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1 Einleitung 

1.1 Knochengewebe 

 

Knochengewebe ist eine hochdifferenzierte Form von Bindegewebe mit mechanischen 

und metabolischen Aufgaben (Speicher für Mineralien, insbesondere für Kalzium- und 

Phosphationen). Darüber hinaus trägt Knochen das rote Knochenmark als Stätte der 

Blutbildung. Wie alle reifen Binde- und Stützgewebe entwickelt sich Knochen aus 

embryonalem Bindegewebe, dem Mesenchym, welches aus dem mittleren Keimblatt, 

Mesoderm, hervorgeht. 

 

1.1.1 Morphologischer Knochenaufbau 

 

Jeder Knochen besteht aus einem inneren schwammartigen Trabekelwerk, der 

Substantia spongiosa, und einer äußeren, den Knochen umgebenden kompakten 

Schicht, Substantia compacta. Die spongiösen Räume und die zusammenhängenden 

diaphysären Knochenhöhlen enthalten Knochenmark. Die zum Knochen gehörenden 

Bindegewebsschichten sind das umgebende gefäßführende Periost sowie das die 

Markräume auskleidende Endost. 

Aufgrund der Anordnung organischer Fasern (Kollagenfasern) unterscheidet 

man Geflechtknochen und Lamellenknochen. Im Geflechtknochen verlaufen die 

Kollagenfasern als unterschiedlich dicke Bündel ohne regelhafte Orientierung und 

strahlen in Periost sowie in ansetzende Bänder und Sehnen als Sharpey’sche Fasern ein. 

Geflechtknochen besitzt besondere Festigkeit gegen Zug und Biegung. 

Im Lamellenknochen sind unterschiedlich viele Lamellen, voneinander 

abgegrenzte Knochenschichten mit 3-7 µm Dicke, konzentrisch um einen 

blutgefäßhaltigen Zentralkanal (Havers-Kanal) mit einem Durchmesser von 20-300 µm 

angeordnet. Die Einheit aus Zentralkanal und umgebenden Lamellen wird als Osteon 

bezeichnet und ist meist in Längsachse des Knochens ausgerichtet. Die Kollagenfasern 

innerhalb einer Lamelle nehmen einen zueinander parallelen, spiralartigen Verlauf mit 

von Lamelle zu Lamelle wechselnder Orientierung. 



2 

 

Im Rahmen der Skelettentwicklung und der Frakturheilung wird zunächst 

Geflechtknochen gebildet, welcher im allgemeinen durch höherorganisierten 

Lamellenknochen ersetzt wird20,122. 

Die spezifischen Zellen des Knochens sind die Osteozyten und deren 

Vorläuferzellen sowie die Osteoklasten. Aus mesenchymalen Bindegewebszellen des 

Knochens (lokalisiert im Periost, insbesondere im inneren Stratum osteogenicum, sowie 

im Endost) oder aus Stammzellen des Knochenmarkes gehen niedrigdifferenzierte Prä-

Osteoblasten hervor, die sich in reife, syntheseaktive Osteoblasten und schließlich in 

Osteozyten umwandeln88,93. Letztere kann man funktionell in mineralisierende 

osteoblastische und mineralfreisetzende osteolytische Osteozyten unterscheiden, 

gemeinsam dienen sie vor allem dem Erhaltungsstoffwechsel des Knochens bzw. der 

Aufrechterhaltung der Kalziumhomöostase. Osteoblasten besitzen ultrastrukturell einen 

stark entwickelten Syntheseapparat und bilden zunächst unverkalkte 

Knochengrundsubstanz (Osteoid), später wirken sie bei der Mineralisierung mit. Dabei 

mauern sich die Osteoblasten ein und werden somit zu Osteozyten. 

Bei den Osteoklasten handelt es sich um mehrkernige Riesenzellen, die aus 

Zellen des mononukleären Phagozytensystems (MPS) hervorgehen29,93. Der Besitz von 

Protonenpumpen gestattet ihnen die Auflösung der Knochenhartsubstanz mittels Säure, 

organische Bestandteile können sie enzymatisch spalten. Aufgelöste Knochensubstanz 

wird von den Osteoklasten resorbiert und an die Blutbahn abgegeben. 

Durch ein kontrolliertes Zusammenspiel zwischen Appositions- und 

Resorptionsvorgängen, also zwischen Osteoblasten- und Osteoklastentätigkeit, kann 

sich der Knochen durch strukturelle Umgestaltung (Remodeling) veränderten 

biomechanischen Erfordernissen anpassen. Knochen ist damit ein plastisches Gewebe. 

Makroskopisch erkennbar ist dies an der Ausrichtung der Spongiosatrabekel entlang der 

Druck- und Zugspannungslinien (Trajektorien). Beteiligt an der Steuerung dieser 

Vorgänge sind lokal wirksame Zytokine (z.B. TGF-β), systemische Hormone (z.B. 

PTH, Calcitonin, GH, Steroide) und die Knochenzellen selbst aufgrund ihrer 

mechanorezeptiven Eigenschaften20,70. 
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1.1.2 Biochemischer Knochenaufbau 

 

Die nichtzelluläre Substanz des Knochens (Knochengrundsubstanz, Matrix) besteht zur 

Hälfte aus Mineralien und zu etwa je 25% aus organischen Verbindungen und 

Hydratationswasser. Durch diese Kompositbauweise wird eine ideale Kombination aus 

Elastizität und Härte erreicht. 

Der Mineralanteil setzt sich zusammen aus anorganischem Phosphat (etwa 50%) 

und Kalzium (etwa 35%). Damit sind 99% des Körperkalziums, etwa 1 kg, im 

Knochengewebe gebunden. Der restliche anorganische Anteil verteilt sich auf Karbonat 

(6%), Nitrat, Eisen, Natrium, Magnesium, Fluor und Spurenstoffe20,122. Die Mineralien 

sind als Apatitkristalle, Kalziumphosphatverbindungen mit hexagonaler Kristallstruktur, 

organisiert. Dabei überwiegt Hydroxylapatit [Ca10(PO4)6(OH)2]. Die nadelförmigen 

Kristalle liegen längs der Kollagenfibrillen oder in ihnen und sind von einem 

Hydratmantel umgeben. Dieser erleichtert den Ionenaustausch und damit die 

Einlagerung bzw. die Mobilisierung von Kalzium und Phosphat70. 

Der organische Anteil der Matrix wird überwiegend von Typ-I-Kollagen 

gebildet (etwa 90%) sowie von verschiedenen nichtkollagenen Proteinen. Hierzu zählen 

z.B. Osteokalzin (bone Gla protein, etwa 2% der organischen Matrix), Osteopontin und 

Bone Sialoprotein (zusammen weniger als 1%), Osteonektin (etwa 2%), α2-HS-

Glycoprotein (weniger als 1%) und in sehr geringer Konzentration weitere, nicht näher 

charakterisierte Proteine sowie Serumproteine (u.a. Albumin, α1-Antitrypsin, 

Transferrin, Haptoglobin, Immunglobuline) und Wachstumsfaktoren bzw. Cytokine 

(u.a. BMP, FGF, IGF, PDGF, TGF-β)125,130. Die wichtigsten Glykosaminoglykane des 

Knochens sind Chondroitin-4-sulfat, Chondroitin-6-sulfat und Keratansulfat70. 

 

1.1.3 Osteoblastärer Differenzierungszyklus und osteoblastentypische Marker 

 

Der osteoblastäre Differenzierungszyklus konnte anhand von Zellkulturmodellen gut 

charakterisiert werden. Prinzipiell können drei qualitative Perioden unterschieden 

werden: - Proliferation, 

- Reifung der extrazellulären Matrix und  

- Mineralisation. 
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Mit einer Änderung der Zellmorphologie von kuboiden Präkursorzellen hin zu 

sternartigen und spindeligen Osteoblasten und –zyten sind verschiedene typische 

Syntheseprodukte assoziiert. Es besteht ein reziproker und funktioneller Zusammenhang 

zwischen der Beendigung der proliferativen Aktivität und der beginnenden Expression 

osteoblastentypischer Gene, verbunden mit Matrixreifung und Mineralisation. 

Zunächst steht die Proliferation bis zum Erreichen eines konfluenten 

Kulturstadiums im Vordergrund. In dieser Phase werden vor allem Zellwachstums- und 

Zellzyklusgene exprimiert (z.B. Core- und H1-Histon-Gene, c-Myc, c-Fos). Auch 

Kollagen-Gene werden bereits jetzt verstärkt exprimiert, resultierend in der Synthese 

knochentypischen Typ-I-Kollagens. Des weiteren wird Fibronektin sowie TGF- β von 

den proliferierenden Osteoblasten gebildet.  

Es folgt die Phase der Matrixproduktion und -reifung, begleitet von einer 

zunehmenden Expression osteoblastentypischer Gene: nichtkollagene Proteine wie 

Alkalische Phosphatase, wenig später auch Osteokalzin und Osteopontin. Erstere hat ihr 

Expressionsmaximum etwa eine Woche nach Erreichen der Konfluenz, die beiden 

letzteren erreichen ihren Expressionsgipfel mit beginnender Mineralisation, wenn die 

Bildung der Alkalischen Phosphatase bereits wieder stark rückläufig ist. Im Gegensatz 

zu Osteokalzin zeigt Osteopontin einen biphasischen Expressionsverlauf mit 

submaximaler Expression bereits während der Proliferationsperiode und einem zweiten 

Gipfel zu Beginn der Mineralisation. Osteopontin scheint in beide Vorgänge involviert 

zu sein34,91. 

Die Expression von Alkalischer Phosphatase ist nicht nur zeitlich, sondern wohl 

auch funktionell an die Beendigung der Proliferation gekoppelt. Bei Hemmung der 

DNA-Synthese mit Hydroxyharnstoff während der Replikationsphase konnte eine 

gesteigerte Expression von Alkalischer Phosphatase beobachtet werden. Gleiches gilt 

auch für Osteopontin, nicht jedoch für Osteokalzin94. 

Bei der Subkultivierung osteoblastärer Zellen kommt es unabhängig vom 

Differenzierungsstadium zur Herunterregulation der jeweils exprimierten Gene und der 

Differenzierungszyklus wird in der Tochterkultur erneut durchlaufen94,95,126. 
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Typ-I-Kollagen 

 

Man unterscheidet etwa 20 Kollagentypen, für die insgesamt über 30 verschiedene, 

überwiegend aus Introns bestehende Gene kodieren. Typ-I-Kollagen gehört zur Gruppe 

der fibrillären Kollagene und stellt das Hauptkollagen des Knochens sowie des straffen 

und lockeren Bindegewebes dar.  

Die kollagene Faser setzt sich aus parallel angeordneten Kollagenfibrillen 

zusammen, welche wiederum aus stäbchenförmigen Tropokollagenmolekülen bestehen. 

Ein Tropokollagenmolekül entspricht ultrastrukturell einer α-Tripelhelix, d.h. drei 

umeinandergewundenen fadenförmigen Proteinketten (sogenannte α-Ketten). Zur 

Kollagensynthese befähigt sind verschiedene mesenchymale Zellen wie Fibroblasten, 

Osteoblasten und Chondroblasten. Das primäre Translationsprodukt der mRNA sind die 

α-Ketten, die sich im endoplasmatischen Retikulum zu Prokollagenmolekülen 

(Tripelhelices) zusammenlagern und auch als solche sezerniert werden. Extrazellulär 

werden nichthelikale C- und N-terminale Peptidreste der Prokollagenmoleküle 

abgespalten, es entstehen Tropokollagenmoleküle. Diese lagern sich zu Fibrillen 

zusammen und werden durch Quervernetzung von Lysinseitenketten sowie durch 

Aggregation mit Grundsubstanz (z.B. Proteoglykane) stabilisiert.  

Im Extrazellularraum unterliegen die Kollagenfasern ständigen 

Umbauvorgängen, wobei sich ändernde mechanische Beanspruchungen einen wichtigen 

Reiz darstellen20,70. 

 
Alkalische Phosphatase 

 
Die Alkalische Phophatase ist ein membranständiges Enzym (Ektoenzym) und liegt in 

Form mehrerer Isoenzyme in verschiedenen Organen und Geweben vor: im 

Knochengewebe, aber auch in Leber, Niere, Darm, Plazenta und Leukozyten. Für die 

Isoformen des Knochens, der Leber und der Niere kodiert ein gemeinsames Gen138. 

Von Osteoblasten werden drei Isoformen gebildet, möglicherweise mit 

speziellem Verteilungsmuster in den Knochenkompartimenten (Kompakta/Spongiosa)75. 

Der Wirkmechanismus der Alkalischen Phosphatase im Knochen ist noch nicht 

definitiv geklärt, diskutiert werden die lokale Freisetzung anorganischen Phosphates, 

die Zerstörung lokaler Inhibitoren der Mineralisierung sowie das Agieren als 
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kalziumbindendes Protein oder Ca2+-ATPase11. Die Bedeutung des Enzyms für die 

Mineralisierung verdeutlicht das Krankheitsbild der Hypophosphatasie, einer genetisch 

bedingten Minderaktivität der Alkalischen Phosphatase, welche sich in einer gestörten 

Skelettmineralisation äußert. 
Eine erhöhte Serumaktivität der knochenspezifischen Isoenzyme tritt als 

Ausdruck vermehrten osteoblastären Umsatzes auf:  

- bei gesteigertem Knochenanbau und –umbau (Frakturheilung, Wachstum),  

- bei Knochenstoffwechselerkrankungen wie der Osteomalazie, 

- bei primären Knochenneubildungen und Knochenmetastasen sowie  

- im Rahmen anderer Knochenerkrankungen (z.B. M. Paget)35,70. 

 
Osteokalzin 

 
Das sehr kleine Protein wird von Osteoblasten in die extrazelluläre Knochenmatrix 

abgegeben und kann über γ-Carboxyglutamylreste möglicherweise Kalziumionen 

binden/ konzentrieren und dadurch die Bildung von Hydroxylapatit-Kristallen einleiten. 

Die Synthese von Osteokalzin bzw. die γ-Carboxylierung seiner 

Glutamylseitenketten ist Vitamin-K-abhängig, die osteoblastäre Osteokalzinsynthese 

wird durch Glucocorticoide gehemmt11,68,70. 

Im Plasma vorkommendes Osteokalzin ist ein sensitiver und spezifischer Marker 

der Osteoblastenaktivität, sein Serumspiegel korreliert mit der Knochenbildung und 

verhält sich bei vielen Erkrankungen des Knochens analog zur Alkalischen 

Phosphatase. Osteokalzin wird renal eliminiert, erhöhte Plasmaspiegel finden sich daher 

auch bei Nierenfunktionsstörungen17. 

 
 
Bone Morphogenetic Proteins 

 
Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) sind eine heterogene Gruppe zum Teil stark 

osteoinduktiv wirkender Proteine, viele von ihnen werden wegen ihrer sieben 

konservierten carboxyterminalen Cysteinreste zur TGF-β-Superfamilie gezählt103.  

Bisher sind über 40 verschiedene BMPs identifiziert und zum Teil kloniert 

worden. Die meisten dieser Proteine sind in sehr geringer Konzentration (im Bereich 

von 1 µg pro kg Knochengewebe) in der Knochenmatrix vorhanden72,133. 
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Die verschiedenen BMPs können mit unterschiedlicher Dosisabhängigkeit und 

unterschiedlichem zeitlichen Verlauf Knochenneubildung induzieren. Es konnten in 

vivo und in vitro eine Vielzahl von Effekten nachgewiesen werden: 

- Stimulation der Differenzierung von Knochenmarksstammzellen in Osteoblasten 

durch BMP-2108,129,  

- Stimulation der Glycosaminoglycansynthese und der Typ-II-Kollagen-Synthese von 

Chondrozyten durch BMP-471,73,  

- Einfluss von BMP-2 auf die Differenzierung von mesenchymalen Vorläuferzellen in 

Osteoblasten, Knorpel- und Muskelzellen1,47,143,  

- Proliferation und Differenzierung humaner Knochenzellen durch BMP-757,  

- heterotope Ossifikation nach Implantation verschiedener BMPs in die Muskulatur von 

Versuchstieren64,134. Bei den induzierten Knochenneubildungen kommt es zur 

Entwicklung eines Ossikels mit zentral gelegenem hämatopoetischen Knochenmark65. 

