentration von 2 mmol/L und einen pH-Wert von 7,7. 

Nach 12 h bzw. 24 h stieg die Mg2+-Konzentration auf 10 mmol/L bzw. 16 mmol/L an und 

die pH-Werte erhöhten sich mit ähnlicher Tendenz auf 8,0 bzw. 8,4 [204]. Während einer 

21-tägigen Inkubation der Newberyit-bildenden Zemente (entspricht in der vorliegenden 

Arbeit etwa CM2,25-P und CM2,75-P) im Kulturmedium gaben Klammert et al. einen pH-

Brushit  HA        

10CaHPO4·2H2O  Ca10(PO4)6OH2 + 4HPO4
2– + 6H+ + H2O (5.1) 
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Wert zwischen 7,5 und 8,0 an [169]. Diese Werte ähneln somit den in dieser Arbeit er-

mittelten pH-Werten der Kulturmedien für die magnesiumhaltigen Zemente (Abbildung 

25). 

Obwohl höhere Mg2+-Konzentrationen tendenziell auch den pH-Wert erhöhen, wurden 

keine signifikanten Unterschiede der pH-Werte (außer bei CM2,25-P und CM2,75-P am 

Tag 9) zwischen den magnesiumhaltigen Zementen und den magnesiumfreien bzw. -ar-

men  Referenzen PS und TCP beobachtet (Abbildung 25). Ein möglicher Grund dafür 

könnten die geringen Unterschiede der Mg2+-Konzentrationen zwischen den Proben sein 

(Abbildung 23j–r), im Gegensatz zu der oben beschriebenen Arbeit von Zhai et al. (Mg2+-

Konzentrationen zwischen 2 mmol/L und 16 mmol/L) [204]. Zudem erfolgten die pH-

Messungen der Zellkulturmediumüberstände außerhalb des Brutschranks, sodass der 

pH-Wert zum einen durch die Zellabbauprodukte gesenkt und zum anderen durch den 

CO2-Verlust erhöht wurde. Die Messungen der pH-Werte waren somit nicht genau und 

sollten nur als Richtwerte dienen. 

Für zukünftige Untersuchungen ist es ratsam, zwischen der azellulären und zellulären 

Inkubation der Zemente zu unterscheiden und die Messungen innerhalb des Brutschran-

kes durchzuführen. 

5.2 Osteoklastennachweise 

5.2.1 Zellkultivierungsmethoden 

Zellbasierte In-vitro-Resorptionstests sind wichtige Instrumente zur Vorhersage und Be-

wertung der Resorbierbarkeit von KEMs in vivo. Im Vergleich zu In-vivo-Experimenten 

sind zellbasierte Untersuchungen einfacher, reproduzierbarer, kostengünstiger und ver-

meiden das Leiden der Tiere [207]. 

Für In-vitro-Experimente stehen eine Reihe verschiedener Methoden und Zellarten für 

die Osteoklastengewinnung zur Verfügung [3]. Neben verschiedenen immortalisierten 

Zelllinien, wie den murinen makrophagenähnlichen C7-Zelllinien [97, 208], der RAW 

264.7-Zelllinie [30, 32, 209] und der humanen monozytären U937-Leukämie-Zelllinie [38, 

210], werden auch hM (CD14+/CD16−-Untergruppe) als osteoklastische Vorläuferzellen 

in vitro erfolgreich eingesetzt [3, 51, 77, 78, 133, 211]. 
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Da die in dieser Arbeit untersuchten Biokeramiken auf die Implantation beim Menschen 

ausgerichtet sind, ist es naheliegend, dass hM zur osteoklastischen Differenzierung ver-

wendet wurden. PBMC, das aus BC gewonnen wird, wird häufig als Monozytenquelle 

verwendet. Die typische Reinheit der CD14+/CD16−-Monozyten-Untergruppe, die zur Dif-

ferenzierung in Osteoklasten fähig ist [77, 78], liegt in PBMC jedoch zwischen 10 und 15 

% [77, 189, 212]. Um die Reinheit der Monozyten zu erhöhen, wurde in der vorliegenden 

Arbeit die PBMC-Fraktion zunächst mit Pancoll aus BC isoliert. Danach folgte die Ab-

trennung der Lymphozyten-Fraktion aus PBMC mit einer hyperosmotischen Percoll-Lö-

sung und schließlich die Isolierung der Monozyten von den Thrombozyten mit einer 

isoosmotischen Percoll-Lösung (Kapitel 3.2.5.2). Dieses Verfahren basierte weitgehend 

auf dem Protokoll von Repnik et al. [189]. Um die Kosteneffizienz weiter zu erhöhen, 

wurden die insgesamt fünf Waschschritte pro BC mit einer PBS-EDTA-BSA-Lösung an-

stelle von Kulturmedium nach dem Protokoll von Bernhardt et al. durchgeführt [133]. 

Wie in der Abbildung 12 zu sehen ist, wurden die Monozyten effektiv von den Throm-

bozyten- und Lymphozytenfraktionen isoliert, was zu einer durchschnittlichen Monozy-

tenreinheit von 58,20 % (SD = 11,21) und einer durchschnittlichen Monozytenausbeute 

von 8,49 × 107 hM (SD = 3,35 × 107) pro 30 mL BC führte. Mit einer Ausbeute von 

7,7 × 107 hM (SD = 3,36 × 107) und einer Monozytenreinheit von 75 % (SD = 20) erziel-

ten Repnik et al. ähnliche Ergebnisse, wobei der letztgenannte Wert als Monozyten/Lym-

phozyten-Verhältnis angegeben wurde [189]. Im Vergleich dazu führten Bernhardt et al. 

eine 1-fache Dichtegradientenzentrifugation durch, ähnlich dem ersten Isolatinschritt in 

dieser Arbeit (PBMC-Isolation aus BC und ein Erythrozytenlyseschritt), und erhielten 

eine Monozytenkonzentration von 24–40 % (Protokoll „YELLOW“), wobei die CD14+-

Monozytenkonzentration bei 19 % lag [133]. 

Zur weiteren Erhöhung der Reinheit und der Ausbeute von CD14+-Monozyten kann die 

immunomagnetische Separation (positiv oder negativ) eingesetzt werden: So konnten 

Bernhardt et al. [133] und Abdullah et al. [211] zwar zeigen, dass diese Technik eine 

CD14+-Monozytenkonzentration von bis zu 98 % ermöglicht, allerdings fanden die Auto-

ren keine Vorteile bei der Osteoklastogenese im Vergleich zur einfachen Dichtegradien-

tenzentrifugation (PBMC-Isolierung). Eine mögliche Erklärung hierfür könnte das Fehlen 

anderer Monozyten-Subpopulationen (z.B. CD14–-Monozyten) sein, die die Osteoklasto-

genese positiv modulieren [213]. Zudem ist die immunomagnetische Separation kosten-

intensiver [133], sodass sie für osteoklastische In-vitro-Experimente insgesamt weniger 

attraktiv erscheint. 
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Wie Quinn et al. berichteten, ist die Kombination von M-CSF und RANKL, wie sie in der 

vorliegenden Arbeit verwendet wurde, ausreichend, um Monozyten zu Osteoklasten mit 

ihren typischen Eigenschaften zu stimulieren [102]. 

Um nachzuweisen, dass das verwendete Protokoll eine erfolgreiche Osteoklastogenese 

ermöglicht, wurden die isolierten Zellen auf PS und Glas kultiviert und analysiert. Es 

konnten Zellfusionen ab Tag 6 (Abbildung 13c) und polynukleäre Riesenzelle mit einer 

Zellgröße von über 100 µm und mehr als 5 Nuklei ab Tag 10 nach RANKL-Gabe festge-

stellt werden, wie aus Durchlichtmikroskopie (Abbildung 13d–f, 14 und 16 auf PS), REM-

Bildern (Abbildung 22q) und Fluoreszenzaufnahmen (Abbildung 21 auf PS) deutlich zu 

erkennen war. Diese Beobachtungen werden in der Literatur für Osteoklasten oft be-

schrieben [47, 51, 66, 84, 133]. Darüber hinaus hatten diese polynukleären Riesenzellen 

glatte periphere Ausläufer, die mit der Clear zone vereinbar sind [81] (vgl. Abbildung 2 

mit Abbildung 13d–f und 14). Zudem wurden durch Fluoreszenzmikroskopie Aktinringe 

nachgewiesen, die Teil des Adhäsionskomplexes (F-Aktin-Zytoskelett) sind und die mit-

verantwortlich für die Aufrechterhaltung eines extrazellulären sauren Mikromillieus wäh-

rend der Resorption sind [3, 81] (vgl. Abbildung 3 mit Abbildung 21 PS). Im Durchlicht-

mikroskop wurde im Zellzentrum eine gestippelt Zone mit Nuklei beobachtet (Abbildung 

13d–f), die nach der TRAP-Färbung eine violette Farbstoffablagerung aufwies (Abbil-

dung 14 und Abbildung 16 PS). Diese Zone kann als Ruffled border der Osteoklasten 

angesehen werden (vgl. Abbildung 2), die viele Plasmamembranfalten und Vesikel mit 

u. a. dem Enzym TRAP 5b enthalten, und die meisten Zellorganellen, wie z. B. die Nuk-

lei, liegen basal davon [66, 81, 92, 93]. Neben der Färbung von TRAP wurde auch die 

photometrische Aktivitätsmessung dieses osteoklastentypischen Enzyms [93] unter-

sucht. Dabei zeigte sich eine weitestgehend konstante TRAP-Aktivität auf PS über den 

22-tägigen Versuchszeitraum (Ausnahme TRAP-Volumenaktivität am Tag 16) (Abbil-

dungen 18 und 19) bei einer konstanter DNA-Konzentration (Abbildung 17). 

Ein Nachteil des Spendermaterials ist die große Variation zwischen den Spendern, so-

dass mit dem gleichen Vorgehen oft unterschiedliche Ergebnisse erzielt werden können 

[51, 133], was sich an den oft ausgeprägten SD in den Diagrammen widerspiegelt. 

Insgesamt bestätigten die mikroskopischen und enzymatischen Ergebnisse jedoch, dass 

das verwendete Protokoll eine kostengünstige und effektive Kultivierung von Osteoklas-

ten ermöglicht, weshalb es auch für die zellulären Zementanalysen verwendet wurde. 
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5.2.2 DNA-Quantifizierung 

Die DNA-Analyse zeigte die höchsten DNA-Konzentrationen auf TCP, jedoch mit abneh-

mender Tendenz. Zwischen den Referenzen PS, TCP-P und allen magnesiumhaltigen 

Zementen wurden ähnliche Werte gemessen. Signifikante Veränderungen während der 

22-tägigen Messreihe konnten auf keiner Oberfläche festgestellt werden, was auf eine 

stabile Zellpopulation während dieses Zeitraums hinweist (Abbildung 17). Die ausge-

prägten SD sind auf hohe Variationen zwischen den Spendern zurückzuführen, wie be-

reits von Bernhardt et al. beschrieben [133, 214]. 

Unter idealen Bedingungen wäre bei der PBMC-Kultivierung kein Anstieg der Zellzahl 

und damit der DNA-Konzentration zu erwarten, im Gegensatz zu der Verwendung der 

Zelllinie RAW 264.7 als Osteoklasten-Vorläufer [30, 32, 42], da sich die multipotenten 

hämatopoetischen Stammzellen im Knochenmark befinden und ihre Nachkommen die 

Fähigkeit zur Selbsterneuerung verlieren [66]. Vielmehr sollte im Idealfall über den Ver-

suchszeitraum eine konstante DNA-Konzentration vorliegen, unabhängig davon, ob die 

DNA-Quelle aus mononukleären Zellen oder fusionierten polynukleären Riesenzellen 

stammt. Daher sollte bei der Aussaat der doppelten hM-Anzahl auch die DNA-Konzent-

ration doppelt so hoch sein. Dieser Sachverhalt konnte jedoch bei der PS-Referenz und 

den meisten Zementen nicht beobachtet werden: So wurde auf PS eine ähnliche DNA-

Konzentration gemessen wie auf den Zementen, außer im Vergleich zu TCP am Tag 10 

(Abbildung 17). Diese vergleichsweise reduzierte DNA-Konzentration auf den Zementen 

könnte folgende Gründe haben: (1) Die Zellen gingen in die Apoptose. (2) Die nicht-

adhärenten Zellen wurden beim Mediumwechsel aus dem Zellpool entfernt. (3) Bei der 

Messung konnte nur ein Teil des DNA-Materials erfasst werden, da es zu einer DNA-

Adsorption kam. 

