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1 Einleitung  

Verloren gegangenes oder fehlendes Knochengewebe zu ersetzen ist eine 

schwierige, häufig vorkommende und kostenintensive Aufgabe in der Medizin. 

Gesundes Knochengewebe kann sich zwar in einem gewissen Maße selbst 

regenerieren, überschreitet jedoch ein Defekt ein kritisches Ausmaß von ca. 5 

mm kann die knöcherne Selbstheilung eingeschränkt sein. Indikationen zum 

Ersatz von Teilen des Skeletts und damit der Wiederherstellung von Form und 

Funktion treten in vielen Bereichen auf, z. B. in der Tumorchirurgie, in der 

Traumatologie, in der Fehlbildungschirurgie, bei Knocheninfektionen sowie in 

der plastisch-rekonstruktiven Chirurgie. Die konventionellen Therapieformen 

setzen Knochenersatzmaterialien ein, die autogenen (vom Individuum selbst 

abstammenden), allogenen (von einem anderen Organismus der gleichen Spe-

zies abstammenden), xenogenen (von einem artfremden Organismus abstam-

menden) oder alloplastischen (aus Fremdmaterial bestehenden) Ursprungs 

sind. Autogener Knochenersatz wird z.B. vom Beckenkamm gewonnen und gilt 

heute immer noch als „Goldstandard“ (Thorwarth, et al., 2004), da unter Ver-

wendung autogenen Materials die Einheilungschancen am größten sind. Je-

doch muss ein zusätzlicher Eingriff vorgenommen werden und das Knochenan-

gebot ist limitiert. Allogene und xenogene Ersatzmaterialien bergen die Risiken 

immunologischer Abstoßungsreaktionen und Infektionsübertragungen in sich. 

Alloplastische Ersatzmaterialien haben zwar den Vorteil nahezu uneinge-

schränkt verfügbar zu sein, zeigen aber Unzulänglichkeiten hinsichtlich der 

Integration in das umliegende Gewebe, der Degradation und der Materialermü-

dung. Obwohl diese konventionellen Therapieformen ständig verbessert wer-

den, sind sie durch Einschränkungen und Risiken limitiert. 

Daher wird nach einer alternativen Methode zu den konventionellen Therapie-

formen gesucht. Dazu liefert das Tissue Engineering viel versprechende Ansät-

ze. Der Begriff „Tissue Engineering“ wurde 1988 auf einer von der US-

amerikanischen National Science Foundation veranstalteten Konferenz in Lake 

Tahoe, Kalifornien mit dieser Definition geprägt: „Tissue Engineering ist die 
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Anwendung der Prinzipien und Methoden der Ingenieur- und Lebenswissen-

schaften für das grundlegende Verständnis der Wechselwirkung von Struktur 

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

logischem Gewebeersatz zur Rekonstruktion, dem Erhalt oder der Verbesse-

rung der Gewebefunktionen.“ (Dettmeyer, 2006)  

Bereits seit Mitte der 80er Jahre befindet sich Tissue Engineering von Knochen 

in Entwicklung. Damals wurden von einigen klinisch und wissenschaftlich orien-

tierten Forschungsgruppen humane Osteoblasten reproduzierbar isoliert und 

kultiviert. Die Anwendung dieser Osteoblasten beschränkte sich zunächst auf 

die Biokompatibilitätstestung von keramischen Knochenersatzmaterialien und 

metallischen Implantatoberflächen. In den 90er Jahren wurde dann verstärkt an 

der biotechnologischen Herstellung von Hartgewebe geforscht (Ewers, et al., 

2003). Dabei ist der generelle Ansatz, osteogene Zellen, die im günstigsten Fall 

vom Patienten selbst stammen, auf einer Trägerstruktur unter Kulturbedingun-

gen anzusiedeln und zu Gewebekonstrukten reifen zu lassen, um sie dann zu 

implantieren. Beispielsweise kann folgendermaßen vorgegangen werden: Im 

Rahmen einer Biopsie wird einem Patienten Gewebe entnommen, welches 

osteogene Zellen enthält, wie differenziertes Knochengewebe oder mesenchy-

males Stammzellgewebe. Die Zellen werden aus dem Gewebe und damit auch 

aus ihrer spezifischen extrazellulären Matrix isoliert und anschließend in-vitro 

vermehrt. Nach Erreichen einer ausreichenden Zellmasse werden die Zellen auf 

ein geeignetes Scaffold aufgebracht und unter geeigneten Kulturbedingungen 

spezifischen biologischen und mechanischen Stimuli ausgesetzt. Hieraus soll 

sich ein funktionelles Knochenkonstrukt entwickeln, was dann auf eine defekt-

angepasste Größe zugeschnitten und implantiert werden kann. Da bereits von 

vornherein ein zumindest teilweise gereiftes Konstrukt implantiert wird, muss im 

Körper nicht erst eine Besiedlung eines fremden Ersatzmaterials erfolgen, was 

die Integration in das umliegende Gewebe erleichtert und den Heilungsprozess 

entscheidend verkürzt (Minuth, et al., 2002). 

Zu betonen ist, dass sich das Tissue Engineering von Knochen derzeit noch 

vorwiegend in einem experimentellen Stadium befindet. Bisher vorliegende 

Erfahrungsberichte zeigen, dass ein Knochengenerat nur verminderte Kno-
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chenqualität im Vergleich zu der Verwendung von autogenen Knochentrans-

plantaten aufweist (Ewers, et al., 2003). Gründe dafür sind, dass man generell 

nur wenig über die Entwicklung von funktionellen Geweben weiß und bisher 

technisch nicht einmal beherrscht, ein Stück isolierten Knochen unter Kulturbe-

dingungen für längere Zeit am Leben zu erhalten (Minuth, et al., 2003). Wäh-

rend die Osteogenese im Körper wie selbstverständlich durch eine Vielzahl von 

ganz unterschiedlichen Mechanismen gesteuert wird, lässt sich unter in-vitro-

Bedingungen funktionelles Knochengewebe nur herstellen, wenn optimale 

Kulturbedingungen für eine Differenzierung von Zellen geschaffen werden. 

Diese werden auf dem Gebiet des Tissue Engineerings erforscht. Schwerpunk-

te sind auf die Herstellung von geeigneten Scaffolds, die Steuerung der Mitose- 

und Interphaseperiode und die optimalen biophysikalischen, hormonellen und 

nutritiven Einflüsse gerichtet. 

Um Differenzierungsvorgänge unter in-vitro-Bedingungen zu optimieren, eignen 

sich Studien an Modellsystemen. Als ein solches Modell kann z. B. ein dynami-

sches Kultursystem auf Calciumphosphat-Scaffolds dienen. In einem solchen 

dynamischen Kultursystem zirkuliert Medium und bietet gegenüber einem stati-

schen Kultursystem veränderte Bedingungen bezüglich Nährstoffversorgung 

und Stimulation durch Flüssigkeitsscherstress. 

Ziel dieser Arbeit ist es, die Einflüsse der veränderten Bedingungen zu analy-

sieren. Dazu wird ein dynamisches Kultursystem auf CaP-Scaffolds etabliert, in 

dem Versuchsreihen bei unterschiedlichen Fließgeschwindigkeiten und unter 

Verwendung zweier verschiedener Zelllinien durchgeführt werden. Dabei soll 

neben einem 6-tägigen auch ein 30-tägiger Kultivierungszeitraum betrachtet 

werden. Anhand von Wachstumsparametern sowie durch Analyse und Ver-

gleich der Morphologie und räumlichen Verteilung der Zellen auf den Scaffolds 

sollen die Qualitäten von dynamischen Kultursystemen untersucht und mit 

statischen Kultursystemen verglichen werden. Die so gewonnen Erkenntnisse 

können dazu beitragen, die Kulturmethode mit dem dazugehörenden spezifi-

schen Scaffold zu verbessern und so zellbiologische Probleme bei der Entste-

hung von Knochenkonstrukten zu lösen. 
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2 Tissue Engineering von Knochen  

Die wesentlichen Komponenten zur in-vitro Generierung von mechanisch be-

lastbaren Knochenkonstrukten sind eine ausreichende Zahl an osteogenen 

Zellen, ein geeignetes dreidimensionales Trägermaterial als Wachstumsunter-

lage, sowie die Anwesenheit von spezifischen biologischen und mechanischen 

Stimuli in einem geeigneten Kultursystem. 

2.1 Zellen 

2.1.1 Quellen osteogener Zellen 

Zum Herstellen artifizieller Gewebekonstrukte benötigt man entwicklungsfähige 

Zellen. Die Zellen sollten eher undifferenziert sein und damit sehr sensitiv rea-

gieren. Um immunologische Abstoßungsreaktion und Infektionsübertragung zu 

vermeiden, wird eine autologe Zellquelle bevorzugt (Sittinger, et al., 1996).   

Zur artifiziellen Generierung von Knochen müssen osteogene Zellen verwendet 

werden. Als osteogene Zellen werden alle knochenbildenden Zellen bezeichnet: 

Osteoblasten und die, die sich zu solchen differenzieren. Man kann sie aus 

zwei verschiedenen Quellen gewinnen, nämlich aus differenziertem Knochen-

gewebe oder aus Gewebe, welches mesenchymale Stammzellen enthält. Me-

senchymale Stammzellen erhält man aus Knochenmark und aus anderen Ge-

weben, wie z. B. Fett, Periost, Muskel, Blut, Dermis oder Synovialmembran 

(Tuan, et al., 2003). 

Die terminal differenzierten Zellen, die aus Spendergewebe isoliert wurden, 

haben häufig nur eine verminderte Proliferationsfähigkeit (Baksh, et al., 2004). 

Eine Expansion solcher Zellen bis zu gewebeähnlichen Zelldichten in-vitro ist 

deshalb schwierig.   

Große Bedeutung für das Tissue Engineering von Knochen haben mesenchy-

male Stammzellen. Dies sind bindegewebige Vorläuferzellen, die im Organis-

mus in der Lage sind, sich durch Teilung selbst zu erhalten und verschiedenar-

tig differenzierte Tochterzellen hervorzubringen, darunter zum Beispiel 

Osteozyten, Chondrozyten, Myozyten, Fibrozyten und Adipozyten. In-vitro las-
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sen sie sich im undifferenzierten Zustand über nur ca. 3 Passagen proliferieren. 

Im Anschluss können sie durch Stimulation, angepasst an das jeweils zu bil-

dende Gewebe, differenziert werden (Pittenger, et al., 1999). So konnten be-

reits zielgerecht spezifische Zellen nahezu aller Gewebe mesenchymalen Ur-

sprungs, wie Knochen, Knorpel, Sehne, Muskel, Fett oder die Hämatopoese 

unterstützendes Stroma gewonnen werden (Baksh, et al., 2004).  

Aus dem Knochenmark isolierte mesenchymalen Stammzellen (bone marrow 

stromal cells, BMSCs) besitzen ein besonders hohes therapeutisches Potential 

für die Rekonstruktion von Knochengewebe (Caplan, Bruder, 2001). Die kno-

chenbildenden Eigenschaften der BMSCs wurden in vivo bereits mehrfach 

erprobt. Obwohl unterschiedliche Tiermodelle (Hund, Schaf, Ziege) und Kno-

chen (Femur, Tibia, Mandibel) verwendet wurden, konnte die Heilung eines 

segmentalen Knochendefektes kritischer Größe unter Verwendung von BMSCs 

auf Scaffolds in allen Fällen im Vergleich zur Kontrollgruppe verbessert werden 

(Cancedda, et al., 2007). Ermutigende Resultate in Tierversuchen führten zu 

klinischen Studien (Quarto, et al., 2001) an Menschen.  

Dabei wurde 16-41 Jahre alten Patienten mit 4-7 cm großen segmentalen De-

fekten an Langknochen, bei denen alle konventionellen Therapieansätze ver-

sagten, Knochenmark entnommen, aus welchem BMSCs isoliert wurden. Ein 

dreidimensionales Hydroxylapatit-Scaffold der Größe und Gestalt des jeweils 

fehlenden Knochenfragmentes wurde mit den ex vivo expandierten Zellen be-

siedelt und in den Defekt implantiert. Eine externe Fixation sorgte anfangs für 

eine mechanische Stabilisation. Bei allen Patienten zeigte sich eine gute Integ-

ration der Implantate. Postoperativ traten keine Komplikationen auf. Die Gene-

sung trat deutlich früher ein als bei Patienten, die mit Standardmethoden be-

handelt wurden. In Nachfolgeuntersuchungen (Marcacci, et al., 2007) sechs bis 

sieben Jahre nach der Implantation zeigten die Implantate eine gute Integration 

in das benachbarte Gewebe und es traten keine Sekundärfrakturen auf. Dies 

belegt die Stabilität eines solchen Konstrukts über einen langen Zeitraum. Me-

senchymale Stammzellen sind eine der wenigen Stammzellpopulationen, die 

bereits klinisch eingesetzt werden (Diederichs, 2008). 
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Um direkt aus einem Spenderorganismus entnommenes Gewebe in einem 

Labor zu kultivieren (Primärkultur), muss unter bestimmten Sicherheitsmaß-

nahmen gearbeitet werden (Lindl, Gstraunthaler, 2008). Experimentelle Erfah-

rungen zeigen, dass der Arbeitsaufwand bei einer Primärkultur deutlich mehr 

Zeit in Anspruch nimmt als die tägliche Überwachung einer adhärenten Zelllinie. 

Zur Etablierung von Versuchsaufbauten wie dem dynamischen Kultursystem 

auf Calciumphosphat-Scaffolds werden daher Zelllinien, wie z. B. die Osteosar-

komzelllinie MG63 oder die Fibroblastenzelllinie L-929, als Modell verwendet.  

2.1.2 Zellen und Gewebe in Kultur 

Bei Zelllinien können primäre von kontinuierlichen Zelllinien unterschieden 

werden. Alle in-vitro-Züchtungen von aus Geweben oder Organen isolierten 

Zellen, die direkt aus dem Organismus entnommen wurden, bezeichnet man als 

Primärkultur. Wachsen solche Zellen ungestört und teilen sich, müssen sie 

nach einiger Zeit subkultiviert werden. Dabei werden die Zellen von der Ober-

fläche abgelöst, in Suspension gebracht und nach entsprechender Verdünnung 

in neue Kulturgefäße überführt. Vom Zeitpunkt dieser ersten Passage an spricht 

man von einer primären Zelllinie. Eine aus einer Primärkultur entstandene Zell-

linie lässt sich nur über eine begrenzte Zahl an Passagen weiterführen. Die 

Zellen durchlaufen in-vitro ihre Differenzierungsschritte und sterben danach ab 

(Lindl, Gstraunthaler, 2008). 

Durch spontane Zellveränderungen kann sich eine kontinuierliche Zelllinie ent-

wickeln. Per definitionem bezeichnet man eine Zelllinie als kontinuierlich, wenn 

sie sich mehr als 70-mal nach der Primärisolation ohne Einschränkung passa-

gieren lässt (Minuth, et al., 2002). Während der Kultivierung einer Zelllinie über 

längere Zeit müssen die Zelleigenschaften kritisch beobachtet werden. Oft 

bleiben sie nicht konstant, denn typische Charakteristika können verloren gehen 

oder atypische angenommen werden (Minuth, et al., 2002). Dementsprechend 

müssen die Zellen dann verworfen werden. 

Kontinuierliche Zelllinien müssen nicht notwendigerweise transformiert sein, wie 

die in dieser Arbeit verwendete Zelllinie L-929 muriner Fibroblasten. Eine gene-

tische Veränderung, die zur Immortalität einer Zelllinie führt, kann auch eine 
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Aberration im Chromosomensatz der Zellen sein, eine sogenannte Ploidie 

(Lindl, Gstraunthaler, 2008), welche die in dieser Arbeit verwendete Zelllinie 

MG63 humaner Osteosarkomzellen aufweist. Diese Zelllinie ist hypotriploid. 

Osteosarkomzellkulturen differenzieren in-vitro (Ikeda, et al., 1992). 

Transformationsstrategien bezwecken einmal angelegte Primärkulturen zu 

immortalisieren und nicht diese maligne zu transformieren bzw. neoplastische 

Eigenschaften zu induzieren. Eine viel verwendete Methode ist z. B. die virale 

Transformation, bei der virale Onkogene eingeschleust werden, oder die Trans-

fektion von Zellen mit humaner Telomerase. Telomere versiegeln die Chromo-

somenenden, schützen diese vor enzymatischem Abbau und gewährleisten die 

Replikation der terminalen DNA-Abschnitte. Eine schrittweise Verkürzung der 

Telomere tritt aufgrund von Problemen bei der Replikation linearer DNA auf, 

welche in eukaryotischen Chromosomen vorliegt. Wird eine kritische Telome-

renlänge unterschritten, stellt sich die Zellteilungsaktivität ein. Diese replikative 

Seneszenz kann durch die Transfektion mit humaner Telomerase verzögert 

werden (Cech, 2000). Die Telomerase ist eine reverse Transkritpase, welche in 

den meisten somatischen Zellen inaktiv ist. Daher werden die Telomerenenden 

nach einer Replikation nicht mehr vollständig ergänzt, was zu Zellalterung führt. 

Nach Transfektion können Telomerase exprimierende Zellen durch Stabilisie-

rung der Telomerenlänge immortalisiert werden (Bodnar, et al., 1998). 

Die Expression von transformierenden Genen kann wesentlichen Einfluss auf 

den Differenzierungsgrad der kultivierten Zellen nehmen. Während die Kapazi-

tät der Zellen sich nahezu unbegrenzt teilen zu können zunimmt, kann es je-

doch zu einem Verlust der Differenzierungseigenschaften der Zellen kommen 

(Lindl, Gstraunthaler, 2008). 