 Die Stimulation der Osteogenese durch BMP-2 ist assoziiert mit einer 

gesteigerten Expression osteoblastärer Marker-Gene wie Alkalische Phosphatase, Typ-

I-Kollagen, Osteokalzin und Osteopontin sowie BMP-3 und BMP-412. 

Abgesehen von der Bedeutung für Knochengewebe und Osteogenese spielen 

BMPs auch eine wichtige Rolle für die Organogenese und Gliedmaßenentwicklung im 

Rahmen der Embryonalentwicklung132,139,141. 

 
Cyclooxygenase-2 

 
Das ubiquitär vorkommende, membranständige Enzym Cyclooxygenase (COX) 

katalysiert die Umwandlung von Arachidonsäure in Prostaglandin H2 (PGH2) und deren 

Abkömmlinge (z.B. PGE2, PGD2, PGF2α, PGI2 (Prostacyclin) und Thromboxan A2). 

Prostaglandine besitzen Mediatorfunktion und sind an vielfältigen physiologischen und 

pathologischen Vorgängen wie z.B. Tonusbeeinflussung glatter Muskulatur, 

Thrombozytenaggregation, Entzündungsreaktionen und Fieber beteiligt. Bezüglich der 

Synthese bestimmter Prostaglandine aus dem PGH2 sowie der Verteilung spezifischer 

Prostaglandinrezeptoren besteht eine gewisse Gewebespezifität. 

Es sind zwei Isoenzyme der COX mit nur 62% Homologie bekannt: sie 

unterscheiden sich vor allem durch konstitutive Synthese (COX-1) bzw. Induzierbarkeit 

(COX-2)36,69. 
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Im Knochen produzierte Prostaglandine (insbesondere PGE2) haben vielfältige Effekte 

auf den Knochenstoffwechsel: in relativ geringer Konzentration stimulieren sie 

Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten in vitro, während sie in hoher 

Konzentration die osteoblastäre Kollagensynthese hemmen. Auf Osteoklasten wirken 

Prostaglandine vorübergehend inhibitorisch, darüber hinaus bewirken sie jedoch die 

Rekrutierung und Differenzierung neuer Osteoklasten und können somit in vivo die 

Knochenresorption stimulieren100. 

Prostaglandine sind also in Resorptions- und Remodeling-Vorgänge des Knochens 

involviert und werden sowohl von Osteoblasten als auch von Endothelzellen der 

Knochengefäße gebildet.  

Osteoblasten besitzen beide COX-Isoformen. COX-2 wird reguliert durch 

mechanische Einflüsse, Zytokine, Wachstumsfaktoren sowie systemische Hormone. 

Eine Expressionssteigerung von COX-2 zeigt sich beispielsweise unter mechanischem 

Stress48,50, durch Interleukin-182, durch TGF- β 97, durch BMP-259 sowie durch PTH74. 

Unter Einfluss bestimmter Prostaglandine kommt es zur reversiblen Änderung 

der Osteoblastenmorphologie (Zunahme von Zellfortsätzen) sowie zu einer Vermehrung 

der Gap Junctions123. 

Ein Hinweis auf die Mitbeteiligung von Prostaglandinen bei pathologischen 

Knochenneubildungen im Sinne von heterotopen Ossifikationen (z.B. postoperativ, 

insbesondere nach endoprothetischem Hüftgelenkersatz) ergibt sich aus der 

prophylaktischen Wirkung von nichtsteroidalen Antiphlogistika, spezifischen COX-

Inhibitoren109. 

 
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) 

 
Als Enzym der Glycolyse katalysiert die GAPDH die Oxidation von Glycerinaldehyd-

3-Phosphat zu 1,3-Bisphosphoglycerat, wobei NAD+ als Oxidationsmittel dient. 

GAPDH ist zur Aufrechterhaltung des Zellstoffwechsels nötig und wird daher den sog. 

„house keeping enzymes“ zugerechnet. Diese zur Aufrechterhaltung basaler 

Zellfunktionen benötigten Gene werden im allgemeinen in etwa gleichem Umfang 

transkribiert (konstitutive Transkription).  

Die Transkriptionsrate der regulierten Gene kann dagegen um Größenordnungen 

variieren und wird durch vielfältige innere und äußere Faktoren beeinflusst69. Bei 
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qualitativen und semiquantitativen Untersuchungen zum Transkriptionsverhalten von 

Zellen kann man daher die Transkriptionsrate der regulierten Gene auf die der GAPDH 

beziehen. 

 
HSP 47 

 
Hitzeschockproteine (HSP, Stressproteine, Chaperones) sind intrazelluläre Proteine, die 

an instabile Konformere anderer Proteine binden und diese stabilisieren können, 

Einfluss auf deren Faltung und Assoziation nehmen sowie ihren Transport in andere 

Zellkompartimente steuern. Sie werden zum Teil konstitutiv unter physiologischen 

Bedingungen exprimiert und dienen der Aufrechterhaltung der zellulären Homöostase69. 

Unter unphysiologischen Bedingungen (z.B. erhöhte Temperatur, Einwirkung 

anderer Noxen) treten intrazellulär vermehrt fehlerhaft gefaltete Proteine auf. Durch 

nicht näher bekannte Mechanismen kommt es nun zu verstärkter  Expression von  HSP. 

Diese Stressproteine binden an beschädigte Proteine und können deren Rückfaltung 

bewirken sowie irreversibel geschädigte Proteine binden und deren Degradation 

beschleunigen111. 

Bei HSP 47 handelt es sich um ein Glykoprotein der Molekularmasse von 47 

kD, welches ausschließlich im endoplasmatischen Retikulum (ER) kollagenbildender 

Zellen vorkommt. Unter physiologischen Bedingungen korreliert seine Expression mit 

der Expression verschiedener Kollagene (u.a. Typ-I-Kollagen): HSP47 assoziiert im ER 

mit Prokollagenmolekülen und dissoziiert im cis-Golgi-Kompartiment. Mögliche 

Funktionen sind die Steuerung der Translokation der Prokollagen-mRNA ins ER, 

Verhinderung der Aggregation unreifer Prokollagenketten, Beeinflussung der 

Modifikation von Prokollagen, Ausmusterung abnormalen Prokollagens sowie 

Transport vom ER in den Golgi-Apparat. Unter unphysiologischen Bedingungen wird 

vermehrt HSP47 exprimiert, während die Expression von Kollagenen abfällt85. 

Bei fibrotisierenden / sklerosierenden Prozessen verschiedener Organe (z.B. 

Lungenfibrose, Leberfibrose) ist sowohl die Expression von Kollagenen als auch von 

HSP 47 erhöht102. 

In Fibroblasten von Patienten mit Osteogenesis imperfecta wurden im ER 

retinierte, abnorme Prokollagenmoleküle gefunden, welche mit ebenfalls erhöhten 

Mengen von HSP 47 assoziiert waren60. 
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1.2 Frakturheilung, Komplikationen und Therapeutische Konzepte 

1.2.1 Die Fraktur und ihre natürliche Heilung 

 

Als Fraktur bezeichnet man die vollständige Durchtrennung eines Knochens durch 

direkte oder indirekte Gewalteinwirkung, die die Elastizität und Festigkeit des 

Knochens überschreitet. Bei unvollständiger Kontinuitätsunterbrechung spricht man 

auch von Fissur (Knochenriss) bzw. Infraktion (Spaltbruch). Dem Pathomechanismus 

entsprechend sind voneinander abzugrenzen: die traumatische Fraktur durch akute, auf  

gesunden Knochen einwirkende Gewalt, die Ermüdungsfraktur infolge chronischer 

Schwächung des Knochens durch rezidivierende Mikrotraumen und die pathologische 

Fraktur des vorgeschädigten Knochens ohne adäquate Gewalteinwirkung.  

Im Frakturgebiet kommt es zunächst durch Blutung aus eröffneten Gefäßen des 

Knochenmarkes, des Knochens und seiner Umgebung zur Bildung eines 

Frakturhämatoms sowie zum Untergang von Knochenzellen und Schädigung der 

Knochengrundsubstanz. Da Knochen die Fähigkeit zu organtypischer Heilung besitzt, 

werden Defekte nicht durch minderwertiges Narbengewebe, sondern durch 

neugebildetes Knochengewebe ersetzt und in den vorhandenen Knochen integriert. Die 

Knochenneubildung kann ausgehen von Endost, Periost und Havers-System. 

Bei der natürlichen Frakturheilung kommt es binnen zweier Wochen zur 

Ausbildung eines Granulationsgewebes mit einsprossenden Gefäßen und 

kollagenfaserbildenden Bindegewebszellen. Es folgt die Proliferation osteogener Zellen, 

die zunächst knorpelartiges Gewebe bilden, den sogenannten Knorpelkallus. Bei den 

Zellen handelt es sich um Osteoprogenitorzellen peri- und enchondralen Ursprungs 

sowie undifferenzierte medulläre Zellen. Zeitgleich verläuft die Resorption des 

Hämatoms und des geschädigten Knochengewebes. Nach dem Muster der enchondralen 

Ossifikation wird nun der Knorpelkallus kontinuierlich knöchern durchbaut, also in 

einen Knochenkallus aus unreifem Geflechtknochen umgewandelt. Später wird dieser 

Geflechtknochen unter zunehmender funktioneller Belastung in höher organisierten 

Lamellenknochen umstrukturiert. Dieser als Haversscher Knochenumbau bezeichnete 

Vorgang mit Wiederherstellung der ursprünglichen äußeren Form und inneren Struktur 

nimmt Monate bis Jahre in Anspruch122,124. 



11 

Der geschilderte Vorgang wird als sekundäre Frakturheilung bezeichnet und ist typisch 

für die konservative Behandlung. Als Sonderform der sekundären Frakturheilung lässt 

sich die sogenannte Spaltheilung bei größerer Diastase (im Bereich weniger hundert 

µm) osteosynthetisch fixierter Fragmente abgrenzen.  

Daneben gibt es noch die primäre Frakturheilung (auch Kontaktheilung), bei der 

der Frakturspalt direkt durch in Längsrichtung vorwachsende Osteone überbrückt wird. 

Dies setzt einen mikroskopisch engen Kontakt der Fragmente und absolute 

Ruhigstellung voraus und ist i.d.R. nur mittels Kompressionsosteosynthese erreichbar. 

Bedingungen für eine ungestörte Frakturheilung sind ein möglichst enger 

Kontakt der Fragmente, eine ausreichende Durchblutung der Fragmente und der 

umgebenden Weichteile sowie eine kontinuierliche Ruhigstellung. Mikrobewegungen 

der Fragmente gegeneinander, wie sie bei konservativer Therapie unweigerlich 

auftreten, behindern die natürliche Knochenbruchheilung nicht, da sie die Elastizität des 

sich selbst stabilisierenden Kallus nicht übersteigen. Sie sollen sich im Gegenteil eher 

günstig auf Kallusbildung und Frakturheilung auswirken119. 

Bei Insuffizienz eines der geforderten Faktoren wie auch bei Vorliegen einer 

Infektion im Frakturgebiet wird die Frakturheilung beeinträchtigt. Resultieren kann 

zunächst eine verzögerte Frakturheilung, definiert als fehlende knöcherne Durchbauung 

4-6 Monate nach Trauma, und in letzter Konsequenz eine Pseudarthrose 

(Falschgelenkbildung, Nonunion)16,83,87. 

Auf biochemischer Ebene sind eine Vielzahl von Mediatoren und Zytokinen in 

die verschiedenen Vorgänge der Frakturheilung involviert. Die hierzu vorliegenden 

Kenntnisse sind im Detail sehr umfangreich und zum Teil widersprüchlich. Eine hohen 

Stellenwert besitzen beispielsweise Prostaglandine, die im Granulations- und 

Kallusgewebe verstärkt freigesetzt werden140, es wird eine verminderte Frakturheilung 

nach Gabe von NSAR beobachtet49. Auch BMPs, TGF-β, FGF, PDGF und IGFs werden 

von aktivierten Osteoblasten und deren Vorläuferzellen exprimiert, sie sind auf auto- 

bzw. parakrinem Wege an zellulären Proliferations- und Differenzierungsvorgängen im 

Rahmen der Frakturheilung beteiligt2,3,14,118. In der frühen posttraumatischen Phase 

konnte beispielsweise ein deutlicher Anstieg der osteoblastären Expression von BMP-4 

beobachtet werden89. 
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Erwähnt seien schließlich bioelektrische Phänomene. Diese treten als unterschiedliche 

Ladungsverteilung (positiv auf der Zug-, negativ auf der Druckseite) im 

biegebeanspruchten Knochen physiologisch auf. Während der Frakturheilung kommt es 

zur Zunahme negativer elektrischer Ladungen im Frakturbereich gegenüber gesunden 

Knochenabschnitten5,32. 

 

1.2.2 Die Pseudarthrose als wichtige Komplikation 

 

Unter Pseudarthrose (Nonunion) versteht man die länger als 6-8 Monate andauernde 

fehlende knöcherne Vereinigung zweier Frakturenden bzw. Fragmente. Dabei ist der 

„Brückenschlag“ zwischen den Frakturenden unterblieben und eine spontane Heilung 

ist nicht mehr zu erwarten. Der sistierende Knochenheilungsprozess lässt sich allerdings 

durch geeignete Maßnahmen reaktivieren. Im Pseudarthrosespalt findet sich meist ein 

gefäßloses Bindegewebe ohne osteogene Potenz; zur Ausbildung eines „echten“ 

Falschgelenkes mit Pseudogelenkkapsel und Gelenkflüssigkeit kommt es sehr selten 

und nur nach längerem Bestehen dieses Zustandes. 

Man unterscheidet angeborene von erworbenen Pseudarthrosen. Erstere treten 

meist im Rahmen von Skelettdysplasien, z.B. fibröser Dysplasie oder Osteogenesis 

imperfecta, auf. Die erworbenen Pseudarthrosen lassen sich nach morphologischen bzw. 

radiologischen Gesichtspunkten differenzieren, oft liegt eine typische eigene 

Pathogenese zugrunde. Prinzipiell handelt es sich um aseptische oder um infizierte 

Pseudarthrosen. Bei den aseptischen unterscheidet man darüber hinaus reaktive (vitale) 

von inaktiven (avitalen) Pseudarthrosen. 

Reaktive (vitale) Pseudarthrosen sind biologisch reaktionsfähig, es liegt eine 

mehr oder weniger ausgeprägte Kallusbildung vor, die Fragmentenden berühren sich 

und können kolbenartig aufgetrieben sein (sog. Elefantenfuß-Pseudarthrose). Hier steht 

kausal die insuffiziente Ruhigstellung der Fraktur bei ausreichender Durchblutung der 

Fragmente im Vordergrund. Die Elastizitätsreserve des Kallus wurde also überschritten.  