Beim Vergleich der DNA-Konzentrationen mit den Nukleusdichten in der Fluoreszenz-

mikroskopie fällt besonders bei den Proben TCP und TCP-P eine deutliche Diskrepanz 

der Ergebnisse auf: Während die DNA-Konzentration auf TCP am Tag 10 signifikant 

höher war als auf TCP-P, zeigte die Fluoreszenzmikroskopie in diesem Zeitraum keine 

relevanten Unterschiede in der Nukleusdichte zwischen diesen Zementen. Ebenso 

schienen die Unterschiede in der Nukleusdichte zwischen den Proben TCP und 

CM2,75-D am Tag 16 nicht so ausgeprägt zu sein, als dass es signifikante Unterschiede 

in der DNA-Konzentration geben könnte (vgl. Abbildung 17 mit den Abbildungen 20 und 

21). Ein Grund dafür könnte die raue Oberfläche von TCP-P und den magnesiumhaltigen 

Zementen sein, die zu einer Retention der DNA führte und somit der Messung entzogen 
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blieb. Diese Vermutung wird durch die Tatsache untermauert, dass bei der vergleichs-

weise glatteren Oberfläche der Referenz TCP an den Tagen 10 und 16 bei doppelter 

hM-Aussaat im Vergleich zu PS auch etwa die doppelte DNA-Konzentration vorlag (Ab-

bildung 17). Im Gegensatz dazu wurde auf den raueren Oberflächen der Phase TCP-P 

und der magnesiumhaltigen Zemente insbesondere am Tag 10 und 16 eine deutlich ge-

ringere DNA-Konzentration gemessen, die allerdings oft nicht mit den fluoreszenzmikro-

skopischen Beobachtungen korrelierte. Eine aussagekräftige Bewertung der DNA-Kon-

zentration für die Analyse der Zellzahl und der zytotoxischen Effekte [214, 215] wäre 

unter diesen Umständen kaum möglich. 

Obwohl die Untersuchungsmethode mit Quant-iT™ PicoGreen™ dsDNA Assay Kit für 

die rauen Zemente möglicherweise nicht optimal war, können die weitestgehend stabilen 

DNA-Konzentrationen (Abbildung 17) und stabilen Nukleusdichten auf TCP, CM2,25-P, 

CM2,75-D, TMP-D und die leichte Abnahme der Nukleusdichten auf CM2,25-D und 

TMP-P (Abbildung 20) während der 22-tägigen Untersuchungszeit als Indiz für eine gute 

Zellviabilität und damit für das Ausbleiben von zytotoxischen Einflüssen dieser Zemente 

angesehen werden. Dagegen könnte die ausgeprägt abnehmende Nukleusdichte auf 

dem Zement CM2,75-P auf ungünstige Zellbedingungen hinweisen (Abbildung 20). 

Für zukünftige Versuche ist es empfehlenswert, die initiale DNA-Menge zu erfassen (z. 

B. einige Stunden oder ein Tag nach der Zellaussaat), um eine bessere Referenz zu 

erhalten. Zudem sollten die Zellen getrennt von den Kultivierungs-Wells und den Kulti-

vierungs-Scaffolds lysiert werden, wie es für Spender 3 durchgeführt wurde (siehe Kapi-

tel 3.2.7 und die Abbildungen 30 und 32 im Anhang), um eine bessere Differenzierung 

der DNA-Quelle zu ermöglichen. Des Weiteren sollte der PicoGreen®-Assay mit ande-

ren DNA-Quantifizierungs-Assays verglichen werden, um mögliche DNA-Retentionen, 

insbesondere auf rauen Zementen, zu erfassen und so eventuell eine optimalere Analy-

semethode zu eruieren. 

5.2.3 TRAP-Färbung und -Aktivität 

Es wird angenommen, dass TRAP 5b ein osteoklastenspezifisches Enzym ist, das so-

wohl in Resorptionslakunen als auch in intrazellulären Vesikeln vorkommt [81, 92, 93]. 

Dieses Enzym wird häufig für die quantitative (TRAP-Aktivität) und qualitative (TRAP-

Färbung) Analyse von Osteoklasten verwendet und ist daher ein wichtiger Osteoklas-

tenmarker [12, 47, 93, 216-218]. In der vorliegenden Arbeit wurden die TRAP-Färbung 

und die intrazelluläre TRAP-Aktivität auf allen Probeoberflächen untersucht. 
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TRAP-aktive Zellen wurden auf allen Proben durch photometrische TRAP-Aktivitätsmes-

sungen nachgewiesen. Obwohl die DNA-Menge nach dem PicoGreen®-Assay auf allen 

Proben meist vergleichbar war, zeigten die Struvit-bildenden Zemente oft eine signifikant 

höhere TRAP-Volumenaktivität im Vergleich zu allen anderen Proben mit einem signifi-

kanten Anstieg der Aktivität bis Tag 22. Auf allen Newberyit-bildenden Zementen und 

TCP-P war die TRAP-Volumenaktivität am geringsten und nahm über den Versuchszeit-

raum kaum zu. Bei den Referenzen PS und TCP stiegen die Werte bis zum Tag 22 nur 

leicht an (Abbildung 18). Die Ergebnisse der DNA-normalisierten TRAP-Aktivität (TRAP-

Aktivität pro DNA-Menge) waren ähnlich wie die Ergebnisse der TRAP-Volumenaktivität, 

jedoch zeigte die Phase TMP-D niedrigere Werte im Vergleich zu CM2,25-D und 

CM2,75-D. Die Referenzen PS, TCP, TCP-P sowie alle Newberyit-bildenden Zemente 

wiesen vergleichsweise niedrige TRAP-Aktivität pro DNA-Menge auf (Abbildung 19). 

Nach der TRAP-Färbung wurde ein deutlicher Unterschied zwischen Struvit- und 

Newberyit-bildenden Zementen festgestellt: Von den untersuchten Zementen wiesen die 

Struvit-bildenden Zemente die meisten TRAP-positiven Zellen auf, die bis zum Tag 22 

deutlich zunahmen und auf der gesamten Oberfläche weitgehend dispergiert waren. Die 

gemessene Zellgröße betrug etwa 25 µm. Die Reihenfolge der Farbintensitäten unter 

den Struvit-bildenden Zementen war wie folgt: CM2,75-D ≥ CM2,25-D > TMP-D. Im Ge-

gensatz dazu wurde auf Newberyit-bildenden Zementen die geringste Dichte an TRAP-

positiven und TRAP-negativen Zellen beobachtet, die mit etwa 20 µm die kleinsten Zell-

größen erreichten. Eine marginale Zunahme der Farbintensität wurde auf den inselarti-

gen dunklen Zementbereichen beobachtet, was auf eine leichte Zunahme der TRAP-

Aktivität hindeuten könnte. Auf den Referenzen TCP und TCP-P waren zusätzlich zu 

vielen TRAP-negativen Zellen auch vereinzelte TRAP-positive Zellen zu erkennen, wo-

bei auf TCP mit ca. 50 µm die größten Zellen zu finden waren. Auf TCP-P konzentrierten 

sich die TRAP-positiven Zellen hauptsächlich auf den weißen kugelförmigen Ablagerun-

gen und waren etwa 25 µm groß (Abbildung 15 und 16). 

Bei den Struvit-bildenden Zementen deutete die quantitative und qualitative TRAP-Ana-

lyse darauf hin, dass die Differenzierung der Osteoklastenvorläufer am Tag 22 noch nicht 

vollständig abgeschlossen war und somit bei einem längeren Versuchszeitraum ein wei-

terer Anstieg der TRAP-Aktivität zu erwarten wäre. Bei den Newberyit-bildenden Zemen-

ten und den Referenzen PS, TCP und TCP-P schien das Maximum der TRAP-Aktivität 

nach der 22-tägigen Inkubation zwar noch nicht erreicht zu sein, aber bei einer längeren 

Versuchsdauer wäre ein Anstieg nicht zu erwarten gewesen, der den Struvit-bildenden 
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Zementen ähneln würde. Nach der TRAP-Analyse zu urteilen, fand somit die Osteo-

klastogenese auf den Struvit-bildenden Zementen deutlicher und signifikant schneller 

statt als auf den anderen getesteten Zementen. 

Es ist bekannt, dass zwei Isoformen von TRAP in menschlichem Serum vorkommen, 

TRAP 5a und TRAP 5b. Osteoklasten enthalten jedoch nur TRAP 5b. Anhand des Sub-

strats pNPP fanden Hallen et al. heraus, dass bei einem pH-Wert von 6,1 TRAP 5b 

hochaktiv ist, während die Isoform 5b fast vollständig inaktiv bleibt [93]. Janckila et al. 

berichteten ebenfalls in einer Studie, dass das Substrat pNPP bevorzugt von der Isoform 

5b bei einem pH-Wert von 6,1 hydrolysiert wird. Darüber hinaus zeigten sie, dass das 

Substrat N-ASBI-P eine höhere Selektivität für TRAP 5b aufweisen kann. In Kombination 

mit Heparin als Isoform-5a-Inhibitor wurde die Spezifität für TRAP 5b weiter erhöht [219]. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die TRAP-Aktivität mit dem Substrat pNPP bei einem 

pH-Wert von 6,1 und die TRAP-Färbung mit N-ASBI-P analysiert. Aufgrund der überein-

stimmenden Ergebnisse von TRAP-Färbung und TRAP-Aktivität kann davon ausgegan-

gen werden, dass die osteoklastische TRAP-Isoform 5b erfasst wurde. 

Die genaue Bedeutung bzw. die Aussage der TRAP-Aktivität (zytochemische Färbung 

und/oder photometrische Aktivitätsmessung) ist in der Literatur umstritten: Einerseits 

wird postuliert, dass die TRAP-Aktivität ein guter Parameter für die osteoklastische Re-

sorption ist [51, 217], andererseits wird die TRAP-Aktivität lediglich als Marker für die 

Anzahl der Osteoklasten betrachtet [216, 220]. Falls die TRAP-Aktivität tatsächlich ein 

Mass für die osteoklastische Resorption sein sollte, dann dürfte es auf nicht resorbier-

baren Materialien keine TRAP-Aktivität geben. Allerdings zeigten beispielsweise Alatalo 

et al. in ihrer Studie, dass zwar den Osteoklasten kein Resorptionsmaterial (Kunststoff) 

zur Verfügung stand, sie aber dennoch die (extrazelluläre) TRAP-Aktivität messen konn-

ten. Dabei korrelierte die TRAP-Aktivität signifikant mit der Anzahl der Osteoklasten 

[218]. Es liegt daher auf der Hand, dass das Enzym TRAP 5b die Anzahl der Osteoklas-

ten und nicht die Resorption widerspiegelt, wie bereits in vielen Arbeiten [51, 133, 220] 

diskutiert. 

Des Weiteren wurde berichtet, dass sowohl Makrophagen als auch Osteoklastenvorläu-

fer ebenfalls TRAP exprimieren können [47, 221-224]: So haben beispielsweise Ge-

lenske et al. [222] und Nakamura et al. [223] gezeigt, dass nicht nur polynukleäre Rie-

senzellen, sondern auch mononukleäre Osteoklastenvorläufer auf PS und CPCs mit run-

der oder spindelförmiger Morphologie TRAP-positiv sein können. Da in der vorliegenden 
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Arbeit die für Osteoklasten typische Zellgrösse von 50–100 µm [66, 133] auf keinem 

magnesiumhaltigen Zement und TCP-P trotz TRAP-Positivität nachgewiesen werden 

konnte, wie sie auf PS und TCP beobachtet wurden (Abbildung 14 und 16), besteht die 

Vermutung, dass es sich um Makrophagen oder mononukleäre Osteoklastenvorläufer 

gehandelt haben könnte (weitere Erläuterungen im Kapitel 5.3.2). 

Für zukünftige Untersuchungen ist es ratsam, die Kultivierungs-Wells und die Kultivie-

rungs-Scaffolds getrennt auf die TRAP-Aktivität und die -Färbung zu untersuchen, um 

festzustellen, welcher Anteil der Aktivität von den Zellen auf den Scaffolds und welcher 

von den Zellen auf den Kultivierungs-Wells ausgeht, wie bereits in Kapitel 5.2.2 für die 

DNA-Konzentration beschrieben und bei Spender 3 für die TRAP-Volumenaktivität 

durchgeführt wurde (siehe Kapitel 3.2.9 und die Abbildungen 31 und 33 im Anhang). 

Darüber hinaus ist zu erwägen, das Substrat N-ASBI-P nach dem Protokoll von Janckila 

et al. und ggf. in Kombination mit Heparin für die Aktivitätsanalysen zu verwenden [219], 

um die Spezifität des Enzyms TRAP 5b weiter zu erhöhen. 