Auch kann die Stimulierbarkeit von normalen und transformierten Zellen unter-

schiedlich sein. In einem Experiment (Habel, 2004) wurden verschiedene Zell-

typen durch Stimulation angeregt. Humane Osteosarkomzellen, wie die in die-

ser Arbeit verwendeten MG63-Zellen, wurden durch die Stimulation stärker 

beeinflusst als primäre Osteoblasten. Dieses scheinbar unterschiedliche Verhal-

ten von normalen und transformierten Knochenzellen könnte mit der Fähigkeit 
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transformierter Zellen zusammenhängen, dass sie unter Stimulation vermehrt 

Wachstumsfaktoren produzieren.  

In der Zellkulturtechnologie gibt es zwei verschiedene Konzepte Zellen zu züch-

ten. Die Zellen können entweder im Kulturmedium suspendiert sein. Solche 

nicht adhärenten Zellen sind zum Beispiel Leukozyten oder verschiedene Tu-

morzellen. Andere Zellkulturen wachsen adhärent und haften an einem Kultur-

gefäßboden an (Minuth, et al., 2002). Sie benötigen eine geeignete feste Sub-

stratunterlage. Zu diesen adhäsionsabhängigen Zellen gehören auch diejenigen 

der osteoblastären Differenzierungsreihe. Haben die kultivierten Zellen die 

gesamte Oberfläche geschlossen bedeckt (konfluenter Monolayer), so wachsen 

strikt adhärente Zellen in der Regel nicht mehr weiter, da sie eine Kontakthem-

mung bei Erreichen der Konfluenz haben. Diese Kontakthemmung können 

Tumorzellen oder transformierte Zellen verloren haben. Sie wachsen solange, 

auch übereinander, weiter bis ihre Versorgung nicht mehr gewährleistet ist. 

Bei zu hoher Zelldichte nimmt die Proliferationsrate stark ab, was zum Abster-

ben einer statischen Kultur führt. Daher müssen statische Zellkulturen nach 

erreichter Maximaldichte passagiert werden. Bei einer dynamischen Kultur, bei 

welcher das Kulturmedium zirkuliert und so die abgestorbenen Zellen abtrans-

portiert, ist passagieren nicht nötig. Daher können Zellkulturen in einer dynami-

schen Kultur in der für sie typischen Kontaktinhibierung über Wochen und Mo-

nate ohne eine Subkultivation erhalten werden (Minuth, et al., 1995). Sowohl 

bei der statischen Kultur als auch bei der dynamischen Kultur muss unabhängig 

von der Fließgeschwindigkeit zur Vitalitätserhaltung das Medium regelmäßig 

gewechselt werden, da bestimmte Bestandteile des Kulturmediums einschließ-

lich aller Zusätze unter Kulturbedingungen zerfallen (Lindl, Gstraunthaler, 

2008). 

Zellen und Gewebe in Kultur verlieren häufig nach kurzer Zeit für sie typische 

Eigenschaften (Minuth, et al., 1995). Die Veränderungen von morphologischen, 

biochemischen und physiologischen Eigenschaften in einer Kultur werden als 

zelluläre Dedifferenzierung bezeichnet. Bisher wurde kein kultiviertes Gewebe 

gefunden, das während einer längerfristigen Kultur keine Veränderungen durch 
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zelluläre Dedifferenzierung aufzeigt (Minuth, et al., 2002). Um eine Entwicklung 

zu nicht spezialisierten Zellen zu verhindern und möglichst viele Eigenschaften 

von funktionellen Zellen aufrecht zu erhalten, müssen die Kulturbedingungen 

optimal angepasst werden. Dabei haben Zellen jeden Gewebes ihre speziellen 

Anforderungen. Die zelluläre Dedifferenzierung unter Kulturbedingungen hat 

verschiedene Ursachen. Sie beginnt schon während der Isolierung von Zellen 

aus einem Gewebeverband. Bei der Isolierung geht die typische Struktur und 

Beziehung der Zellen zur extrazellulären Matrix verloren. Daher runden sich die 

Zellen ab, wenn sie aus einem Gewebe herausgelöst werden. Nimmt man die 

Zellen in Kultur, so haften sie sich an den Boden der Kulturschale an. Dabei 

flachen sie im Vergleich zur ursprünglichen Gestalt im Gewebe untypisch ab. 

Die einzelnen Zellen verschiedener Gewebearten gleichen sich dann sehr und 

sind mikroskopisch kaum noch voneinander zu unterscheiden (Minuth, et al., 

2003). Die sichtbare morphologische Dedifferenzierung ist mit vielfältigen funk-

tionellen Änderungen an der Zelle verbunden. Um eine Differenzierung von 

isolierten Zellen in-vitro zu erreichen, muss ein natürliches Umfeld nachgeahmt 

werden, welches dem Gewebe entspricht, aus welchem die Zellen isoliert wur-

den. Funktionelle Aufgaben der natürlichen Extrazellulärmatrix, wie gewebe-

spezifische Verankerung oder gewebespezifische räumliche Organisation der 

Zellen, müssen beim Tissue Engineering z. B. durch ein geeignetes Zellträger-

material ersetzt werden (Minuth, et al., 2002). 

2.2 Scaffolds 

Im Folgenden wird auf die Aufgaben der Scaffolds eingegangen und Scaffold-

materialien beschrieben, die aus Polymeren oder aus Keramiken auf Calcium-

phosphat-Basis, speziell Monetit, bestehen. 

2.2.1 Aufgaben der Scaffolds 

Ein dreidimensionales Zellträgermaterial wird als Scaffold bezeichnet. Die Aus-

wahl eines Scaffolds hängt zunächst einmal vom Gewebe ab, welches generiert 

werden soll (Minuth, et al., 2002). Sowohl die Mikro- als auch die Makroarchi-

tektur beeinflussen Eigenschaften der Scaffolds, wie mechanische Stabilität 

oder Porosität, und damit die Gewebegenerierung (Ewers, et al., 2003). Weitere 
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wichtige Charakteristika von Biomaterialien sind die Abbaubarkeit, die chemi-

schen Eigenschaften der Oberfläche (Roach, et al., 2006) oder die Biokompati-

bilität.  

Gewebe sind Verbände gleichartig differenzierter Zellen und ihrer sezernierten 

extrazellulären Matrix. Die Extrazellulärmatrix ist ein Netzwerk bestehend aus 

Kollagenen, Glykoproteinen und Proteoglykanen. Zellen und Extrazellulärmatrix 

sind in allen Gewebearten in qualitativ und quantitativ unterschiedlicher Weise 

zusammengesetzt. Im Binde- und Stützgewebe hat die extrazelluläre Matrix den 

größten relativen Anteil am Volumen und ihre mechanischen Funktionen sind 

hier besonders offensichtlich. Aber die Extrazellulärmatrix dient nicht nur als 

reine dreidimensionale Gerüstsubstanz, sondern fungiert auch als gewebespe-

zifische Umgebung. Sie transportiert Nährstoffe und Abbauprodukte und steuert 

Zellverankerung und Zellfunktionen (Minuth, et al., 2002). Dies wird durch ver-

schiedene Mechanismen bewirkt. Zwischen der Extrazellulärmatrix und den 

einzelnen Gewebezellen, speziell dem Zytoskelett und dem Zellkern, besteht 

eine enge strukturell-funktionelle Beziehung. Die Extrazellulärmatrix steht in 

Kontakt mit verschiedenen Zelloberflächenrezeptoren, z. B. den Cadherinen 

und den Integrinen (Anselme, 2000). Integrine sind transmembranöse Proteine, 

die aus zwei nicht-kovalent gebundenen heterodimeren Glycoproteinketten, 

einer α- und einer β-Untereinheit, bestehen. Beim Menschen wurden mittlerwei-

le 16 α- und 8 β-Untereinheiten identifiziert, aber nicht alle Integrinkombinatio-

nen treten in der Natur auf (Benninghoff, Drenckhahn, 2002). Für zahlreiche 

Kombinationen konnten inzwischen hochspezifische Funktionen gefunden wer-

den. Integrine binden spezifisch an bestimmte Proteine der Extrazellulärmatrix, 

wobei als Liganden eines Integrins verschiedene Arten von Extrazellulärmatrix-

proteinen fungieren können. Sie vermitteln zum einen Signale von der Extrazel-

lulärmatrix über die Zellmembran ins Zellinnere („outside-in signaling“), welche 

über Signalkaskaden im Inneren der Zelle Regulationssysteme aktivieren oder 

inhibieren und so die Genexpression im Zellkern beeinflussen (Minuth, et al., 

2003). Zum anderen vermitteln sie auch Rückkopplungsprozesse des Zellinne-

ren an die Extrazellulärmatrix („inside-out signaling“) (Giancotti, Ruoslahti, 

1999). Im Wesentlichen sind alle Funktionen der Integrine an der Steuerung 
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von Zellwachstum und Differenzierung beteiligt und sie haben somit eine enor-

me Bedeutung für das Tissue Engineering. 

Als Beispiel für einen Einfluss der Integrine an der Steuerung von Zellwachstum 

und Differenzierung sei ihre Beteiligung am Migrationsverhalten von Zellen 

genannt (Daum, 2004). Um Migration und homogene Zellbesiedlung zu errei-

chen, sind viele eukaryotische Zellen, wie zum Beispiel bestimmte Zelltypen der 

Bindegewebe, zur amöboiden Bewegung befähigt (Schäfer, et al., 2009). Dabei 

schieben die an der Unterlage angehefteten Zellen einen zungenförmigen Aus-

läufer, genannt Lamellopodium, vor, aus dem rostral noch spitze Fortsätze, 

genannt Filopodien, hervorragen. Lamello- und Filopodien enthalten dichte 

Gerüste aus Aktinnetzen bzw. -bündeln. Filopodien sondieren durch wachsende 

Aktinfilamente vorangetrieben an der Front die Umgebung nach geeigneten 

Voraussetzungen für eine Anheftung an Extrazellulärmatrix und Substrat. Hat 

ein Filopodium eine geeignete Bindungsstelle gefunden, werden durch eine 

Signaltransduktion innerhalb der Zelle vermittelt in dieser Region der Zelle mehr 

Integrinrezeptoren exprimiert (Roach, et al., 2006), welche mit der Wachstums-

unterlage in Kontakt treten. Durch koordiniertes Anhaften und Lösen von Kon-

taktpunkten bewegt sich die Zelle auf der Matrix fort. In einer Zellkultur finden 

Migration und homogene Zellbesiedelung auf Scaffolds nur statt, wenn sich die 

Oberfläche der Scaffolds dafür eignet. Dabei sind sowohl keine Adhesion als 

auch eine zu starke Bindung an die Oberfläche ungünstig. Eine Situation zwi-

schen diesen beiden Extremen ist die beste Vorraussetzung für eine gesunde 

Zellkultur (Roach, et al., 2006).  

Bei einer optimalen Gewebeentwicklung im Organismus findet eine intensive 

Interaktion mit der natürlichen Extrazellulärmatrix statt (Minuth, et al. 2003). Um 

eine Entwicklung funktioneller Gewebe unter in-vitro Bedingungen zu erhalten, 

müssen Aufgaben der natürlichen Extrazellulärmatrix durch die Auswahl eines 

geeigneten Trägermaterials als Wachstumsunterlage übernommen werden 

(Ewers, et al., 2003). 

Da die Zellen auf dem Scaffold zuerst anhaften und dann damit interagieren, 

muss die Oberfläche so beschaffen sein, dass sie optimale Anheftungsplätze 
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bietet. Dies wird von chemischen und physikalischen Eigenschaften der Ober-

flächen bestimmt, welche für jedes Biomaterial spezifischer Natur sind (Roach, 

et al., 2006). Kommt ein Scaffold mit Gewebeflüssigkeit oder einer Zellsuspen-

sion in Kontakt, so findet innerhalb von Nanosekunden bis Minuten eine Prote-

inadsorption statt, welche von den chemischen und physikalischen Eigenschaf-

ten des Scaffolds und dessen Oberflächentopographie abhängt. Während der 

nächsten Stunden bis Tage können dann oberflächengebundene Proteine Zell-

adhäsion vermitteln, falls sie eine passende Orientierung und Konformation 

aufweisen, um mit Zellrezeptoren zu interagieren (Roach, et al., 2006). Nur 

diese spezifische Verankerung ermöglicht die für die Differenzierung notwendi-

gen Informationen ins Zellinnere zu übertragen. Trägermaterialien mit benetz-

baren, hydrophilen Oberflächen sind geeigneter als solche mit hydrophoben 

(Minuth, et al., 2003). 

Die Interaktion von Zelle und Biomaterial hängt auch von der Porosität in Kom-

bination mit einem großen Oberflächen/Volumen Verhältnis ab (Hunziker, 

2002). Die Architektur innerhalb des Scaffolds muss so beschaffen sein, dass 

eine Zellmigration und eine homogene Zellbesiedelung sowie Diffusionsvorgän-

ge für Nährstoffe und Abbauprodukte ermöglicht werden. Nach einer Transplan-

tation muss eine schnelle Einsprossung von Gefäßen erfolgen können (Ewers, 

et al., 2003). Um eine differenzierte Funktion von Osteoblasten aufrecht zu 

erhalten, sollte eine O2-Diffusionsstrecke weniger als 200 bis 300 µm aufweisen 

(Borden, 2003). 

Für die Generierung von Bindegeweben müssen Innenräume des Scaffolds 

besiedelt werden können, so dass sich eine natürliche dreidimensionale Anord-

nung der Zellen entwickeln kann. Nur bei homogener Verteilung der Zellen kann 

auch eine mechanisch belastbare Extrazellulärmatrix aufgebaut werden (Mi-

nuth, et al. 2003).  

Außerdem sollte das Scaffold zur Generierung von Hartgewebe ein stabiles 

Gerüst darstellen, das den mechanischen Belastungen des jeweils zu erset-

zenden Knochens standhält und den Defekt optimal ausfüllt. Zudem muss es 

biokompatibel sein und darf nach der Implantation im umgebenden Empfänger-
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gewebe keine toxischen Auswirkungen haben oder übermäßige Immunreaktio-

nen hervorrufen (Hunziker, 2002).  

Wird ein bioabbaubares Zellträgermaterial verwendet, hat es nur eine temporä-

re Gerüstfunktion. Die implantierten Zellen bilden zunehmend ihre eigene und 

vor allem gewebespezifische extrazelluläre Matrix, während die artifizielle Mat-

rix abgebaut wird. Nach vollständiger Resorption der Scaffolds verbleibt aus-

schließlich das von den Zellen selbst synthetisierte Gewebe zurück. Die Degra-

dations- und Resorptionskinetik muss jedoch auf das zu regenerierende 

Gewebe abgestimmt werden (Ewers, et al., 2003). Ein zu rascher Abbau würde 

die Regeneration behindern und zu einer Akkumulation von Abbauprodukten 

des Konstruktes führen. Für die Versorgung von großvolumigen und biomecha-

nisch belasteten Knochendefekten sollten Zellträgerstrukturen eingesetzt wer-

den, die mindestens sechs Monate ihre mechanischen Eigenschaften beibehal-

ten (Ewers, et al., 2003). Dabei muss jedoch bedacht werden, dass die 

Resorptionsraten von individuellen Faktoren wie dem Gesundheitszustand und 

Alter des Patienten, aber auch vom Implantationsort und dessen Durchblutung 

abhängen. Solange die Biodegradation nicht punktuell und individuell gesteuert 

werden kann, werden auch weiterhin nicht oder nur sehr langsam abbaubare 

Biomaterialien verwendet (Diederichs, 2008). 

Um ein optimales Scaffoldmaterial für die jeweilige Gewebeherstellung zu fin-

den, müssen zahlreiche Testserien zuerst mit Zelllinien und dann mit Primärkul-

turen durchgeführt werden (Minuth, et al., 2003). 

2.2.2 Natürliche und synthetische Polymere, Keramiken 

Eine große Anzahl an Materialien wurde in vergangenen Jahren für das Tissue 

Engineering von Knochen experimentell erprobt. Hauptsächlich verwendet 

werden natürliche Polymere – wie z. B. Kollagen, Fibrin oder Gelatine – oder 

synthetische Polymere – wie z. B. Polylactat oder Polyglycolat – und Keramiken 

auf Calciumphosphat-Basis. Bei den Keramiken auf Calciumphosphat-Basis 

unterscheidet man z. B. Hydroxylapatit, β-Tricalciumphosphat, Bruschit oder 

Monetit. Hydroxylapatit kann sowohl synthetisch hergestellt werden als auch 



 
2 Tissue Engineering von Knochen 

 14 

aus Naturprodukten, wie aus den Kalkskeletten von Korallenpolypen, gewonne-

nen werden (Le Geros, 1988). 

Polymere Werkstoffe können nach der Besiedelung mit Zellen innerhalb kurzer 

Zeit oft noch während der Zellkulturphase oder aber im Körper degradiert wer-

den. Bei Verwendung dieser Materialien hat das Trägergerüst nur die Funktion, 

den Zellen und der extrazellulären Matrix als dreidimensionale Schablone zu 

dienen, bis sie zu einem zusammenhängenden Verbund gewachsen sind. Zu 

diesem Zeitpunkt besitzt das nur gering ausgebildete Gewebe eine einge-

schränkte Funktion und Struktur. Erst nach längerfristiger Interaktion und Um-

bau nach Transplantation können die Aufgaben körpereigenen Gewebes über-

nommen werden. Solche Trägergerüste sind bei der Züchtung von Hautersatz 

und von spongiosaähnlichen Knochenfragmenten klinisch erfolgreich ange-

wandt worden (Ewers, et al., 2003).  