Inaktive (avitale, atrophe) Pseudarthrosen kommen durch Avitalität der 

Fragmente zustande und weisen eine insuffiziente Kallusbildung auf. Ursache ist meist 

eine lokale Minderperfusion im Frakturbereich. Derartige Pseudarthrosen treten gehäuft 

nach ausgedehnten Weichteilschädigungen mit Beeinträchtigung der periostalen 
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Durchblutung sowie nach Stückfrakturen auf. Eine Sonderform der inaktiven 

Pseudarthrose ist die Defektpseudarthrose, bei der aufgrund ausgedehnter knöcherner 

Substanzdefekte die osteoneogenetische Potenz des interponierten Gewebes 

überschritten ist und die knöcherne Vereinigung der Frakturenden unterbleibt.  

Bei bakterieller Kontamination der Fraktur (offene Verletzung, intraoperativ) 

kann die Kallusdifferenzierung infektionsbedingt erheblich beeinträchtigt werden. Des 

weiteren kommt es zu Knochenresorptionsvorgängen im Bereich des Frakturspaltes und 

damit zur Ausbildung einer infizierten Pseudarthrose. 

Prinzipiell kommen als Ursachen von Pseudarthrosen alle mechanischen und 

biologischen heilungsverzögernden Faktoren in Frage, wobei häufig eine sich 

gegenseitig beeinflussende Kombination beider Faktoren vorliegt. 

Mechanische Faktoren sind fehlender Fragmentkontakt (Knochendefekt oder  

Frakturdistraktion mit entsprechender Weichteilinterponation) und übermäßige 

Beanspruchung des Regenerats (z.B. durch wiederholte Reposition, ständige Bewegung 

im Frakturgebiet, einmalige oder dauernde Frakturierung des Kallus), wobei besonders 

fortlaufende Scherung und Stauchung problematisch sind. Bei der hypertrophen 

Pseudarthrose kommt es zu einem regelrechten „Wettlauf“ zwischen Kallusbildung und 

schleichender Kallusfraktur, da die Mobilität im Frakturspalt eine suffiziente 

Vaskularisierung und damit eine kontinuierliche Durchbauung verhindert. 

Entscheidend ist nicht die grob makroskopische Ruhigstellung, sondern die 

Beanspruchung der Gewebe auf mikroskopischer Ebene und ihre mechanische 

Resistenz. Diese ist je nach Gewebeart (Stadium des Kallus) und Lage im Kallus sehr 

unterschiedlich, da mit zunehmender Heilung die Elastizität des Kallusgewebes 

kontinuierlich abnimmt, während die Eigenstabilität steigt. Die größte Vulnerabilität des 

Kallus zeigt sich in der beginnenden Phase der Mineralisation: Mikrobewegungen 

können vom Kallusgewebe noch nicht unterbunden werden, während sie u.U. die 

Elastizität des Kallus bereits überschreiten. Daher steigen zunächst die Anforderungen 

an die Ruhigstellung mit dem Differenzierungsstadium des Kallus. 

Als biologische Faktoren in Betracht kommen Durchblutungsstörungen im 

Bereich der Knochenfragmente mit Devitalisierung einzelner Bruchstücke, 

Perfusionsstörungen des Periosts und angrenzender Weichteile, Infektionen sowie 

allgemeine Faktoren, die die Vitalität des Gewebes herabsetzen können. Zu nennen sind  
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u.a. fortgeschrittenes Lebensalter, arterielle Verschlusskrankheit, Rauchen, Diabetes 

mellitus und medikamentöse Dauerbehandlung. So können beispielsweise Zytostatika, 

Glukokortikoide, Hydantoine und NSAR zu einer verzögerten Frakturheilung 

führen16,83,113. 

 

1.2.3 Behandlungsmöglichkeiten der Pseudarthrose 

 

Der Goldstandard der Pseudarthrosebehandlung ist das operative Vorgehen. Daneben 

gibt es alternative, nichtoperative Methoden, die i.d.R. erst bei (mehrmaligem) 

Versagen der operativen Therapie zum Einsatz kommen: extrakorporale Applikation 

von Stoßwellen (ESWL), Elektrostimulation sowie in den letzen Jahren 

niederenergetischer gepulster Ultraschall.  

Die operative Vorgehensweise wird bestimmt durch eine exakte Analyse 

hinsichtlich der Ursachen: bei reaktiven Pseudarthrosen genügt meist eine (Re-) 

Osteosynthese mit höherer Stabilität. Das Anfrischen oder Resezieren des 

Pseudarthrosengewebes sowie Einbringen von Spongiosa ist meist nicht erforderlich. 

Inaktive Pseudarthrosen erfordern neben der Stabilisierung eine Stimulation der 

Knochenneubildung. Hierzu muss das Narbengewebe im Pseudarthrosespalt entfernt 

werden und eine Anfrischung der Frakturzone oder eine Dekortikation der 

Hauptfragmentenden erfolgen. Zusätzlich ist i.d.R. eine autologe Spongiosaplastik 

erforderlich. Bestehen nach Resektion der Pseudarthrose größere Defekte (mehrere 

Zentimeter), kann eine Wiederherstellung der Länge u.a. mittels Segmenttransport 

(Kallusdistraktion) erfolgen. 

 Infektpseudarthrosen erfordern meist ein mehrstufiges Vorgehen: zunächst 

Sanierung des Infektes an Knochen und Weichteilen (radikale Entfernung schlecht 

durchbluteten und infizierten Knochen-und Weichteilgewebes, systemische und lokale 

Antibiose) und Stabilisierung der Defektzone (bei florider Infektion i.d.R. mittels 

externer Fixation, nach Ausheilen der Infektion oft Verfahrenswechsel auf interne 

Fixation), anschließend Rekonstruktion von Weichteilen zur Schaffung eines gut 

durchbluteten Lagers für den später zu transplantierenden Knochen und letztlich die 

Rekonstruktion des Knochens. 



15 

Ziele der operativen Therapie sind Ausheilung der Pseudarthrose, Beseitigung von 

Fehlstellungen sowie Sanierung defekter Weichteilzonen27,87,113. 

Trotz Weiterentwicklung der Behandlungskonzepte und Osteosyntheseverfahren 

ist jedoch die Rate von Knochenheilungsstörungen in den letzten Jahren mit 

durchschnittlich 5% konstant geblieben66. 

Seit etwa 20 Jahren wird mit ESWL hoher Energiedichte (ursprünglich 

entwickelt zur Lithotripsie von Nierensteinen) experimentiert. Prospektive klinische 

Studien verschiedener Zentren ergeben Erfolgsraten von über 50% bei aseptischen 

reaktiven Pseudarthrosen38,131, wobei der Einsatz meist an mehrfach erfolglos 

voroperierten Patienten erfolgte. Der Wirkmechanismus der Stoßwellenbehandlung von 

Pseudarthrosen konnte noch nicht eindeutig erklärt werden. Es gibt verschiedene 

widersprüchliche tierexperimentelle Studien, obgleich es tierexperimentell kein der 

humanen Pseudarthrosensituation vergleichbares Modell gibt26,30. Zu beachten sind 

ferner die Kontraindikationen der ESWL (Gravidität, Gerinnungsstörungen, kindliche 

Frakturen in Epiphysenfugennähe) sowie die geringe Erfolgsrate der ESWL bei 

inaktiven und durch Skelettdysplasie bedingten Pseudarthrosen112. 

Aufgrund der Beobachtung bioelektrischer Phänomene - wie der Stimulierung 

von Knochenbildung durch elektrischen Strom auf Seiten der Kathode7 - begann man in 

den 70’er Jahren mit der Behandlung von Pseudarthrosen durch elektrische Stimulation. 

Verschiedene Methoden der Stromapplikation (invasiv mittels implantierter, 

nichtinvasiv mittels perkutaner Elektroden) und Signale unterschiedlicher  

Eigenschaften kamen an meist mehrfach voroperierten Pseudarthrosen zum Einsatz. 

Über Erfolgsraten von über 70% wurde berichtet6,10,22. Zu einer breiteren klinischen 

Anwendung dieser Methode kam es jedoch nicht. 

 

1.3 Niederenergetischer Ultraschall 

1.3.1 Bisherige in vitro und in vivo Erkenntnisse 

 

Die Untersuchungen wurden zum Teil mit unterschiedlichen Ultraschallsignalen 

(Frequenz, Intensität, gepulster oder kontinuierlicher Schall) durchgeführt. Bei 
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Verwendung des gleichen Ultraschallgerätes (Exogen) wie in den eigenen Versuchen 

wird im folgenden das Ultraschallsignal nicht näher charakterisiert. 

Bei MC3T3-E1-Zellen, die einmalig einer 20minütigen Ultraschallexposition 

(1,5 MHz gepulst, 30 mW/cm²) ausgesetzt waren, konnte im Zeitraum von bis zu 3 

Stunden nach Ultraschalleinfluss eine gesteigerte Expression von  COX-2-mRNA mit 

konsekutiver Stimulation der PGE2-Produktion (bis auf das dreifache 60 Minuten nach 

Beschallung) festgestellt werden61. 

 Die Ultraschallbehandlung (1 MHz gepulst, 50 und 120 mW/cm²) von primären 

Chondrozytenkulturen führte zu einem Anstieg des Gehaltes an Aggrecan-mRNA (bei 

beiden Schallintensitäten etwa gleich) sowie zur Stimulation der Proteoglykansynthese. 

Die Proliferationsrate der Chondrozyten sowie die Exprimierung von Prokollagen-

mRNA wurde durch Ultraschall nicht beeinflusst96. 

 Andererseits konnte anhand von Gewebekulturen (Kalvariaknochen der Maus) 

eine Stimulation der Synthese von Kollagen und nichtkollagenen Proteinen durch 

Ultraschall (3 MHz gepulst, verschiedene Intensitäten von 0,1 bis 1,2 W/cm²) 

nachgewiesen werden105. 

 Die Ultraschallbehandlung (1 MHz gepulst sowie 45 kHz kontinuierlich, 

verschiedenste Intensitäten) führte bei humanen Osteoblasten sowie bei humanen 

Fibroblasten zur erhöhten Zellproliferation sowie zu einer gesteigerten Synthese 

kollagener und nichtkollagener Proteine. Auch konnte eine verstärkte Produktion von 

Zytokinen (IL-1β) und angiogenese-assoziierten Wachstumsfaktoren (IL-8, bFGF) 

nachgewiesen werden19,104. 

 Die Ultraschallbehandlung (Exogen) von Kokulturen humaner Osteoblasten 

(SaOS-2) und humaner Endothelzellen (HUVEC) zeigte eine gesteigerte PDGF-AB-

Sekretion (gebildet von HUVEC), während die Beschallung von HUVEC-

Monokulturen keinen Einfluss auf die PDGF-AB-Sekretion hatte. Die Sekretion von 

VEGF (gebildet von SaOS-2) wurde weder in Mono- noch in Kokultur durch 

Ultraschall beeinflusst44. 

 Auch scheint Ultraschall (0,75 sowie 3,0 MHz kontinuierlich, 0,5 W/cm²) einen 

stimulativen Einfluss auf die Neubildung und Freisetzung von Wachstumsfaktoren 

durch Makrophagen zu besitzen146. 
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Einen der grundlegenden Tierversuche führte Duarte21 durch: bei Kaninchen mit 

bilateraler Fibulaosteotomie sowie bilateralen Femurdefekten (Bohrlöcher) wurde auf 

der ultraschallbehandelten Seite (1,65 und 4,93 MHz gepulst, 50 mW/cm²) ein rascheres 

Erreichen der endgültigen Kallusgröße sowie ein reiferes und belastbareres 

Kallusgewebe beobachtet. 

Anhand eines bilateralen Fibulaosteotomiemodells am Kaninchen konnte gezeigt 

werden, dass Ultraschall (Exogen) zu einer signifikant schnelleren Frakturheilung führt. 

Gesundem Knochen entsprechende biomechanische Parameter (Torsionssteifheit, 

maximales Drehmoment) wurden bei ultraschallbehandelten Frakturen 1,7 mal so 

schnell erreicht wie bei nichtultraschallbehandelten Kontrollfrakturen (17 Tage vs. 28 

Tage)98. 

Bei einem Spondylodesemodell mit autologer Spongiosa am Kaninchen konnte 

eine erhöhte Fusionsrate sowie eine größere mechanische Steifheit bei den 

ultraschallbehandelten (Exogen) Spondylodesen beobachtet werden. Bezüglich der 

Größe der Fusionsmasse sowie des Reifegrades des Fusionsgewebes ergaben sich keine 

signifikanten Unterschiede33. 

  Die Anwendung von Ultraschall (Exogen) nach der transkortikalen Implantation 

von porösen Titanimplantaten in Femora bei Hunden führte zur Steigerung der 

eingewachsenen Knochenmenge sowie der Einwachstiefe des Knochengewebes in das 

Implantat128. 

 Anhand von bilateralen genagelten Femurfrakturmodellen an Ratten konnte 

unter Ultraschalleinfluss  (0,5 MHz sowie 1,5 MHz gepulst, 30, 50 und 100 mW/cm²) 

eine Erhöhung von Torsionssteifheit und maximalem Drehmoment beobachtet werden. 

Bei Betrachtung des Genexpressionsmusters zeigte sich ein frühzeitigerer Peak des 

Gehaltes an Aggrecan mRNA (signifikant) und ein gleichartiges Muster bei  Alpha1(II)-

Prokollagen mRNA. Der mRNA-Gehalt von AP, Osteokalzin, TGF-β sowie Alpha1(I)-

Prokollagen wurde durch Ultraschallbehandlung nicht signifikant beeinflusst. Auch 

wurden keine Veränderungen in Kalzium- und Kollagengehalt des Kallusgewebes 

festgestellt136,144,145. 
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1.3.2 Klinische Anwendung 

 

Mehrfach wurde über die Anwendung niederenergetischen Ultraschalls in der 

Behandlung von Frakturen und Knochenheilungsstörungen berichtet. Im folgenden soll 

kurz auf klinische Studien und Kasuistiken eingegangen werden, bei denen Ultraschall 

der gleichen Spezifität wie in den eigenen Versuchen verwendet wurde.  

In einer multizentrischen, prospektiven, doppelblinden, plazebokontrollierten 

klinischen Studie63 konnte bei konservativ behandelten frischen distalen Radiusfrakturen 

(61 Colles-Frakturen) eine signifikante Beschleunigung der Heilung durch 

Ultraschalleinsatz erzielt werden (Beschleunigung der klinischen bzw. radiologischen 

Heilung um 38% bzw. 36%). Auch das primäre Repositionsergebnis (Grad der 

palmaren Dislokation) wurde bis Behandlungsende bei den ultraschallbehandelten 

Frakturen signifikant besser gewahrt. 

Bei konservativ behandelten Tibiafrakturen (67 geschlossene oder erstgradig 

offene frische Tibiaschaftfrakturen) konnte mit einer prospektiven, doppelblinden, 

plazebokontrollierten Studie eine signifikante Verkürzung der klinischen und 

radiologischen Heilungszeit (96 vs. 154 Tage) festgestellt werden39. 

Zu anderen Ergebnissen bei der Ultraschallbehandlung frischer geschlossener 

oder erstgradig offener Tibiaschaftfrakturen kommt Emami28. Er konnte keine 

signifikante Beschleunigung der radiologischen Heilungszeit durch Ultraschall ermitteln 

(113 vs. 112 Tage). Mögliche Ursachen sind die primär operative Behandlung dieser 

Frakturen (Marknagelung), der nicht bekannte Einfluss des Marknagels auf das 

Ultraschallsignal sowie die deutlich kürzere Ultraschall - Behandlungszeit (75 Tage vs. 