5.2.4 Indirekte Zellkultivierung auf Polystyrol (Fluoreszenzmarkie-
rung) 

Die Fluoreszenzmarkierung des Aktingerüstes und die Analyse der Aktinringe ist eine 

wichtige Methode, um eine echte Osteoklastenbildung nachzuweisen [47]. Denn die Bil-

dung einer Versiegelungszone (Sealing zone) zur Aufrechterhaltung eines extrazellulä-

ren Mikromillieus durch die Adhäsionsstrukturen ist eine entscheidende Voraussetzung 

für die osteoklastische Resorption: So beschrieben Burgess et al., dass die Aktinringbil-

dung der Knochenresorption vorausgeht [225]. Nach Geblinger et al. ist eine gut defi-

nierte und über die Zeit stabil aufrechterhaltene Resorptionslakune eine Schlüsselvo-

raussetzung für die Resorption [226]. Darüber hinaus haben zahlreiche Studien eine 

klare Korrelation zwischen Aktinringbildung und resorbierenden Osteoklasten gezeigt 

[225, 227-230]. Im Gegensatz dazu konnten Nakamura et al. nachweisen, dass die Kno-

chenresorption beeinträchtigt war, wenn die Funktion des Integrins α5β3 als Bestandteil 

der Adhäsionsstruktur aufgehoben war [231]. Des Weiteren kann die Polynuklearität Hin-

weise auf Osteoklasten liefern, wobei 3 bis 20 Kerne pro Zelle in normalen menschlichen 

Osteoklasten vorkommen [47, 66, 79]. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Fluoreszenzmarkierung der Zellen sowohl mit ei-

nem direkten Kontakttest (siehe Kapitel 5.2.5) als auch mit einem indirekten Zementkon-
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takt durchgeführt. Dazu wurden die hM in Wells mit Scaffolds darin ausgesät und kulti-

viert. An den Tagen 10, 16 und 22 wurden die Zellen auf den Scaffolds und auf den 

Kultivierungs-Wells (PS) gleichzeitig mit den Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Zur Aus-

wertung der indirekten Zellkultivierung wurden die Scaffolds in frische Wells überführt 

und die Kultivierungs-Wells (PS) separat untersucht. Dadurch wurden adhärente Zellen 

am Boden der Wellplatten (PS) sichtbar, die von Scaffolds bedeckt und unbedeckt waren 

(Abbildung 21). Diese Zellen standen also nicht in direktem Kontakt mit den Scaffolds, 

sondern ihr Zellverhalten wurde durch die gelösten Zementkomponenten im Kulturme-

dium beeinflusst. Nach bestem Wissen wurden die Osteoklastenkulturen zum ersten Mal 

in dieser Form des indirekten Kontakttests untersucht. Für gewöhnlich werden die azel-

lulären Proben (z. B. Zemente, Metalle) zunächst für eine bestimmte Zeit in frischem 

Kulturmedium ausgelagert. Anschließend wird der gewonnene Extrakt entweder unver-

dünnt oder verdünnt den Zellkulturen zugegeben, die auf einem anderen Material (z. B. 

PS, Dentinscheiben) angesetzt sind [12, 52, 146, 205, 214]. 

In der vorliegenden Arbeit haben sich die Zellen auf den Kultivierungs-Wells (PS) in vier 

Kategorien einordnen lassen (siehe Kapitel 3.2.10). Obwohl die Zellen asynchron diffe-

renzierten, sodass oft verschiedene Differenzierungsstadien innerhalb einer Untersu-

chungsstelle zu beobachten waren, lässt sich mit dem vorgestellten Punktesystem das 

Differenzierungs- und damit das Resorptionspotenzial der Zellen an einem Untersu-

chungstag oder über alle Versuchstage vereinfacht vergleichen. Dieser Vergleich soll als 

grobe Orientierung dienen. Demnach ergab sich für die gesamten Versuchstage die fol-

gende Reihenfolge (erreichte Punkte in Klammern nach Tabelle 4.1): 

PS (24) > CM2,25-P (15) ≥ TMP-P (15) > TCP-P (13) ≥ CM2,75-P (13) > CM2,25-D (11) 

> TCP (9) ≥ TMP-D (9) > CM2,75-D (8). 

Für Tag 22 galt die folgende Reihenfolge nach Tabelle 4.1: 

PS (8) ≥ TCP-P (8) > CM2,25-P (5) ≥ TMP-P (5) ≥ CM2,75-P (5) > CM2,25-D (4) 

> TCP (3) ≥ TMP-D (3) > CM2,75-D (2). 

Bei Punktgleichheit wurde die Probe mit dem höheren Einzelwert bei Betrachtung aller 

Versuchstage vorgezogen. 

Beim Vergleich der Probenreihenfolge für alle Versuchstage und für Tag 22 wurde ein 

Unterschied in der Reihenfolge bei den drei Phasen TCP-P, CM2,25-P und TMP-P fest-

gestellt. Der Grund dafür war, dass bei den Proben CM2,25-P und TMP-P bereits von 
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Tag 10 bis Tag 22 Riesenzellen mit mindestens 1–2 Nuklei vorhanden waren. Infolge-

dessen erreichten diese Phasen eine hohe Summe (15) für die gesamten Versuchstage. 

Bei der Referenz TCP-P wurden bis zum Tag 16 nur kleine mononukleäre Zellen beo-

bachtet, die sich bis zum Tag 22 zu polynukleären Riesenzellen mit breiten Aktinringen 

differenzierten. Diese Zellen ähnelten der PS-Referenz und hatten somit an Tag 22 die 

gleichen Punkte (8) erreicht. Insgesamt zeigten diese Resultate, dass bei gleichen Ober-

flächenbedingungen die Newberyit-bildenden Zemente den Struvit-bildenden Zementen 

in Bezug auf die Osteoklastendifferenzierung überlegen waren und dass bei den mag-

nesiumhaltigen Zementen der Zelltyp 2 dominierte (Riesenzellen mit einem Durchmes-

ser von mehr als 50 µm, mit 1–2 Nuklei und mit runder oder spindelförmiger Morpholo-

gie). Zudem war die Osteoklastendifferenzierung bei allen Zementproben im Vergleich 

zu der PS-Referenz inhibiert. Ein möglicher Grund dafür könnten die freigesetzten Ionen 

sein (nähere Einzelheiten dazu siehe Kapitel 5.5.2). 

Der Vorteil des indirekten Kontakttests ist, dass die Zellen die gleichen Oberflächenbe-

dingungen haben und die zellulären Auswirkungen auf die Substanzen im Kulturmedium 

besser beurteilt werden können. Die Interpretation der Ergebnisse ist jedoch komplex, 

da die Zellen in unmittelbarer Nähe des Zements höheren Ionenkonzentrationen ausge-

setzt sind als die gemessenen Durchschnittskonzentrationen in Kulturmedien. Außer-

dem ist die Übertragung auf das In-vivo-Verhalten schwierig, da die kontinuierliche Flüs-

sigkeitszirkulation im Körper die unphysiologischen Ionenschwankungen kompensiert 

[12]. 

In dieser Arbeit wurde das zellhaltige Aussaatmedium in die Kultivierungs-Wells mit 

Scaffolds gegeben. Somit war nicht sichergestellt, dass eine ausreichende Anzahl an 

Monozyten auch unter die Scaffolds gelangte, wie es bei der Probe CM2,75-D der Fall 

sein könnte (siehe Abbildung 21 CM2,75-D am Tag 22). Um dieses Problem zu vermei-

den, kann z. B. für zukünftige Untersuchungen ein bestimmtes Teilvolumen des Aus-

saatmediums (evtl. angepasst an die gewünschte Zelldichte für PS) in die leeren Wells 

vorgelegt werden und eine bestimmte Zeit abgewartet werden, bis sich die Zellen am 

Boden der Wells abgesetzt haben. Anschließend können die Scaffolds zugegeben und 

die Wells bis zum gewünschten Endvolumen mit dem restlichen Aussaatmedium aufge-

füllt werden. 
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5.2.5 Direkte Zellkultivierung (Fluoreszenzmarkierung und REM) 

In der vorliegenden Arbeit wurden bei der Fluoreszenzmarkierung von Zellen in direktem 

Zementkontakt keine offensichtlichen Osteoklasten mit einer Zellgröße von 50–100 µm 

nachgewiesen, die einen eindeutigen Aktinring bildeten und mindestens drei Nuklei ent-

hielten. Stattdessen wurden vorwiegend auf den Struvit-bildenden Zementen vereinzelte 

Zellen beobachtet, die Aktin(ring)konturen von etwa 25 µm Größe aufwiesen und einen 

Nukleus einschlossen. Auf den Newberyit-bildenden Zementen und auf den Referenzen 

TCP und TCP-P waren die Aktinkonturen oft undefiniert und unscharf ausgebildet. Dies 

hatte einerseits zur Folge, dass die Zellgrößen nicht eindeutig bestimmbar waren und 

andererseits konnte nicht zugeordnet werden, ob die gruppierten Nuklei zu einer Zelle 

oder zu akkumulierten Zellen gehörten (Abbildung 20). 

Beim Vergleich der fluoreszenzmarkierten Zellen auf den Kultivierungs-Wells (PS) und 

den Scaffolds zeigten sich konträre Tendenzen: Während auf den Struvit-bildenden Ze-

menten über den Untersuchungszeitraum deutlich mehr Zellen identifiziert werden konn-

ten (Abbildung 20), waren auf den Kultivierungs-Wells dieser Phasen weniger und deut-

lich schlechter differenzierte Zellen zu erkennen (Abbildung 21). Bei den Newberyit-bil-

denden Zementen war tendenziell der gegenteilige Effekt zu beobachten: Auf den Scaf-

folds wurden deutlich weniger Zellen beobachtet, während auf den Kultivierungs-Wells 

häufig polynukleäre Riesenzellen zu finden waren. Besonders deutlich war dieser Unter-

schied bei den Proben CM2,75-D und CM2,75-P. Dieses konträre Verhalten ist nicht 

ganz nachvollziehbar, könnte aber die fehlende Signifikanz der DNA-Konzentration zwi-

schen den magnesiumhaltigen Präparaten trotz der unterschiedlichen Zellzahlen auf den 

Zementen erklären (vgl. Abbildung 16 und 21 mit Abbildung 17). Somit kann durch diese 

Kompensation davon ausgegangen werden, dass die untersuchten Zemente während 

des 22-tägigen Zeitraums keine toxischen Auswirkungen auf die untersuchten Zellen 

hatten, was ebenfalls für eine gute Zellviabilität sprechen kann. 

Beim Vergleich der Aktinfluoreszenz (Abbildung 20) mit der TRAP-Färbung (Abbildung 

16) und der TRAP-Aktivität (Abbildung 18 und 19) ist zu erkennen, dass auf den Zemen-

ten die TRAP-positiven Zellen weitestgehend mit der Dichte der fluoreszenzmarkierten 

Zellen übereinstimmten. Dies lässt die folgenden Schlussfolgerungen zu: Die TRAP-Ak-

tivität ging hauptsächlich von den Zellen auf den Scaffolds und weniger von den Zellen 

auf den Kultivierungs-Wells (PS) aus, was auch durch die Teilergebnisse von Spender 

3 bestätigt wurde (vgl. Abbildung 31 und 33). Die Reihenfolge der Zelldichten auf den 

Zementen könnte wie folgt gewesen sein: 
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CM2,75-D ≥ TCP ≥ CM2,25-D ≥ TMP-D ≥ CM2,25-P ≥ TCP-P ≥ TMP-P ≥ CM2,75-P. 

Des Weiteren konnte sowohl durch Aktin-Fluoreszenz als auch durch TRAP-Färbung auf 

den Struvit-bildenden Zementen eine Zellgröße von etwa 25 µm bestätigt werden. 

Mit Hilfe der REM-Aufnahmen konnten auf allen magnesiumhaltigen Zementen Zellen 

mit einer Größe von bis zu ca. 30 µm (Abbildung 22t–y) und auf TCP ca. 50 µm identifi-

ziert werden (Abbildung 22r). Der teilweise enge Zellkontakt mit den Zementoberflächen 

CM2,25-D und TMP-D manifestierte sich in der Fluoreszenzmikroskopie (Abbildung 20) 

als 25 µm große und gut definierte Aktin(ring)konturen. Damit stimmten die REM-Ergeb-

nisse weitestgehend mit der TRAP-Färbung und der Fluoreszenzmarkierung überein. 

5.3 Resorptionsnachweise 

5.3.1 Resorptionslakunen (REM) 

Das Vorliegen von Resorptionslakunen ist im Allgemeinen ein wichtiger Hinweis auf eine 

osteoklastenvermittelte Resorption. So wurden nach der Zelllyse auf der Oberfläche der 

Probe TCP Tendenzen zu spikeartigen Strukturen beobachtet, die auf Proben ohne Zell-

kontakt nicht identifiziert werden konnten (vgl. Abbildung 22i und 2i mit a) und typisch für 

resorbierte β-TCP-Oberflächen zu sein scheinen [23, 90, 232]: So stellten beispielsweise 

Gallo et al. dichte β-TCP-Proben her und polierten deren Oberflächen. Sowohl durch 

azelluläres Oberflächenätzen mit einer sauren Lösung (HCl und NaHCO3; pH 4,4) als 

auch durch osteoklastenvermittelte Resorption (unter Verwendung von Knochenmark-

zellen von C57Bl/6J-Mäusen) beobachteten sie intrakristalline spikeartige Strukturen, 

die entlang der c-Achse der Kristalle ausgerichtet waren [90]. Angesichts dieses für 

β-TCP typischen Resorptionsmerkmals und der gemessenen Zellgrößen von ca. 50 µm 

kann eine osteoklastenvermittelte Resorption der Referenz TCP angenommen werden. 

Im Gegensatz dazu konnte auf keinem magnesiumhaltigen Zement eine eindeutige Re-

sorptionslakune nachgewiesen werden (Abbildung 22k–p). Auf TCP-P wurden auf glat-

ten Oberflächen mögliche Resorptionslakunen beobachtet, die aber eher kleinen Defek-

ten glichen (Abbildung 222j). Der Grund dafür war offensichtlich die fehlende Osteo-

klastogenese auf den magnesiumhaltigen Zementen und TCP-P. Darüber hinaus be-

schrieben Bernhardt et al., dass es aufgrund der rauen Oberfläche auf Bushit-bildenden 

CPCs nicht möglich ist, zwischen Resorptionslakunen und strukturellen Unebenheiten 

zu unterscheiden [214]. Nach Zhang et al. muss die Oberflächenrauheit idealerweise 

Ra < 1 µm betragen, um zwischen den ursprünglichen Materialunebenheiten und den 



5 Diskussion 

118 

neu hinzugekommenen Resorptionslakunen zu unterscheiden [207]. Ohne die Oberflä-

chenrauheiten bestimmt zu haben, lässt sich jedoch abschätzen, dass die Ra-Werte auf 

den magnesiumhaltigen Zementen und TCP-P deutlich über 1 µm lag. Somit wäre die 

Analyse der Resorptionslakunen auch bei bestehender osteoklastischer Resorption mit 

REM erschwert. Der Einfluss der Oberflächeneigenschaften auf die Osteoklastenbildung 

und -funktion wird im Kapitel 5.5.1 ausführlicher diskutiert. 