Natürliche Polymere auf kollagener Basis sind eine ideale Unterstützung für die 

Regenerierung von Gewebe (Lee, Singla, Lee, 2001). Eine Zugabe von auf 

Calcium-Phosphat basierender Keramik kann die mechanischen Eigenschaften 

von Kollagen-Scaffolds verbessern und erhöht die Bioaktivität des Materials. 

Die Wiederherstellung der mechanischen Eigenschaften und der komplexen 

strukturellen Organisation von Knochen wurden jedoch bis jetzt noch nicht 

erreicht (Roach, et al., 2006). Außerdem ist reines Kollagen Typ I, welches eine 

sehr attraktive Oberfläche für osteoblastäre Zellen bietet (Ripamonti, et al., 

1993; Sampath, Reddi, 1981), sehr teuer und mit den Risiken von extrahiertem 

Kollagen, wie z. B. Übertragung von BSE (bovine spongiforme Enzephalo-

pathie), behaftet (Lee, Singla, Lee, 2001).  

Breite Anwendung finden synthetische Polymere aus Poly(α-hydroxy)säuren 

wie Poly(ε-caprolacton-co-D,L-lactid)-Seide und Homo- oder Heteropolymere 

aus Polylactat (PLA), Polyglycolat (PGA) und Polylactat-co-glycolat (PLGA). 

Diese aliphatischen Polyester lassen sich bakteriell herstellen, wobei bei der 

Herstellung von PGA/PLA-Copolymeren die physikalischen und chemischen 

Eigenschaften durch Variation von Lactid- und Glycolidanteilen verändert wer-

den können (Minuth, et al., 2003). Poly(α-hydroxy)säuren sind biodegradierbare 
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Polymere, die defektangepasst zurechtgeschnitten und so bearbeitet werden 

können, dass ihr Degradationsverhalten und die physikalischen Eigenschaften 

kontrolliert werden können. Aber ihnen fehlen die bioaktiven Eigenschaften, 

welche sie zu hervorragenden Materialen zum Implantieren in Hartgewebe 

machen würden (Roach, et al., 2006).  

Keramiken können resorbierbar und nicht resorbierbar sein. Als nicht resorbier-

bar wird beispielsweise Hydroxylapatit, als resorbierbar beispielsweise Tricalci-

umphosphat bezeichnet (Barralet, et al., 2001). Keramische Materialien sind 

dafür bekannt, die osteogene Differenzierung von Osteoblasten und ihren Vor-

läuferzellen zu beschleunigen (Marten, et al., 2008). 

2.2.3 Calciumphosphat-Scaffolds 

Knochen enthält einen hohen Anteil an Calciumphosphat. Die Mineralsubstanz 

des Knochens besteht zu 60-70% aus nanokristallinem Hydroxylapatit 

(Ca10(PO4)6(OH)2). Neben Hydroxylapatit lassen sich auch noch Bruschit und 

Calciumpyrophosphat, die ebenfalls Stoffe auf Calciumphosphat-Basis sind, in 

der mineralisierten Knochenmatrix nachweisen. Wegen dieser, der minerali-

schen Phase des Knochens ähnlichen, chemischen Zusammensetzung werden 

Scaffolds aus Calciumphosphat-Keramiken entwickelt.  

Die meisten Scaffolds aus Keramiken basieren auf Calciumsalzen aus Or-

thophosphorsäure, wie z. B. Hydroxylapatit, β-Tricalciumphosphat, Bruschit 

oder Monetit (Gbureck, et al., 2008). Variationen bei der Herstellung von Calci-

umphosphat-Scaffolds führen zu unterschiedlichen Löslichkeits- und Präzipitati-

onsverhalten sowie zu unterschiedlichen mechanischen Eigenschaften und 

Oberflächentopographien, was die Gewebegenerierung beeinflusst.  

Eine Möglichkeit Calciumphoshat-Scaffolds für das Tissue Engineering herzu-

stellen ist sie mit dem 3D Powder Printing System zu drucken. So erhält man 

Scaffolds mit einer definierten chemischen Zusammensetzung und Architektur, 

einschließlich präziser Mikrostruktur. Die Scaffolds können computerunterstützt 

zumindest teilweise in einer gewünschten Form gefertigt werden (Klammert, et 

al., 2008). Während des Druckens reagiert biphasisches α/β-

Tricalciumphosphat (Ca3(PO4)2) mit einer Phosphorsäurelösung und bildet 
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Dicalciumphosphatdihydrat (CaHPO4⋅H2O, DCPD, Bruschit) und unreagiertes 

Tricalciumphosphat  

(α/β-Ca3(PO4)2 + H3PO4 + 6 H2O → 3CaHPO4⋅2H2O).  

Die anschließende Nachbehandlung der gedruckten Scaffolds in Phosphorsäu-

re verringert den Anteil an unreagiertem Tricalciumphosphat, was die Härte der 

Scaffolds erhöht. Da Bruschit Kristallwasser abgibt, wenn es über 50 °C erhitzt 

wird, bildet sich nach thermischer Behandlung, z. B. auch während eines Auto-

klaviervorgangs, Dicalciumphosphatanhydrat (CaHPO4, DCPH, Monetit) 

(Klammert, et al., 2008). 

2.2.4 Monetit-Scaffolds 

Monetit-Scaffolds, wie sie in dieser Arbeit verwendet werden, unterscheiden 

sich von anderen Calciumphosphat-Scaffolds hinsichtlich Eigenschaften wie 

Resorption, Porosität und mechanischer Stabilität. 

Die Resorption von implantiertem Calciumphosphat kann auf zwei verschiedene 

Weisen erfolgen. Osteoklasten resorbieren implantiertes Calciumphosphat 

aktiv, indem sie den pH-Wert in Resorptionslakunen durch Protonenpumpen 

stark absenken und so auch das niedrig lösliche Hydroxylapatit (Rosen, Acker-

mann, 1991) abbauen können. Bei der passiven Resorption dagegen wird Cal-

ciumphosphat durch chemische Hydrolyse vermittelt durch Körperflüssigkeiten 

abgebaut (Gbureck, et al., 2007). Unter physiologischen Bedingungen ist dies 

aufgrund der höheren Löslichkeit nur bei Bruschit und Monetit zu beobachten, 

nicht aber bei Hydroxylapatit. Hydroxylapatit wird daher als nicht degradierbar 

bezeichnet (Gbureck, et al., 2007). 

Die passive Resorptionsrate von Monetit ist in-vivo gegenüber der von Bruschit 

erhöht, obwohl die chemische Löslichkeit von Monetit geringer ist. Dies wurde 

in einer 56-wöchigen intramuskulären Implantation gezeigt (Gbureck, et al., 

2007). Ein Grund für die schnellere Degradation von Monetit gegenüber Bru-

schit in-vivo könnte sein, dass Bruschit manchmal mit einer Hydroxylapatitpha-

se innerhalb des Materials verbunden ist. Dieses Verhalten wird auf einen ge-

ringeren Flüssigkeitsaustausch innerhalb der porösen keramischen Struktur 
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zurückgeführt. Wegen der höheren Löslichkeit von Bruschit wird die Flüssigkeit 

in den Poren innerhalb des Implantats übersättigt, so dass Hydroxylapatit als 

kristalline Phase präzipitiert. Daher reduziert sich wegen der geringeren Lös-

lichkeit von Hydroxylapatit die Degradationsgeschwindigkeit von Bruschit. Diese 

schwerlösliche Hydroxylapatitphase kommt jedoch nicht in Monetitimplantaten 

vor (Klammert, et al., 2008). 

Die Porosität von Monetit erhöht sich durch die hydrothermale Konversion bei 

der Herstellung um ungefähr 13% auf 43,8% und die Härte vermindert sich auf 

15 MPa (Klammert, et al., 2008). Daraus resultiert eine veränderte Oberflächen-

topografie der gedruckten Scaffolds, was Adhäsion, Proliferation und Differen-

zierung der Osteoblasten in-vitro beeinflusst (Rea, et al., 2004; Dos Santos, et 

al., 2009). Vergleicht man Monetit-Scaffolds und Bruschit-Scaffolds bezüglich 

Adhäsions-, Proliferations- und Differenzierungsverhalten der Osteoblasten in-

vitro, so erzielt Monetit leicht schwächere Ergebnisse (Klammert, et al., 2009). 

2.3 Stimulation 

Um die Verteilung, Proliferation und Differenzierung von Zellen unter Kulturbe-

dingungen zu steuern, werden biologische Stimuli, wie z. B. Differenzierungs- 

und Wachstumsfaktoren, und mechanische Stimuli, wie z. B. durch Flüssigkeit 

induzierter Scherstress, eingesetzt. 

2.3.1 Biologische Stimulation 

Eine Vielzahl unterschiedlicher bioaktiver Moleküle werden beim Tissue Engi-

neering von Knochen eingesetzt, z. B. Knochenmorphogenese-Proteine (bone 

morphogenetic proteins, BMPs). BMPs sind Mitglieder der TGF-ß (transforming 

growth factor-ß) Superfamilie und sind unter anderem für die Skelettentwicklung 

wichtig.  BMP-2,-4,-6 und -7 liegen in der Knochenmatrix gebunden vor und 

können eine ektope Knochenbildung induzieren (Benninghoff, Drenckhahn, 

2002). BMP-2,-4,-6 und -7 sind diejenigen mit der stärksten osteoinduktiven 

Wirkung (Yoon, Boden, 2002). Der osteogene Differenzierungsfaktor BMP-7 

wurde bereits in kontrollierten klinischen Studien getestet (Kanayama et al., 

2006).  
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Bioaktive Moleküle können bei Herstellung von Scaffolds durch Druck mit dem 

3D Powder Printing System unter niedriger Temperatur als Mischungsbestand-

teil zugefügt werden (Gburek, et al., 2007). Sie können auch an der Oberfläche 

der Scaffolds immobilisiert bzw. in die poröse Struktur eingebacht werden, um 

kontrolliert freigesetzt zu werden (Kuboki, et al., 1998; Liu, Degroot, Hunziker, 

2005). 

Eine biologische Stimulation mit Dexamethason, einem synthetischen Glucocor-

ticoid, welches einen starken osteoinduktiven Effekt ausübt, kann auch syner-

gistisch zu einer mechanischen Stimulation wirken. In einer Studie (Holtorf, et 

al., 2005) wurden BMSCs mit und ohne Dexamethason unter statischen und 

dynamischen Bedingungen kultiviert. Das Applizieren von Flüssigkeitsscher-

stress alleine war ausreichend, um eine erhöhte Alkalische Phosphatase Aktivi-

tät zu induzieren. Allerdings wurden die höchsten Werte erreicht, wenn sowohl 

Flüssigkeitsscherstress als auch Dexamethason vorhanden waren. Auch der 

Mineralisationsgrad der von den Zellen abgeschiedenen Extrazellulärmatrix war 

im dynamischen Kultursystem mit Dexamethason am höchsten, aber auch in 

der reinen Perfusionskultur signifikant erhöht. Der Osteopontinspiegel in der 

reinen Perfusionskultur war lediglich gegenüber der statischen Kontrollkultur 

ohne Dexamethason erhöht.  

2.3.2 Mechanische Stimulation 

Neben biologischen Stimuli werden auch mechanische Stimuli während der in-

vitro Kultivierung eingesetzt. Verschiedene mechanische Stimulationsverfahren, 

wie z. B. Dehnung (Nöth, et al., 2005; Vunjak-Novakovic, et al., 2004) oder 

Kompression (Mauck, et al., 2007; Valhmua, et al., 1998), niederenergetisch 

gepulster Ultraschall (Schumann, et al., 2006), Flüssigkeitsscherstress aber 

auch der O2-Partialdruck (Kurz, et al., 2004) können auf die Entwicklung artifi-

zieller Gewebekonstrukte Einfluss nehmen.  

Die Wahl des Stimulationsverfahrens wird dabei von dem jeweils zu generie-

renden Gewebe bedingt und an die in-vivo vorherrschenden Kräfte angepasst. 

Zum Beispiel wird zur Generierung von Endothelgewebe ein Flüssigkeitsscher-

stress (Ratcliffe, 2000) induziert. Dehnung wird z. B. zur Herstellung von Seh-
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nen und Bändern verwendet. Zur Generierung von Knorpelkonstrukten bedient 

man sich dagegen der Kompression. In-vitro kultivierte Knochenzellen reagie-

ren auf eine Vielzahl verschiedener mechanischer Stimuli.  

Osteozyten sind inaktive Osteoblasten und werden von mineralisierter Kno-

chenmatrix umschlossen, welche sich ringförmig in Lamellen um ein ernähren-

des Blutgefäß anordnet. Zwischen den Lamellen liegen linsenförmige Lakunen, 

von denen zahlreiche Knochenkanälchen, die Canaliculi abgehen. In den Laku-

nen liegen die Zellkörper der Osteozyten, über die Canaliculi stehen die Zellen 

untereinander in Verbindung. Die Hohlräume werden allerdings nicht vollständig 

von den Zellen ausgefüllt, sondern eine schmale Zone, die interstitielle Flüssig-

keit enthält, bleibt frei. Dieses Hohlraumlabyrinth durchzieht die ganze minerali-

sierte Matrix. In-vivo werden die Umbauprozesse des Knochens durch belas-

tungsinduzierte Flüssigkeitsströme modifiziert. Bei mechanischer Belastung des 

Knochens entsteht innerhalb der Lakunen und Canaliculi ein Druckgradient, der 

die interstitielle Flüssigkeit durch das Kanalsystem pumpt. Diese erzeugte 

Strömung stimuliert die Osteozyten. Die Osteozyten sind die Zellen, welche die 

mechanische Belastung des Knochens wahrnehmen, verarbeiten und weiterlei-

ten und somit die Rolle von Mechanosensoren übernehmen (Burger, Klein-

Nulend, 1999; Duncan, Turner, 1995). 

Knochen wird ständig nach den Anforderungen der mechanischen Belastung 

umgebaut. Wird z. B. die Muskulatur durch Training verstärkt, so reagiert der 

Knochen als Muskelansatz mit Dickenwachstum. Inaktivität wie Bettlägerigkeit 

hingegen führt rasch zu einem Verlust an Knochenmasse. Auch die Belas-

tungsminderung bei Astronauten durch den Wegfall der Schwerkraft führt zu 

diesem Resultat (Buckwalter, et al., 1996; Sikavitsas, et al., 2001).  

Um kultivierte Knochenzellen zu stimulieren, können verschiedene Verfahren 

angewandt werden. Flüssigkeitsscherstress imitiert die Flüssigkeitsströme in 

den Canaliculi. Kompression oder Dehnung bewirkt den Effekt von durch die 

Muskulatur ausgeübten Kräften. Aktuelle Studien zeigen, dass Flüssigkeits-

strömung einen potentiell stärkeren Stimulus für die Differenzierung von Kno-
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chenzellen darstellt als Kompression (Klein-Nulend, et al., 1995) oder Dehnung 

(Owan, et al., 1997; Smalt, et al., 1997). 

Verschiedene Mechanismen wurden diskutiert auf welche Weise Knochenzellen 

durch Flüssigkeitsströme stimuliert werden können. Beispielsweise wurde der 

Einfluss von Strömungspotentialen (Pienkowski, Pollack, 1983; Pollack, et al., 

1984), von Scherstress an der Zellmembran (Reich, Gay, Frangos, 1990) und 

von Chemotransporteffekten (Jacobs, et al., 1998) untersucht. Aktuelle Studien 

(Sikavitsas, et al., 2003; Bakker, et al., 2001) zeigen, dass Scherstress an der 

Zellmembran den signifikantesten stimulierenden Einfluss der mechanischen 

Stimulation durch Flüssigkeitsströmung hat. Dies wurde in Experimenten be-

wiesen, die unter Verwendung von mit Dextran modifizierten Kulturmedien 

durchgeführt wurden. Dextran im Kulturmedium erhöht dessen Viskosität, was 

einen erhöhten Scherstress erzeugt, aber die Strömungspotentiale oder den 

Chemotransport nicht beeinflusst.  

Die Mechanotransduktion, also die Art, wie die physikalischen Kräfte von den 

Knochenzellen wahrgenommen und weitergeleitet werden und letztendlich zu 

einer zellulären Antwort führen, sind noch nicht hinreichend geklärt. Vermutlich 

gelangt der Reiz über mechanosensitive Ionenkanäle ins Innere der Zelle, wo 

Signaltransduktionskaskaden die Genexpression im Zellkern beeinflussen. Dies 

führt zu vermehrter Synthese osteoblastenspezifischer Wachstums- und Diffe-

renzierungsfaktoren. Über autokrin und parakrin wirkende Mechanismen wer-

den benachbarte und weiter entfernte Zellen beeinflusst. Über Gap junctions 

sind eine Vielzahl von Osteozyten chemisch und elektrisch gekoppelt, was die 

Sensitivität und Selektivität im Vergleich zu isolierten Zellen erhöht (Zhang, 

Cowin, Weinbaum, 1997). 

Um eine Zellkultur einer Flüssigkeitsströmung auszusetzen, kann eine Perfusi-

onskultur etabliert werden.  
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2.3.3 Perfusionskultur 

Die Generierung von differenzierten Zellen und ihre Erhaltung für längere Zeit 

stellen eine experimentelle Herausforderung dar. Während statische Zellkultu-

ren ein Wachstum in Monolayern für eine relativ kurze Dauer mit regelmäßi-

gem, aber intermittierendem Mediumwechsel ermöglichen, muss beim Tissue 

Engineering erreicht werden, dass Zellen in-vitro in komplexen dreidimensiona-

len Strukturen über ausgedehnte Zeiträume kultiviert werden können. Dafür 

eignet sich eine Perfusionskultur. In einer Perfusionskultur wird ein Perfusions-

container, welcher dreidimensionale offenporige mit Zellen besiedelte Scaffolds 

enthält, mit Kulturmedium durchströmt.   