140 Tage bei Heckman). 

Die retrospektive Auswertung der Daten von weltweit 1317 Patienten mit 

Frakturheilungsstörungen, die mit dem Exogen-Gerät behandelt wurden, ergab 

durchschnittliche Heilungsraten von 86% (366 Pseudarthrosen, Heilungszeit 152 Tage) 

bzw. 91% (951 verzögerte Frakturheilungen, Heilungszeit 129 Tage). Die geringsten 

Heilungsraten wiesen Pseudarthrosen des Humerus auf, während Kahnbein-

Pseudarthrosen zu 100% heilten. Diese retrospektiv gewonnenen Daten weisen 

hinsichtlich der Heilungsrate und der Heilungszeit keine signifikanten Unterschiede zu 

den Ergebnissen einer prospektiven Studie von Mayr auf 78,79. 
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Mayr80 stellt auch drei Kasuistiken von Patienten mit Pseudarthrosen bzw. verzögerter 

Frakturheilung dar. Es handelt sich um mehrfach revidierte Frakturen unterschiedlicher 

Lokalisation, die mit wiederholtem Wechsel des Osteosynthesematerials und autologer 

Spongiosaplastik ohne Erfolg versorgt wurden. Mit der Ultraschallbehandlung wurde 3, 

9 und 14 Monate nach der jeweils letzten Revision begonnen, ohne die 

Therapiemodalitäten bis zum Abschluss der Behandlung zu ändern. In den 

beschriebenen Fällen kam es nach wenigen Monaten zur klinischen 

(Beschwerdefreiheit) und radiologischen Heilung (vollständige knöcherne 

Konsolidierung). 

Verschiedene Kasuistiken berichten über den Einsatz der Ultraschalltherapie bei 

Stressfrakturen der Tibia bei Leistungssportlern. Erreicht wurde eine signifikante 

Reduktion der  Schmerzen sowie bessere funktionelle Parameter, was den Verbleib im 

Trainings- und Wettkampfgeschehen oder aber eine deutliche Verkürzung der 

Trainingspause ermöglichte9,45. 

Durch Ultraschalleinsatz bei insuffizienter Kallusformation im Rahmen einer 

Beinverlängerung mittels Kallotaxis konnte bei gleichbleibender Distraktionsrate eine 

Steigerung des Mineralgehaltes des Kallusgewebes erzielt werden121. 

Auch zur Behandlung von Osteoradionekrose der Mandibula wurde 

niederenergetischer gepulster Ultraschall nach vorangehendem Debridement und 

Defektdeckung durch lokale Lappen erfolgreich eingesetzt37. Die Rate an 

Mandibularesektion und Rekonstruktion konnte gesenkt werden. Das in dieser Studie 

verwandte Ultraschallsignal unterschied sich jedoch von den o.g. Studien, insbesondere 

hinsichtlich der hier größeren Intensität (1W/cm², 3MHz, gepulst). 

Ökonomische Folgen einer frühzeitigen Ultraschallbehandlung wurden am 

Beispiel der Behandlung geschlossener und erstgradig offener Tibiafrakturen in den 

USA beleuchtet40. Über eine Kostenersparnis von 40% bei primär konservativ 

behandelten Frakturen sowie von 33% bei allen (konservativ und primär operativ 

behandelten) Frakturen wurde berichtet. Ein noch größeres Einsparpotential soll sich bei 

Vorliegen von Risikofaktoren (insbesondere Rauchen) ergeben. Die wichtigsten 

Einsparquellen sind entfallende Re-Operation bei verzögerter Heilung bzw. 

Pseudarthrose, geringeres Krankengeld aufgrund der kürzeren  Heilungszeit sowie 

niedrigere ambulante Folgekosten. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Ultraschall-Versuchsapparatur 

2.1.1 Ultraschallgerät EXOGEN SAFHS Modell 2A 

 
Geräteteile 

 
Das SONIC ACCELERATED FRACTURE HEALING SYSTEM (SAFHS, Exogen, 

Dießen) besteht aus einer 220 Volt-betriebenen Zentraleinheit und einem normalerweise 

batteriebetriebenen Beschallungskopf. Es wurden zwei vom Hersteller modifizierte 

Schallköpfe verwendet, welche mit Gleichstrom (40 mA bei 10,8 V) von  einem 

separaten Netzteil (PS-303 D, Conrad, Frankfurt) versorgt wurden. Die Zentraleinheit, 

über ein Glasfaserkabel mit dem Beschallungskopf verbunden, steuert die 20minütige 

Behandlungszeit und kontrolliert die sachgerechte Applikation des Ultraschalls. So wird 

beispielsweise bei mangelndem Anpressdruck des Schallkopfes, ungeeigneter Menge an 

aufgetragenem Ultraschall-Kontaktgel oder fehlerhafter Stromversorgung ein 

Warnsignal abgegeben und die Behandlung automatisch unterbrochen. Die korrekte 

Übertragung des Ultraschalls zur Petrischale wurde zu Beginn der Versuche durch 

Messungen der Firma Exogen sichergestellt. Das abgegebene Ultraschallsignal ist 

speziell gepulst und besonders niederenergetisch, vergleichbar mit der Intensität 

diagnostischen Ultraschalls. 

 
Technische Spezifikationen des SAFHS - Ultraschallsignals 

 
Ultraschallfrequenz     1,5 MHz  

Signalimpulsdauer     0,2 ms 

Repetitionsrate     1 kHz 

Durchschnittliche Schallintensität   30 mW/cm2 (SATA) 

Durchschnittliche Fläche/maximale Zeit  161 mW/cm2 (SATM) 

Effektiv abstrahlende Fläche    3,88 cm2 

Zeitbezogene Durchschnittsleistung   117 mW 

Zeitbezogene Maximalleistung   625 mW 

Höchstleistung     1,25 W 
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2.1.2 Aufbau der Inkubationskammer 

 
Die Ultraschallbehandlungen fanden in einer Inkubationskammer aus 4 cm starkem 

Styropor statt. Eine selbstgefertigte Beheizung sorgte für eine konstante Temperatur von 

37°C. Hierzu wurde ein Thermostat-Unterwasserheizer (Thermal Compact, 50 Watt, 

Hagen Deutschland GmbH) in einen mit Aqua dest. gefüllten Hohlzylinder aus Poly-

propylen wasserdicht eingelassen. In der Kammer befanden sich zwei Ultraschallköpfe 

sowie eine Ablage für zwei nicht zu beschallende Kontrollkulturen. Für die Übertragung 

des Ultraschalls zur Petrischale sorgte Kontaktgel (Coupling Gel, Exogen, Dießen). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 1 und 2: Ultraschall-Versuchsanordnung 
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2.2 Zellkulturtechnik 

2.2.1 Nährmedien, Zusätze und Puffer 

 
Alle Medien und Reagentien wurden vor der Verwendung an  Zellkulturen im 

Wasserbad (Köttermann, Uetze-Hänigsen) auf 37°C erwärmt. 

 
Dulbecco´s Modified Eagles Medium mit Gerinnungsfaktor 12 (DMEM / HAM´S F-12) 

 
Dem fertigen Flüssigmedium (mit stabilem Glutamin, Biochrom, Berlin) wurden 10% 

FCS , 1% Penicillin-/Streptomycin-Lösung und 0,1% Fungizone-Lösung zugesetzt. Die 

Lagerung erfolgte bei 4°C. Unmittelbar vor Gebrauch wurden je 1% Ascorbinsäure- 

und β-Glycerophosphat-Lösung zugefügt. Das Medium diente zur Versorgung der aus 

humaner Beckenkammspongiosa gewonnenen Zellen. 

 
ΜΕΜ α−Medium  

 
Dem fertigen Flüssigmedium (ohne Ribonukleoside und Deoxyribonukleoside, mit L-

Glutamin, GIBCO BRL (Life Technologies), Karlsruhe) wurden 10% FCS und 1% 

Penicillin-/Streptomycin-Lösung zugesetzt. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.  Das 

Medium wurde zur Versorgung der MC3T3-E1 - Zellen verwendet. 

 
Dulbecco´s Modified Eagles Medium (DMEM) 

 
Dem fertigen DME-Flüssigmedium (Biochrom, Berlin) wurden 10% FCS und 1% 

Penicillin-/Streptomycin-Lösung zugesetzt. Die Lagerung folgte bei 4°C. Das Medium 

diente zur Versorgung der L-929 - Fibroblasten. 

 
FCS 

 
Das fetale Kälberserum (steril filtriert, PAN, Aidenbach) wurde in 50 ml-

Zetrifugenröhrchen aliquotiert und bei –20°C gelagert. Nach 30minütiger Inaktivierung 

bei 56°C wurde es dem Nährmedium mit 10%iger Konzentration [v/v] zugefügt. 
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Penicillin-/Streptomycin-Lösung 

 
Die gebrauchsfertige Antibiotikalösung (steril filtriert, PAN, Aidenbach) enthält 10 mg 

Streptomycin sowie 10.000 Units Penicillin je 100 ml und wurde dem Nährmedium in 

einer Konzentration von 1% [v/v] zugesetzt. Lagerung bei –20°C. 

 
Fungizone-Lösung 

 
Die gebrauchsfertige Lösung (GIBCO BRL (Life Technologies), Karlsruhe) enthält 

Amphotericin B in einer Konzentration von 250 µg/ml. Das Antimykotikum wurde dem 

Nährmedium in einer Konzentration von 0,1% [v/v] zugesetzt. Lagerung bei –20°C. 

 
Ascorbinsäure 

 
Zur Herstellung einer Lösung mit der Konzentration 5 mg/ml wurden 250 mg L(+)-

Ascorbinsäure (M=176,13 g/mol, Merck, Darmstadt) in 50 ml Aqua dest. gelöst und 

steril filtriert, anschließend in 1 ml- Reaktionsgefäße aliquotiert und bei –20°C 

aufbewahrt. Dem Medium wurde die Ascorbinsäurelösung in der Verdünnung 1:100 

[v/v] jeweils frisch zugesetzt. 

 

β−Glycerophosphat 

 
Eine 1 molare β-Glycerophosphatlösung wurde durch Lösen von 14,86 g β-

Glycerophosphat (Dinatriumsalz mit 4,5 mol Kristallwasser, 216,0 g/mol, Sigma, 

Taufkirchen) in 50 ml Aqua dest. hergestellt. Nach steriler Filtration und Aliquotierung 

in 1 ml- Reaktionsgefäße erfolgte die Aufbewahrung bei –20°C. Dem Medium wurde 

die β-Glycerophosphatlösung in der Verdünnung 1:100 [v/v] jeweils frisch beigefügt. 

 
Der Zusatz von Ascorbinsäure und  β-Glycerophosphat zum DMEM / HAM´S F-12 - 

Medium diente der  Stimulation von Proliferation und Differenzierung osteoblastärer 

Zellen. 
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DPBS (Dulbecco´s phosphate-buffered Saline) -Puffer 

 

Eingesetzt wurde der gebrauchsfertige Puffer (ohne Mg2+, ohne Ca2+, steril filtriert, 

PAN, Aidenbach) zum Entfernen von Mediumresten aus Zellkulturflaschen und 

Petrischalen, als Transport- und Spülflüssigkeit für frisch explantierte 

Beckenkammspongiosa sowie als Verdünnungsflüssigkeit. 

 
NaCl        120 mM 

KCl        2,7 mM 

Phosphatpuffersalze (Na2HPO4, KH2PO4)   10 mM 

pH bei 25°C       7,4 

 
Accutase 

 
Die gebrauchsfertige Lösung (in DPBS mit 0,5 mM EDTA, PAA, Cölbe) diente zum 

Ablösen von Zellen aus Petrischalen bzw. Kulturflaschen. Accutase besitzt Protease- 

und Kollagenase-Aktivität. Lagerung bei –20°C. 

 
Trypsin 

 
Die Trypsin/EDTA-Lösung (10fach konzentriert, 0,5% Trypsin, 0,2% EDTA, 

Biochrom, Berlin) wurde mit PBS 1:10 verdünnt, in 50 ml- Zentrifugenröhrchen  

aliquotiert und bei –20°C gelagert. Das Reagenz wurde zum Ablösen von 

Primärkulturen humaner Beckenkammzellen (erste Passage) verwendet.  

 

2.2.2 Geräte und Verbrauchsmaterialien  

 
Geräte 

 
Zentrifuge Universal 30 RF mit Ausschwingrotor (Hettich, Tuttlingen) 

Biofuge 13 (Heraeus, Hanau) 

Brutschrank B 5060 EK/CO2, 212 Liter (Heraeus, Hanau) 

Sterilbank Lamin Air TL 2448 (Heraeus, Hanau) 

Photometer Tecan Rainbow, Software: easyWIN fitting (Tecan,Crailsheim) 
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Mikroskop DMRD (Leica, Ismaning) 

Pipetten Research (Eppendorf, Hamburg); sterile Pipettenspitzen und 

sterile Einwegpipetten aus Polypropylene (Corning Costar, 

Bodenheim) 

Isopropanol-Box Cryo 1°C Freezing Container (Nalge, Darmstadt) 

 

Verbrauchsmaterialien 

 
Petrischalen Falcon-Standard-Petrischale, Polystyrol, d=35 mm (Becton 

Dickinson, Heidelberg), verwendet für alle Zellkulturversuche 

Kulturflaschen Easy Flask, Filterkappenverschluss, 75 cm2 Kulturoberfläche, 

25 ml (Nunc, Wiesbaden) 

Reaktionsgefäße 1 ml (Eppendorf, Hamburg) 

Zentrifugenröhrchen 50 ml, konisch, Polypropylene, Falcon (Becton Dickinson, 

Heidelberg) 

Kryo-Röhrchen 2 ml, Polypropylene (Hartenstein, Würzburg) 

Zählröhrchen Polystyrol, d = 22 mm, h = 65 mm (Hartenstein, Würzburg) 

Mikrotiterplatten 96 well, Polystyrol (Corning Costar, Bodenheim) 

Film Ektachrome 100 HC (Kodak, Stuttgart) 

Neutralrot 0,5%ige Lösung in Acetatpuffer, pH 5,2 (Sigma, Taufkirchen) 

Glycerogelatine Sigma, Taufkirchen 

Spezielle Materialien und Chemikalien sind bei den einzelnen Versuchen aufgeführt. 

 

2.2.3 Zell-Linien 

 

MC3T3-E1 murine Fibroblasten-Linie mit Potenz zur osteogenen Differenzierung in 

vitro, isoliert aus fetaler Kalvaria, immortal 

 
L-929 murine Fibroblasten-Linie ohne osteogene Potenz, isoliert aus 

subkutanem Bindegewebe, immortal 
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2.2.4 Gewinnen von Zellen aus humaner Beckenkammspongiosa   

 

Als Ausgangsmaterial für Primärkulturen osteoblastärer Zellen (in dieser Arbeit als 

„humane Beckenkammzellen“ bezeichnet) wurden Spongiosastückchen aus humanem 

Beckenkamm genutzt. Autologe Beckenkammspongiosa wird in der rekonstruktiven 

Knochenchirurgie zur Füllung ossärer Defekte und Reaktivierung von sistierenden 

Knochenheilungsprozessen verwendet. Bei den Spendern handelte es sich um 10-

22jährige weibliche und männliche Patienten. 

 
Die explantierten Knochenstückchen wurden in 50 ml- Zentrifugenröhrchen mit 

Transportmedium (25 ml DPBS, 1% Penicillin-/Streptomycin-Lösung, 15.000 i.E. 

Heparin) überführt und binnen einer halben Stunde wie folgt weiterverarbeitet:  

-Absaugen des Transportmediums 

-fünfmaliges Spülen mit 35 ml PBS, um anhaftendes Blut zu entfernen 

-Zerkleinerung der Knochenstückchen mittels Skalpell 

-Auslegen der Spongiosastückchen von etwa 1 mm3 Größe in Petrischalen, 

 Überschichten mit Nährmedium, Inkubation bei 37°C und 5% CO2 -Atmosphäre 

-erster Mediumwechsel nach vier Tagen, dann im zweitägigen Intervall. 