5.3.2 Zellvermittelte Ionenfreisetzung (ICP-MS) 

Die Bestimmung der freigesetzten Ionen (Ca2+, Mg2+, PO4
3–) im Kulturmedium wird all-

gemein als quantitativer Marker für die zR in Anwesenheit von Osteoklasten akzeptiert. 

Voraussetzung hierfür ist, dass die bR höher ist als die azelluläre Ionenfreisetzung auf-

grund der cD [30, 32, 233-235]. 

Der Vorteil dieser Methode ist, dass sie als sehr sensitiv gilt (insbesondere ICP-MS) 

[236], die Durchführung vergleichsweise unkompliziert und die Quantifizierung unabhän-

gig von der notwendigen Mindestrauheit (Ra) von 1 µm ist [207]. Ein mögliches Problem 

dabei ist, dass die erhöhte zellvermittelte Ionenfreisetzung durch verstärkte Präzipitation 

kompensiert werden könnte [51]. Dadurch wäre die zelluläre Leistung in verminderter 

Form reproduziert. 

Wie die Ergebnisse in den Abbildungen 23b und 24 zeigen, wurde bei den zellvermittel-

ten Ca2+-Freisetzungen unter allen getesteten Zementen lediglich auf der Probe TCP 

eine zR gemessen, die im Nettoresultat zum Abbau des Calciums führte. Somit sind die 

Ergebnisse der Referenz TCP konsistent mit der TRAP-Färbung (50 µm große TRAP-

positive Zellen) und den intrakristallinen spikeartigen Resorptionslakunen als Nachweis 

der osteoklastenvermittelten Resorption [90]. 

Auf allen magnesiumhaltigen Zementen wurde ebenfalls an fast allen Tagen eine signi-

fikante zR von Calcium nachgewiesen (Ausnahme auf CM2,75-P am Tag 0). Mit zuneh-

mendem Anteil an Struvit bzw. Newberyit in den Zementen nahmen die zellvermittelten 

Ca2+-Freisetzungen zu, wobei die Werte auf Newberyit-bildenden Zementen stets höher 

waren als auf den Struvit-bildenden Zementen. Jedoch relativiert das Nettoresultat die-

sen Sachverhalt, da die Ca2+-Konzentrationen der bR unter dem ursprünglichen Kultur-

mediumspiegel lagen, sodass auf allen magnesiumhaltigen Zementen im Laufe der Zeit 

eine Calciumadsorption stattfand (Abbildung 23d–i und 24). Eine Korrelation zwischen 

erhöhter TRAP-Aktivität und vermehrter zR der Zemente konnte nicht bestätigt werden 
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(vgl. Abbildung 23d–i, 24 mit 15, 16 und 18, 19). Im Gegenteil, die Zellen auf den 

Newberyit-bildenden Zementen setzten mehr Ca2+ frei (Abbildung 23e, g, i und 24) als 

die Zellen auf den Struvit-bildenden Zementen (Abbildung 23d, f, h und 24), obwohl die 

TRAP-Färbung und -Aktivität auf den Struvit-bildenden Zementen deutlich höher waren 

als auf den Newberyit-bildenden Zementen (Abbildung 15, 16, 18, 19). Somit untermau-

ern diese Ergebnisse die fehlende Korrelation zwischen der Anzahl der TRAP-aktiven 

Zellen und der zR, wie bereits in Kapitel 5.2.3 ausgeführt. 

Auf TCP-P wurde zwar zR gemessen, die jedoch nicht signifikant war. Insgesamt wurden 

sowohl Calcium als auch Magnesium auf TCP-P adsorbiert (Abbildung 23c, l und 24). 

Auf PS wäre eine Ionenkonzentration zu erwarten, die dem Niveau des Kulturmediums 

entspricht. Es wurde jedoch eine scheinbare zR von Ca2+, Mg2+ und PO4
3– beobachtet, 

da während der Zellkultivierung mehr Ionen an das Kulturmedium abgegeben wurden 

als auf den azellulären Kontrollen (Abbildung 23a, j, s und 24). 

Der Mechanismus hinter der zellvermittelten Ca2+-Freisetzung, die bereits ab Tag 0 ge-

messen wurde, könnte folgendermaßen aussehen: 

Bereits am Tag 0/0, Tag 0/1 sowie Tag 0/2 könnte es beim Pipettieren des frischen Kul-

turmediums auf die Probenoberflächen (PS und Scaffolds) zu einer Präzipitation von 

Cacium-(Magnesium-)Phosphat gekommen sein und damit zu einer Abnahme der Io-

nenkonzentration, wie bereits in Kapitel 5.1.3 beschrieben. Da bis zum Tag 0/2 keine zR 

zu erwarten wäre, konnte innerhalb dieser zwei Tage und der dreifachen Ionenzufuhr 

eine fortschreitende Akkumulation von Cacium-(Magnesium-)Phosphat auf den Oberflä-

chen einsetzt. Während bei der azellulären Scaffoldauslagerung die Präzipitation weiter 

fortschritt und die Ca2+-Konzentration niedrig blieb, differenzierten sich in den Zellkultu-

ren die Monozyten nach der M-CSF-Gabe zu Makrophagen. Diese könnten das präzipi-

tierte Cacium-(Magnesium-)Phosphat endozytieren und bis Tag 0 langsam abbauen und 

vermehrt Ionen in das Kulturmedium freisetzen (für Details siehe unten). Dadurch könnte 

die erhöhte Ca2+-Freisetzung insbesondere bei den ursprünglich calciumfreien Proben 

PS und TMPs bereits am Tag 0 erklärt werden. Da die fortschreitende Präzipitation of-

fensichtlich die zR überwiegte, lagen die Ca2+-Konzentrationen am Tag 0 bei allen Ze-

menten unter dem ursprünglichen Kulturmediumspiegel (Abbildung 23b–i). 

Ab Tag 0 wurde dem Kulturmedium zusätzlich zu M-CSF auch RANKL zugesetzt. Dies 

bewirkte eine fortschreitende Osteoklasten-/Makrophagen-Differenzierung und ver-

stärkte die zR, die sich in einer progressiv gesteigerten Ca2+-Freisetzung manifestierte, 
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wie sie in fast allen Proben vom Tag 0 bis Tag 6 beobachtet wurde (Abbildung 23a, b, 

e–i). Nach einer gewissen Zeit stellte sich weitestgehend ein Gleichgewicht zwischen 

der zR und der Präzipitation ein, sodass die Differenz der Ca2+-Konzentrationen zwi-

schen den entsprechenden azellulären Scaffoldauslagerungen und den Zellkulturen ab 

Tag 6 weitgehend konstant blieb (roter Bereich in der Abbildung 23b, d–i). Dies kann 

auch als ein Ausdruck der bestehenden Zellviabilität gesehen werden, denn im Falle 

einer toxischen Wirkung der in den Kulturmedien enthaltenen Substanzen würden u. a. 

die resorbierenden Zellen in die Apoptose gehen und die zR würde ausbleiben. 

Da jedoch die Anzahl der Zellen auf den Newberyit- und Brushit-bildenden Zementen im 

Vergleich zu den Struvit-bildenden Zementen, TCP- und PS-Proben reduziert war (vgl. 

Abbildung 20 mit 15 und 16), musste ein erheblicher Anteil der zellulären Ca2+-Freiset-

zung von den Zellen auf den Kultivierungs-Wells stammen: So war sowohl für die mag-

nesiumhaltigen Zemente als auch für TCP-P eine Korrelation zwischen der zellulären 

Ca2+-Freisetzung und den osteoklastischen Differenzierungsstadien der fluoreszenz-

markierten Zellen auf den Kultivierungs-Wells zu erkennen (vgl. Abbildung 21 bzw. Ta-

belle 4.1 mit Abbildung 24). 

Der Abbau des ausgefällten Cacium-(Magnesium-)Phosphats erfolgte also möglicher-

weise einerseits durch die osteoklastenähnlichen Zellen auf den Kultivierungs-Wells (vor 

allem auf PS sowie auf Newberyit- und Brushit-bildenden Zementen) und andererseits 

durch die kleineren mononukleären Zellen auf den Scaffolds (vor allem auf Struvit-bil-

denden Zementen), bei denen es sich um Präosteoklasten oder Makrophagen handeln 

könnte. Mehrere Studien haben bereits gezeigt, dass Makrophagen am Resorptionspro-

zess von KEMs beteiligt sein können [156, 203, 237, 238]: 

So wurde beispielsweise beschrieben, dass der Implantatzerfall zur Bildung von kleinen 

Zementpartikeln führt, die bei einer Größe von < 10 µm von mononukleären Makropha-

gen phagozytiert werden können. Bei Partikelgrößen zwischen 10 µm und 100 µm fusi-

onieren die Makrophagen zu Fremdkörperriesenzellen und schließen diese Partikel zur 

Resorption ein [239, 240]. 

Xia et al. isolierten Makrophagen aus C57BL/6J-Mäusen und kultivierten sie auf zwei 

HA-Varianten und auf einer TCP-Keramik. Als Kontrolle lagerten sie die Keramiken in 

Kulturmedium ohne Zellen aus. Bei der Analyse der Ionenkonzentration (Ca2+, P-Zusam-

mensetzung) fanden sie für alle drei Zemente einen signifikanten Anstieg der Werte in 

den Makrophagenkulturen im Vergleich zur Kontrollgruppe. REM-Aufnahmen zeigten 
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8-18 µm große Makrophagen, die 1,2–8 µm große Parikel phagozytierten. Pro Makro-

phage wurden 1–5 endozytäre Parikel nachgewiesen. Da in toten Zellen nicht abgebaute 

Zementpartikel gefunden wurden, vermuteten sie, dass bei einer großen Menge an pha-

gozytierten Partikeln die Makrophagen nicht in der Lage waren, diese abzubauen und 

an Energieerschöpfung zugrunde gingen. Des Weiteren beobachteten sie, dass bei fest-

gebundenen Partikeln die Makrophagen imstande waren, die Oberfläche des Materials 

zu umschließen, wodurch eine extrazelluläre Abdichtung für die Resorption entstand, die 

der osteoklastischen Resorptionslakunen ähnelte [238]. 

Theiss et al. implantierten einen zweiphasigen Zement (Brushit und β-TCP) in präpa-

rierte Knochendefekte von Schafen und beobachteten die Resorption nach 2, 4, 6 und 8 

Wochen. In den 2-Wochen-Proben zeigte die Resorptionszone einen zellreichen Be-

reich, der Makrophagen mit phagozytierten Zementpartikeln enthielt. Während diese mit 

Zementpartikeln angereicherten Makrophagen in allen Beobachtungszeiträumen zu fin-

den waren, wurden osteoklastenähnliche Zellen erst nach 8 Wochen beobachtet. Zu die-

sem Zeitpunkt begannen die Osteoklasten, den Geflechtknochen in Lamellenknochen 

umzubauen. Die Autoren schlossen daraus, dass der Zementabbau zum einen durch 

chemische Auflösung sowie Zementzerfall und zum anderen durch Partikelbildung sowie 

Phagozytose durch Makrophagen erfolgen musste [237]. 

Insgesamt untermauern diese Studien die Annahme, dass in der vorliegenden Arbeit die 

Monozyten auf den magnesiumhaltigen Zementen und TCP-P nicht zu Osteoklasten dif-

ferenzierten, sondern sich zu mononukleären Makrophagen bildeten, die die calciumhal-

tigen Zemente bzw. Präzipitate durch Phagozytose abbauten. Die genaue Rolle der 

Makrophagen und ihre Interaktionen mit Biomaterialien sind jedoch noch nicht vollstän-

dig geklärt und erfordern weitere Untersuchungen [240]. 

Bei der Analyse der Mg2+- und PO4
3–-Konzentrationen konnte dagegen bei keinem Ze-

ment (Ausnahme CM2,25-P am Tag 6 für Mg2+ und TCP am Tag 6 für PO4
3–) eine signi-

fikante zR von Mg2+ und PO4
3– festgestellt werden (Abbildung 23k–r, t–ß). Somit erfolgte 

die Freisetzung von Mg2+ und PO4
3– fast ausschließlich durch die cD (Weiteres im Kapitel 

5.1.3). 