Das statische Milieu einer Kulturschale bietet den Zellen auf einem dreidimen-

sionalen Scaffold nur unzulängliche Bedingungen. Die Stimulation durch Flüs-

sigkeitsscherstress, eine homogene Verteilung der Zellen, die Nähr- und Sau-

erstoffversorgung und der Abtransport von Metaboliten sind in statischen 

Kulturen limitiert. Die Nähr- und Sauerstoffversorgung und der Abtransport von 

den Stoffwechsel schädigenden Metaboliten erfolgen nur durch Diffusion (Die-

derichs, 2008). Mit dieser Einschränkung kann Gewebe nur bis zu einer 

Schichtdicke von ca. 1 mm ernährt werden (Minuth, et al., 2003). Dicht und 

mehrschichtig bewachsene Konstrukte können sich nicht bilden, weil Zellen im 

Inneren unterversorgt bleiben und absterben. Nur auf der Oberfläche der Scaf-

folds überlebt eine Zellschicht in der von ihr abgesonderten Extrazellulärmatrix 

(Diederichs, 2008). So wird keine gleichmäßige dreidimensionale Besiedelung 

der Scaffolds erreicht, was die Eigenschaften des Konstruktes nicht an die von 

nativem Gewebe heranreichen lässt.  

Eine dynamische Kultur bietet verbesserte Kulturbedingungen. Unter anderem 

wird die Versorgung durch Diffusion um konvektive Prozesse ergänzt. So kön-

nen sowohl das Nährstoffangebot als auch der Abtransport von den Stoffwech-

sel schädigenden Metaboliten, die zellulären Ursprungs sein können oder durch 

Biodegradation der Scaffolds entstehen, optimiert werden. Die Metaboliten 

können nicht akkumulieren und werden durch das zirkulierende Medium auf 

einem gleichmäßigen Niveau gehalten. Daher bleiben auch die Zellen im Inne-
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ren des Scaffolds vital und durch die Dynamik ist die Verteilung der Zellen und 

der extrazellulären Matrix im Konstrukt homogener als in einer statischen Kultur 

(Li, et al. 2001; Bancroft, et al., 2002). So konnten erstmals Gewebekonstrukte 

generiert werden, die dicker als einen Millimeter waren (Diederichs, 2008).  

Für das Tissue Engineering von funktionellem Knochengewebe eignen sich 

Perfusionskulturen (Jansen, et al., 2006; Freshney, et al., 2007; Bancroft, et al., 

2002). Dabei spielt auch die Höhe der Fließgeschwindigkeit des Kulturmediums 

eine Rolle. In einer Studie (Bancroft, et al., 2002) wurden BMSCs auf 3D Scaf-

folds von unterschiedlichen Fließgeschwindigkeiten zwischen 64 µm/s und 640 

µm/s durchströmt und über einen 16-tägigen Zeitraum kultiviert. Nach 16 Tagen 

konnten Eigenschaften von reifen Osteoblasten in Abhängigkeit von der Perfu-

sionsrate beobachtet werden. Es bestand eine direkte Korrelation zwischen der 

Höhe der Fließgeschwindigkeit und den Calciumablagerungen innerhalb der 

Scaffolds. Alkalische Phosphatase wurde in der Perfusionskultur gegenüber der 

statischen Kultur vermehrt synthetisiert, wobei die Enzymaktivität unabhängig 

von der Perfusionsrate war. Osteopontin, welches ein Marker im Frühstadium 

der Osteogenese ist, indizierte beschleunigte osteogene Prozesse in der Perfu-

sionskultur. Die Osteopontinspitzen wurden bei höherer Fließgeschwindigkeit 

früher erreicht. 

In einer weiteren Studie (Sharp, et al., 2008) wird gezeigt, dass in dynamischen 

Kultursystemen nicht nur die Fließgeschwindigkeit, sondern auch die Pulsierung 

des Mediums eine Auswirkung auf das Zellwachstum hat. Dabei wurde der 

Einfluss von pulsierender Perfusion durch die Quantifizierung von mRNA (für 

Kollagen 1α1, Osteopontin, Osteocalcin und Bone Sialoprotein) ermittelt: 

BMSCs wurden nach 6-tägiger Expandierung unter osteogenen Bedingungen 

statischen Kulturbedingungen, kontinuierlicher Perfusion oder pulsierender 

Perfusion mit Frequenzen von 0.015, 0.044 oder 0.074 Hz ausgesetzt. Nach 

24-stündiger Stimulierung wurden die Zellen für weitere 13 Tage in einem stati-

schen Kultursystem kultiviert und anschließend die Kollagen 1α1, Osteopontin, 

Osteocalcin und Bone Sialoprotein exprimierende mRNA analysiert. Alle 

mRNA-Spiegel waren durch Perfusion erhöht, die Osteocalcin und Bone Sia-
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loprotein exprimierende mRNA-Werte waren durch pulsierende Perfusion noch 

höher als bei kontinuierlicher Perfusion. 

Innerhalb eines Kulturcontainers herrschen für die einzelnen Scaffolds unter-

schiedliche Wachstumsbedingungen. Um die für das Zellwachstum optimale 

Position der Scaffolds innerhalb eines Kulturcontainers zu ermitteln, könnte ein 

Strömungsmodell in einem virtuellen dynamischen Kultursystem verwendet 

werden. Solche Strömungsmodelle wurden beispielsweise auch in einer Studie 

(Xu, et al., 2008) verwendet, um den optimalen Scherstress für Zellen zu ermit-

teln, unabhängig von der den Scherstress beeinflussenden Makro- und Mikro-

architektur der Scaffolds: Man untersuchte zellbesiedelte Scaffolds, die in dy-

namischen Systemen kultiviert wurden, histologisch. Aufgrund der 

unterschiedlichen biophysikalischen Bedingungen innerhalb eines Scaffolds 

wiesen sie inhomogene Zellbesiedlungen auf. Gleichzeitig simulierte man in 

einem virtuellen dynamischen Kultursystem Strömungsmodelle, ermittelte den 

erzeugten Scherstress innerhalb der Scaffolds und verglich das Scherstresspro-

fil mit den histologischen Ergebnissen. So konnte der Scherstress herausge-

funden werden, der zu optimalen Wachstumsbedingungen führt.  

In einer weiteren Studie (Jungreuthmayer, et al., 2009) wurden die optimalen 

Fließgeschwindigkeiten unter Verwendung von Scaffolds unterschiedlicher 

Materialen, nämlich CaP-Scaffolds und Kollagenglycosaminoglycan-Scaffolds 

(CG-Scaffolds) durch ein Strömungsmodell ermittelt. Das Experiment zeigte, 

dass bei gleicher Fließgeschwindigkeit der induzierte Scherstress innerhalb der 

beiden Scaffolds sehr unterschiedlich ist. So war er in den CG-Scaffolds 2,8-

mal höher als in den CaP-Scaffolds, was auf unterschiedliche Makro- und Mik-

roarchitektur der Scaffolds zurückzuführen ist. Um die Mehrheit der Zellen mit 

einem physiologisch relevanten Scherstress zu versorgen, muss die Fließge-

schwindigkeit dem Scaffoldmaterial angepasst werden, wozu eine Strömungs-

simulation in einem virtuellen dynamischen Kultursystem sehr geeignet ist. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Verbrauchsmaterialien und Laborgeräte 

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien werden in Tabelle 1, die verwendeten 

Laborgeräte Tabelle 2 aufgelistet. 

Tabelle 1: Verwendete Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterial  Herkunft 
6-Well-Multischalen Fa. Nunc, Wiesbaden 
24-Well-Multischalen Fa. Nunc, Wiesbaden 
Autoklaventüten Fa. Wipak Medical, Walsrode 
Gewebekulturschalen Fa. Nunc, Wiesbaden 
Ilford Schwarz Weiß Film Fa. Le Bon Image, Kriftel 
Mikrowellplatten, 96-Well-Format Fa. Nunc, Wiesbaden 
Pasteurpipetten Fa. Scherf, Meiningen 
Pipettenspitzen Fa. Hartenstein 
Zählröhrchen, Polystrol Fa. Hartenstein 
Zellkulturflaschen  Fa. Falcon, Heidelberg 

 

Tabelle 2: Verwendete Laborgeräte 

Geräte Herkunft 
3D Powder Printing System Fa. Z-Corporation, Burlington, USA 
Analysenwaage Fa. Scaltec Instruments, Heiligen-

stadt  
Autoklav Tuttnauer 3870 ELV Fa. Systec, Wettenberg 
Baltec Critical Point Dryer CPD 030 Fa. BAL-TEC, Schalksmühle 
Bechergläser Fa. Schott, Mainz 
Brutschrank Fa. Jouan, Unterhaching 
Emitech K550 Sputter Coater Fa. Emitech, Kent, UK 
Eppendorfpipetten Fa. Eppendorf, Hamburg 
Folienschweißgerät Fa. Dürr Dental, Bietigheim-Bissingen 
Glasschalen   Fa. Hartenstein, Würzburg 
Kühl-Gefrierkombination Fa. Bosch, Stuttgart 
Labormikroskop Fa. Leitz, Wetzlar 
Peristaltische Pumpe Gilson Minipuls 3 Fa. Gilson SAS, Villiers-le-Bel, Frank-

reich 
Photometer Spectrafluor Plus Fa. Tecan, Crailsheim 
Pinzetten Fa. Hartenstein, Würzburg 
Pipettierhilfe Fa. Brand, Wertheim 
Rasterelektronenmikroskop DSM 940 Fa. Zeiss, Oberkochen 
Reinstwasseranlage Purelab Ultra Fa. USF Deutschland, Ransbach 
Sterilarbeitsbank LaminAir HB 2472 Fa. Heraeus, Hanau 
Wasserbad  Fa. Memmert, Schwabach 
Wippschüttler Fa. Hartenstein, Würzburg 
Zellzähler CASY 1 Modell TTC Fa. Schärfe System, Reutlingen 
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3.2 Herstellung der Calciumphosphat-Scaffolds 

Die Calciumphosphat-Scaffolds werden bei Raumtemperatur von einem 3D 

Powder Printing System gedruckt. Dabei wird der Binder Phosphorsäure 

(20%ig, autoklaviert)  in das Pulver α/β-Tricalciumphosphat (4 h bei 200°C 

trocken sterilisiert) gestrahlt, wobei Bruschit nach der folgenden Formel ent-

steht:  

(α/β-Ca3(PO4)2 + H3PO4 + 6 H2O → 3CaHPO4⋅2H2O) 

Die Lagendicke wird auf 125 µm, das Binder/Volumenverhältnis auf 0,32 einge-

stellt. Die Ausmaße der Scaffolds werden auf 14,3 x 13 x 2 mm (passend für 

den Kulturcontainer) mit 9 x 7 Poren und einem Porendurchmesser von 1,06 

mm eingestellt. Nach dem Drucken werden die Scaffolds mit Druckluft abgebla-

sen, zur Nachhärtung 15 s in 20%ige, autoklavierte Phosphorsäure gelegt und 

getrocknet. Anschließend werden sie für zwei Tage mit bidestilliertem Wasser 

und für weitere zwei Tage mit PBS auf dem Wippschüttler gewaschen, um die 

unreagierte Phosphorsäure zu entfernen und die Scaffolds isoosmolar zu ma-

chen. Bidestilliertes Wasser und PBS werden je ca. achtmal gewechselt. Der 

folgende Autoklaviervorgang bei 121 °C für 20 min wandelt das Bruschit in 

Monetit um. Die Scaffolds werden in sterilen Glasschalen aufbewahrt. 

3.3 Nährmedien, Zusätze, Puffer 

Bei der Durchführung der Versuche wird Reinstwasser verwendet, das von der 

laboreigenen Wasseranlage Purelab Ultra zubereitet wird. Es ist praktisch frei 

von anorganischen und organischen Verunreinigungen.  

Der Farbstoff WST-1 (4-3-(4-lodophenyl)-2-(4-Nitrophenyl)-2H-5-Tetrazolium-

1,3-Benzendi-sulfonat; Fa. Roche Diagnostics, Mannheim) wird zur Zellviabili-

tätsbestimmung verwendet.  

Für die Herstellung der Präparate für die rasterelektronenmikroskopischen 

Aufnahmen wird Aceton in 30%iger, 50%iger, 75%iger, 90%iger und 100%iger 

Konzentration verwendet (Fa. Merck, Darmstadt). 
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Eine 70%ige Ethanollösung der Fa. Brüggemann, Heilbronn, wird zur Reinigung 

des dynamischen Kultursystems verwendet. 

Zur Fixierung der zellbesiedelten Scaffolds wird eine 25%ige Glutaraldehydlö-

sung für die Elektronenmikroskopie von der Fa. Merck, Darmstadt, verwendet. 

Accutase (Fa. PAA Laboratories, Cölbe) ist eine Mischung aus proteolytischen 

und kollagenolytischen Enzymen Wirbelloser. Es löst schonend Zellen von 

Kulturoberflächen.  

Der PBS-Puffer (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) wird zum Waschen der 

Zellen im Rahmen des Passagierens verwendet. Er wurde 20 min bei 121 °C 

autoklaviert und besitzt folgende Zusammensetzung: 

• 137 mM Natriumchlorid NaCl (Fa. Merck, Damstadt) 

• 2,7 mM Kaliumdihydrogenphosphat KH2PO4 (Fa. Merck, Darmstadt) 

• 7,9 mM Dinatriumhydrogenphosphat Na2HPO4⋅12 H2O (Fa. Merck, 

Darmstadt) 

• 1,5 mM Kaliumchlorid KCL (Fa. Merck, Darmstadt) 

Die Isoton-Pufferlösung (Fa. Beckman Coulter, Krefeld) wird zur Bestimmung 

der Zellkonzentration im CASY 1 Cell-Counter and Analyzer System benötigt. 

Die Isoton-Pufferlösung wird vor Gebrauch steril filtriert und besitzt folgende 

Zusammensetzung: 

• 9,72 g/l Natriumsulfat, wasserfrei 

• 4,00 g/l Natriumchlorid  

• 1,00 g/l Dimethylolharnstoff  

• 0,11 g/l Procainhydrochlorid  

Als Kulturmedium kommt Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) zum 

Einsatz, das ein Standardmedium für ein breites Spektrum an Säugerzellen ist. 

Es ist eine Variante von Eagle’s Minimum Essential Medium (EMEM), enthält 

aber mehr Nährstoffe. Die Grundzusammensetzung besteht aus Aminosäuren, 

Vitaminen, anorganischen Salzen und anderen Komponenten. Verwendet wird 
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DMEM mit GlutaMAX™-I, 4500 mg/l Glukose und 110 mg/l Natriumpyruvat (Fa. 

Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe). Dazu werden gegeben: 

• 1% Penicillin-Streptomycin (Fa. Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe)  

• 1% Hepes Buffer (Solution 1M, Fa. Invitrogen Life Technologies, Karls-

ruhe) 

• 10% Fetal Calf Serum (FCS, Fa. Invitrogen Life Technologies, Karlsruhe) 

Penicillin-Streptomycin wird zur Bekämpfung bakterieller Kontamination in der 

Zellkultur eingesetzt. Es ist ziemlich instabil und muss rechtzeitig nachdosiert 

werden, um die antimikrobielle Wirkung aufrechtzuerhalten.  

Hepes Buffer ist ein stabiler, organischer Puffer mit sehr guter Kapazität im 

physiologischen Bereich zwischen pH 7,2 und pH 7,6. Er eignet sich daher gut 

für Zellen mit hohen Proliferationsraten. 

FCS wird durch Herzpunktion aus Rinderfeten gewonnen. Serum ist eine kom-

plexe und sehr heterogene Mischung aus Proteinen, Hormonen, Wachstums-

faktoren, Elektrolyten und anderen Bestandteilen und wirkt vielfältig auf den 

Metabolismus der Zellen ein.  

3.4 Verwendete Zelllinien 

3.4.1 Osteosarkomzelllinie MG63 

Die humanen Osteosarkomzellen der Zelllinie MG63 (Zellbank „American Type 

Culture Collection“, Rockville, MD, USA) stammen aus dem Knochen eines 14-

jährigen männlichen Patienten. In Kultur gebracht wachsen die Zellen adhärent 

und zeigen fibroblastenartige Morphologie. Die fungierenden Rezeptoren sind 

RI und RII für TGF-β. Genetisch liegt bei diesen Tumorzellen eine Abweichung 

vom normalen Chromosomensatz vor.  

3.4.2 Fibroblastenzelllinie L-929  

Die Fibroblasten der Zelllinie L-929 (Mausfibroblasten, Gibco Ltd. Paisley, Scot-

land) stammen aus normalem, subkutanem aerolarem und adipotischem Ge-

webe einer 100 Tage alten männlichen Maus. L-929 Zellen sind einfach zu 
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kultivieren und werden z. B. für Zytotoxizitätstests routinemäßig verwendet. Die 

Zelllinie wurde erstmals im März 1948 isoliert und war eine der ersten Zelllinien, 

von welcher fortlaufende Kulturen erstellt wurden und auch die erste geklonte 

Zelllinie. 

3.5 Zellkultivierung 

Die Zellkultivierung beider Zelllinien erfolgt in Zellkulturflaschen (75 cm²) im 

Inkubator (5% CO2, 37 °C, gesättigte Wasserdampfatmosphäre) in DMEM.  