Nach 14tägiger Inkubation wurden die ausgesprossten Zellen erstmals passagiert: 

-vollständiges Absaugen des Mediums und der Spongiosastückchen 

-Spülen der Petrischalen mit 2 ml PBS, um nichtadhärente Zellen und 

 Zellfragmente zu entfernen 

-Ablösen der Zellen mit 1 ml Trypsin bei 5minütiger Inkubation im Brutschrank 

-Aufnehmen der Zellsuspension in einer äquivalenten Menge DMEM in 50 ml-  

 Zentrifugenröhrchen, 5 Minuten Zentrifugation bei 150 G 

-Abnehmen des Überstandes, Waschvorgang: Aufnehmen des Pellets in 10 ml 

 DMEM, 5 Minuten Zentrifugation  bei 150 G 

-Abnehmen des Überstandes, Resuspension des Pellets in 10 ml DMEM 

-Zellzählung mit 10 µl der Zellsuspension, Verteilung der restlichen Suspension  je 

 nach Zellgehalt auf mehrere Kulturflaschen, Auffüllen mit Medium auf 25 ml. 

Der Mediumwechsel erfolgte im zweitägigen Intervall. Die Ernte von Passage Ι und das 

Einfrieren der Zellen erfolgte am siebten oder achten Kultivierungstag. 
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2.2.5 Konservieren von Zellen in Flüssigstickstoff 

 

Ernten und Einfrieren von Zellen 

 

Das Einfriermedium wurde hergestellt aus 90 % Nährmedium sowie 10 % DMSO 

(Dimethylsulfoxid, steril filtriert, Sigma, Taufkirchen) und in 50 ml- 

Zentrifugenröhrchen bei –20°C gelagert. Die Art des dabei verwendeten Nährmediums 

richtete sich nach den Anforderungen der einzufrierenden Zellen. 

 
Das Medium wurde vollständig abgesaugt, die Zellkulturen einmal mit PBS gespült, mit 

Trypsin überschichtet und 5 Minuten im Brutschrank inkubiert. Die Zellsuspension 

wurde nun in ein 50 ml- Zentrifugenröhrchen mit 10 ml Nährmedium überführt und 

zentrifugiert (150 G, 5 min, Raumtemperatur). Nach Abnehmen des Überstandes 

Resuspension des Sedimentes in 10 ml Nährmedium und erneutes Zentrifugieren 

(Waschvorgang). Nach Absaugen des Überstandes wurden die Zellen in 1 ml 

Nährmedium aufgenommen und in ein Kryo-Röhrchen überführt. Nach Zugabe von 1 

ml Einfriermedium wurden die Kryo-Röhrchen zunächst in einer Isopropanol-Box bei  

–80°C für ein bis zwei Wochen vorgekühlt und anschließend in einem Flüssigstickstoff-

Tank (-196°C) gelagert. 

 
Auftauen von Zellen 

 
Verwendung fanden nur Zellen, die nicht länger als ein Jahr bei –196°C gelagert waren. 

Die aufzutauenden Kryo-Röhrchen wurden vom Flüssigstickstoff in ein 37°C-

Wasserbad überführt. Die aufgetaute Zellsuspension wurde dann in ein 50 ml- 

Zentrifugenröhrchen gegeben, 10 ml Nährmedium zugefügt und zentrifugiert (150 G, 5 

min, Raumtemperatur). Nach einem Waschvorgang zur Eluierung restlichen 

Einfriermediums wurden die Zellen resuspendiert und nach einer Zellzählung zum 

Anlegen neuer Kulturen verwendet. 
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2.2.6 Zellzählung 

 

Die Konzentrationsbestimmung von Zellsuspensionen erfolgte mit dem CASY 1 Cell-

Counter and Analyzer System, Modell TTC (Schärfe Systeme, Reutlingen). Die Zellen 

wurden in einem schwachen Elektrolyten (Aqua isotona III, Beckman Coulter, Krefeld) 

suspendiert und mit konstanter Geschwindigkeit durch eine 150 µm - Messkapillare 

gesaugt. Die Bestimmung erfolgte nach den Prinzipien der Widerstandsmessung 

(intakte Zellen fungieren als elektrische Isolatoren) und Pulsflächenanalyse. Es wurde 

ein Messbereich zwischen 0 und 30 µm vorgewählt und das Messfenster für lebende 

Zellen, orientierend an der Normalverteilung der Zellgröße, zwischen 12 und 30 µm 

festgelegt. Je Probe wurden automatisch vier Einzelmessungen mit Volumina von je 

200 µl durchgeführt und anschließend der Mittelwert gebildet. Mittels 

Auswertungssoftware CASYstat  (Schärfe Systeme, Reutlingen) wurde der 

Verdünnungsfaktor eingerechnet und die Zellzahl pro 1 ml unverdünnter Suspension 

angegeben. 

 
Die Zellen wurden in ein definiertes Volumen an Nährmedium aufgenommen und die 

Suspension durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren gut homogenisiert. Von dieser 

Zellsuspension wurden 10 µl in ein Zählröhrchen mit vorgelegten 990 µl Aqua isotona 

pipettiert. Nach mehrmaligem Schwenken wurde die Messung durchgeführt. 

 

2.2.7 Beimpfen der Petrischalen und Kultivierung 

 

Nach Auftauen der Zellen und anschließendem Waschvorgang erfolgte die 

Resuspendierung in 10 ml Medium. Nach Zellzählung wurde die Zellsuspension mit 

Nährmedium auf die gewünschte Zielkonzentration verdünnt. Diese betrug 25.000 

Zellen / ml bei den Versuchen zur Bestimmung der Alkalische-Phosphatase-Aktivität, 

des Proteingehaltes, der von Kossa-Färbung und der mRNA-Präparation. Bei den WST-

1-Versuchen wurden 50.000 Zellen / ml eingesetzt. Die Petrischalen wurden mit 2 ml 

der Zellsuspension beimpft, das Medium wurde alle zwei Tage vollständig gewechselt. 

Die Kultivierung erfolgte im Brutschrank bei einer Temperatur von 37°C und 5%iger 

CO2-Atmosphäre. 
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2.3 Quantifizierung der Zellproliferation / Zellvitalität mittels  

WST-1-Assay 

 

Bei der Substanz WST-1 (4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-

benzendisulfonat) handelt es sich um ein Tetrazolium-Salz, welches durch 

mitochondriale reduzierende Enzyme (NADH-Dehydrogenase) durch Öffnen des 

Tetrazol-Ringes zu Formazan reduziert wird. Die dabei erfolgende Farbänderung von 

Hellrot nach Dunkelrot gestattet eine photometrische Quantifizierung der 

Enzymaktivität bei einem Absorptionsmaximum des Formazans bei etwa 440 nm. Als 

Reduktionsmittel dient zelluläres NADH, welches zu NAD+ oxidiert wird. Da die 

Anzahl vitaler Zellen einer Kultur direkt mit der Aktivität mitochondrialer 

Dehydrogenasen korreliert, kann man von der gemessenen Absorption auf die Menge 

metabolisch aktiver Zellen, also auf Zellproliferation bzw. Zellvitalität schließen. 

 

Nach vollständigem Absaugen des verbrauchten Mediums wurden 1000 µl frisches 

Medium sowie 10 µl WST-1-Reagenz (gebrauchsfertig in PBS gelöst, Roche 

Diagnostics, Mannheim) in die Petrischalen gegeben, es folgte eine 30minütige 

Inkubation im Brutschrank. Für eine gute Durchmischung des gebildeten Formazans mit 

dem Medium sorgte ein Schüttelgerät, auf dem die Petrischalen nach der Inkubation für 

eine Minute belassen wurden. Anschließend wurde mit jeweils 100 µl der Lösung die 

Absorption bei einer Wellenlänge von 440 nm und einer Referenzwellenlänge von 690 

nm bestimmt (Verwendung von 96-well-Mikrotiterplatten, Dreifachbestimmung). Bei 

allen Messreihen wurde der Leerwert (Petrischale ohne Zellen, 1000 µl Medium, 10 µl 

WST-1-Reagenz) mitbestimmt. 

 
Aufbau der WST-1-Versuche 

 
Der Test wurde mit humanen Beckenkammzellen (Passage I) sowie mit MC3T3-E1 -  

und L-929 - Zellen durchgeführt. Nach Erreichen eines konfluenten Zellrasens wurde 

mit der Ultraschallbehandlung begonnen. Bei der MC3T3-E1 – sowie bei der L-929 – 

Linie war das 3 Tage nach Aussaat der Fall, bei den humanen Beckenkammzellen 6 

Tage nach Aussaat. Bei den durchgeführten Versuchen wurden jeweils 30 Zellkulturen 
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beschallt, 30 Zellkulturen dienten als Kontrollen, die nicht mit Ultraschall behandelt 

wurden. Je 5 Kulturen einer Versuchsreihe wurden zu einer Gruppe zusammengefasst 

und ein- bis sechsmal beschallt (siehe Tabelle). Der WST-1-Assay wurde 24 (± 2) 

Stunden nach der jeweils letzten Ultraschallbehandlung durchgeführt. 

 
Versuchsschema für den WST-1-Assay  

 

                               Gruppe 
Tag 1 2 3 4 5 6 

MC3T3-E1, 
L-929 

humane 
Beckenkamm-
zellen 

 

0 0 Zellaussaat (100.000 Zellen/Petrischale) 

1-2 1-5 Zellkultivierung bis zur Konfluenz 

3 6 ↯ ↯ ↯ ↯ ↯ ↯ 
4 7  ↯ ↯ ↯ ↯ ↯ 
5 8   ↯ ↯ ↯ ↯ 
6 9    ↯ ↯ ↯ 
7 10     ↯ ↯ 
8 11      ↯ 
9 12       

Summe ↯  1 2 3 4 5 6 

↯Ultraschallbehandlung  

 WST1-Assay 
 

2.4 Ermittlung des Proteingehaltes nach Bradford 

 

Der Proteingehalt wurde photometrisch nach der Bradford-Methode8 bestimmt. Als 

Farbstoff diente Coomassie Brilliant Blue G-250, das bei Proteinbindung (Anlagerung 

von Cu2+ an Peptidbindungen) sein Absorptionsmaximum von 465 nm nach 595 nm 

ändert. Anhand einer zuvor erstellten Eichgeraden mit Lösungen von 

Rinderserumalbumin (Sigma A-7906, FraktionV) wurden die Proteinkonzentrationen 

der Zellkulturen ermittelt. 
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Nachdem das Medium abgesaugt und die Kulturen dreimal mit 2 ml PBS gewaschen 

wurden, folgte eine zehnminütige Inkubation mit 1 ml Accutase im Brutschrank. Die 

Zellsuspension wurde in ein 1,5 ml - Reaktionsgefäß überführt und 5 Minuten 

zentrifugiert (150 G, Raumtemperatur). Nach einem Waschvorgang mit Medium und 

Abnehmen des Überstandes wurde das Zellpellet zwei bis drei Wochen bei –20°C bis 

zur Weiterverwendung gelagert. 

Nach dem Auftauen wurden die Zellen in 1000 µl PBS resuspendiert und 

gevortext. Von dieser Suspension wurden 100 µl in ein neues Reaktionsgefäß gegeben, 

10 µl 20%iges NaOH [w/v] (Merck, Darmstadt) für die Lyse zugesetzt und 1 Stunde bei 

80°C inkubiert. Nach zehnminütiger Abkühlzeit wurde das Lysat mit 10 µl 20%igem 

HCl [w/v] (Merck, Darmstadt) neutralisiert. Es folgte die Beimischung von 1000 µl 

Bradford-Reagenz und zehnminütige Inkubation bei Raumtemperatur. Anschließend 

photometrische Bestimmung der optischen Dichte mit 200 µl der Lysat-Bradford-

Mischung bei einer Wellenlänge von 592 nm (Verwendung von 96 well 

Mikrotiterplatten, Dreifachbestimmung). Bei jeder Messreihe wurde eine 

Leerwertbestimmung mit 100 µl PBS anstelle des Zell-Lysates durchgeführt. 

Bradford-Reagenz 100 mg Brillant Blau G-250 (Roth, Karlsruhe) 

50 ml Ethanol p.a. absolut 

100 ml 85%ige ortho-Phosphorsäure (Roth, Karlsruhe) 

850 ml aqua bidest. 

 

2.5 Bestimmung der spezifischen Alkalische-Phosphatase-Aktivität 

 

Die Aktivität der alkalischen Phosphatase kann photometrisch über den Umsatz von p-

Nitrophenylphosphat zu p-Nitrophenol (Absorptionsmaximum bei 405 nm) anhand 

einer Standard-Eichgeraden bestimmt werden. Zur Erstellung der Eichgeraden wurden  

0 bis 200 mM p-Nitrophenol-Lösungen verwendet. 

Bezieht man die AP-Aktivität einer Zellkultur auf deren Proteingehalt, erhält man 

die spezifische AP-Aktivität: 

                  AP-Aktivität [µmol p-NP-P/min] 
spezif. AP-Aktivität [U/mg]    =         

Proteinmenge nach Bradford [mg Protein] 
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Die bei –20°C gelagerten Zellpellets (identisch mit den zur Proteinbestimmung 

verwendeten Proben) wurden aufgetaut, in 1000 µl PBS resuspendiert und gevortext. In 

einem neuen Reaktionsgefäß (1,5 ml) wurden 100 µl der erhaltenen Zellsuspension und 

400 µl Lysepuffer gemischt und 1 h bei 37°C auf einem Schüttelgerät (GLW, 

Würzburg) inkubiert. Danach Verdünnen mit 100 µl Aqua dest. und Beenden der 

Reaktion mit 400 µl 50 mM NaOH sowie Abzentrifugieren von Zellfragmenten (5 min, 

13.800 G, Raumtemperatur, Heraeus Biofuge 13). Mit  200 µl des Zentrifugats erfolgte 

die photometrische Bestimmung bei einer Wellenlänge von 405 nm (Verwendung von 

96 well Mikrotiterplatten, Dreifachbestimmung). Bei jeder Messreihe wurde eine 

Leerwertbestimmung (100 µl PBS statt der Zellsuspension) durchgeführt. 

 
Lysierungspuffer 2 mg/ml p-Nitrophenylphosphat (Merck, Darmstadt) in 

0,75 M 2-Amino-2-methyl-1-propanol (Sigma, Taufkirchen) 

 

 

Versuchsschema für die AP-/Bradford-Bestimmungen 

 

           Gruppe 
Tag 1 2 3 4 5 6 

0 Zellaussaat (50.000 Zellen/Petrischale) 

1-9 Zellkultivierung 

10 ↯ ↯ ↯ ↯ ↯ ↯ 
11  ↯ ↯ ↯ ↯ ↯ 
12   ↯ ↯ ↯ ↯ 
13    ↯ ↯ ↯ 
14     ↯ ↯ 
15      ↯ 
16       

Summe ↯  1 2 3 4 5 6 

↯ Ultraschallbehandlung   

 Gewinnung der Zellen zur Bestimmung der spezifischen AP-Aktivität 
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2.6 Darstellung von Kalzium-Salzen: Färbung nach von Kossa 

 

Die Methode nach von Kossa ist eine (histologische) Färbetechnik zur qualitativen 

Untersuchung der Mineralisation von Knochengewebe, welche sich auch zum Nachweis 

von Mineralisation in Zellkulturen eignet. Dabei werden  Kalziumionen in den 

Karbonaten und Phosphaten der anorganischen Interzellularsubstanz gegen Silberionen 

ausgetauscht, welche anschließend zu metallischem Silber reduziert werden. 