Ein scheinbar paradoxes Phänomen wurde insbesondere bei den Proben CM2,25-D und 

CM2,75-D für Mg2+ und bei den Newberyit-bildenden Zementen für PO4
3– beobachtet: 

Statt wie erwartet eine erhöhte Ionenfreisetzung bei den zellbesiedelten Scaffolds zu 

messen, fand auf diesen Zementen eine Inhibition der Mg2+- und PO4
3–-Freisetzung im 
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Vergleich zur azellulären Scaffoldauslagerung statt (Abbildung 23m–r, c–ß). Ein mögli-

cher Grund für diesen scheinbaren Ionenverlust bei den Zellkulturen könnte ein Mess-

fehler sein, da die signifikanten Unterschiede zur azellulären Scaffoldauslagerung meist 

nur an einzelnen Tagen festgestellt wurden (Abbildung 23m, w, y, ß). So könnten bei-

spielsweise kleine Zementpartikel im Kulturmedium der azellulären Scaffoldauslagerung 

suspendiert gewesen sein und eine scheinbar höhere Ionenkonzentration ergeben ha-

ben, obwohl die Kulturmedien vor der ICP-MS-Analyse gründlich zentrifugiert wurden. 

Ein weiterer Grund könnte eine flächige Bedeckung der Scaffoldoberfläche mit Zellen 

sein, sodass die Zellen die cD verhindern. Es ist auch denkbar, dass die Zellen/Makro-

phagen ein MgP-angereichertes Präzipitat phagozytiert und akkumuliert haben, wie 

oben erläutert. Anschließend könnte es zu einer erneuten Präzipitation an den Zement-

oberflächen gekommen sein, was zu einer Abnahme der Ionenkonzentration im Kultur-

medium führte. 

Die Ursache dafür, dass Ca2+ durch zR freigesetzt wurde, Mg2+ und PO4
3– dagegen nicht, 

könnte folgendermaßen erklärt werden: Die calciumhaltigen Präzipitate auf den Zemen-

ten waren vermutlich schwerlöslich und blieben über einen längeren Zeitraum bestehen, 

sodass die Zellen eine dauerhafte Adhäsion aufrechterhalten konnten und somit die Prä-

zipitate resorbierten. Im Gegensatz dazu konnten die Zellen auf den direkten Brushit-, 

Struvit- und Newberyit-Oberflächen vermutlich keine dauerhafte Adhäsion ausbilden. Ein 

Grund dafür könnte die hohe Löslichkeit dieser Phasen sein, sodass sie sich unter den 

Zellen zu schnell auflösten. Dies könnte die undefinierten Aktinkonturen sowie die ge-

ringe Zellzahl insbesondere auf Newberyit-bildenden Zementen und TCP-P erklären 

(Abbildung 20), da die nicht oder schlecht adhärenten Zellen beim Mediumwechsel ent-

fernt wurden. Es ist auch denkbar, dass die magnesiumhaltigen Phasen nicht von Oste-

oklasten resorbiert werden konnten, da diese physiologischerweise HA in Kombination 

mit Kollagenfibrillen resorbieren. Die Adhäsion erreichen die Osteoklasten mit ihrem 

α5β3-Integrin an RGD-haltige Proteine (siehe Kapitel 2.1.1 und Kapitel 2.1.2.4). Fehlen 

diese Komponente, konnten die Adhäsionsstrukturen möglicherweise keine oder keine 

ausreichende Funktionalität erreichen. 

Für weitere Versuche ist es ratsam, die Scaffolds vor und nach den zellulären bzw. aze-

llulären Versuchen genau zu wiegen, um die bR und die Adsorption besser mit den Io-

nenkonzentrationen vergleichen zu können und so eine bessere Prognose für die voll-

ständige Resorption der Scaffolds zu erhalten. Die Scaffolds sollten zu Beginn der Zell-

kultivierung (z. B. am Tag 0/3) in frische Wells überführt werden, um den Einfluss der 
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am PS haftenden Zellen auszuschließen und ihre Resorption separat zu beurteilen. Um 

den Einfluss von Makrophagen besser zu verstehen, könnte zum Beispiel die Resorption 

von CMPCs und MPCs mit Makrophagen untersucht und mit Osteoklastenkulturen ver-

glichen werden. 

5.4 Auswahl vergleichbarer Studien 

Die Anzahl der Studien zum osteoklastischen Verhalten auf MPCs und CMPCs ist bis-

lang sehr limitiert. Darüber hinaus gibt es kein einheitliches System oder eine ISO-Norm 

für die Untersuchung von Osteoklasten und deren Resorption von Biomaterialien. Daher 

ist es oft schwierig, eine quantitative Vergleichsanalyse der verschiedenen Osteoklas-

tenmodelle und osteoklastenvermittelten Resorptionen durchzuführen [3]. 

Großardt et al. [30] untersuchten die cD und zR von CDHA-, Monetit-, Brushit- und Stru-

vit-bildenden Zementen, die mit manuell angemischten Zementpasten und Silikonformen 

hergestellt wurden. Diese Proben entsprechen in etwa den Phasen TCP-P (Brushit) und 

TMP-D (Struvit) der vorliegenden Arbeit, wobei die Autoren eine Produktreinheit von 

> 95 Gew.-% angaben. 

Für die Bestimmung der zR und der cD wurden diese Zemente sowohl azellulär in Kul-

turmedium ausgelagert als auch mit Osteoklasten der Zelllinie RAW 264.7 kultiviert. Sie 

fanden heraus, dass die zR und die cD des Struvit-bildenden Zements im Vergleich zum 

Brushit-Zement etwa dreimal so hoch war. Bei der Berechnung der zR zeigte der Struvit-

Zement ebenfalls die höchsten Werte, wobei die cD bei dieser Probe dominierte. Sie 

schätzten die bR-Raten (zR + cD) für alle Proben unter Verwendung der kumulativen 

Ionenfreisetzung in der folgenden Reihenfolge: Struvit > Brushit > Monetit > CDHA. Für 

den CDHA-, Brushit- und Monetitzement wurde für diese Einschätzung die Ca2+-Kon-

zentration verwendet. Für Struvit wurde lediglich die Mg2+-Konzentration berücksichtigt 

und diese für die Bestimmung der Löslichkeit mit den Ca2+ gleichgesetzt. Die Ca2+-Kon-

zentration im Kulturmedium für die Struvitproben wurde dabei nicht berücksichtigt [30]. 

Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, geben die CMPCs und MPCs kontinuierlich Mg2+ 

ab, während sie gleichzeitig Ca2+ adsorbieren. Da damit vermutlich eine Präzipitation 

eines weniger löslichen Calcium-(Magnesium-)Phosphats verbunden war, kann davon 

ausgegangen werden, dass dadurch die bR der Proben verzögert war. 

An den Tagen 3, 10 und 16 wurde eine TRAP-Färbung (mittels N-ASBI-P) durchgeführt. 

Auf Glas, CDHA, Brushit und Monetit beobachteten sie bereits nach 3 Tagen TRAP-
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positive Zellen, deren Anzahl am Tag 16 auf Brushit und Monetit abnahm. Auf der Stru-

vitoberfläche beobachteten sie jedoch zu keinem Zeitpunkt eine TRAP-Färbung. Im Ge-

gensatz dazu wurden in der vorliegenden Arbeit TRAP-positive Zellen auf der Probe 

TMP-D am Tag 10 nachgewiesen, die im Verlauf des Experiments zunahmen. Sie ver-

muteten, dass während der Waschschritte eine Desintegration und Entfernung der Zel-

len von der Oberfläche stattfand [30]. 

Mit Hilfe des REM wurden keine Zellen und keine Resorptionslakunen auf den Zementen 

untersucht, sondern lediglich die Morphologie des Zements ohne Zellkontakt beschrie-

ben. Die Fluoreszenzmikroskopie zur Analyse von Aktinringen und Polynuklearität wurde 

lediglich auf Glasoberflächen durchgeführt. Obwohl mit dem osteoklastenspezifischen 

Calcitonin-Rezeptor eine Osteoklastogenese nachgewiesen wurde [30], bedeutet dies 

nicht zwangsläufig, dass eine osteoklastenvermittelte Resorption der Zemente stattge-

funden hat [12, 241]. Somit ist aufgrund des fehlenden Nachweises von Resorptions-

lakunen und Aktinringbildung an den Zementen kaum nachvollziehbar, ob die mittels 

ICP-MS nachgewiesene zR der Struvit- und Brushit-Zemente tatsächlich durch Osteo-

klasten oder osteoklastenähnliche Zellen erfolgte. 

Blum et al. [32] stimulierten ebenfalls RAW 264.7-Zellen zur osteoklastischen Differen-

zierung auf CDHA und Struvit-bildenden Zementen mit der allgemeinen Summenformel 

Ca0,75Mg2,25(PO4)2 (entspricht in etwa der Phase CM2,25-D), CaMg2(PO4)2 und 

Ca1,5Mg1,5(PO4)2, die mit Zementpasten und Silikonformen hergestellt wurden. 

Sie untersuchten die TRAP-Färbung (mittels N-ASBI-P) und die TRAP-Aktivität (mittels 

pNPP) bis Tag 21. Während am Tag 3 auf keiner Oberfläche TRAP-positive Zellen nach-

gewiesen werden konnten, beobachteten sie ab Tag 7 eine Zunahme der TRAP-Aktivität 

und TRAP-Färbung. Auf Ca0,75Mg2,25(PO4)2 (≙ CM2,25-D) beobachteten sie konsistente 

TRAP-Färbung und -Aktivität vom Tag 10 bis 21. Auf CaMg2(PO4)2 und Ca1,5Mg1,5(PO4)2 

stellten sie vom Tag 10 bis 21 eine zunehmende TRAP-Färbung und konstante TRAP-

Aktivität fest. Auf dem Referenz CDHA wiesen sie sowohl TRAP-positive Zellen als auch 

TRAP-Aktivität zwischen Tag 7 und 21 nach, allerdings in geringerem Ausmaß als auf 

den Struvit-bildenden Zementen [32]. Somit stimmen diese Beobachtungen weitestge-

hend mit den hier vorgestellten Ergebnissen überein. 

Bei der ICP-MS-Analyse fanden sie bei allen Struvit-bildenden Zementen eine etwa 

10-fach höhere Mg2+- und PO4
3–-Freisetzung durch zR im Vergleich zur cD [32]. Diese 

Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den Beobachtungen von Großardt et al. [30] und 
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den Resultaten der vorliegenden Arbeit. Die Freisetzung von Ca2+ konnten sie nur in 

Anwesenheit von Zellen nachweisen. In der azellulären Scaffoldauslagerung im Kultur-

medium sowie im Nettoresultat stellten sie eine Calciumadsorption bei allen Zementen 

fest, was mit den Beobachtungen des Calciumverhaltens bei CMPCs, TMP-P und TCP-P 

in dieser Arbeit übereinstimmt. Des Weiteren zeigten sie, dass die bR der Keramik mit 

zunehmendem Calciumgehalt anstieg [32]. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit je-

doch nicht bestätigt werden. 

Bei der REM-Untersuchung konnten sie Riesenzellen identifizieren, die jedoch nicht in 

engem Kontakt mit der Zementoberfläche standen. Die Bildung von Resorptionslakunen 

wurde nicht beschrieben. Darüber hinaus beobachteten die Autoren undifferenzierte 

RAW 264.7-Zellen und ordneten deren Proliferationszustand den Makrophagen zu [32]. 

Trotz der detektierten Riesenzellen konnten sie mit der Fluoreszenzmikroskopie keine 

typischen Aktinringe, Zellfusionen oder Polynuklearität auf den Zementen nachweisen. 

Sie vermuteten, dass die Riesenzellen keine ausreichende Versiegelungszone bilden 

konnten, um den pH-Wert zu senken, weil die Zementoberflächen zu rau und uneben 

waren. Sie schrieben die zR den Makrophagen durch Phagozytose zu [32], wie es auch 

in dieser Arbeit vorgeschlagen wird. 

Ostrowski et al. [42] synthetisierten β-TCP-Zemente sowie amorphe (aTMP) und kris-

talline Trimagnesiumphosphate (cTMP, Farringtonit) mittels eines Press- und Sinterver-

fahrens. Darauf kultivierten sie RAW 264.7 Zelllinie zur Osteoklastogenese. Als Kontrolle 

wurden diese Zellen auch auf Kunststoff kultiviert. 

Das cD-Verhalten der Pellets wurde von Ostrowski et al. untersucht [42] und bereits im 

Kapitel 5.1.3 behandelt. 

Mittels REM- und Fluoreszenzanalyse konnten sie vor allem am Tag 11 polynukleäre 

Riesenzellen mit ausgeprägten Akrinringen auf der Kunststoffkontrolle feststellen, was 

auf eine Osteoklastenbildung hinweist. Auf β-TCP wurden ebenfalls polynukleäre Rie-

senzellen beobachtet, von denen einige über 50 µm groß waren. Eine Aktrinringkontur 

wurde auf β-TCP jedoch nicht beschrieben. Auf cTMP und aTMP konnte eine deutliche 

Proliferation und Akkumulation von Zellen beobachtet werden, jedoch gab es keine Hin-

weise auf eine Fusion zu polynukleären Riesenzellen [42]. 
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Obwohl eine Analyse der zellvermittelten Ionenfreisetzung sowie der Resorptionslaku-

nen nicht stattfand, stimmen diese Ergebnisse weitestgehend mit den Resultaten der 

vorliegenden Arbeit überein. Die Autoren vermuteten, dass die fehlende Osteoklastendif-

ferenzierung auf die hohe Mg2+-Konzentration von 3 mmol/L (cTMP) und 10 mmol/L 

(aTMP) zurückzuführen war [42]. Wie im Kapitel 5.5 ausgeführt, sind neben der 

Mg2+-Konzentration auch weitere Ionen sowie die Oberflächentopographie wichtige Ein-

flussfaktoren auf die Osteoklastenbildung und -funktion. 