3.5.1 Beimpfen der Scaffolds und Kontrolle 

Für die nachfolgenden Versuchsreihen werden Zellsuspensionen von ca. 50000 

Zellen/ml benötigt. Hierzu wird unter der Sterilbank das Medium aus einer kon-

fluent bewachsenen Zellkulturflasche mit einer sterilen Pasteurpipette abgezo-

gen und die adhärenten Zellen zweimal mit je 10 ml PBS gewaschen. Anschlie-

ßend werden die Zellen durch eine 7-minütige Inkubation mit 1 ml Accutase 

abgelöst. Nach Abklopfen der gelösten Zellen wird die Enzymwirkung durch 

Zugabe von 5 ml DMEM aufgehoben. Die gewonnene Zellsuspension wird 

durch Auf- und Abpipettieren homogenisiert und eine Zellzählung durchgeführt. 

Um die gewünschten 50000 Zellen/ml zu erhalten, wird eine Verdünnung mit 

DMEM vorgenommen.  

Pro Versuchsreihe werden 20 zellbesiedelte Scaffolds verwendet, wovon 10 in 

einem Perfusionscontainer (dynamisch) und 10 in herkömmlichen Wellschalen 

(statisch) kultiviert werden. Um 20 zellbesiedelte Scaffolds zu erhalten, werden 

am Vortag in zwei Gewebekulturschalen Ø 10 cm mit einer sterilen Pinzette je 

10 autoklavierte Scaffolds gelegt, mit je 30 ml der Zellsuspension von 50000 

Zellen/ml beimpft und 24 h im Inkubator inkubiert. Diese statischen Kulturbedin-

gungen ermöglichen den Zellen auf den Scaffolds zu adhärieren, so dass ein 

Abspülen der Zellen durch den Flüssigkeitsstrom des Mediums vermieden wird. 

Im Anschluss an die 24-stündige Inkubation werden die Scaffolds in das dyna-

mische bzw. in das statische Kultursystem eingesetzt (Tag 0). Auch eine Kon-

trollkultur wird angelegt. Am Vortag werden 9 Wells einer 24-Well-Multischale 
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mit je 1 ml Zellsuspension von 50000 Zellen/ml beimpft und im Inkubator inku-

biert.  

3.5.2 Die Kontrolle aus Polystrol 

Durch die parallel zu dynamischer und statischer Kultur angelegte Kontrollkultur 

können eventuell auftretende Veränderungen im Wachstumsverhalten der Zel-

len erkannt werden.  

Als Kontrollmaterial werden Multischalen aus Polystrol verwendet. Sie sind 

Einwegartikel, die gebrauchsfertig sterilisiert und oberflächenbehandelt sind. 

Die effektive Wachstumsfläche pro Well beträgt 2,00 cm². Von der Kontrollkultur 

werden ebenfalls an den Messtagen Zellviabilität und Zellzahl bestimmt. Die 

zupipettierten Mengen von verdünntem WST-1 Reagenz, Accutase und DMEM 

betragen 0,5 ml. Zur genaueren Durchführung siehe Kapitel 3.6. 

3.5.3 Das dynamische Kultursystem 

Im dynamischen Kultursystem zirkuliert Medium, siehe Abbildung 1. Das Sys-

tem besteht aus einem Kulturcontainer 24 x 13 mm (Abbildung 2), einer peris-

taltischen Pumpe Gilson Minipuls 3, platinbeschichteten Silikonschläuchen mit 

Adaptern (ein peristaltischer Schlauch mit zwei retaining Stopps: 1 mm Innen-

durchmesser, 3 mm Außendurchmesser, 1 mm Wandstärke; zwei Verbin-

dungsschläuche ohne retaining Stopps mit Adaptern: 2 mm Innendurchmesser, 

4 mm Außendurchmesser, 1 mm Wandstärke; zwei Verbindungsschläuche 

ohne retaining Stopps mit Anschlussstück an Kulturcontainer: 1 mm Innen-

durchmesser, 3 mm Außendurchmesser, 1 mm Wandstärke), sowie einer 250 

ml Vorratsflasche aus Polypropylen mit Schraubverschlussdeckel. Der 

Schraubverschlussdeckel weist zwei Perforationen mit Ø 4 mm auf, durch wel-

che die Versorgungsschläuche geführt werden. Zur Ermöglichung des Gasaus-

tausches wird der Schraubverschlussdeckel nur locker auf die Vorratsflasche 

aufgesetzt. 
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Am Tag 0 einer jeden Versuchsreihe wird das dynamische Kultursystem zur 

Aufnahme der mit Zellen besiedelten CaP-Scaffolds vorbereitet. Kulturcontai-

ner, Schlauchsystem und Vorratsflasche mit Deckel werden vor jeder Versuchs-

reihe sorgfältig mit Reinstwasser und Ethanol gereinigt, getrocknet, zusammen-

gesetzt und autoklaviert. 

Unter der Sterilbank wird das im Wasserbad erwärmte Medium vorgelegt, die 

Vorratsflasche wird mit 100 ml, der Kulturcontainer mit 17 ml Medium befüllt. 

Der peristaltische Schlauch mit den zwei retaining Stopps wird in den Pumpkopf 

eingelegt, der Kompressionskamm geschlossen und die Adjustierungsschraube 

leicht angezogen. 

Die peristaltische Pumpe wird auf maximale Geschwindigkeit (48 rpm) geschal-

tet, um das Schlauchsystem zu befüllen. Dabei wird das Medium aus der Vor-

ratsflasche angesaugt, durch den zuführenden Schlauch in den Kulturcontainer 

befördert, durchströmt diesen und wird durch den abführenden Schlauch wieder 

zur Vorratsflasche gepumpt. 

Ist das System blasenfrei gefüllt, wird der Kulturcontainer unter der Sterilbank 

geöffnet und 10 der am Vortag beimpften CaP-Scaffolds mit einer sterilen Pin-

zette senkrecht zur Flussrichtung hineingestellt. Dabei wird die mit Zellen be-

siedelte Oberfläche zum einfließenden Pol des Containers ausgerichtet. An-

schließend wird der Kulturcontainer geschlossen und nochmals auf 

Lufteinschlüsse untersucht, die gegebenenfalls noch beseitigt werden. Diese 

 
Abbildung 1: Versuchsaufbau (nach 
Minucells und Minutissue, Vertriebs-
GmbH, D-Bad Abbach) 

 
Abbildung 2: Kulturcontainer (Quelle: 
Minucells und Minutissue, Vertriebs- 
GmbH, D-Bad Abbach) 
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Kontrolle findet auch nach jedem Mediumwechsel statt. Im Anschluss wird die 

Geschwindigkeit eingestellt. In den Versuchsreihen, bei denen sich die Pumpe 

5 x pro Minute (5 rpm) dreht, werden 0,4 ml/min transportiert, bei denen sich die 

Pumpe 2,5 x pro Minute (2,5 rpm) dreht, werden 0,2 ml/min transportiert. Die 

peristaltische Pumpe Gilson Minipuls 3 arbeitet mit geringer Pulsation und einer 

großen Geschwindigkeitskonstanz. 

Der Kulturcontainer und die Vorratsflasche werden in einen Inkubator (5% CO2, 

37 °C, gesättigte Wasserdampfatmosphäre) gestellt und sind durch die Verbin-

dungsschläuche mit der peristaltischen Pumpe außerhalb verbunden. Bei den 

Versuchsreihen über einen 6-tägigen Zeitraum werden am Tag 3 die Hälfte des 

Mediums in der Vorratsflasche und das Medium im Kulturcontainer durch fri-

sches Medium ersetzt. Beim Langzeitversuch werden an Tagen 3, 7 und 10 

jeweils 50 ml, an Tagen 14, 17, 21, 24 und 28 jeweils 75 ml Medium aus der 

Vorratsflasche entnommen und durch frisches Medium ersetzt. 

3.5.4 Das statische Kultursystem 

Für das statische Kultursystem wird eine 6-Well Multischale verwendet. An Tag 

0 werden 5 Wells mit je 6 ml DMEM befüllt und je zwei mit Zellen besiedelte 

Scaffolds eingelegt. Die statische Kultur wird im Inkubator (5% CO2, 37 °C, 

gesättigte Wasserdampfatmosphäre) inkubiert. Bei den Versuchsreihen über 

einen 6-tägigen Zeitraum wird an Tagen 1 und 3 ein Mediumwechsel durchge-

führt, beim Langzeitversuch an Tagen 3, 7, 10, 14, 17, 21, 24 und 28. Die 6-

Well Multischalen sind Einwegartikel, die gebrauchsfertig sterilisiert und ober-

flächenbehandelt sind. 

3.6 Bestimmung von Wachstumsparametern  

3.6.1 Zellviabilitätssbestimmung  

Unter Zellviabilität versteht man die Aktivität einer Zellpopulation. Sie wird mit 

dem WST-1 Assay ermittelt. Das WST-1 Cell Proliferation Reagent dient zum 

Nachweis einer intakten Atmungskette in Zellen. Das schwach rot gefärbte 

Tetrazoliumsalz WST-1 wird mittels der mitochondrialen Succinatdehydrogena-

se zum gelben Formazan metabolisiert. Dieser Farbumschlag kann in einem 
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Spektralphotometer photometrisch gemessen werden. Dabei wird der Refe-

renzwert bei λ = 690 nm vom Remissionswert bei λ = 450 nm subtrahiert. Diese 

Differenz ist proportional zur Aktivität der Zellpopulation.  

Zur Durchführung wird WST-1 Reagenz mit DMEM im Verhältnis von 1:10 ver-

dünnt und davon je 1,5 ml in 6 (im Langzeitversuch 4) 10 ml Bechergläsern 

vorgelegt. Anschließend werden je 3 Scaffolds (im Langzeitversuch je 2 Scaf-

folds) mit der zellbesiedelten Seite nach oben aus der dynamischen und der 

statischen Kultur unter der Sterilbank mit einer sterilen Pinzette in die Becher-

gläser überführt und zusammen mit dem Leerwert (WST-1 Reagenz in DMEM) 

eine Stunde inkubiert. Anschließend werden 1 x 200 µl als Leerwert und je 4 x 

200 µl des Überstandes aus den Bechergläsern zur Vierfachbestimmung in 

Wells einer Mikrowellplatte im 96-Well-Format überpipettiert und im Photometer 

Spectrafluor Plus gemessen, welches mit der Bedienungssoftware Magellan 3 

angesteuert wird. 

3.6.2 Zellzahlbestimmung 

Die Zellkonzentrationen von Suspensionen werden mit dem CASY 1 Cell-

Counter and Analyzer System, Modell TTC  bestimmt, das nach dem Prinzip 

der elektronischen Pulsflächenanalyse arbeitet. Die Zellen werden in einer 

isotonen Elektrolytlösung verdünnt und durch eine Messkapillare gesaugt. Da-

bei wird das elektrische Signal, das beim Durchtritt einer Zelle durch die Mess-

kapillare entsteht, über ein gepulstes Niederspannungsfeld und ein hoch stan-

dardisiertes digitales Puls Processing ausgewertet. Durch dieses 

Verfahrensprinzip können Zellkonzentrationen aber auch Volumen, Größenver-

teilung, Aggregation und Vitalität der Zellen mit großer Genauigkeit gemessen 

werden. Die Zellkonzentrationen werden im direkten Anschluss an die Zellviabi-

litätsbestimmung gemessen.  

Zur Durchführung wird in den Bechergläsern der restliche Überstand des WST-

1 Reagenz in DMEM abgesaugt und die Zellschicht dreimal mit PBS-Puffer 

gewaschen. Durch Zugabe von je 1,5 ml Accutase werden die Zellen während 

einer 7-minütigen Inkubation enzymatisch abgelöst. Anschließend wird die 

Enzymwirkung mit je 1,5 ml DMEM gestoppt. Durch je 20-maliges Auf- und 
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Abpipettieren mit der 1,0 ml Eppendorfpipette wird die Zellsuspension homoge-

nisiert. 100 µl Zellsuspension werden in je 10 ml vorgelegter isotoner Elektrolyt-

lösung verdünnt und sofort im Zellzähler gemessen. Am Zellzähler wird ein 

Messbereich zwischen 0 und 30 µm vorgewählt und das Messfenster für Oste-

oblasten zwischen 10 und 30 µm und für Fibroblasten zwischen 12 und 30 µm, 

entsprechend der Normalverteilung der Zellgrößen, festgelegt. Jede in Elektro-

lytlösung verdünnte Probe wird automatisch viermal einzeln mit Volumina von je 

200 µl gemessen und anschließend der Mittelwert gebildet, wobei von jedem 

Becherglas je 2 Proben (im Langzeitversuch je 3 Proben) entnommen werden. 

Die Auswertungssoftware CASYstat (Schärfe Systeme, Reutlingen) rechnet den 

Verdünnungsfaktor ein und gibt die Zellzahl pro 1 ml unverdünnter Suspension 

an. Durch Hochrechnung auf 3 ml unverdünnte Suspension, wird die Zellzahl 

pro Scaffold bestimmt.  

3.6.3 Präparatherstellung für das Rasterelektronenmikroskop 

Für die rasterelektronenmikroskopische Analyse werden an Tag 6 je ein CaP-

Scaffold aus der statischen und der dynamischen Kultur in PBS gewaschen und 

anschließend für 15 min in 6%igem Glutaraldehyd in PBS auf Eis fixiert. Das 

Fixativ wird mit PBS (5 x 5 min auf Eis) ausgewaschen. Anschließend werden 

die Präparate bei Raumtemperatur über eine aufsteigende Acetonreihe entwäs-

sert (Überschichtung von 30%igem Aceton für 15 min, 50%igem Aceton für 20 

min, 75%igem Aceton für 30 min, 90%igem Aceton für 45 min und 5-mal 

100%igem Aceton für 30 min). Die entwässerten Präparate werden mit einem 

Baltec Critical Point Dryer mit CO2 getrocknet, auf Aluminiumteller mit Leit-C 

aufgeklebt und mit einem Emitech Sputter Coater mit Gold beschichtet. Zur 

Analyse der Präparate wird ein Rasterelektronenmikroskop verwendet. Dieses 

tastet die Oberfläche der Präparate mit einem gebündelten Elektronenstrahl ab. 

Die in die Präparate eindringenden Elektronen lösen aus dem Anregungsgebiet 

Sekundärelektronen heraus, die mit Hilfe eines Detektors aufgefangen werden. 

Während des Abrasterns wird in Abhängigkeit von der Topographie der Ober-

fläche aus dem Detektorsignal ein plastisches Abbild der Oberfläche erzeugt. 

Die Präparate werden anschließend mit variabler Vergrößerung zwischen 7- 
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und 1000-fach gescannt. Die Morphologie und räumliche Verteilung der Zellen 

werden photographisch dokumentiert. 

3.7 Versuchsreihen  

Zur Etablierung des dynamischen Kultursystems werden insgesamt 17 Ver-

suchsreihen angesetzt. Sie sind in Tabelle 3 aufgelistet. Zellviabilität und Zell-

zahl werden in Versuchsreihen 1-14 je nach 1, 3 und 6 Tagen Kultivierung im 

Inkubator bestimmt, die photographische Dokumentation der Morphologie und 

räumlichen Verteilung der Zellen durch das Rasterelektronenmikroskop erfolgt 

nach 6 Tagen. Im Langzeitversuch werden Zellzahl und Zellviabilität nach 9, 20 

und 30 Tagen bestimmt. 

 

Tabelle 3: Durchgeführte Versuchsreihen 
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01 - x 0,03  - - 
02 x - 0,24  - - 
03 x - 0,08  - - 
04 - x 0,03  - x 
05 - x 0,08  - x 
06 - x 0,41  - x 
07 x - 0,21  - x 
08 x - 0,24  - x 
09 x - 0,21  - x 
10 x - 0,21  x x 
11 x - 0,41  x x 
12 - x 0,21 x x 
13 - x 0,41  x x 
14 x - 0,41  x x 
15 x - 0,41  x x 
16 x - 0,41  x x 
17 x - 0,21/0,41 x x 
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3.8 Statistik 

Für alle Messwerte, die unter Verwendung beider Zelllinien MG63 und L-929 

erhoben werden, werden die Mittelwerte berechnet und die Standartabwei-

chung durch Fehlerbalken dargestellt. 

Als Signifikanztest wird der zweiseitige t-Test durchgeführt und die Signifikanz p 

berechnet. Der jeweilige Wert für p wird an den entsprechenden Stellen im 

Ergebnisteil angegeben. 
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4 Ergebnisse 

In dieser Arbeit wird ein dynamisches Kultursystem auf Calciumphosphat-

Scaffolds unter Verwendung der Osteosarkomzelllinie MG63 und der 

Fibroblastenzelllinie L-929 etabliert.  

Von den 17 angesetzten Versuchsreihen müssen die ersten 3 vorzeitig ab-

gebrochen werden, da die Kulturen kontaminiert sind. Die hier verwendeten in 

bidestilliertem Wasser und PBS gewaschenen Scaffolds sind nicht autoklaviert, 

sondern lediglich für 2 h in 70%igem Ethanol gewippt und anschließend unter 

der Sterilbank getrocknet. Dies reicht nicht aus, die porösen Strukturen zu steri-

lisieren. Deshalb werden für die nachfolgenden Versuche autoklavierte Scaf-

folds verwendet, was eine Umwandlung der Scaffolds von Bruschit in Monetit 

bedeutet. 

In den nächsten 6 Versuchsreihen können an keinem Tag eine Zellviabilität auf 

den Scaffolds in der dynamischen Kultur festgestellt werden. Bei der Suche 

nach der Ursache des im Lichtmikroskop erkennbaren Zelltodes wird der Ein-

fluss des Materials der Vorratsflasche getestet und die Reinigung des 

Schlauchsystems auf milde Mittel, wie Ethanol und Reinstwasser, beschränkt. 