Kalkhaltige Areale imponieren dann als schwarz-braune Knötchen.  

 
Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellkulturen zweimal mit je 2 ml PBS 

gewaschen und drei Minuten mit 1 ml 3%igem [w/v] Glutardialdehyd (Merck, 

Darmstadt) fixiert. Es folgte zweimaliges Spülen mit je 2 ml Aqua dest. und 

Lufttrocknung bei Raumtemperatur. Die Präparate wurden nun mit 1 ml 5%iger [w/v] 

Silbernitratlösung (Merck, Darmstadt) überschichtet und eine Stunde im Dunkeln 

inkubiert. Es schloss sich an zweimaliges Spülen mit 2 ml Aqua dest. und Zugabe von 1 

ml einer Reduktionslösung, die nach zweiminütiger Inkubation abgesaugt wurde. Nach 

Spülen mit Aqua dest. folgte die zweiminütige Fixierung der Färberesultate mit 1 ml 

5%iger [w/v] Natriumthiosulfatlösung (wasserfrei, Merck, Darmstadt), danach wurde 

ausgiebig mit Aqua dest. gespült. Abschließend folgte eine Gegenfärbung mit 1 ml 

Neutralrot, gründliches Spülen mit Aqua dest. und Eindeckung mit Glycerogelatine und 

einem Deckgläschen. Die Färbeergebnisse wurden fotografisch dokumentiert. 

 
Reduktionslösung 5 g Na2CO3 (wasserfrei, ICN, Eschwege) in 

75 ml Aqua dest. und 25 ml Formaldehydlösung (37%ige    

Lösung in Wasser, stabilisiert mit 10% Methanol, Merck) 

 
Aufbau der Versuche zur Darstellung der Mineralisation 

 
Der Versuch wurde mit konfluenten Kulturen humaner Beckenkammzellen, Passage I, 

durchgeführt. Mit der Beschallung wurde am Tag 14 der Kultivierung begonnen. Es 

wurden 30 Zellkulturen beschallt, ebenso viele Zellkulturen dienten als 

nichtultraschallbehandelte Kontrollen. Jeweils 15 Kulturen (bezeichnet als Gruppe 1) 
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wurden dreimal, 15 weitere Kulturen (Gruppe 2) sechsmal beschallt. Die Färbung nach 

von Kossa wurde einen Tag nach der letzten Ultraschallbehandlung durchgeführt. 

 
Versuchsschema für die von-Kossa-Färbungen 

 

                          Gruppe 
Tag 1 2 

0 Zellaussaat (50.000 Zellen/Petrischale) 

1-13 Zellkultivierung 

14 ↯ ↯ 
15 ↯ ↯ 
16 ↯ ↯ 
17  ↯ 
18  ↯ 
19  ↯ 
20   

Summe ↯  3 6 

↯ Ultraschallbehandlung   

 von-Kossa-Färbung 
 

2.7 Zytochemische Alkalische-Phosphatase-Färbung 

 

Verwendung fand ein gebrauchsfertiger Test (ALP 86-C, Sigma Diagnostics, 

Taufkirchen). Nach zweimaligem Waschen mit 2 ml PBS wurden die Zellkulturen 30 

Sekunden fixiert, dann mehrmals mit Aqua dest. gespült. Es folgte die Zugabe von 1 ml 

Färbeansatz und 15minütige Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur. Anschließend 

wiederholtes Spülen mit Aqua dest. und Gegenfärbung mit 1 ml Neutralrot. Nach 

gründlichem Spülen mit Aqua dest. erfolgte die Eindeckung mit Glycerolgelatine und 

einem Deckgläschen. Die Färbeergebnisse wurden fotografisch dokumentiert. 

 
Fixans:    25 ml Citratlösung (Sigma Diagnostics, Taufkirchen) 

    65 ml Aceton (Merck, Darmstadt) 

    8 ml Formaldehyd 37% (Merck, Darmstadt) 
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Färbeansatz (Sigma):  100 µl alkalische FBB-Lösung 

    100 µl Natriumnitrit-Lösung 

    4,5 ml Aqua dest. 

    100 µl alkalische Naphthol AS-BI-Lösung 

 

2.8 Molekularbiologische Methoden 

2.8.1 Isolierung von mRNA aus Kulturen humaner Beckenkammzellen4 

 

Nach Zerstörung der Zellintegrität lässt sich aus dem homogenen Zell-Lysat die mRNA 

spezifisch isolieren: messenger RNA entsteht im Zellkern durch Modifizierung des 

primären Transkriptionsproduktes, der hnRNA. Diese posttranskriptionale  

Modifikation umfasst neben Anheften einer Cap-Gruppe am 5´-Ende und 

Herausschneiden der Introns (Spleißen) eine Polyadenylierung des 3´-Endes. Im 

Gegensatz zur übrigen RNA (hnRNA, tRNA, rRNA u.a.) besitzen also die mRNA-

Moleküle von Säugerzellen an ihren 3´-Termini poly(A)-Sequenzen. Diese ermöglichen 

die affinitätschromatographische Trennung von der zellulären gesamt-RNA mittels 

Oligo(dT)-Zellulose. Die Abtrennung anderer Zellbestandteile (z.B. Membranen, 

Proteine) erfolgt zuvor durch Zentrifugation. 

 
Materialien und Reagentien zur mRNA-Isolierung 
 
MicroPoly(A)Pure-Kit, Ambion (ams, Wiesbaden) 

 Lyse-Lösung 

Bindungspuffer 

Waschpuffer 

Verdünnungspuffer 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,5 

Elutionspuffer  10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,5 

Präzipitationslösung 5 M NH4OAc 

Glycogenlösung 5 mg/ml 

Nucleasefreies Wasser mit 0,1 mM EDTA 

Oligo(dT)-Zellulose-Cups 

Cups mit spin columns 
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100%iges Ethanol 

Reaktionsgefäße  Safe-Lock, 1,5 ml und 2,0 ml, RNase-frei (Eppendorf, 

Hamburg) 

Filterspitzen    RNase-frei, DNase-frei (Biozym, Hess. Oldendorf) 

Zentrifuge  soweit nicht anders vermerkt Biofuge13 (Heraeus, Hanau),bei  

Raumtemperatur 

 

Vorbereitend wurden Präparationslösungen und benötigte Materialien auf Eis gestellt. 

- Zellernte, ein Waschvorgang 

- Gabe von 250 µl Lyse-Lösung auf das Zellpellet, sofort 1minütiges Vortexen 

- Zufügen von  500 µl Verdünnungspuffer, Durchmischen 

- Überführen des Lysates in ein Reaktionsgefäß, Zentrifugation (13.800 G, 15 min, 

   4°C, Heraeus Labofuge 400 R) 

- Überführen des Überstandes in ein Oligo(dT)-Zellulose-Cup, gute Suspendierung 

- Überführen des Gemisches in neues Reaktionsgefäß, 60 Minuten invertieren 

- 3minütige Zentrifugation bei 730 G, Verwerfen des Überstandes 

- dreimal nacheinander: - Zugabe von 1 ml Bindungspuffer, kurzes Vortexen 

 - Zentrifugation (730 G, 3 min) 

 - Abnehmen und Verwerfen des Überstandes 

- dreimaliger Waschvorgang: - Aufnahme der Oligo(dT)-Zellulose in 1ml Waschpuffer 

 - Zentrifugation (730 G, 3 min) 

 - Abnehmen und Verwerfen des Überstandes 

- Aufnehmen der Oligo(dT)-Zellulose in 0,5 ml Waschpuffer 

- Überführen in ein Spin Column, Zentrifugation (13.800 G, 15 sec) 

- Verwerfen des Durchlaufes, weiterer Waschvorgang mit 0,5 ml Waschpuffer 

- photometrische Vermessung des zweiten Durchlaufes bei 260 nm zur Detektion 

  eventuell vorhandener DNA-Verunreinigungen (die Absorption sollte kleiner als 0,05 

  sein, Waschpuffer als Referenz) 

- Überführen des Spin Column mit der an Oligo(dT)-Zellulose gebundenen mRNA in 

  ein neues Cup, Zugabe von 100 µl Elutionspuffer (auf 70 °C vorgewärmt) auf die 

  Zellulose, Zentrifugation (13.800 G, 15 sec) 

- zum  Cup mit mRNA/Elutionspuffer unter gutem Mischen nacheinander zufügen: 
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  20 µl Präzipitationslösung, 1 µl Glycogenlösung und 550 µl 100%iges Ethanol 

- Präzipitation über Nacht bei –20°C 

- am nächsten Tag Zentrifugation der Reaktionsgefäße mit der präzipitierten mRNA 

  (20 Minuten, 15.000 g, Hareaus Labofuge 400R, auf 4°C vorgekühlt) 

- Abnahme des Überstandes, Lösen (Vortexen) des Pellets in 20µl dH2O/0,1 mM EDTA 

- Aliquotierung, Lagerung  bei –80°C 

Bei Verwendung für die RT-PCR erfolgte nach dem Auftauen eine weitere Verdünnung 

mit sterilem Aqua bidest. im Verhältnis 1:2. Von dieser endgültigen mRNA-

Verdünnung (präpariertes Pellet in 60 µl H2O) wurde für jede RT-PCR 1 µl eingesetzt. 

 

Versuchsschema für die mRNA-Isolation aus humanen Beckenkammzellen 

 
An sechs Versuchstagen wurden je zwei mRNA-Präparationen durchgeführt: eine für 

die Ultraschall-behandelten Zellkulturen, die andere für die Kontroll-Kulturen. Dabei 

wurden für jede Präparation jeweils 5 Petrischalen verwendet. Erste Beschallung bei 

Erreichen eines annähernd konfluenten Kulturstadiums (8 Tage nach Aussaat von 

50.000 Zellen/Petrischale), die Kulturen wurden ein- bis sechsmal beschallt. Somit 

ergaben sich einschließlich der Kontrollkulturen 12 mRNA-Präparationen. 

 
           Gruppe 
Tag 1 2 3 4 5 6 

0 Zellaussaat (50.000 Zellen/Petrischale) 

1-7 Zellkultivierung 

8 ↯ ↯ ↯ ↯ ↯ ↯ 
9  ↯ ↯ ↯ ↯ ↯ 
10   ↯ ↯ ↯ ↯ 
11    ↯ ↯ ↯ 
12     ↯ ↯ 
13      ↯ 
14       

Summe ↯  1 2 3 4 5 6 

↯ Ultraschallbehandlung   

 mRNA-Präparation 
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2.8.2 Charakterisierung des Genexpressionsmusters mittels RT-PCR117 

 

Zunächst wird die präparierte mRNA mittels reverser Transkriptase in komplementäre 

DNA (cDNA) umgeschrieben, welche als Matrize für die folgende Polymerase-

Kettenreaktion dient. Diese umfasst repetitive Zyklen bestehend aus Denaturierung von 

DNA-Doppelsträngen zu Einzelsträngen, Anheften der Primer an ihre 

Bindungssequenzen (Annealing) sowie Extension zu neuen Doppelsträngen 

(Elongation). Ein thermostabiler Mix verschiedener DNA-Polymerasen ermöglicht den 

kontinuierlichen Ablauf der Zyklen ohne erneuten Enzymzusatz. Reverse Transkription 

und Amplifizierung sind somit nach einmaliger Zugabe aller benötigten Reagentien in 

einem Reaktionsgefäß durchführbar. 

 

Die Planung der Primer erfolgte mit Hilfe der Gen-Datenbank des National Institute of 

Health (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Die Primer wurden so gewählt, dass die 

komplementären DNA-Sequenzen in aufeinanderfolgenden Exons lokalisiert sind. Bei 

Amplifizierung genomischer DNA entstehen längere DNA-Moleküle, da das von den 

Exons flankierte Intron ebenfalls transkribiert wird. In der Gelelektrophorese können 

dann solche Syntheseprodukte durch ihre geringere Wanderungsgeschwindigkeit von 

den RT-PCR-Produkten aus der mRNA deutlich unterschieden werden. Letztere wurden 

geplant mit einer Größe von durchschnittlich 418 (346 bis 451) Basenpaaren. Es wurden 

Primer der Länge von 22 bis 29 Basen, durchschnittlich 25-mere, mit einem mittleren 

GC-Anteil von 62,8% (46 bis 81%) verwendet. Mit dem Programm „DNA Strider“ 

(verfügbar unter http://www.cellbiol.com/soft.htm) erfolgte der Ausschluss von 

Sekundärstrukturen, sog. Hairpins, nach folgenden Kriterien (Angabe in Basen): 

minimale Stiellänge: 6, erlaubte Mismatches: 2, maximale Schleifenlänge: 1. 

 

Die Synthese der Oligonukleotide erfolgte durch  MWG Biotech , Ebersberg. Die im 

lyophilisierten Zustand gelieferten Primer wurden in Aqua bidest. aufgenommen und 

nach Herstellung einer 200 µM Stammlösung bei –20°C gelagert. Anteile der 

Stammlösung wurden mit Aqua bidest. auf eine gebrauchsfertige 20 µM Primerlösung 

verdünnt, welche unmittelbar in der PCR eingesetzt wurde. 
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Primersequenzen [u=upstream, d=downstream] 

 
GAPDH 5´-GAA CCA TGA GAA GTA TGA CAA CAG CC-3´    [u] 

5´-CCC TCC GAC GCC TGC TTC ACC ACC-3´       [d] 

Kollagen I 5´-CCG GAG GAA TTT CCG TGC CTG GCC C-3´  [u] 
5´-CCA GGG GCT CCA GGG CGA CCT CTC TCA CC-3´ [d] 

Alkalische 5´-GAC ACT GAA ATA TGC CCT GGA G-3´   [u] 
Phosphatase 5´-GCC GAG TGG GCG TAG GCG GCG CTG GG-3´   [d] 

Osteokalzin 5´-CGC AGC CAC CGA GAC ACC ATG AGA GCC C-3´ [u] 
5´-GCA GCT GGG ATG ATG GGG ACC CC-5´                  [d] 

BMP-2  5´-GTC AAG CCA AAC ACA AAC AGC GG-3´   [u] 
5´-CTA GCG ACA CCC ACA ACC CTC CAC-3´   [d] 

BMP-4  5´-CCC TAA GCA TCA CTC ACA GCG GGC C-3´  [u] 
5´-CCT GAT CTC AGC GGC ACC CAC ATC CC-3´  [d] 

BMP-7  5´-TCC ACG GGG AGC AAA CAG CGC AGC C-3´  [u] 
5´-GAG CTA GTG GCA GCC ACA GGC CCG G-3´  [d] 

COX-2   5´-CTC AGG CAG AGA TGA TCT ACC CTC C-3´  [u] 
5´-CTG GGT AAT TCC ATG TTC CAG C-3´   [d] 

HSP 47 5´-CGG CCT GGC CTT CAG CTT GTA CCA GG-3´  [u] 
5´-GGT GAC CTC GGG CAG CTT GCC GTC GG-3´  [d] 

 
Vor Ausführung der einzelnen Versuche wurde ein dNTP-Mix zusammengestellt, der 

zu äquimolaren Anteilen (je 10 µM) dATP, dCTP, dGTP und dTTP enthielt. Je 

Reaktion wurde ein Volumen von 1 µl dNTP-Mix zugesetzt. Des weiteren wurde je 1 µl 

der RNA-Suspension in PCR-Reaktionsgefäße gegeben und bei –80°C bis zur 

Verwendung gelagert. Folgende Tabelle zeigt die Zusammensetzung der Mastermixe 

exemplarisch für eine Reaktion: 

 

 Komponente Volumen [µl] Endkonzentration 

steriles Aqua bidest. 
dNTP-Mix 
downstream primer (20 µM) 
upstream primer (20 µM) 
DTT-Lösung (100 mM) 
RNase-Inhibitor (40 U/µl) 

18,25 
1 
1 
1 
2,5 
0,25 

 
0,2 mM je dNTP 
0,4 µM 
0,4 µM 
5 mM 
10 U 

Master-
mix 1 

Total 24  
steriles Aqua bidest. 
5*RT-PCR Puffer mit Mg2+ 
Enzym-Mix 

14 
10 
1 

1,5 mM MgCl2 Master-
mix 2 

Total 25  



40 

Die Reaktionsgefäße für die Mastermixe wurden auf Eis gestellt und die Primer-

Lösungen, die DTT-Lösung, der dNTP-Mix sowie der RT-PCR-Puffer schonend auf Eis 

aufgetaut. Der Enzym-Mix sowie der RNase-Inhibitor wurden als letzte Komponenten 

den Mastermixen zugefügt. Ebenfalls unmittelbar vor Verwendung aufgetaut und auf 

Eis gehalten wurden die PCR-Reaktionsgefäße mit der bereits vorgelegten Template-

mRNA. In diese Gefäße wurden 24 µl Mastermix 1 sowie 25 µl Mastermix 2 pipettiert, 

luftblasenfrei gemischt und die Reaktion im Thermocycler laut unten stehendem 

Protokoll gestartet. Bei allen Ansätzen wurde eine Negativkontrolle (alle Reagentien, 

keine mRNA) durchgeführt, um eine mögliche Kontamination des Ansatzes (z.B. durch 

eingebrachte Fremd-DNA) zu detektieren. 