5.5 Auswahl von Einflussfaktoren auf die Osteoklastenbildung 
und -funktion 

5.5.1 Oberflächentopographie 

Die Oberflächentopographie ist einer der wichtigsten Faktoren, die die Zellfusion, die 

Osteoklastogenese, die Zelladhäsion, die Bildung einer Versiegelungszone und die Re-

sorption durch ein extrazelluläres saures Mikromillieu beeinflussen [12, 242]. Allerdings 

wird der Einfluss z. B. der Rauheit bei Osteoklastenkulturen auf Biomaterialien nur selten 

berücksichtigt bzw. untersucht [3]. 

Die optimale Rauheit (Ra) für die Osteoklastenbildung und -funktion ist in der Literatur 

umstritten: So fanden Geblinger et al. heraus, dass Osteoklasten auf Calcitkristallen mit 

einer Rauigkeit (Ra) von 0,530 µm größere und stabilere Aktinringe (ca. 100 µm) bildeten 

als auf glatteren Oberflächen von 0,012 µm [242]. John et al. konnten dagegen zeigen, 

dass auf einer transparenten HA-Keramik mit einer Rauheit (Ra) von 0,08 µm die Bildung 

und Funktion von Osteoklasten (polynukleäre Riesenzellen mit einem Durchmesser von 

ca. 100 µm) nicht behindert war [243]. Davison et al. wiesen mit zwei unterschiedlichen 

Rauheiten ihrer β-TCP-Zemente nach, dass die glatteren Oberflächen (Ra = 0,126 µm) 

die Differenzierung, Viabilität und Resorption humaner Osteoklasten förderten, während 

die raueren Oberflächen (Ra = 1,597 µm) dies hemmten [224]. Im Vergleich dazu wurde 

für den natürlichen und unbehandelten Knochen eine Rauheit (Ra) von etwa 0,05–1 µm 

(muriner Humerus) [242] und für PS 0,064 µm [243] angegeben. 

Es ist zu berücksichtigen, dass neben der Rauheit auch weitere Oberflächeneigenschaf-

ten eine wichtige Rolle bei der Osteoklastenbildung und -resorption spielen. Dies wird 

beispielsweise in den Studien von Nakamaru et al. [223] und Ciapetti et al. [12] deutlich: 

So stellten Nakamura et al. Pellets aus HA, carbonisiertem HA (cHA) und β-TCP in ei-

nem Press- und Sinterverfahren her. Als Referenz dienten bovine Knochenscheiben und 
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PS. Für eine einheitliche Oberflächenrauheit polierten sie die Proben auf 

Ra = 0,5-0,6 µm. Auf die Proben wurden humane PBMCs ausgesät und zur Osteo-

klastogenese stimuliert (mittels M-CSF und RANKL). Nach 15 bis 18 Tagen konnten sie 

auf Knochenscheiben, PS, HA und cHA Akrinringe nachweisen. Auf β-TCP war die Ak-

tinringbildung jedoch undefiniert und vergleichbar mit den Aktinumrissen auf der Probe 

TCP in der Abbildung 20. Auf HA und PS waren die Aktinringe deutlich größer, aber auch 

dünner im Vergleich zu denen auf Knochen und cHA. Polynuklearität wurde auf allen 

Proben nachgewiesen. Deutliche Resorptionslakunen wurden allerdings nur auf cHA 

und Knochenscheiben beobachtet. Die Autoren schrieben die unterschiedlichen Ergeb-

nisse der Oberflächenenergie und Löslichkeit der Proben zu [223]. 

Ciapetti et al. zeigten, dass bei äquivalenter HA-Chemie neben der Rauheit auch die 

spezifische Oberfläche (SSA) eine entscheidende Rolle bei der osteoklastenvermittelten 

Zementresorption spielt: So konnten sie nachweisen, dass sich auf glatter (Ra = 0,6 µm) 

HA-Oberfläche mit geringer SSA (0,54 m2/g) große Aktinringe (ca. 100 µm) bildeten und 

die Zellen das Material resorbierten. Im Gegensatz dazu waren auf rauer (Ra = 1,7 µm), 

plattenförmiger Kristalloberfläche mit einem SSA von 18 m2/g sowie auf „glatter“ 

(Ra = 0,7 µm), nadelförmiger Kristalloberfläche mit einem SSA von 33 m2/g keine aus-

geprägten Aktinringe zu erkennen. Diese Zellen führten nach 21 Tagen zu keiner deutli-

chen Resorption der Zemente, obwohl Osteoklasten nachgewiesen wurden [12]. 

Wie bereits erwähnt, ist davon auszugehen, dass die Rauheitswerte der in dieser Arbeit 

verwendeten Zemente weit über den Rauheiten der oben erwähnten Studien lagen. Es 

liegt daher die Vermutung nahe, dass die rauen Oberflächen der magnesiumhaltigen 

Zemente und des TCP-P die notwendigen Zell-Zell-Verbindungen sowie die Zellfusion 

einschränkten und damit die Osteoklastogenese verhinderten [12]. Darüber hinaus ver-

hinderten die plattenartigen Mikrostrukturen, wie sie vor allem auf TCP-P beobachtet 

wurden, möglicherweise eine stabile Aktinringbildung bzw. Versiegelungszone. Demzu-

folge wäre vermutlich trotz einer möglichen Osteoklastendifferenzierung kein extrazellu-

läres saures Mikromillieu zustande gekommen, das eine Voraussetzung für die osteo-

klastenvermittelte Resorption ist. 

Insgesamt ist es wichtig, die einzelnen Parameter, die das Osteoklastenverhalten beein-

flussen, eingehend zu untersuchen [242] und für das Design von KEMs einzubeziehen. 

Für zukünftige Untersuchungen ist es daher ratsam, zumindest die Oberflächenrauhei-

ten der Zemente zu bestimmen und diese ggf. für die Knochenzellen zu optimieren. Als 
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Positivkontrollen für die osteoklastenvermittelten Resorptionen sind glatte Knochen-

scheiben [223] und/oder glatte Dentinscheiben [214] besser geeignet, da Aktinringbil-

dung und Resorptionslakunen auf diesen natürlichen Materialien genauer nachweisbar 

sind. 

5.5.2 Ionenkonzentrationen im Kulturmedium 

Die Ionenkonzentrationen in der Zellumgebung, wie Ca2+, Mg2+, PO4
3– und H3O+, spielen 

eine wichtige Rolle bei dem Differenzierungs- und Funktionsverhalten der Osteoklasten. 

5.5.2.1 Magnesiumionenkonzentration 

Die physiologische Mg2+-Konzentration im Serum liegt zwischen 0,75 mmol/L und 

0,95 mmol/L [202]. Bei den Referenzen PS und TCP lagen die Werte durchweg in die-

sem physiologischen Bereich. Bei TCP-P wurde eine stark reduzierte Mg2+-Konzentra-

tion auf ca. 0,1-0,2 mmol/L beobachtet. Die höchste Mg2+-Konzentration während der 

bR-Versuche wurde mit 10,13 mmol/L (SD = 2,00) bei CM2,75-P am Tag 3 gemessen. 

An den anderen Tagen und magnesiumhaltigen Phasen lagen die Werte während der 

bR-Versuche meist zwischen ca. 3 mmol/L (z. B. TMP-P) und 7 mmol/L (z. B. CM2,75-D) 

(Abbildung 23j–r). 

Die beobachteten Auswirkungen von Mg2+ auf die Osteoklastenvorläufer und Osteoklas-

ten sind in der Literatur kontrovers: 

So fanden Janning et al. in ihrem Magnesiumhydroxid-Implantat im Kaninchenmodell 

(Kniegelenk) nach 2 und 4 Wochen im Vergleich zur Referenz signifikant niedrige Oste-

oklastenanzahl. Sie vermuteten, dass die Mg2+-Konzentration oder eine lokale Alkalose 

der Grund für die Osteoklastenreduktion war. Nach 6 Wochen ähnelte die Osteoklasten-

anzahl der Positivkontrolle. Die Morphologie und die Größe der nachgewiesenen Oste-

oklasten unterschieden sich jedoch nicht zwischen den Zeitpunkten [244]. 

Maradze et al. lagerten reines Magnesium im Kulturmedium aus und stellten verschie-

dene Verdünnungen der Mg2+-Konzentration her (2,8–15,9 mmol/L Mg2+). Sie fanden 

heraus, dass bei der Kultivierung der RAW 264.7 Zelllinie (ohne RANKL und ohne 

M-CSF) die zelluläre Stoffwechselaktivität (bestimmt mittels alamarBlue® Assay) mit 

steigender Mg2+-Konzentration abnahm. Die Zellen waren jedoch in der Lage, sich mit 

der Zeit an die Umgebung anzupassen. Zellen, die mit RANKL kultiviert wurden, zeigten 
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keine Veränderungen in der TRAP-Genexpression bei verschiedenen Mg2+-Konzentra-

tionen. Jedoch war bei 9,9 mmol/L Mg2+ die Anzahl der TRAP-positiven Zellen deutlich 

reduziert. Sie vermuteten, dass diese Zellreduktion auf die hohe Mg2+-Konzentration 

oder das alkalische Medium (pH > 8) zurückzuführen war. Reife Osteoklasten, die auf 

„Dentinknochenscheiben“ („dentin bone slices“ [!]) kultiviert wurden, tolerierten zwar die 

hohen Konzentrationen, aber die Resorptionsaktivität war bei allen Mg2+-Konzentratio-

nen stark reduziert. Sie schrieben dies eher dem hohen pH-Wert als der hohen Mg2+-

Konzentration zu [146]. Insgesamt zeigen diese Studien, dass eine erhöhte Mg2+-Kon-

zentration zwar die Progenitorzellen in der Osteoklastogenese hemmt, aber die Zellvia-

bilität der reifen Osteoklasten nicht beeinträchtigt, wie bereits von Ostrowski et al. disku-

tiert [42]. 

Wu et al. (2014) stellten Kulturmedien mit unterschiedlichen Mg2+-Konzentrationen durch 

zwei Methoden her: zum einen durch Auslagerung von reinem Magnesium (Magnesi-

umextrakte mit 1,46–26,67 mmol/L) und zum anderen durch MgCl2-Lösung 

(2-25 mmol/L). Die Osteoklastogenese wurde durch PBMCs aus humanem BC induziert 

(mittels M-CSF und RANKL) und über 28 Tage untersucht. Sie fanden u. a. heraus, dass 

in den Zellkulturen mit MgCl2-Lösungen mit der Erhöhung der Mg2+-Konzentration bis zu 

10 bzw. 15 mmol/L in der Regel ein Anstieg der TRAP-Aktivität, der TRAP-Färbung, der 

Resorptionsaktivität und des Zellstoffwechsels zu verzeichnen war. In den Zellkulturen 

mit Magnesiumextrakten nahm lediglich die Resorptionsaktivität mit steigender Mg2+-

Konzentration zu (bis 6,08 mmol/L). Bei den oben aufgeführten Untersuchungen wurde 

meist ein gegenteiliger Effekt beobachtet [205]. Somit scheint die Mg2+-Quelle ebenfalls 

eine wichtige Rolle bei der Osteoklastendifferenzierung und -funktion zu spielen. 

Wu et al. (2015) inkubierten hM aus BC in Kokultur mit humanen mesenchymalen 

Stammzellen der SCP-1-Linie (ohne RANKL und ohne M-CSF) in verschiedenen Mag-

nesiumextraktverdünnungen (0,93–26,67 mmol/L). Mit zunehmender Mg2+-Konzentra-

tion beobachteten sie einerseits eine verstärkte Osteoklastendifferenzierung bis ca. 

6 mmol/L, andererseits nahm die Zytotoxizität progressiv zu, wobei am Tag 7 ab inkl. 

14,36 mmol/L und am Tag 28 ab inkl. 10,13 mmol/L signifikant hohe Zellschädigungen 

festgestellt wurden [52]. 

Mammoli et al. (2019) stimulierten U937-Zelllinie  zur Osteoklastogenese (unter Verwen-

dung von Phorbol-12-myristat-13-acetat und Vitamin D3) in Gegenwart von 
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1-10 mmol/L Mg2+ und analysierten diverse Boten-RNAs (mRNA) von Differenzierungs-

markern und Transkriptionsfaktoren, die an der Osteoklastendifferenzierung mitwirken. 

Mit der Erhöhung der Mg2+-Konzentration bis zu 10 mmol/L konnte nach fünf Tagen eine 

signifikante Erhöhung der Osteoklastenanzahl im Vergleich zur Referenz (1 mmol/L) so-

wie eine positive Korrelation für alle untersuchten Differenzierungsmarker und Transkrip-

tionsfaktoren festgestellt werden. Besonders ausgeprägt war diese Hochregulation bei 

den Differenzierungsmarkern für Cathepsin K (ca. 2-fach erhöht), für DC-STAMP (Zell-

fusion, ca. 4-fach erhöht) und TRAP (ca. 17-fach erhöht) [38]. 