Es stellt sich heraus, dass eine Vorratsflasche aus Polypropylen einer aus Glas 

vorzuziehen ist und die bisher verwendeten Schläuche nicht biokompatibel sind. 

Erst platinbeschichtete Silikonschläuche führen zum Erfolg und ermöglichen 

Zellwachstum im dynamischen Kultursystem. Während der folgenden 5 Ver-

suchsreihen werden dynamische Kulturen bei Fließgeschwindigkeiten von 0,2 

ml/min und 0,4 ml/min angesetzt. Anhand von Zellzahl und Zellviabilität sowie 

durch Analyse und Vergleich der Morphologie und räumlichen Verteilung der 

Zellen auf den Scaffolds unter dem Rasterelektronenmikroskop werden die 

Qualitäten der dynamischen Kultursysteme untersucht und mit statischen Kul-

tursystemen verglichen.  

Versuchsreihe 17 ist ein Langzeitversuch und erstreckt sich über 30 Tage. 

Dabei werden Zellviabilitäts- und Zellzahlbestimmungen nach 9, 20 und 30 

Tagen durchgeführt und die Werte von dynamischem und statischem Kultursys-
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tem miteinander verglichen. In dieser Versuchsreihe wird im dynamischen Kul-

tursystem die Fließgeschwindigkeit nach den ersten drei Tagen von 0,2 ml/min 

auf 0,4 ml/min erhöht.  

4.1 Analyse und Vergleich zellbesiedelter CaP-Scaffolds unter 
dem Rasterelektronenmikroskop 

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen zellbesiedelter CaP-Scaffolds 

werden im Folgenden zunächst strukturell analysiert und dann bezüglich der 

Morphologie und räumlichen Verteilung von Zellen verglichen. 

4.1.1 Die Struktur der CaP-Scaffolds 

Mit Hilfe der Rasterelektronenmikroskopie kann die Struktur der in dieser Arbeit 

verwendeten CaP-Scaffolds aus Monetit (CaHPO4, DCPH, Dicalciumphospha-

tanhydrat) analysiert werden. Abbildung 3 zeigt die Oberfläche eines mit Gold 

besputterten Präparates in (a) 7-facher und (b) 500-facher Vergrößerung: man 

erkennt die großen Porenräume des Materials, welche eine natürliche dreidi-

mensionale Anordnung der Zellen ermöglichen. Außerdem wird deutlich, dass 

die nanokristalline Mineralphase sehr gleichmäßig verteilt ist und die Mikro-

struktur homogen wirkt. Die Oberflächentopographie ermöglicht eine gute Ver-

sorgung und Anheftungsplätze für die Zellen. 

 

   
(a) 7-fache Vergrößerung (b) 500-fache Vergrößerung 

 
Abbildung 3: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der CaP-Scaffolds bei unterschied-
lichen Vergrößerungen, Beschleunigungsspannung (a) 5 kV und (b) 10 kV 
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4.1.2 Vergleich der Morphologie und räumlichen Verteilung der Zellen auf 
CaP-Scaffolds in statischer zu dynamischer Kultur 

Im Folgenden werden Morphologie und räumliche Verteilung von MG63- und L-

929-Zellen auf CaP-Scaffolds in statischer zu dynamischer Kultur bei unter-

schiedlichen Fließgeschwindigkeiten (0,2 ml/min und 0,4 ml/min) verglichen. 

4.1.2.1 Vergleich unter Verwendung von MG63-Zellen in statischer zu 
dynamischer Kultur (Fließgeschwindigkeit 0,2 ml/min) 

Nach 6-tägiger Kultivierung der mit MG63-Zellen besiedelten CaP-Scaffolds in 

statischer oder dynamischer Kultur bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,2 

   
 (a) Statische Kultivierung, mittig (b) Statische Kultivierung, randständig 
 

   
 (c) Dynamische Kultivierung, mittig (d) Dynamische Kultivierung, randständig 
 
Abbildung 4: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der mit MG63-Zellen besiedelten CaP-
Scaffolds nach 6-tägiger Kultivierung in (a)/(b) statischer oder (c)/(d) dynamischer Kultur 
(Fließgeschwindigkeit 0,2 ml/min) bei 1000-facher Vergrößerung, Beschleunigungsspan-
nung 10 kV 
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ml/min werden Aufnahmen (Abbildung 4) der mit Gold besputterten Präparate 

zur Analyse unter dem Rasterelektronenmikroskop hergestellt. Abbildungen 

(a)/(b) entstammen Scaffolds der statischen, Abbildungen (c)/(d) der dynami-

schen Kultur. Bei Abbildungen (a)/(c) wird ein Bildausschnitt mittig zwischen 

Poren, in (b)/(d) am Porenrand ausgewählt. Im Vergleich der Abbildungen der 

statisch kultivierten zu denen der dynamisch kultivierten Präparate kann man 

Unterschiede bei der Morphologie und der räumlichen Verteilung der Zellen auf 

den Scaffolds erkennen. Auf beiden Scaffolds sieht man eine reichliche Zellbe-

siedelung. In (a)/(b) zeigen die statisch kultivierten MG63-Zellen eine gedrun-

gene Form. Die dynamisch kultivierten Zellen in (c)/(d) bilden mehr Lamello- 

und Filopodien aus als die statisch kultivierten, was ihnen eine homogene Zell-

besiedlung ermöglicht. In (d) erkennt man, dass die Zellen auch in das Poren-

system hineinwachsen und eine dreidimensionale Anordnung bilden. 

4.1.2.2 Vergleich unter Verwendung von MG63-Zellen in statischer zu 
dynamischer Kultur (Fließgeschwindigkeit 0,4 ml/min) 

Nach 6-tägiger Kultivierung der mit MG63-Zellen besiedelten CaP-Scaffolds in 

statischer oder dynamischer Kultur bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,4 

ml/min werden Aufnahmen (Abbildung 5) der mit Gold besputterten Präparate 

zur Analyse unter dem Rasterelektronenmikroskop hergestellt. Abbildungen 

(a)/(b) entstammen Scaffolds der statischen, Abbildungen (c)/(d) der dynami-

schen Kultur. Bei Abbildungen (a)/(c) wird ein Bildausschnitt mittig zwischen 

Poren, in (b)/(d) am Porenrand ausgewählt. Im Vergleich der Abbildungen der 

statisch kultivierten zu denen der dynamisch kultivierten Präparate kann man 

Unterschiede bei der Morphologie und der räumlichen Verteilung der Zellen auf 

den Scaffolds erkennen. Während man eine reichliche Zellbesiedelung auf dem 

dynamisch kultivierten Scaffolds erkennt (c)/(d), ist die Anzahl an Zellen, die 

man auf dem statisch kultivierten Scaffold erkennt, gering (a)/(b). 

Die dynamisch kultivierten Zellen in (c)/(d) bilden viele Lamello- und Filopodien 

aus, was ihnen eine homogene Zellbesiedlung ermöglicht. In (d) sieht die Zell-

besiedlung schollenartig aus und durchspannt dreidimensional das Porensys-

tem. 
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4.1.2.3 Vergleich unter Verwendung von L-929-Zellen in statischer zu 
dynamischer Kultur (Fließgeschwindigkeit 0,2 ml/min) 

Nach 6-tägiger Kultivierung der mit L-929-Zellen besiedelten CaP-Scaffolds in 

statischer oder dynamischer Kultur bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,2 

ml/min werden Aufnahmen (Abbildung 6) der mit Gold besputterten Präparate 

zur Analyse unter dem Elektronenmikroskop hergestellt. Abbildungen (a)/(b) 

entstammen Scaffolds der statischen, Abbildungen (c)/(d) der dynamischen 

Kultur. Bei Abbildungen (a)/(c) wird ein Bildausschnitt mittig zwischen Poren, in 

(b)/(d) am Porenrand ausgewählt.  

     
 (a) Statische Kultivierung, mittig (b) Statische Kultivierung, randständig 
 

     
 (c) Dynamische Kultivierung, mittig (d) Dynamische Kultivierung,  randständig 
 
Abbildung 5: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der mit MG63-Zellen besiedelten CaP-
Scaffolds nach 6-tägiger Kultivierung in (a)/(b) statischer oder (c)/(d) dynamischer Kultur 
(Fließgeschwindigkeit 0,4 ml/min) bei 1000-facher Vergrößerung, Beschleunigungsspan-
nung 10 kV 
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Im Vergleich der Abbildungen der statisch kultivierten zu denen der dynamisch 

kultivierten Präparate kann man Unterschiede bei der Morphologie und der 

räumlichen Verteilung der Zellen auf den Scaffolds erkennen. In (a)/(b) zeigen 

die statisch kultivierten L-929-Zellen ein schollenartiges Wachstum in gedrun-

gener Form. Die dynamisch kultivierten Zellen in (c)/(d) sehen flacher aus und 

man erkennt, dass Zellen in das Porensystem einwachsen. Auf beiden Scaf-

folds sieht man eine reichliche Zellbesiedelung. 

   
 (a) Statische Kultivierung, mittig (b) Statische Kultivierung, randständig 
 

   
 (c) Dynamische Kultivierung, mittig (d) Dynamische Kultivierung, randständig 
 
Abbildung 6: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der mit L-929-Zellen besiedelten CaP-
Scaffolds nach 6-tägiger Kultivierung in (a)/(b) statischer oder (c)/(d) dynamischer Kultur 
(Fließgeschwindigkeit 0,2 ml/min) bei 500-facher Vergrößerung (a),(b),(c) oder 100-facher 
Vergrößerung (d), Beschleunigungsspannung 10 kV. 
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4.1.2.4 Vergleich unter Verwendung von L-929-Zellen in statischer zu 
dynamischer Kultur (Fließgeschwindigkeit 0,4 ml/min) 

Nach 6-tägiger Kultivierung der mit L-929-Zellen besiedelten CaP-Scaffolds in 

statischer oder dynamischer Kultur bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,4 

ml/min werden Aufnahmen (Abbildung 7) der mit Gold besputterten Präparate 

zur Analyse unter dem Rasterelektronenmikroskop hergestellt. Abbildungen 

(a)/(b) entstammen Scaffolds der statischen, Abbildungen (c)/(d) der dynami-

schen Kultur. Bei Abbildungen (a)/(c) wird ein Bildausschnitt mittig zwischen 

Poren, in (b)/(d) am Porenrand ausgewählt. Im Vergleich der Abbildungen der 

   
 (a) Statische Kultivierung, mittig (b) Statische Kultivierung, randständig 
 

   
 (c) Dynamische Kultivierung, mittig (d) Dynamische Kultivierung, randständig 
 
Abbildung 7: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der mit L-929-Zellen besiedelten CaP-
Scaffolds nach 6-tägiger Kultivierung in (a)/(b) statischer oder (c)/(d) dynamischer Kultur 
(Fließgeschwindigkeit 0,2 ml/min) bei 500-facher Vergrößerung, Beschleunigungsspan-
nung 10 kV. In (a)/(c) wird ein Bildausschnitt mittig zwischen Poren, in (b)/(d) am Poren-
rand ausgewählt. 
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statisch kultivierten zu denen der dynamisch kultivierten Präparate kann man 

Unterschiede bei der Morphologie und der räumlichen Verteilung der Zellen auf 

den Scaffolds erkennen. In (a) zeigen die statisch kultivierten L-929-Zellen eine 

längliche, in (c) zeigen die dynamisch kultivierten L-929-Zellen eine eher aus-

gestreckte Form mit typisch fibroblastenartiger Morphologie. Die Bildausschnitte 

am Porenrand lassen ein dreidimensionales Einwachsen in das Porensystem 

erkennen. Auf beiden Scaffolds sieht man eine reichliche Zellbesiedelung. 

4.2 Vergleich von Zellzahl und Zellviabilität auf CaP-Scaffolds 
in dynamischen zu statischen Kultursystemen  

Im Folgenden werden Zellzahl und Zellviabilität von MG63- und L-929-Zellen 

auf CaP-Scaffolds in dynamischen zu statischen Kultursystemen bei unter-

schiedlichen Fließgeschwindigkeiten (0,2 ml/min und 0,4 ml/min) und über 

unterschiedliche Versuchszeiträume (6 Tage und 30 Tage) verglichen. 

   
 (a) Zellzahl, Fließgeschwindigkeit 0,2 ml/min (b) Zellviabilität, Fließgeschwindigkeit 0,2 ml/min 

 

   
 (c) Zellzahl, Fließgeschwindigkeit 0,4 ml/min (d) Zellviabilität, Fließgeschwindigkeit 0,4 ml/min 

 
Abbildung 8: Säulendiagramme zu Zellzahl und Zellviabilität der MG63-Zellen während 6-
tägiger Kultivierung auf CaP-Scaffolds in statischem bzw. dynamischem Kultursystem bei 
unterschiedlichen Fließgeschwindigkeiten. 
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4.2.1 Vergleich unter Verwendung der Osteosarkomzelllinie MG63 

Während der Versuchsreihen werden Zellzahl und Zellviabilität der MG63-

Zellen nach 1-, 3- und 6-tägiger Kultivierung auf CaP-Scaffolds im statischen 

bzw. dynamischen Kultursystem bei Fließgeschwindigkeiten von 0,2 ml/min 

oder 0,4 ml/min bestimmt (Abbildung 8): Sowohl im statischen als auch im dy-

namischen Kultursystem nehmen Zellzahl und Zellviabilität über den 6-tägigen 

Kultivierungszeitraum stetig zu (a)/(b)/(c)/(d). Außer der Zellzahl an Tag 3 der 

Versuchsreihe mit der Fließgeschwindigkeit von 0,2 ml/min im dynamischen 

Kultursystem (a) sind die Zellzahlen und Zellviabilitäten auf den CaP-Scaffolds 

aus dem dynamischen Kultursystem höher oder gleich denen aus dem stati-

schen Kultursystem (a)/(b)/(c)/(d). Während sich die Werte der statischen Kultur 

gegenüber denen der dynamischen Kultur bei einer Fließgeschwindigkeit von 

0,2 ml/min über den 6-tägigen Versuchszeitraum (a)/(b) und bei einer Fließge-

schwindigkeit von 0,4 ml/min über die ersten 3 Tage (c)/(d) nur geringfügig 

unterscheiden, kann nach 6-tägiger Kultivierung im dynamischen Kultursystem 

bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,4 ml/min eine signifikant höhere Zellzahl 

gegenüber der statischen Kultur gemessen werden (p=0,0089) (c). Die Stan-

dardabweichungen der Zellzahlen sind im dynamischen Kultursystem (a)/(c) an 

Tag 6 am größten.  

Die Aktivität pro Zelle (Abbildung 9) wird aus dem Quotient des Mittelwertes der 

Zellviabilität und des Mittelwertes der Zellzahl errechnet. Die Werte waren an 

   
 (a) Fließgeschwindigkeit 0,2 ml/min (b) Fließgeschwindigkeit 0,4 ml/min 
 
Abbildung 9: Säulendiagramme zur Aktivität pro Zelle der MG63-Zellen während 6-tägiger 
Kultivierung auf CaP-Scaffolds in statischem bzw. dynamischem Kultursystem bei unter-
schiedlichen Fließgeschwindigkeiten. 
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allen Messtagen bei den MG63-Zellen auf CaP-Scaffolds aus dem dynami-

schen Kultursystem bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,2 ml/min gegenüber 

denen aus dem statischen Kultursystem leicht erhöht (a), bei den Wertepaaren 

der Versuchsreihe mit statischem Kultursystem und dynamischem Kultursystem 

bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,4 ml/min (b) war es umgekehrt, wobei 

diese Unterschiede nicht signifikant waren (p > 0,05).  

4.2.2 Vergleich unter Verwendung der Fibroblastenzelllinie L-929 

Während der Versuchsreihen werden Zellzahl und Zellviabilität der L-929-Zellen 

nach 1-, 3- und 6- tägiger Kultivierung auf CaP-Scaffolds im statischen bzw. 

dynamischen Kultursystem bei Fließgeschwindigkeiten von 0,2 ml/min oder 0,4 

ml/min bestimmt (Abbildung 10): In beiden Kultursystemen nehmen Zellzahl 

und Zellviabilität über den 6-tägigen Kultivierungszeitraum stetig zu 

(a)/(b)/(c)/(d). Außer der Zellzahl an Tag 3 der Versuchsreihe mit der Fließge-

   
 (a) Zellzahl, Fließgeschwindigkeit 0,2 ml/min (b) Zellviabilität, Fließgeschwindigkeit 0,2 ml/min 
 

   
 (c) Zellzahl, Fließgeschwindigkeit 0,4 ml/min (d) Zellviabilität, Fließgeschwindigkeit 0,4 ml/min 

 
Abbildung 10: Säulendiagramme zu Zellzahl und Zellviabilität der L-929-Zellen während 6-
tägiger Kultivierung auf CaP-Scaffolds in statischem bzw. dynamischem Kultursystem bei 
unterschiedlichen Fließgeschwindigkeiten. 
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schwindigkeit von 0,4 ml/min im dynamischen Kultursystem (c) sind die Zellzah-

len und Zellviabilitäten auf den CaP-Scaffolds aus dem dynamischen Kultursys-

tem höher oder gleich denen aus dem statischen Kultursystem (a)/(b)/(c)/(d). 