 
RT-PCR-Protokoll 

 
Bei der Erststrangsynthese (Step 1) wurden, katalysiert durch Reverse Transkriptase, 

mRNA-DNA-Hybridstränge gebildet. Diese wurden bei 94°C (Step 2) erstmalig 

aufgeschmolzen. Es folgte ein 10 mal zu durchlaufender Aufschmelz-Annealing-

Synthese-Zyklus (Step 3-5). Um der sich von Zyklus zu Zyklus verringernden 

Nukleotidkonzentration Rechnung zu tragen folgte ein weiterer, 25maliger Aufschmelz-

Annealing-Synthese-Zyklus mit einer sich um 5 Sekunden je Zyklus verlängernden 

Elongationszeit (Step 7-9). Die 6minütige Extensionszeit (Step 11) gewährte den 

Abschluss aller Synthesen nach dem letzten Annealing. Um unkontrollierte Reaktionen 

der Polymerasen oder andere Effekte zu unterdrücken, wurden die Reaktionsgefäße bis 

zur Entnahme auf 4°C gekühlt. Bis zur Visualisierung der Ergebnisse mittels 

Gelelektrophorese wurden die Reaktionsgefäße bei –20°C aufbewahrt. 

 
Step 1  30 min    50°C  Reverse Transkription 

Step 2  2 min    94°C  Template Denaturierung 

Step 3  30 sec    94°C  Denaturierung 

Step 4  45 sec    60°C  Annealing 

Step 5  45 sec    70°C  Elongation 

Step 6  9mal zu Step 3 

Step 7  30 sec    94°C  Denaturierung 

Step 8  45 sec    60°C  Annealing 
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Step 9  45 sec plus 5 sec je Zyklus 70°C  Elongation 

Step 10 24mal zu Step 7 

Step 11 6 min    70°C  Elongation 

Step 12 bis zur Entnahme kühlen 4°C 

 
Analyse der RT-PCR-Produkte mittels Agarosegelelektrophorese116 

 
Agarose, ein pflanzliches Polysaccharid, bildet als Gel netzähnliche Strukturen. Bei 

Anlegen einer Gleichspannung kommt es zur Wanderung linearer DNA-Fragmenten im 

elektrischen Feld und im Agarosegel zur Auftrennung entsprechend ihrer 

Molekularmasse. Die Visualisierung der DNA unter UV-Licht kann mit 

Ethidiumbromid, einem interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff, erfolgen. 

 
Es wurden 2%ige Agarosegele (Aufkochen von 2,0 g Agarose in 100 ml TAE-Puffer) 

der Größe 12 cm*14 cm*0,6 cm mit 2 * 24 Taschen je Gel gegossen. 7 µl PCR-Produkt 

und 1 µl Auftragspuffer wurden auf Parafilm gemischt und pro Tasche aufgetragen. Als 

Marker diente die PCR Low Ladder (Sigma), von der 9 µl mit 1 µl Auftragspuffer 

gemischt und aufgetragen wurden. Vor Füllen der Geltaschen wurde das Gel mit TAE-

Puffer überschichtet. An die Elektrophoresekammer wurde eine Gleichspannung von 

120 Volt angelegt (5,4 V/cm), die Laufzeit betrug 60 Minuten. Es folgte eine 

zehnminütige Anfärbung mit Ethidiumbromid, gründliches Spülen mit Leitungswasser 

und Darstellung der Banden mittels UV-Kamera. Die densitometrische Auswertung der 

Banden erfolgte mit dem Programm „Scion Image“ (basierend auf „NIH Image“, unter 

http://www.scioncorp.com verfügbar). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Abb. 3: densitometrische Messung der Gelelektrophoresebanden mittels 
   „Scion Image“, Screenshot 
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Materialien und Reagentien für RT-PCR und Gelelektrophorese 

 
Titan One Tube RT-PCR System (Roche, Mannheim) 

Enzym-Mix Expand High Fidelity Enzym-Mix (enthält Taq DNA-

Polymerase und Pwo DNA-Polymerase) sowie AMV 

Reverse Transkriptase in Lagerpuffer 

RT-PCR-Reaktionspuffer 5fach konzentriert mit 7,5 mM MgCl2 und DMSO 

RNase-Inhibitor  2000 units (40 U/µl, Roche, Mannheim)  

dNTPs Deoxynucleosidtriphosphat Set (dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP), 100 mM lithium salt solution, pH 7 (Roche) 

Cups für die Mastermixe Safe-Lock, 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg) 

PCR-Reaktionsgefäße PCR SoftTubes, 0,2 ml, DNase-frei (Biozym, Hess. 

Oldendorf) 

Filterspitzen   RNase-frei, DNase-frei (Biozym, Hess. Oldendorf)  

mRNA aus humanem  Human Poly A+ Kidney RNA, Ambion (ams, Wiesbaden) 

Nierengewebe    

Thermocycler   PCR Express (Hybaid, Heidelberg)   

  

Gelelektrophoresekammer EasyCast Minigelsystem B2, Gelfläche 12 cm * 14 cm  

(PeqLab, Erlangen) 

Netzteil   Power Supply, Modell 1000/500 (Bio-Rad, München) 

Agarose   Geltemperatur 36°C (Sigma Diagnostics, Taufkirchen) 

Marker PCR 100 bp Low Ladder: 10 verschiedene Fragmente von 

100, 200,..., 1000 Basenpaaren Länge (Sigma Diagnostics) 

Auftragspuffer  50% Glycerin (Roth, Karlsruhe) in Aqua bidest., 

    0,25% Xylencyanol (Roth, Karlsruhe), 

    0,25% Bromphenolblau (Roth, Karlsruhe), 

    steril filtriert, Lagerung bei 4°C 

TAE-Puffer [50fach] 242 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Merck, 

Darmstadt), 

    57,1 ml Eisessig (Merck, Darmstadt), 

    100 ml 0,5 M EDTA (ICN, Eschwege) 

    ad 1000 ml Aqua bidest. 
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Vor Verwendung wurde der Puffer mit Aqua bidest. auf  

die Arbeitskonzentration [1fach] verdünnt. 

Ethidiumbromidbad  0,005% [v/v] einer 10 mg/ml Stammlösung (Roth, Karlsruhe) 

UV-Kamera   Gel Doc 2000 (Bio-Rad, München) 

Visualisierungssoftware Multi-Analyst Version 1.1 (Bio-Rad, München) 
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3 Fragestellung 

3.1 Proliferations- und Differenzierungsverhalten von Kulturen 

primärer, aus humaner Spongiosa isolierter Zellen unter 

Ultraschalleinfluss 

 

Mit den vorliegenden Untersuchungen sollte der Frage nachgegangen werden, ob 

niederenergetischer gepulster Ultraschall mit definierter Spezifität einen Einfluss auf 

das Proliferations- und Differenzierungsverhalten osteoblastärer Zellen besitzt. Die 

Untersuchungen wurden modellhaft an Zellkultursystemen durchgeführt. Es sollte 

insbesondere festgestellt werden, ob es zu Veränderungen bezüglich der 

Proliferationsrate, der biochemischen Aktivität und des Genexpressionsmusters der 

Zellen kommt. 

 

3.2 Vergleich von humanen Beckenkammzellen mit mesenchymalen 

Zell-Linien fibroblastärer und osteoblastärer Differenzierung 

 

Bei den verwendeten primären Zellen aus humaner Beckenkammspongiosa handelte es 

sich nicht um einen uniformen Zelltypus, sondern um eine Mischkultur verschiedener 

mesenchymaler Zellen, vor allem Osteoblasten/-zyten und Fibroblasten/-zyten. Daher 

sollte noch vertiefend untersucht werden, ob verschiedene mesenchymale Zellarten in 

unterschiedlicher Weise auf die Ultraschallbehandlung reagieren. Hierzu wurde das 

Proliferationsverhalten sowie die spezifische Aktivität der Alkalischen Phosphatase bei 

einer Osteoblasten- und einer Fibroblasten- Linie unter Ultraschalleinfluss untersucht. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Vergleich der Zellproliferation und Zellvitalität 

 

Mit dem WST-1-Test wurde der Einfluss der Ultraschallbehandlung auf die 

Zellviabilität verschiedener Zellkulturen erfasst. Mit der Bestimmung wurde einen Tag 

nach Erreichen eines annähernd konfluenten Kulturstadiums begonnen, dies war der 

Fall am Tag 7 (humane Beckenkammzellen) bzw. am Tag 4 der Kultivierung (MC3T3-

E1, L-929). Als Kontrolle dienten jeweils nicht mit Ultraschall behandelte Kulturen. 

Weder bei den aus humaner Beckenkammspongiosa gewonnen Zellen (Abb. 4) 

noch bei der Osteoblasten-Linie MC3T3-E1 (Abb. 5) sowie der Fibroblasten-Linie L-

929 (Abb. 6) zeigte sich eine signifikante Veränderung der Zellvitalität bzw. der 

Zellproliferation unter der Behandlung mit Ultraschall. An allen sechs Versuchstagen 

war die Irrtumswahrscheinlichkeit p (ermittelt mit dem t-Test nach Student) größer als 

0,05 (p < 0,05 wurde als signifikant bezeichnet).  

Bei allen Kulturen stieg unabhängig vom Ultraschalleinfluss die Extinktion im 

Beobachtungszeitraum kontinuierlich an. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



46 

4.1.1 Humane Beckenkammzellen 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 

 

4.1.2 MC3T3-E1-Zell-Linie 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4:     Zellvitalität der humanen Beckenkammzellen. 
Fehlerbalken: ± 1 Standardabweichung 

Abb. 5: Zellvitalität der MC3T3-E1 - Osteoblasten. 
  Fehlerbalken: ± 1 Standardabweichung   
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4.1.3 L-929-Zell-Linie 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

4.2 Vergleich der spezifischen Alkalische-Phosphatase-Aktivität 

 
Die spezifische AP-Aktivität wurde bei konfluenten Zellkulturen an sechs 

aufeinanderfolgenden Tagen bestimmt, begonnen wurde jeweils am 11. Tag in Kultur. 

Bei den humanen Beckenkammzellen (Abb. 7) stieg sowohl bei den beschallten 

wie auch bei den nicht ultraschallbehandelten Zellkulturen die spezifische AP-Aktivität 

im Beobachtungszeitraum nahezu kontinuierlich an. Es zeigte sich nach drei und mehr 

Ultraschallbehandlungen eine signifikant (p < 0,05) erhöhte AP-Aktivität der 

beschallten Zellkulturen gegenüber den Kontrollkulturen (t-Test nach Student, eine 

Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als signifikant bezeichnet). Nach der 

sechsten Ultraschallbehandlung (Tag 16 der Kultur) betrug die AP-Aktivität der 

beschallten Kulturen rund 143% der AP-Aktivität der Kontrollkulturen. 

Abb. 6: Zellvitalität der L-929 - Fibroblasten. 
Fehlerbalken: ± 1 Standardabweichung 
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Bei den MC3T3-E1 –Osteoblasten (Abb. 8) verhielten sich ultraschallbehandelte 

und nicht beschallte Zellkulturen im Beobachtungszeitraum gleichartig: kontinuierlicher 

Anstieg der AP-Aktivität bis zum Tag 14 der Kultivierung, anschließend Abfall der 

Aktivität (Tag 15 und 16). Es ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen 

beschallten und nicht beschallten Kulturen (p > 0,05) bezüglich der AP-Aktivität. 

Die L-929 – Fibroblasten exprimierten zu keinem Zeitpunkt Alkalische 

Phosphatase, die Berechnung der spezifischen Aktivität erübrigte sich somit. 

 

4.2.1 Humane Beckenkammzellen 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 7: Spezifische Alkalische-Phosphatase-Aktivität [Units/mg Protein] 
humaner Beckenkammzellen. 
Fehlerbalken: ± 1 Standardabweichung 

 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

[U
ni

ts
 / 

m
g 

Pr
ot

ei
n]

 

1 2 3 4 5 6 

Kontrolle 
Ultraschall 

Ultraschallbehandlungen 



49 

4.2.2 MC3T3-E1-Osteolasten 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4.3 Vergleich der Mineralisation (Färbung nach von Kossa) 

 

Mit der Darstellung nach von Kossa wurde der Kalzifizierungsgrad von Kulturen 

humaner Beckenkammzellen qualitativ-vergleichend unter dem Lichtmikroskop bei 

geringer Vergrößerung sowie mit bloßem Auge erfasst. Mit der Ultraschallbehandlung 

der Zellkulturen wurde eine Woche nach Erreichen eines etwa konfluenten 

Kulturstadiums, am 14. Tag in Kultur, begonnen.  

Sowohl hinsichtlich der Dichte (Grad der Braunfärbung) als auch hinsichtlich 

der Anzahl der einzelnen Mineralisierungsareale (Nodules) konnten keine Unterschiede 

zwischen beschallten und nichtbeschallten Zellkulturen festgestellt werden. In Abb. 9 

ist exemplarisch die Mineralisierung einer ultraschallbehandelten Zellkultur am Tag 21 

dargestellt. 

 

Abb. 8: Spezifische Alkalische-Phosphatase-Aktivität [Units/mg Protein] 
von MC3T3-E1 - Osteoblasten. 
Fehlerbalken: ± 1 Standardabweichung 
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4.4 Zytochemische Alkalische-Phosphatase-Färbung 

 

Die Färbung wurde zur lichtmikroskopischen Beurteilung des Differenzierungsstadiums 

der Zellkulturen durchgeführt. Die Plasmamembranen osteoblastärer (Alkalische-

Phosphatase-exprimierender) Zellen erscheinen blau gefärbt. Nichtosteoblastäre Zellen 

wie Fibroblasten kommen rot zur Darstellung. 

Der Anteil Alkalische-Phosphatase-positiver Zellen bei den Kulturen humaner 

Beckenkammzellen sowie bei der MC3T3-E1 - Linie war abhängig von der 

Aussaatdichte der Zellen sowie der Kultivierungsdauer. Der Anteil dieser Zellen an der 

Gesamtkultur wuchs im Beobachtungszeitraum von 3 Wochen kontinuierlich an, wobei 

die Kulturen beider Zellarten stets einen Teil Alkalische-Phosphatase-negativer Zellen 

aufwiesen. 