Die Auswirkungen der Mg2+-Konzentration auf die Zellaktivität, Viabilität und Osteo-

klastogenese lassen sich in dieser Arbeit am besten anhand der Probe CM2,75-P fol-

gendermaßen interpretieren: Es wäre denkbar, dass die geringe Anzahl TRAP-positiver 

Zellen (TRAP-Färbung und -Aktivität) und die geringe Anzahl fluoreszenzmarkierter Zel-

len auf dem Zement CM2,75-P mit der hohen freigesetzten Mg2+-Konzentration (bis M = 

10,13 mmol/L, SD = 2,00) zusammenhing (vgl. Abbildung 16 und 18 mit 20). Dies könnte 

daran gelegen haben, dass die Zellen auf CM2,75-P vor allem in den ersten Tagen einer 

mehr als 10-fachen supraphysiologischen Mg2+-Konzentration ausgesetzt waren (Abbil-

dung 23p) und daher untergingen. Allerdings gab es zu keinem Zeitpunkt signifikante 

Unterschiede der DNA-Konzentration zwischen CM2,75-P und den Referenzen PS und 

TCP-P (Abbildung 17). Des Weiteren wurden die Zellen auf den Phasen CM2,25-D und 

CM2,75-D einer vergleichbar hohen Mg2+-Konzentration (ca. 7 mmol/L) ausgesetzt wie 

CM2,75-P, dennoch konnten auf CM2,25-D und CM2,75-D mittels TRAP-Färbung und 

Fluoreszenzmikroskopie deutlich mehr Zellen festgestellt werden (vgl. Abbildung 16 mit 

20). Zusätzlich lässt der Nachweis der überdurchschnittlich vielen osteoklastenähnlichen 

Zellen auf den Kultivierungs-Wells der Phase CM2,75-P (Abbildung 21) die Schlussfol-

gerung zu, dass die hohe Mg2+-Konzentration von bis zu 10 mmol/L keinen gravierenden 

negativen Einfluss auf die untersuchten osteoklastenähnlichen Zellen hatte. 

5.5.2.2 Calciumionenkonzentration 

Die physiologische Serumcalciumionenkonzentration liegt bei 1,16–1,31 mmol/L [84, 

245]. An der Knochenoberfläche schwankt die Konzentration von 0,5 mmol/L während 

der Knochenbildung bis ≥ 2 mmol/L während der Knochenresorption [245]. In der Re-

sorptionslakune können Ca2+-Konzentrationen bis zu 40 mmol/L auftreten [89]. 

Bei den Referenzen PS und TCP wurden Ca2+-Konzentrationen in Zellkulturen (bR) zwi-

schen 1,4 mmol/L (Tag 0 bei TCP) und 2,0 mmol/L (Tag 15 bei TCP) gemessen. Bei der 
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Referenz TCP-P waren die Werte mit ca. 0,5 bis 0,7 mmol/L am niedrigsten. Bei den 

magnesiumhaltigen Zementen lagen die niedrigsten Werte bei ca. 0,8 mmol/L 

(CM2,25-D am Tag 21) und die höchsten Werte bei ca. 1,75 mmol/L (TMP-P an den 

Tagen 6, 9 und 15), wobei die Newberyit-bildenden Zemente vergleichsweise höhere 

Ca2+-Werte aufwiesen als die Struvit-bildenden Zemente (Abbildung 23a–i). Insgesamt 

blieben die Ca2+-Konzentrationen der zellhaltigen Kulturmedien jedoch im physiologi-

schen Bereich. 

Wie Xiang et al. herausfanden, sorgt eine niedrige Ca2+-Konzentration von 0,5 mmol/L 

für eine größere Anheftungsfläche der Osteoklasten sowie eine erhöhte Genexpression 

und Fluoreszenzintensität von α5β3-Integrin im Vergleich zu 1,2 mmol/L [84]. Diese Be-

obachtungen stimmen insbesondere mit der Bildung von mehrkernigen Riesenzellen mit 

breiten Aktinringen auf den Kultivierungs-Wells der Phase TCP-P am Tag 16 und 22 

überein (Abbildung 21). Eine Hemmung der Osteoklastogenese und der osteoklasti-

schen Resorption wäre erst ab einer Ca2+-Konzentration von 5 mmol/L zu erwarten [246, 

247]. Daher sollten von dem vorherrschenden Ca2+-Milieu um die Zementimplantate 

keine negativen Einflüsse auf die Zellen ausgehen. 

5.5.2.3 Phosphationenkonzentration 

Die physiologische Plasmaphosphatkonzentration liegt zwischen 0,8 mmol/L und 1,4 

mmol/L [248, 249]. Während bei PS und TCP die PO4
3–-Konzentration konstant in die-

sem physiologischen Bereich lag, wurde bei TCP-P eine bis zu ca. 10-fache supraphy-

siologische PO4
3–-Konzentration gemessen (Abbildung 23s–u). Für Struvit-bildende Ze-

mente lagen die Werte etwa zwischen 1,33 mmol/L (CM2,75-D am Tag 0) und 

5,84 mmol/L (TMP-D am Tag 21). Bei den Newberyit-bildenden Zementen reichten die 

Werte von 1,25 mmol/L (CM2,75-P am Tag 3) bis 4,11 mmol/L (TMP-P am Tag 15). 

Somit waren die PO4
3–-Konzentrationen auf Struvit-bildenden Zementen tendenziell hö-

her und zeigten ein konträres Verhalten zu den Ca2+-Konzentrationen (siehe Kapitel 

5.5.2.2). Insgesamt wurde an den magnesiumhaltigen Zementen über die Versuchstage 

ein stetiger Anstieg der PO4
3–-Freisetzung beobachtet (Abbildung 23v-ß). 

Die genaue Wirkung von Phosphat auf die Osteoklastogenese und Osteoklastenfunktion 

sowie die dahinter stehenden Mechanismen sind nahezu unbekannt [12, 97]. Kanatani 

et al. zeigten jedoch, dass eine hohe PO4
3–-Konzentration von 2,5–4 mmol/L auf osteo-

klastische Vorläuferzellen wirkt und die Osteoklastendifferenzierung hemmt. Außerdem 
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zeigten sie, dass mit steigender PO4
3–-Konzentration die osteoklastische Knochenre-

sorption durch Induktion der Apoptose reifer Osteoklasten gehemmt wird [97]. Dies 

könnte teilweise die verzögerte Osteoklastenogenese und die reduzierte Zellanzahl auf 

den Kultivierungs-Wells und Zementen erklären. Für eine genaue Aussage sind jedoch 

weitere Untersuchungen wichtig. 

Es wäre denkbar, dass in vivo die hohen Phosphatkonzentrationen negative Auswirkun-

gen auf das lokale Gewebe haben könnten. Wie hämatologische Untersuchungen an 

MPC-Implantaten [173] und Brushit-Zementen [237] zeigten, sind systemische Konzent-

rationsänderungen (z. B. Hyperphosphatämie) in vivo jedoch nicht zu erwarten. 

5.5.2.4 Oxoniumionenkonzentration (pH-Wert) 

Der physiologische pH-Wert (negativer dekadischer Logarithmus der H3O+-Konzentra-

tion) für arterielles Blut liegt nahe bei 7,40 und für venöses Blut bei etwa 7,36. Für die 

pH-Werte des Knochengewebes liegen keine Daten vor [250]. Der physiologische 

pH-Wert der interstitiellen Flüssigkeit liegt jedoch in Abhängigkeit vom Blutgefäßabstand 

bei etwa 7,1 [251]. 

Bei der pH-Messung der Kulturmedien wurden mit Ausnahme von TMP-D bei allen mag-

nesiumhaltigen Zementen erhöhte Werte im Vergleich zum frischen Kulturmedium und 

den Referenzen PS, TCP sowie TCP-P festgestellt. Ein signifikanter Anstieg wurde le-

diglich bei CM2,75-P am Tag 9 gemessen, der an diesem Tag signifikant höher war als 

bei den Referenzen PS, TCP, TCP-P und TMP-D (Abbildung 25). Wie bereits im Kapitel 

5.1.4 ausgeführt, geht ein höherer pH-Wert mit einer erhöhten Mg2+-Konzentration ein-

her. Die signifikante pH-Absenkung sowie der PO4
3–-Anstieg des Referenz TCP-P sind 

möglicherweise auf die Reaktion nach der Gleichung (5.1) [203] zurückzuführen. Im 

Laufe der Versuchsreihe näherten sich die pH-Werte aller Proben dem pH-Wert des fri-

schen Kulturmediums an (Abbildung 25). 

Der pH-Wert ist allgemein als ein wichtiger Einflussfaktor für die Osteoklastogenese und 

die osteoklastische Resorption anerkannt und die meisten Autoren sind sich einig, dass 

das pH-Optimum hierfür im leicht subphysiologischen Bereich liegt [51, 250, 252, 253]: 

So zeigten Schilling et al., dass bei der Kultivierung von humanen PBMCs mit M-CSF 

und RANKL die Anzahl der Osteoklasten bei einem pH-Wert von 6,9 im Vergleich zu pH 

7,3 um mehr als das Vierfache anstieg [253]. Beim Vergleich der fluoreszenzmarkierten 



5 Diskussion 

133 

Zellen auf den Kultivierungs-Wells (Abbildung 21) mit den pH-Werten (Abbildung 25) 

schienen die niedrigen pH-Werte bei TCP-P bis Tag 16 jedoch keinen Einfluss auf die 

Osteoklastenbildung zu haben: So war die Osteoklastogenese bei dieser Probe ver-

gleichbar mit TCP, aber gehemmt im Vergleich zu PS und den magnesiumhaltigen Ze-

menten, wobei bei letzteren der pH-Wert meist im supraphysiologischen Bereich lag. Bis 

Tag 22 änderte sich dies jedoch, sodass auf den Kultivierungs-Wells von TCP-P mehr 

polynukleäre Riesenzellen zu beobachten waren als bei TCP und den meisten der mag-

nesiumhaltigen Zementen. 

Arnett et al. beobachteten eine nahezu inaktive Resorption von reifen humanen Osteo-

klasten auf Dentinscheiben bei einem pH-Wert von 7,4. Mit abnehmendem pH-Wert 

nahm die Anzahl der Resorptionslakunen zu und erreichte eine konstant hohe resorptive 

Aktivität bei einem pH-Wert von etwa 6,9 bis 6,8 [250]. In der vorliegenden Arbeit konnte 

jedoch keine Korrelation zwischen den pH-Werten der Kulturmedien und der zR nach-

gewiesen werden, wie insbesondere am Beispiel von TCP-P und CM2,75-P deutlich 

wird: Während der signifikant hohe pH-Wert von CM2,75-P am Tag 9 (M = 7,85, 

SD = 0,03) nicht zu einer verminderten zR von Calcium führte (Abbildung 23g), konnte 

für die Phase TCP-P trotz der signifikant niedrigen pH-Werte am Tag 9 (M = 6,62, 

SD = 0,05), Tag 15 (M = 6,89, SD = 0,22) und am Tag 21 (M = 7,10, SD = 0,07) keine 

signifikante zR nachgewiesen werden (Abbildung 23c, l, u). Da diese Materialien jedoch 

sehr unterschiedlich waren, muss der Vergleich zwischen dem pH-Wert und der zR kri-

tisch betrachtet werden. 

Bei der Kultivierung von humanen Osteoklasten auf Dentinscheiben konnten Bernhardt 

et al. keine signifikanten Unterschiede der intrazellulären TRAP-Aktivität (bestimmt mit-

tels N-ASBI-P) zwischen verschiedenen pH-Werten (6,8–7,4) nachweisen, obwohl die 

signifikant größten Resorptionsflächen bei einem pH-Wert von 6,8 bestanden. Wurden 

die humanen Osteoklasten auf PS und cHA kultiviert, zeigten sie dagegen mit zuneh-

mendem pH-Wert eine höhere intrazelluläre TRAP-Aktivität, sodass die höchsten Aktivi-

täten bei pH 7,4 oder 7,2 vorlagen. Die meisten TRAP-positiven polynukleären Zellen 

(TRAP-Färbung) wurden auf PS zwischen pH 7,2 und 7,0 beobachtet. Auf cHA korre-

lierten die intrazelluläre TRAP-Aktivität mit den resorbierten Flächen. Sie schlussfolger-

ten einerseits, dass die intrazelluläre TRAP-Aktivität nur für bestimmte Materialien (z. B. 

cHA) mit der Resorption korreliert und andererseits, dass für verschiedene Materialien 

unterschiedliche pH-Optima existieren könnten [51], was die Komplexität der Biomateri-

aloptimierung weiter erhöhen würde. 
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Analog zu den Ergebnissen von Bernhardt et al. für Dentinscheiben [51] konnte in der 

vorliegenden Arbeit keine Korrelation zwischen der intrazellulären TRAP-Aktivität und 

dem pH-Wert der Kulturmedien beobachtet werden. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass, obwohl die untersuchten Ca2+-, Mg2+-, 

PO4
3–- und  H3O+-Konzentrationen der Referenzen PS und TCP im physiologischen Be-

reich lagen, die Osteoklastogenese auf den Kultivierungs-Wells von TCP im Vergleich 

zu PS gehemmt war (Abbildung 21). Bei den magnesiumhaltigen Zementen war trotz 

der erhöhten Mg2+- und PO4
3–-Konzentrationen sowie der erhöhten pH-Werten die Os-

teoklastogenese auf den Kultivierungs-Wells im Vergleich zu TCP überwiegend stimu-

liert und im Vergleich zu PS inhibiert (Abbildung 21). Mögliche Gründe hierfür könnten 

weitere Einflussfaktoren gewesen sein, die im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht 

wurden, wie z. B. Ammoniumionen (NH4
+) bei den Struvit-bildenden Zementen. Nach 

bestem Wissen wurde der Einfluss von Ammoniumionen auf die Osteoklastendifferen-

zierung und -funktion noch nicht untersucht. Daher sind weitere Forschungsarbeiten er-

forderlich, um die regulatorischen Faktoren der Osteoklasten weiter aufzudecken und 

besser zu verstehen und um das Design von Biozementen an diese Faktoren anzupas-

sen. 
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6 Zusammenfassung 

Für die Behandlung von Knochendefekten kritischer Größe stehen heute eine Reihe von 

Therapiemöglichkeiten zur Verfügung. Ein Ansatz zielt darauf ab, die Defekte mit syn-

thetisch hergestellten Biomaterialien zu behandeln, die im Körper abgebaut und durch 

neu gebildeten Knochen ersetzt werden. Es hat sich gezeigt, dass die etablierten Calci-

umphosphat-Keramiken, die zum Teil knochenähnlich sind, über Jahre im Körper ver-

bleiben können. Neue Ansätze mit Magnesiumphosphat- (MPC) und Calciummagnesi-

umphosphatzementen (CMPC) haben sich als vielversprechende Alternativen erwiesen. 