Während sich die Zellzahlen der statischen Kultur gegenüber denen der dyna-

mischen Kultur bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,2 ml/min (a)/(b) nur gering-

fügig unterscheiden, können nach 6-tägiger Kultivierung im dynamischen Kul-

tursystem bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,4 ml/min eine deutlich erhöhte 

Zellzahl gegenüber der statischen Kultur gemessen werden (p = 0,040) (c). An 

Tag 6 sind die Zellviabilitäten in den dynamischen Kultursystemen sowohl bei 

einer Fließgeschwindigkeit von 0,2 ml/min als auch bei einer Fließgeschwindig-

keit von 0,4 ml/min gegenüber den statischen Kultursystemen deutlich erhöht (p 

= 7,7⋅10-6 und p = 5,3⋅10-13) (b)/(d). Die Standardabweichungen der Zellzahlen 

sind im dynamischen Kultursystem (a)/(c) an Tag 6 am größten.  

Die Aktivität pro Zelle (Abbildung 11) im Vergleich von statischer zu dynami-

scher Kultur bleibt an allen Tagen weitgehend gleich (a)/(b) und ist nur an Tag 6 

im dynamischen Kultursystem bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,2 ml/min 

tendenziell höher (a).  

4.2.3 Vergleich von MG63-Zellen und L-929-Zellen 

Obwohl bei beiden Zelllinien die gleiche Ausgangszellzahl von 50000/ml ver-

wendet wird und sie unter denselben Bedingungen kultiviert werden, fällt auf, 

dass die Werte der MG63-Zellen tendenziell höher sind als die der L-929-

   
 (a) Fließgeschwindigkeit 0,2 ml/min (b) Fließgeschwindigkeit 0,4 ml/min 
 
Abbildung 11: Säulendiagramme zur Aktivität pro Zelle der L-929-Zellen während 6-
tägiger Kultivierung auf CaP-Scaffolds in statischem bzw. dynamischem Kultursystem 
bei unterschiedlichen Fließgeschwindigkeiten. 
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Zellen. Dies macht sich vor allem in der Aktivität pro Zelle bemerkbar. Vermut-

lich sind die transformierten MG63-Zellen insgesamt stimulierbarer als die L-

929-Zellen. 

4.2.4 Vergleich der MG63-Zellen im Langzeitversuch 

Im Langzeitversuch werden Zellzahl und Zellviabilität der MG63-Zellen nach 9-, 

20- und 30-tägiger Kultivierung auf CaP-Scaffolds im statischen bzw. dynami-

schen Kultursystem bei einer Fließgeschwindigkeit von anfänglich 0,2 ml/min 

(Tag 1-3), später 0,4 ml/min bestimmt (Abbildung 12): In beiden Kultursystemen 

können die Zellkulturen während des 30-tägigen Versuchszeitraums am Leben 

erhalten werden (a)/(b). Jedoch nehmen Zellzahl und Zellviabilität zwischen Tag 

9 und Tag 30 in beiden Kultursystemen nicht mehr wie über einen 6-tägigen 

Kultivierungszeitraum stetig zu. Sowohl im statischen als auch im dynamischen 

Kultursystem erreicht die Zellzahl an Tag 30 ihren niedrigsten oder tendenziell 

niedrigsten Wert (a). Besonders stark reduziert sich die Zellzahl im dynami-

schen Kultursystem zwischen Tag 9 und Tag 20. Bei der Zellviabilität wird im 

dynamischen Kultursystem der höchste Wert an Tag 30, im statischen Kultur-

system der niedrigste Wert an Tag 9 erreicht (b). Im Vergleich zwischen stati-

schem und dynamischem Kultursystem ist die Zellzahl im dynamischen Kultur-

system an Tag 9 höher (p=0,0263) (a), die Zellviabilität ist im statischen 

Kultursystem an Tag 20 höher (p=4,35⋅10-12) (b). Die Standardabweichungen 

der Messwerte der Zellzahlen (a) sind im dynamischen Kultursystem an Tag 9 

und Tag 30 am größten.  

     
(a) Zellzahl (b) Zellviabilität 

 
Abbildung 12: Säulendiagramme zu Zellzahl und Zellviabilität der MG63-Zellen während 
30-tägiger Kultivierung auf CaP-Scaffolds in statischem bzw. dynamischen Kultursystem  
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Die Zellzahlen sinken tendenziell, die Zellviabilitäten steigen tendenziell, was zu 

einer stetigen Zunahme der Aktivitäten pro Zelle (Abbildung 13) in beiden Kul-

tursystemen führt. Die Aktivitäten pro Zelle sind im statischen Kultursystem an 

Tag 9 und Tag 20 höher (p=4,14⋅10-4; p=1,08⋅10-3) und an Tag 30 tendenziell 

höher als im dynamischen Kultursystem.  

4.3 Einfluss der Fließgeschwindigkeit im dynamischen Kultur-
system 

4.3.1 Vergleich von Zellzahl und Zellviabilität unter Verwendung der 
Osteosarkomzelllinie MG63 

Während der Versuchsreihen werden Zellzahl und Zellviabilität der MG63-

Zellen nach 1-, 3- und 6-tägiger Kultivierung auf CaP-Scaffolds in dynamischen 

Kultursystemen bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,2 ml/min bzw. 0,4 ml/min 

 
 
Abbildung 13: Säulendiagramm zur Aktivität pro Zelle der MG63-Zellen während 30-
tägiger Kultivierung auf CaP-Scaffolds in statischem bzw. dynamischen Kultursystem 

   
 (a) Zellzahl (b) Zellviabilität 
 
Abbildung 14: Punkt-Linien-Diagramme zu Zellzahl und Zellviabilität der MG63-Zellen 
während 6-tägiger Kultivierung auf CaP-Scaffolds in dynamischen Kultursystemen bei 
Fließgeschwindigkeiten von 0,2 ml/min (Rechteck) bzw. 0,4 ml/min (Kreis). 
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bestimmt (Abbildung 14): Zellzahl (a) und Zellviabilität (b) der MG63-Zellen sind 

bei beiden Fließgeschwindigkeiten nach einem Tag am niedrigsten und unter-

scheiden sich am geringsten, nach 6 Tagen sind die Werte am höchsten und 

der Unterscheid ist am deutlichsten ausgeprägt. Die Zellzahl nach 3-tägiger 

Kultivierung im dynamischen Kultursystem bei einer Fließgeschwindigkeit von 

0,2 ml/min ist höher als die bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,4 ml/min, wäh-

rend sie nach 6-tägiger Kultivierung tendenziell niedriger ist (a). Dabei ist der 

Proliferationsschub bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,4 ml/min zwischen Tag 

3 und Tag 6 besonders stark. Die Zellzahl steigt bei einer Fließgeschwindigkeit 

von 0,2 ml/min linear an, bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,4 ml/min eher 

exponentiell (a). Die Zellviabilität steigt bei beiden Fließgeschwindigkeiten zwi-

schen Tag 1 und Tag 3 leicht an, zwischen Tag 3 und Tag 6 steigt die Zellviabi-

lität der MG63-Zellen auf den CaP-Scaffolds, die in einem dynamischen Kultur-

system bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,2 ml/min kultiviert werden stärker 

an, als die, die bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,4 ml/min kultiviert werden 

(b). Beide Kurven verlaufen exponentiell. 

Die Aktivität pro Zelle (Abbildung 15) wird aus dem Quotient des Mittelwertes 

der Zellviabilität und des Mittelwertes der Zellzahl errechnet. Während des 6-

tägigen Kultivierungszeitraums zeigt der Vergleich der Aktivität pro Zelle der 

MG63-Zellen auf CaP-Scaffolds im dynamischen Kultursystem bei Fließge-

schwindigkeiten von 0,2 ml/min bzw. 0,4 ml/min, dass der höchste Wert nach 6 

Tagen bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,2 ml/min erreicht wird, bei einer 

 
 
Abbildung 15: Punkt-Linien-Diagramm zur Aktivität pro Zelle der MG63-Zellen im dyna-
mischen Kultursystem bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,2 ml/min (Rechteck) bzw. 0,4 
ml/min (Kreis) 
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Fließgeschwindigkeit von 0,4 ml/min ist kein Anstieg der Aktivität pro Zelle fest-

zustellen. 

4.3.2 Vergleich von Zellzahl und Zellviabilität unter Verwendung der 
Fibroblastenzelllinie L-929 

Während der Versuchsreihen werden Zellzahl und Zellviabilität der L-929-Zellen 

nach 1-, 3- und 6-tägiger Kultivierung auf CaP-Scaffolds in dynamischen Kultur-

systemen bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,2 ml/min bzw. 0,4 ml/min be-

stimmt (Abbildung 16): Zellzahl (a) und Zellviabilität (b) der L-929-Zellen sind 

bei beiden Fließgeschwindigkeiten nach einem Tag am niedrigsten und unter-

scheiden sich am geringsten, nach 6 Tagen sind die Werte am höchsten und 

der Unterscheid ist am deutlichsten ausgeprägt. Die Zellzahl nach 3-tägiger 

Kultivierung im dynamischen Kultursystem bei einer Fließgeschwindigkeit von 

0,2 ml/min steigt schneller an, stagniert dann aber, während die Zellzahl bei 

einer Fließgeschwindigkeit von 0,4 ml/min zwischen Tag 3 und Tag 6 nahezu 

exponentiell ansteigt (a). Die Zellviabilität steigt bei beiden Fließgeschwindigkei-

ten zwischen Tag 1 und Tag 3 leicht an, zwischen Tag 3 und Tag 6 steigt die 

Zellviabilität der L-929-Zellen auf den CaP-Scaffolds, die in einem dynamischen 

Kultursystem bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,2 ml/min kultiviert werden 

stärker an, als die, die bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,4 ml/min kultiviert 

werden (b). 

   
 (a) Zellzahl (b) Zellviabilität 
 
Abbildung 16: Punkt-Linien-Diagramme zu Zellzahl und Zellviabilität der L-929-Zellen im 
dynamischen Kultursystem bei Fließgeschwindigkeiten von 0,2 ml/min (Rechteck) bzw. 
0,4 ml/min (Kreis). 



 
4 Ergebnisse 

 51 

Bei der Aktivität pro Zelle (Abbildung 17) zeigt der Vergleich der L-929-Zellen 

auf CaP-Scaffolds im dynamischen Kultursystem bei Fließgeschwindigkeiten 

von 0,2 ml/min bzw. 0,4 ml/min während des 6-tägigen Kultivierungszeitraums, 

dass der höchste Wert tendenziell nach 6 Tagen bei einer Fließgeschwindigkeit 

von 0,2 ml/min erreicht wird. Bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,4 ml/min 

bleibt die Aktivität pro Zelle weitgehend konstant.  

 
 
Abbildung 17: Punkt-Linien-Diagramm zur Aktivität pro Zelle der L-929-Zellen im dynami-
schen Kultursystemen bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,2 ml/min (Rechteck) bzw. 0,4 
ml/min (Kreis). 
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5 Diskussion 

Um bisherige Kulturbedingungen zu verbessern, müssen geeignete Kulturme-

thoden und ihre dazugehörenden Scaffolds ausgewählt werden.  

Die mit dem 3D Powder Printing System gedruckten CaP-Scaffolds eignen sich 

als Trägermaterial für das Tissue Engineering von Knochen. Dies belegt die 

reichliche, homogene Besiedelung der Scaffolds mit morphologisch gesunden 

Zellen, welche in das Porensystem hineinwachsen. Die Oberflächenbeschaffen-

heit ermöglicht den Zellen am Scaffold zu adhärieren, damit zu interagieren und 

eine natürliche dreidimensionale Anordnung zu bilden. Ihre Herstellung erfor-

dert eine Dampfsterilisation im Autoklaven, denn eine Sterilisation in 70%igem 

Ethanol ist aufgrund der Porosität nicht möglich. Unter Verwendung dieser 

Monetit-Scaffolds nehmen bei beiden Zelllinien in beiden Kultursystemen Zell-

zahl und Zellviabilität über einen 6-tägigen Kultivierungszeitraum stetig zu und 

im Langzeitversuch über 30 Tage kann die Zellkultur in beiden Kultursystemen 

am Leben erhalten werden.  

Zur Optimierung einer Kulturmethode muss ein geeignetes Stimulationsverfah-

ren gewählt werden, was von dem jeweils zu generierenden Gewebe bedingt 

wird. Zirkulierendes Medium in einem dynamischen Kultursystem bietet gegen-

über einem statischen Kultursystem verbesserte Bedingungen bezüglich Nähr-

stoffversorgung und Stimulation durch Flüssigkeitsscherstress. Die in dieser 

Arbeit durchgeführten Versuchsreihen zeigen, dass sich Zellzahlen und Zellvia-

bilitäten von statischen zu dynamischen Kulturen unterscheiden.  

Bei den MG63-Zellen unterscheiden sich die bei einer Fließgeschwindigkeit von 

0,2 ml/min im dynamischen Kultursystem über einen 6-tägigen Versuchszeit-

raum und die bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,4 ml/min im dynamischen 

Kultursystem über die ersten 3 Tage gemessenen Werte gegenüber denen im 

statischen Kultursystem gemessenen nur geringfügig. Da nach 6-tägiger Kulti-

vierung im dynamischen Kultursystem bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,4 

ml/min eine signifikant höhere Zellzahl gegenüber dem statischen Kultursystem 

gemessen wird (p = 0,0089), kann man vermuten, dass die Durchflussmenge 
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des Mediums und die damit veränderte mechanische Stimulierung und verbes-

serte nutritive Versorgung erst bei einer Fließgeschwindigkeit von über 0,2 

ml/min und nach mehr als 3-tägiger Kultivierung eine erhöhte Proliferation im 

dynamischen Kultursystem gegenüber dem statischen Kultursystem induziert.  

Unter Verwendung der L-929-Zellen sind an Tag 6 die Zellviabilitäten in den 

dynamischen Kultursystemen und die Zellzahl im dynamischen Kultursystem 

bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,4 ml/min signifikant höher als im statischen 

Kultursystem (p=7,7⋅10-6; p=5,3⋅10-13; p=0,040). Daran erkennt man, dass die 

Zellen im dynamischen Kultursystem besser wachsen.  

In einer weiteren Studie (Leukers, et al., 2005) wurde eine mittels 3D Powder 

Printing System hergestellte Struktur auf der Basis von Hydroxylapatit mit 

osteoblastenähnlichen MC3T3-E1-Zellen besiedelt und über 7 Tage statisch 

und dynamisch bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,018 ml/min kultiviert. Nach 

Tag 1 und Tag 7 wurden eine histologische Analyse und ein Zellviabilitätstest 

durchgeführt. Innerhalb einer Woche stieg die Zellviabilität bei den statisch 

kultivierten Zellen um das 13-fache, bei den dynamisch kultivierten Zellen um 

das 16-fache an. Die histologische Analyse an Tag 7 zeigte, dass alle geteste-

ten Hydroxylapatit-Strukturen mit einem vielschichtigen Zelllayer bedeckt wa-

ren. Es zeigten sich jedoch Unterschiede im Wachstumsverhalten zwischen 

dynamisch und statisch kultivierten Zellen: Während die Zellen auf statisch 

kultivierten Scaffolds hauptsächlich nur an der Oberfläche lokalisiert waren, 

tendierten die Zellen auf dynamisch kultivierten Scaffolds auch dazu in das 

Porensystem hineinzuwachsen.   

Die Studie von Leukers bestätigt, dass dynamische Kultursysteme bessere 

Kulturbedingungen als statische Kultursysteme für Zellen auf mittels 3D Powder 

Printing System gedruckten Scaffolds bieten. Bei Leukers wie in dieser Arbeit 

steigen die Zellviabilitäten innerhalb einer Woche im dynamischen Kultursystem 

stärker an als im statischen (Leukers: Faktor 1,23; in dieser Arbeit: durchschnitt-

lich Faktor 1,26). Ebenso zeigen die histologischen Analysen vielschichtigen 

Zelllayer, die dazu tendieren in das Porensystem hineinzuwachsen. 
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In einer weiteren Studie (Holtorf, et al., 2005) wird bestätigt, dass dynamische 

Kultursysteme bessere Bedingungen für zellbesiedelte Calciumphosphat-

Scaffolds bieten als statische Kultursysteme, was an Hand von Zellzahl (Quanti-

fizierung der DNA-Menge), osteogener Differenzierung (Bestimmung der osteo-

genen Marker Alkalische Phosphatase und Osteopontin) und der räumliche 

Verteilung der Zellen auf den Scaffolds (Betrachtung von mit Methylenblau und 

basischem Fuchsin gefärbten Präparaten unter dem Lichtmikroskop) ermittelt 

wurde: Man entnahm hierbei einer Ratte aus dem Knochenmark mesenchymale 

Stammzellen, welche nach 6-tägiger Expandierung in osteogenem Medium auf 

CaP-Scaffolds angesiedelt wurden. Diese zellbesiedelten Konstrukte wurden für 

4, 8 oder 16 Tage in dynamischen oder statischen Kultursystemen kultiviert. Im 

dynamischen Kultursystem wurde am ersten Tag eine Fließgeschwindigkeit von 

0,3 ml/min eingestellt, um eine gute Anhaftung der Zellen an die Scaffolds zu 

erhalten, an den folgenden Tagen wurde die Fließgeschwindigkeit auf 1 ml/min 

erhöht. Während der ersten 4 Tage konnte in beiden Kultursystemen ein Proli-

ferationsschub festgestellt werden, der jedoch unter dynamischen Kulturbedin-

gungen viel größer war als unter statischen. Unter statischen Kulturbedingun-

gen blieb die Zellzahl auf den Scaffolds über den gesamten Versuchszeitraum 

weitgehend konstant. Unter dynamischen Kulturbedingungen waren signifikant 

weniger Zellen am 8. und 16. Tag verglichen mit dem 4. Tag, was darauf zu-

rückgeführt werden kann, dass die zunehmend sezernierte extrazelluläre Matrix 

das Extrahieren von DNA aus dem Scaffoldinneren verhindert. Das heißt, dass 

die tatsächliche Zellzahl größer ist als die gemessene. An allen Messtagen 

wurde je ein Scaffold aus beiden Kultursystemen entnommen und für eine his-

tologische Untersuchung präpariert. In der statischen Kultur blieben die Zellen 

in der Peripherie der Scaffolds, sie wuchsen nicht in das Porensystem der Scaf-

folds hinein und man konnte zwischen den unterschiedlichen Messtagen keine 

Unterschiede bei der Zellbesiedelung erkennen. Im Gegensatz dazu waren im 

dynamischen Kultursystem große Unterschiede bei der Zellbesiedelung an den 

unterschiedlichen Messtagen zu erkennen. Nach 4 Tagen siedelten die Zellen 

eher oberflächlich und penetrierten das Porensystem zu ungefähr einem Drittel. 