Um geometrisch komplexe Knochenimplantate herzustellen, hat in den letzten Jahren 

der individualisierte bzw. patientenspezifische 3D-Pulverdruck an Bedeutung gewonnen. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Osteoklastogenese in vitro auf 3D-pulver-

gedruckten CMPC und MPC zu induzieren und das zellvermittelte Resorptionsverhalten 

zu analysieren. Dabei wurde die Hypothese formuliert, dass das Ca/Mg-Verhältnis zur 

Steuerung der zellulären Resorption (zR) der Zemente genutzt werden kann. Als Refe-

renzen dienten Polystyrol(PS)- und Glasoberfläche, β-TCP- sowie Brushit-bildender Ze-

ment. 

Als Proben dienten Zemente der allgemeinen stöchiometrischen Summenformel  

CaxMg(3–x)(PO4)2 (x = 0; 0,25; 0,75; 3), die mit einem 3D-Pulverdrucker zu Scaffolds her-

gestellt und in einem Ofen gesintert wurden. Die Infiltration mit reaktiven Lösungen 

((NH4)2HPO4 oder H3PO4) ergab Zemente mit 10–24 Gew.-% Struvit oder mit 

20-43 Gew.-% Newberyit, wobei die Produktanteile mit steigendem Mg-Gehalt zunah-

men. Für die Zellkultivierung wurden monozytenangereicherte PBMCs aus Buffy-Coat 

von männlichen Spendern mittels dreifacher Dichtegradientenzentrifugation isoliert, di-

rekt auf die Prüfoberflächen ausgesät und über einen Zeitraum von 22 Tagen mit Zyto-

kinen (M-CSF und RANKL) zu Osteoklasten stimuliert. Die Interaktion der Zellen mit den 

Zementen bzw. PS/Glas wurde mittels TRAP-Färbung und -Aktivität, DNA- und Ionen-

konzentrationen (Ca2+, Mg2+, PO4
3–, pH-Werte), Rasterelektronen-, Durchlicht-, Auflicht- 

und Fluoreszenzmikroskopie (Zellkerne, Aktinringe) analysiert. 

Im Gegensatz zu den polynukleären Riesenzellen auf PS konnten auf CMPCs, MPCs 

und Brushite-bildenden Zementen keine typischen Osteoklasten (Nuklei ≥ 3; Zell-

größe ≥ 50 µm; Aktrinringe) nachgewiesen werden, trotz der festgestellten TRAP-positi-

ven Zellen. Es wird angenommen, dass die Zementeigenschaften, wie z. B. die rauen 

Oberflächen, die Osteoklastogenese beeinträchtigen. Beim Vergleich der Kultivierungs-
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Scaffolds und der zugehörigen glatten Kultivierungs-Wells hinsichtlich der Zelldichten 

und osteoklastischen Differenzierungsstadien zeigten sich während der 22-tägigen In-

kubation erhebliche Unterschiede: Während auf den Struvit-bildenden Zementen deut-

lich mehr mononukleäre Zellen nachgewiesen wurden als auf den Newberyit-bildenden 

Zementen, wurden auf den Kultivierungs-Wells der Newberyit-bildenden Zemente we-

sentlich mehr polynukleäre Riesenzellen nachgewiesen als auf den Kultivierungs-Wells 

der Struvit-bildenden Zemente, die jedoch in ihrer Differenzierung im Vergleich zu PS 

verzögert waren. 

Während die Freisetzung von Mg2+ und PO4
3– fast ausschließlich durch chemische De-

gradation erfolgte, wurde Ca2+ zunächst adsorbiert und anschließend zellvermittelt frei-

gesetzt. Mit steigendem Mg-Gehalt und damit mit steigendem Struvit- und Newberyit-

Anteil wurde eine höhere zR von Calcium in den Zementen beobachtet, wobei die 

Newberyit-bildenden Zemente stets eine höhere zR aufwiesen als die Struvit-bildenden 

Zemente. Die erhöhte Ca2+-Adsorption im Vergleich zur Ca2+-Resorption führte jedoch 

insgesamt zu einer Präzipitation von Calcium auf den magnesiumhaltigen Zementen. Da 

lediglich auf β-TCP Resorptionslakunen beobachtet werden konnten, wird angenom-

men, dass auf den CMPCs, MPCs und Brushite-bildenden Zementen die zellvermittelte 

Ca2+-Freisetzung von den Präzipitaten ausgeht, die von möglichen Makrophagen auf 

den Zementen und/oder Riesenzellen auf Kultivierungs-Wells resorbiert wurden. 

Trotz der supraphysiologischen Mg2+-, PO4
3–-Konzentrationen sowie den erhöhten pH-

Werten konnten keine toxischen Effekte der Zemente auf die Zellen festgestellt werden, 

da die DNA-Konzentrationen, die zR von Ca2+ und das Zellvorkommen auf den Zemen-

ten bzw. den Kultivierungs-Wells über den Versuchszeitraum weitestgehend konstant 

blieben. 

Insgesamt wird davon ausgegangen, dass die zR nicht unbedingt für den Zementabbau 

erforderlich ist, da die CMPCs und MPCs eine hohe chemische Degradation aufweisen. 

Die höchsten Gesamtabbauraten wurden für die Struvit-bildenden Zemente mit der all-

gemeinen Summenformel Ca0,25Mg2,75(PO4)2 und Ca0,75Mg2,25(PO4)2 und für die 

Newberyi-bildenden Zemente Ca0,25Mg2,75(PO4)2 bestimmt. Das Ausmaß, in dem der Ze-

mentabbau mit der Knochenneubildung einhergeht, bedarf einer Überprüfung in vivo. 
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8 Anhang 

8.1 Ergebnisse der Signifikanz-Analyse 

Tabelle 8.1: Übersicht über die vollständigen signifikanten Wechselwirkungen (✲, p < 0,05) der 
DNA-Konzentrationen zwischen den einzelnen Probentypen. Das entsprechende Diagramm ist 
in der Abbildung 17 dargestellt. 
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PS, Tag 22 ✲

TCP, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 22

TCP-P, Tag 10 ✲

TCP-P, Tag 16 ✲

TCP-P, Tag 22 ✲

CM2,25-D, Tag 10 ✲

CM2,25-D, Tag 16 ✲

CM2,25-D, Tag 22 ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 10 ✲

CM2,25-P, Tag 16 ✲

CM2,25-P, Tag 22 ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 10 ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 16 ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 22 ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 10 ✲

CM2,75-P, Tag 16 ✲

CM2,75-P, Tag 22 ✲ ✲

TMP-D, Tag 10 ✲

TMP-D, Tag 16 ✲

TMP-D, Tag 22 ✲

TMP-P, Tag 10 ✲

TMP-P, Tag 16 ✲

TMP-P, Tag 22 ✲ ✲  
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Tabelle 8.2: Übersicht über die vollständigen signifikanten Wechselwirkungen (✲, p < 0,05) der 
TRAP-Volumenaktivitäten zwischen den einzelnen Probentypen. Die Kleinbuchstaben (a–d) 
kennzeichnen die Probentypen analog zu der Abbildung 18. 
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PS, Tag 10 a ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

PS, Tag 16 ✲ a ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

PS, Tag 22 ✲ a ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ b ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ b ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ b ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ c ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ c ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ c ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ d ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ d ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ d ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲  
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Tabelle 8.3: Übersicht über die vollständigen signifikanten Wechselwirkungen (✲, p < 0,05) der 
TRAP-Aktivitäten pro DNA-Menge zwischen den einzelnen Probentypen. Die Kleinbuchstaben 
(a–c) kennzeichnen die Probentypen analog zu der Abbildung 19. 
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PS, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲

PS, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

PS, Tag 22 ✲ ✲

TCP, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 22 ✲ ✲

TCP-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ a ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 16 a ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ a ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ b ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ b ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ b ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ c ✲

TMP-D, Tag 16 ✲ ✲

TMP-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ c ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲
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Tabelle 8.4: Übersicht über die vollständigen signifikanten Wechselwirkungen (✲, p < 0,05) der 
pH-Werte zwischen den einzelnen Probentypen sowie dem Kulturmedium (K-Med). Der Klein-
buchstabe a kennzeichnet den Probentyp analog zu der Abbildung 25. 
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K-Med ✲ ✲ ✲ ✲

PS, Tag 9 ✲ ✲ ✲

PS, Tag 15 ✲ ✲ ✲

PS, Tag 21 ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 9 ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 15 ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 21 ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 9 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ a ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 15 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 21 ✲ ✲ ✲ ✲ a ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 9 ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 15 ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 21 ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 9 ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 15 ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 21 ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 9 ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 15 ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 21 ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 9 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 15 ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 21 ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 9 ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 15 ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 21 ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 9 ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 15 ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 21 ✲ ✲ ✲  

  



8 Anhang 

V 

8.2 Teilergebnisse der DNA-Konzentrationen und TRAP-Volumen-
aktivitäten nach Spender 
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Tabelle 8.5: Übersicht über die vollständigen signifikanten Wechselwir-
kungen (✲, p < 0,05) der DNA-Konzentrationen zwischen den einzel-
nen Probentypen von Spender 1. Das entsprechende Diagramm ist in 
der Abbildung 26 dargestellt. 
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PS, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

PS, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

PS, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲  

 

Tabelle 8.6: Übersicht über die vollständigen signifikanten Wechselwir-
kungen (✲, p < 0,05) der TRAP-Volumenaktivität zwischen den ein-
zelnen Probentypen von Spender 1. Das entsprechende Diagramm ist 
in der Abbildung 27 dargestellt. 
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PS, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

PS, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

PS, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲  
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Tabelle 8.7: Übersicht über die vollständigen signifikanten Wechselwir-
kungen (✲, p < 0,05) der DNA-Konzentrationen zwischen den einzel-
nen Probentypen von Spender 2. Das entsprechende Diagramm ist in 
der Abbildung 28 dargestellt. 
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PS, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

PS, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲

PS, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲  

 

Tabelle 8.8: Übersicht über die vollständigen signifikanten Wechselwir-
kungen (✲, p < 0,05) der TRAP-Volumenaktivität zwischen den ein-
zelnen Probentypen von Spender 2. Das entsprechende Diagramm ist 
in der Abbildung 29 dargestellt. 
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PS, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

PS, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

PS, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲  
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Tabelle 8.9: Übersicht über die vollständigen signifikanten Wechselwir-
kungen (✲, p < 0,05) der DNA-Konzentrationen auf den Kultivierungs-
Scaffolds zwischen den einzelnen Probentypen von Spender 3. Das 
entsprechende Diagramm ist in der Abbildung 30 dargestellt. 
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PS, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

PS, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

PS, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲  

 

Tabelle 8.10: Übersicht über die vollständigen signifikanten Wechsel-
wirkungen (✲, p < 0,05) der TRAP-Volumenaktivität auf den Kultivie-
rungs-Scaffolds zwischen den einzelnen Probentypen von Spender 3. 
Das entsprechende Diagramm ist in der Abbildung 31 dargestellt. 
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PS, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

PS, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

PS, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲  
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Tabelle 8.11: Übersicht über die vollständigen signifikanten Wechsel-
wirkungen (✲, p < 0,05) der DNA-Konzentrationen auf den Kultivie-
rungs-Wells zwischen den einzelnen Probentypen von Spender 3. Das 
entsprechende Diagramm ist in der Abbildung 32 dargestellt. 
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PS, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

PS, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

PS, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲  

 

Tabelle 8.12: Übersicht über die vollständigen signifikanten Wechsel-
wirkungen (✲, p < 0,05) der TRAP-Volumenaktivität auf den Kultivie-
rungs-Wells zwischen den einzelnen Probentypen von Spender 3. Das 
entsprechende Diagramm ist in der Abbildung 33 dargestellt. 
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PS, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

PS, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

PS, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TCP-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,25-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

CM2,75-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-D, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 10 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 16 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲

TMP-P, Tag 22 ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲ ✲  
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