Nach 8 Tagen war das Porensystem durchpenetriert, wies aber noch unbesie-
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delte Stellen auf. Nach 16 Tagen war das ganze Scaffold besiedelt und die 

sezernierte Extrazellulärmatrix bildete Brücken über die Porenöffnungen. 

Die in der Studie von Holtorf gewonnenen Erkenntnisse über die räumliche 

Verteilung von Zellen auf den Scaffolds nach mehrtägiger Kultivierung in stati-

scher oder dynamischer Kultur (Holtorf: Fließgeschwindigkeit 1 ml/min; in dieser 

Arbeit: Fließgeschwindigkeit 0,2 ml/min und 0,4 ml/min) lassen sich auf die in 

dieser Arbeit mit der Rasterelektronenmikroskopie gewonnenen übertragen. Bei 

beiden Experimenten wachsen die dynamisch kultivierten Zellen in das Poren-

system der Scaffolds hinein. Auch beim Vergleich der Zellzahlen wird bei bei-

den Experimenten während der ersten Tage (Holtorf: 4 Tage; in dieser Arbeit: 6 

Tage) ein Proliferationsschub festgestellt, welcher unter dynamischen Kulturbe-

dingungen größer war als unter statischen. Dies bestätigt, dass ein dynami-

sches Kultursystem  bessere Vorraussetzungen für Zellwachstum bietet als ein 

statisches. 

Eine geeignete Kulturmethode für das Tissue Engineering muss unter anderem 

ermöglichen, dass in-vitro verschiedenartige Zelltypen in komplexen dreidimen-

sionalen organartigen Strukturen über ausgedehnte Zeiträume kultiviert werden 

können. Jedoch stellt die Generierung von differenzierten Zellen und ihre Erhal-

tung für längere Zeit experimentelle Schwierigkeit dar. Während statische Kultu-

ren nur für einen relativ kurzen Zeitraum mit regelmäßigem, aber intermittieren-

dem Mediumwechsel erhalten werden können, soll ein dynamisches 

Kultursystem eine in-vitro Unterhaltung von Zellen in optimaler Qualität über 

einen ausgedehnten Zeitraum ermöglichen. Um die Unterschiede von statischer 

und dynamischer Kultivierung über einen längeren Versuchszeitraum herauszu-

finden, wird in dieser Arbeit neben den Versuchsreihen über einen 6-tägigen 

Kultivierungszeitraum auch ein Langzeitversuch über 30 Tage angesetzt. 

Darin fällt auf, dass in beiden Kultursystemen die Zellkulturen während des 30-

tägigen Versuchszeitraums am Leben erhalten werden können, jedoch Zellzahl 

und Zellviabilität nicht mehr wie über einen 6-tägigen Kultivierungszeitraum 

stetig zunehmen. Die Zellzahlen sinken tendenziell, was sich besonders im 

dynamischen Kultursystem zwischen Tag 9 und Tag 20 bemerkbar macht. Im 
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Vergleich zwischen dynamischem und statischem Kultursystem ist im dynami-

schen Kultursystem die Zellzahl an Tag 9 höher (p=0,0263), die Zellviabilität an 

Tag 20 niedriger (p=4,35⋅10-12) und die Aktivitäten pro Zelle an Tag 9 und Tag 

20 niedriger (p=4,14⋅10-4; p=1,08⋅10-3) als im statischen Kultursystem.  

In einer weiteren Studie (Strehl, et al., 2005) wurden statisch und dynamisch 

kultivierte gesunde humane Gelenkknorpelexplantate über einen Zeitraum von 

56 Tagen miteinander verglichen. Die statischen Kulturen waren mit und ohne 

Zusatz von Serum, der dynamischen Kultur war kein Serum zugesetzt. Die 

Experimente zeigten, dass eine kurzzeitige Kultivierung in differenzierten Sta-

dien über 14 Tage unter allen getesteten Kulturbedingungen möglich war, die 

Unterschiede zwischen dynamischem und statischem Kultursystem waren nur 

geringfügig. Nach 28 und nach 42 Tagen erwiesen sich die statischen Kulturen 

mit und ohne Serum zunehmend als inakzeptabel für eine Langzeitkultur. Die 

besten Ergebnisse einer Langzeitkultur über 56 Tage erreichte das dynamische 

Kultursystem unter serumfreien Bedingungen. 

Die Studie von Strehl bestätigt, dass für eine Langzeitkultur ein dynamisches 

Kultursystem geeignet ist. Dass die statische Kultur nach über 28 Tagen zu-

nehmend inakzeptabel wird, kann durch diese Arbeit wegen eines zu kurzen 

Versuchszeitraumes nicht herausgefunden werden (in dieser Arbeit: 30-tägiger 

Versuchszeitraum; Strehl: 56-tägiger Versuchszeitraum).  

Der Effekt, dass die Zellzahlen im Langzeitversuch, besonders im dynamischen 

Kultursystem, tendenziell sinken, fällt auch in der Studie von Holtorf auf (Holtorf: 

an Tag 8 und Tag 16 weniger Zellen als an Tag 4; in dieser Arbeit: an Tag 20 

weniger Zellen als an Tag 9). Möglicherweise erhält man bei der Zellzahlmes-

sung nur ein annähernd exaktes Ergebnis. Denkbar wäre, dass die gemesse-

nen Zellzahlen niedriger sind als die tatsächlich auf den Scaffolds vorhandenen, 

denn beim Ablösevorgang der Zellen von den Scaffolds könnten einige in den 

porösen Strukturen verbleiben und nicht mit in die Messung einbezogen wer-

den. 
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Obwohl ein dynamisches Kultursystem im Allgemeinen bessere Kulturbedin-

gungen bietet als ein statisches Kultursystem, sind im Langzeitversuch die 

gemessenen Werte für die Zellviabilität an Tag 20 und die Aktivitäten pro Zelle 

an Tag 9 und an Tag 20 im statischen Kultursystem höher. Dabei ist zu beden-

ken, dass der WST-1 Assay zur Zellviabilitätsbetimmung sehr empfindlich ist: 

Eine veränderte Sauerstoffversorgung führt zu einer erhöhten Menge an Su-

peroxiden, welche durch Sauerstoffreduktion entstehen und für eine WST-1 

Reduktion verantwortlich sind. Möglicherweise lässt sich der verringerte WST-1 

Assay des dynamischen Kultursystems im Langzeitversuch dieser Arbeit damit 

erklären, dass die Sauerstoffversorgung über den nur locker auf die Vorratsfla-

sche aufgesetzten Schraubverschlussdeckel im dynamischen Kultursystem 

gegenüber der Sauerstoffversorgung in der 6-Well Multischale verändert ist. 

Bei der Optimierung eines dynamischen Kultursystems ist zu beachten, dass 

durch geeignete Dynamik des Kulturmediums eine verbesserte Nährstoffver-

sorgung und Stimulation durch Flüssigkeitsscherstress innerhalb der Scaffolds 

erreicht wird. Unter Verwendung der peristaltischen Pumpe Gilson Minipuls 3 

wird mit geringer Pulsation und einer großen Geschwindigkeitskonstanz gear-

beitet. Die optimale Höhe der Fließgeschwindigkeit hängt dabei sowohl von der 

Stimulierbarkeit der Zellen als auch von den Materialeigenschaften der Scaf-

folds ab. In dieser Arbeit werden MG63-Zellen und L-929-Zellen auf CaP-

Scaffolds kontinuierlich bei Fließgeschwindigkeiten von 0,2 ml/min und 0,4 

ml/min stimuliert und miteinander im Hinblick auf Zellzahl und Zellviabilität ver-

glichen.  

Man erkennt, dass bei beiden Zelllinien die Zellzahl zwischen Tag 3 und 6 im 

dynamischen Kultursystem bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,4 ml/min nahe-

zu exponentiell ansteigt, während der Proliferationsschub bei einer Fließge-

schwindigkeit von 0,2 ml/min geringer ausfällt. Die Zellviabilität sowie die Aktivi-

tät pro Zelle sind nach 6-tägiger Kultivierung im dynamischen Kultursystem bei 

einer Fließgeschwindigkeit von 0,2 ml/min höher oder tendenziell höher als im 

dynamischen Kultursystem bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,4 ml/min. 
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In einer weiteren Studie (Cartmell, et al., 2003) wird der Einfluss der Perfusions-

rate auf Zellviabilität, Proliferation und Genexpression von osteoblastenähnli-

chen MC3T3-E1 Zellen auf Scaffolds aus humanem Trabekelknochen unter-

sucht. Die Konstrukte wurden eine Woche lang neben einer statischen Kontrolle 

bei Fließgeschwindigkeiten von 0,01 ml/min, 0,1 ml/min, 0,2 ml/min oder 1 

ml/min perfundiert. An Tag 7 zeigte sich, dass eine Fließgeschwindigkeit von 1 

ml/min zum Zelltod über die gesamte Scaffoldoberfläche führte, während nied-

rigere Fließgeschwindigkeiten zu höheren Zellzahlen besonders im Zentrum der 

Scaffolds führten. Dabei wurde der höchste Wert bei einer Fließgeschwindigkeit 

von 0,01 ml/min, der zweithöchste bei einer Fließgeschwindigkeit von 0,1 

ml/min, der dritthöchste in der statischen Kultur und der niedrigste bei einer 

Fließgeschwindigkeit von 0,2 ml/min erreicht.  

Die in der Studie von Cartmell gewonnene Erkenntnis, dass die niedrigeren 

Fließgeschwindigkeiten (in dieser Arbeit: 0,2 ml/min; Cartmell: 0,01 ml/min) zu 

höheren Zellzahlen führen, können in dieser Arbeit nicht bestätigt werden. Dies 

mag an den unterschiedlichen Stimulierbarkeiten der Zellarten (in dieser Arbeit: 

MG-63 und L-929; Cartmell: MC3T-E1) liegen. Außerdem können die absoluten 

Fließgeschwindigkeiten aus unterschiedlichen Studien nur eingeschränkt mit-

einander verglichen werden, da z.B. eine unterschiedliche Architektur oder 

Porosität der Scaffolds bei gleichen Fließgeschwindigkeiten unterschiedlichen 

Scherstress auf die Zellen innerhalb der Scaffolds ausüben.  

Ein Problem bei der Auswertung in dieser Arbeit stellen die im dynamischen 

Kultursystem unterschiedlichen Positionen der Scaffolds innerhalb des Kultur-

containers (randständig, mittelständig) dar. Die nutritiven und biophysikalischen 

Bedingungen sind daher nicht in allen Bereichen des Kulturcontainers gleich 

und hängen von dessen Strömungsprofil ab. Diese unterschiedlichen Kulturbe-

dingungen der einzelnen für die Bestimmung des Mittelwertes verwendeten 

Scaffolds spielen nach 6-tägiger Kultivierung auf das Wachstum der Zellen die 

größte Rolle. Daher sind die Standardabweichungen der Messwerte der Zell-

zahlen im dynamischen Kultursystem ab Tag 6 am größten. 



 
5 Diskussion 

 59 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass zur Optimierung von Kulturme-

thoden neben der Wahl geeigneter Scaffoldmaterialien auch auf eine passende 

Dynamik des Kulturmediums geachtet werden muss. MG63-Zellen und L-929-

Zellen können auf den mit dem 3D Powder Printing System gedruckten CaP-

Scaffolds über einen 30-tägigen Kultivierungszeitraum am Leben erhalten wer-

den. Im Vergleich über einen 6-tägigen Kultivierungszeitraum wachsen sie in 

einem dynamischen Kultursystem besser als in einem statischen. Dabei spielt 

die Höhe der Fließgeschwindigkeit im dynamischen Kultursystem auf das Zell-

wachstum eine Rolle. Außerdem ist zu beachten, dass der applizierte Scher-

stress auf die einzelnen Scaffolds innerhalb des Kulturcontainers unterschied-

lich ist und von der Position innerhalb des Containers abhängt.  
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6 Zusammenfassung 

Der Ersatz von Knochengewebe durch die Methode des Tissue Engineerings 

stellt eine viel versprechende Alternative zu konventionellen Therapieformen 

dar. Jedoch müssen die bisherigen Kulturbedingungen verbessert werden, um 

das Differenzierungsverhalten von Zellen optimal steuern zu können. Dabei 

spielt nicht nur die Wahl eines geeigneten Scaffolds und der zu verwendenden 

Zellen, sondern auch die des Kultursystems eine entscheidende Rolle. In einem 

dynamischen Kultursystem zirkuliert Medium und bietet gegenüber einem stati-

schen Kultursystem veränderte Bedingungen bezüglich Nährstoffversorgung 

und Stimulation durch Flüssigkeitsscherstress. Um die Einflüsse der veränder-

ten Bedingungen zu analysieren, wird in dieser Arbeit ein dynamisches Kultur-

system etabliert. Dazu werden CaP-Scaffolds mit dem 3D Powder Printing 

System gedruckt und mit Zellen der Osteosarkomzelllinie MG63 oder der 

Fibroblastenzelllinie L-929 besiedelt. In 17 Versuchsreihen werden die zellbe-

siedelten Scaffolds bei unterschiedlichen Fließgeschwindigkeiten und über 

unterschiedliche Kultivierungszeiträume kontinuierlich perfundiert. Anhand der 

Wachstumsparameter Zellzahl und Zellviabiltät, sowie der Morphologie und 

räumlichen Verteilung der Zellen werden die Qualitäten der Kultursysteme un-

tersucht und mit statischen Kultursystemen verglichen.  

Die mit dem 3D Powder Printing System gedruckten Scaffolds erweisen sich als 

geeignet: Nach 6-tägiger Kultur können unter dem Rasterelektronenmikroskop 

auf den CaP-Scaffolds eine reichliche Zellbesiedelung mit morphologisch ge-

sunden Zellen, die in das Porensystem hineinwachsen, beobachtet werden. Bei  

beiden Zelllinien nehmen in beiden Kultursystemen die Wachstumsparameter 

über einen 6-tägigen Kultivierungszeitraum stetig zu und eine Langzeitkultur 

über 30 Tage kann in beiden Kultursystemen am Leben erhalten werden.  

Die kontinuierliche Perfusion in einem dynamischen Kultursystem wirkt sich auf 

das Zellwachstum günstig aus. Im Vergleich von dynamischen zu statischem 

Kultursystem über einen 6-tägigen Kultivierungszeitraum wachsen beide Zellli-

nien im dynamischen Kultursystem besser. Dabei spielt die Fließgeschwindig-
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keit im dynamischen Kultursystem auf die verbesserte Nährstoffversorgung und 

Stimulation durch Flüssigkeitsscherstress eine Rolle. Außerdem ist zu beach-

ten, dass der Einfluss der Fließgeschwindigkeit des Mediums auf die einzelnen 

Scaffolds innerhalb des Kulturcontainers unterschiedlich ist. Dies hängt vom 

Strömungsprofil im Container ab und macht sich durch eine erhöhte Standard-

abweichung der Messwerte gegenüber der statischen Kultur bemerkbar.  

In weiteren Arbeiten auf dem Gebiet der qualitativen Untersuchung von dyna-

mischen Kultursystemen können Ergänzungen vorgenommen werden. Der in 

dieser Arbeit gegebene Überblick beschränkt sich auf 6- und 30-tägige Ver-

suchszeiträume. Um die Überlegenheit des dynamischen Kultursystems über 

lange Zeit zu prüfen, ist dieser Zeitraum zu kurz und müsste verlängert werden.  

Auch wäre es interessant, den Einfluss der Dynamik des Kulturmediums ge-

nauer zu untersuchen. Dazu könnten die Fließgeschwindigkeiten stärker variiert 

werden und neben kontinuierlicher Perfusion auch Pulsation eingesetzt werden. 

Um die Mehrheit der Zellen mit einem physiologisch relevanten Scherstress zu 

versorgen, wäre auch ein Scherstressprofil des Kulturcontainers hilfreich. Die-

ses kann man z. B. durch eine Strömungssimulation in einem virtuellen dynami-

schen Kultursystem erhalten. Möglich wäre auch andere Zellquellen anzuzap-

fen, verschiedene Scaffoldmaterialien auszuprobieren oder unterschiedliche 

Kulturmedien zu verwenden. Die Kulturmedien könnten z. B. ohne Zusatz von 

Seren sein oder aber mit knochengewebespezifischen Morphogenen, Hormo-

nen oder Wachstumsfaktoren versetzt sein. Zudem erlaubt die Untersuchung 

anderer Parameter, wie z. B. der spezifischen Aktivität der Alkalischen Phopha-

tase, der Osteocalcin-Freisetzung oder der Osteopontinspiegel, eine Aussage 

über die Differenzierung der Zellen. Auch würde eine höhere Anzahl an Proben 

und Messwerten die Ergebnisse genauer machen. Diese Ergänzungen der 

Versuche würden das Wissen über zellbiologische Vorgänge in dynamischen 

Kultursystemen auf CaP-Scaffolds erweitern. 
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