In den Kulturen humaner Beckenkammzellen zeigte sich nach einwöchiger Kultivierung 

ein Anteil Alkalische-Phosphatase-positiver Zellen von etwa 20 % (Abb. 10), der nach 

Abb. 9: Darstellung der Mineralisation nach von Kossa. 
  humane Beckenkammzellen, Tag 21 der Kultivierung, 
  Vergrößerung 1,6∗ 



51 

 

dreiwöchiger Kultivierung auf etwa 40 % anstieg. Die übrigen Zellen wiesen eine 

fibroblastäre Morphologie auf. Chondrozyten und Fettzellen wurden nicht beobachtet. 

Bei der MC3T3-E1 – Zell-Linie war der Anteil Alkalische-Phosphatase-

positiver Zellen höher bei insgesamt größerer Isomorphie der Zellen (Abb. 11). 

Die L-929 - Fibroblasten-Kulturen (Abb. 12) zeigten zu keinem Zeitpunkt 

Alkalische-Phosphatase-positive Zellen. 

Ein lichtmikroskopisch sichtbarer Einfluss der Ultraschallbehandlung auf die 

Zellmorphologie konnte bei allen drei Zellarten ausgeschlossen werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 10:  Zytochemische Alkalische-Phosphatase-Färbung. 
humane Beckenkamm-Zellen, 7. Kulturtag, Vergrößerung 20∗ 
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Abb. 11:  Zytochemische Alkalische-Phosphatase-Färbung. 
MC3T3-E1 - Osteoblasten, 7. Kulturtag, Vergrößerung 20∗ 

Abb. 12:  Zytochemische Alkalische-Phosphatase-Färbung. 
L-929 - Fibroblasten, 7. Kulturtag, Vergrößerung 20∗ 
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4.5 Vergleich des Genexpressionsmusters 

4.5.1 Expression osteoblastentypischer Gene im zeitlichen Verlauf 

 

Die dargestellten Agarosegele zeigen die mRNA-Expression osteoblastentypischer 

Gene im zeitlichen Verlauf (Tage 1 bis 6 der Ultraschallbehandlung). Die einzelnen RT-

PCR-Produkte wurden nach dem folgendem Schema auf die Gele aufgetragen: 
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Abb. 14: Agarose-Gelelektrophorese der RT-PCR-Produkte, AP 

Abb. 13 Agarose-Gelelektrophorese der RT-PCR-Produkte, GAPDH 
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Abb. 15: Agarose-Gelelektrophorese der RT-PCR-Produkte, Osteokalzin 

Abb. 16: Agarose-Gelelektrophorese der RT-PCR-Produkte, BMP-2 

Abb. 17: Agarose-Gelelektrophorese der RT-PCR-Produkte, BMP-4 

Abb. 18: Agarose-Gelelektrophorese der RT-PCR-Produkte, BMP-7 

Abb. 19: Agarose-Gelelektrophorese der RT-PCR-Produkte, Typ-I-Kollagen 
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Bis auf BMP-7 wurden alle der untersuchten Gene im Beobachtungszeitraum (Tage 1-6 

der Ultraschallbehandlung) sowohl in den Ultraschall- als auch in den Kontrollgruppen 

exprimiert. Eine qualitative Änderung des Expressionsverhaltens im Sinne von An- oder 

Abschalten der Expression der untersuchten Gene unter Einfluss von Ultraschall kann 

somit ausgeschlossen werden. 

Um sicherzustellen, dass die fehlenden Signale bei der Expressionsanalyse von 

BMP-7 nicht auf fehlerhafte Oligonukleotide (RT-PCR – Primer) zurückzuführen sind, 

wurde als Positivkontrolle eine RT-PCR mit mRNA aus humanem Nierengewebe 

durchgeführt (in humanem Nierengewebe wurde die Expression von BMP-7 

nachgewiesen132). Die Gelelektrophorese der RT-PCR-Produkte ergab eine deutliche 

Bande in Höhe von etwa 400 Basenpaaren. Dies lässt den Schluss zu, dass die aus 

humanen Beckenkammzellen isolierte Gesamt-mRNA keine mRNA für BMP-7 

enthielt. 

 
  
 
 
 
 
 

Abb. 21: Agarose-Gelelektrophorese der RT-PCR-Produkte, COX-2 

Abb. 20: Agarose-Gelelektrophorese der RT-PCR-Produkte, HSP 47 

 

 

Abb. 22: Positivkontrolle der BMP-7 – Primer: 

Expression von mRNA für BMP-7 in 

humanem Nierengewebe 
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4.5.2 Analyse der relativen Expressionsrate 

 
Um eine Aussage über eine Veränderung der Expressionsrate treffen zu können, wurden 

die Gelelektrophorese-Banden der RT-PCR-Produkte unter Zuhilfenahme des 

Programmes „NIH Image“ densitometrisch ausgewertet. Die so ermittelten optischen 

Dichtewerte der einzelnen Banden wurden anhand der entsprechenden Dichtewerte der 

korrespondierenden Banden der GAPDH normiert (Ermittlung der relativen 

Expressionsrate). 
 

 Nachweisbare Veränderungen der relativen Expressionsrate ergaben sich bei der 

mRNA für BMP-2  (Abb. 23) und BMP-4 (Abb. 24). Unter Einfluss von Ultraschall 

wurden die entsprechenden Gene verstärkt exprimiert, am deutlichsten nach der dritten 

bis fünften (BMP-2) bzw. nach der dritten bis sechsten (BMP-4) Ultraschallbehandlung. 

Bei den übrigen osteoblastentypischen Markern ließ sich kein verändertes 

Expressionsverhalten unter Einfluss von Ultraschall nachweisen (Abb. 25 bis 29). Hier 

lagen die relativen Expressionsraten der ultraschallbehandelten Zellkulturen weitgehend 

im Bereich der relativen Expressionsraten der Kontrollkulturen. Die relative 

Genexpression  dieser Marker blieb im Beobachtungszeitraum mehr oder weniger 

konstant, auffällig ist jedoch ein deutlicher Abfall nach der sechsten 

Ultraschallbehandlung bei Osteokalzin sowie bei der Cyclooxigenase-2.   
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Abb. 23: relative Genexpressionsrate, BMP-2 

Abb. 24: relative Genexpressionsrate, BMP-4 
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Abb. 25: relative Genexpressionsrate, AP 
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Abb. 26: relative Genexpressionsrate, Osteokalzin 
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Abb. 27: relative Genexpressionsrate, Typ-I-Kollagen 

Abb. 28: relative Genexpressionsrate, HSP 47 
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Abb. 29: relative Genexpressionsrate, COX-2 
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5 Diskussion 

5.1 Experimentelle Grundlagen 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand von in vitro Zellkulturmodellen die 

Beeinflussung von Proliferations- und Differenzierungsverhalten osteoblastärer bzw. 

mesenchymaler Zellen durch therapeutischen Ultraschall untersucht. Das verwendete 

Ultraschallsignal ist durch definierte physikalische Kenngrößen charakterisiert (siehe 

Abschnitt 2.1.1) und wird hier allgemein als „niederenergetischer gepulster Ultraschall“ 

bezeichnet.  

Die zugrundeliegenden Experimente gehen auf Duarte und Xavier zurück, 

welche in den 80er Jahren des letzten Jahrhunderts anhand von Osteotomiemodellen am 

Kaninchen eine Beschleunigung der Knochenheilung unter Einfluss von Ultraschall 

vergleichbarer Spezifität nachweisen konnten21,142. Eine Reihe weiterer Arbeitsgruppen, 

z.B. Klug und Knoch oder Dyson24,53,54,55,56, kamen zu ähnlichen Ergebnissen 

(Osteotomiemodelle an Kaninchen und Ratten), allerdings waren die hier eingesetzten 

Ultraschallsignale recht unterschiedlich, meist relativ hoch-energetisch (z.B. 0,5 

W/cm2). 

 In der vergangenen Dekade wurden zahlreiche klinische Studien zur Behandlung 

von Frakturheilungsstörungen / Pseudarthrosen  sowie zur Beschleunigung der 

Frakturheilung mit niederenergetischem gepulsten Ultraschall veröffentlicht. Dabei 

handelte es sich in erster Linie um distale Radiusfrakturen13,62,63, sowie Tibiafrakturen 

und –pseudarthrosen13,39,80. Auch bei verzögerter Frakturheilung und Pseudarthrosen 

anderer Knochen (Scaphoid, Femur, Metatarsalia u.a.)78,79, bei Stressfrakturen von 

Sportlern9,45 sowie im Rahmen der Kallusdistraktion121 wurde beschriebener Ultraschall 

eingesetzt. Die Ergebnisse wurden überwiegend als positiv bewertet: Beschleunigung 

der Frakturheilung, Ausheilung zuvor bestehender Pseudarthrosen, Schmerzreduktion 

und frühzeitigere Belastbarkeit bei Stressfrakturen sowie Steigerung der 

Mineralisierung im distrahierten Kallusgewebe.  

 Um die klinischen Ergebnisse mit grundlagenwissenschaftlichen Erkenntnissen 

zu korrelieren, wurden zahlreiche experimentelle Studien mit niederenergetischem 

gepulsten Ultraschall in vivo und in vitro durchgeführt. So berichten mehrere 
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Arbeitsgruppen über eine Beschleunigung der (biomechanischen) Frakturheilung (meist 

Femur- und Fibulafrakturmodelle an Ratten und Kaninchen, teilweise genagelt), d.h. 

entsprechende biomechanische Parameter wie Torsionssteifheit und maximales 

Drehmoment wurden schneller erreicht bzw. fielen höher aus98,136,145. Da diese 

Experimente keine längerfristigen Nachuntersuchungen beinhalten, bleibt  

unbeantwortet, ob die biomechanischen Unterschiede zwischen ultraschallbehandelten- 

und Kontrollfrakturen dauerhaft bestehen bleiben oder ob es aufgrund von Remodeling 

zu einem gemeinsamen Endpunkt kommt. Berichtet wurde weiterhin über eine 

gesteigerte Fusionsrate von Spondylodesen am Kaninchen33 sowie eine verbesserte 

knöcherne Einheilung von Titanimplantaten in Hundefemora128. Biochemische 

Untersuchungen von Kallusgewebe zeigten keine Veränderungen von Kalzium- und 

Kollagengehalt, jedoch wurde ein verändertes Expressionsmuster knorpeltypischer 

Gene (akzelerierte Synthese von Aggrecan-mRNA) beschrieben, während der Anteil an 

knochentypischer mRNA (AP, Osteokalzin, Typ-I-Kollagen) unverändert geblieben 

sein soll im Beobachtungszeitraum von 21 Tagen nach Frakturierung144,145. 

 Auch Parvizi96 konnte nach Ultraschallbehandlung primärer 

Chondrozytenkulturen eine Zunahme von Aggrecan-mRNA sowie eine Stimulation der 

Proteoglykansynthese verzeichnen, jedoch keine Zunahme von Typ-I- und Typ-II-

Prokollagen-mRNA sowie keine Proliferationssteigerung der Chondrozyten. Die 

Ultraschallbehandlung von MC3T3-E1 - Zellkulturen ergab eine erhöhte Synthese von 

COX-2-mRNA61. In Kokulturen humaner Osteoblasten und Endothelzellen konnte nach 

Beschallung eine vermehrte Bildung von PDGF-AB nachgewiesen werden44. Reher und 

Doan beschrieben hingegen bei Kulturen humaner Osteoblasten als auch Fibroblasten 

eine stimulierte Zellproliferation sowie eine gesteigerte Synthese kollagener und 

nichtkollagener Proteine einschließlich verschiedener Wachstumsfaktoren / Zytokine 

(IL-8, bFGF, IL-1β)19,104. Eine verstärkte Expression von Osteokalzin, Bone Sialoprotein 

sowie IGF durch Ultraschallbehandlung von murinen stromalen Knochenmarkzellen 

(ST2-Zell-Linie) schilderte Naruse86. 

 Die Ergebnisse vor allem der in vitro Versuche sind also teilweise durchaus 

widersprüchlich. Eine direkte Vergleichbarkeit der einzelnen Experimente erweist sich 

als problematisch. Einerseits wurde mit verschiedenartigen Ultraschallsignalen 

gearbeitet. Andererseits wurden unterschiedliche Behandlungsschemata gewählt: 
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Abweichungen bestehen hinsichtlich der Anzahl der Ultraschallbehandlungen (eine bis 

fünf), der Dauer der Einzelbehandlung (5 bis 20 Minuten) sowie des 

Behandlungsbeginnes in Bezug auf das Kulturstadium (z.B. 3 Tage nach Aussaat der 

Zellen oder bei Erreichen eines konfluenten Kulturstadiums). Auch die Zeitintervalle 

zwischen letzter Ultraschallbehandlung und Analyse wichen voneinander ab (wenige 

Minuten bis 24 Stunden). Nicht zuletzt wurde mit unterschiedlichen Zellen 

(Osteoblasten, Chondrozyten u.a.), mit  Mono- und Kokulturen sowie mit humanen und 

murinen Zellen gearbeitet, was die Vergleichbarkeit weiter einschränkt. 

 
Zellkulturen 

 
Bei den Primärkulturen von aus humaner Beckenkammspongiosa isolierten Zellen 

handelte es sich um eine Mischpopulation mesenchymaler Zellen mit vorwiegend 

osteoblastärer und fibroblastärer Differenzierungsrichtung. Daher wird hier von 

„humanen Beckenkammzellen“ gesprochen. Um auch eine Aussage über die möglichen 

Zielzellen treffen zu können, wurde der Ultraschalleinfluss auf Proliferation und 

Differenzierung (Alkalische-Phosphatase-Aktivität) bei einer osteoblastären (MC3T3-

E1) und einer fibroblastären (L-929) Zell-Linie mituntersucht.  

Bei den beiden letzteren handelt es sich allerdings um Zellen muriner Herkunft, 

ein abweichendes Ansprechen auf Ultraschall gegenüber humanen Zellen ist nicht 

auszuschließen. Die MC3T3-E1- als auch die L-929-Zellen sind kleiner als die 

humanen Beckenkammzellen und proliferieren schneller. Daher ist ein Vergleich von 

Wachstums- und Differenzierungsparametern zwischen den verwendeten Zell-Linien 

und den humanen Zellen nur eingeschränkt möglich58,127. 

 
Ultraschall-Behandlungsplan und Versuchsapparatur 

 

Die Beschallung der Zellkulturen orientierte sich am vom Gerätehersteller 

vorgeschlagenen klinischen Behandlungsschema. Die tägliche Behandlungsdauer betrug 

20 Minuten je Zellkultur. Bei jeder Versuchsreihe wurden die Zellkulturen über einen 

Gesamtzeitraum von bis zu sechs Tagen beschallt, wobei das Intervall zwischen 

aufeinanderfolgenden  Behandlungen 24 (± 2) Stunden betrug. Andere mit diesem 

Ultraschallgerät arbeitende Gruppen wählten gleiche Behandlungsparameter.  
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Analog zu den beschallten Zellkulturen wurde mit den nicht 

ultraschallbehandelten Kontrollkulturen verfahren: es wurden Paare aus zu 

beschallenden und  nicht zu beschallenden Zellkulturen gebildet, auf die (bis auf den 

Ultraschalleinfluss) identische Bedingungen einwirkten, da auch die Kontrollkulturen in 

die Inkubationskammer überführt wurden. Das Klima in der Kammer unterschied sich 

von dem Klima im Brutschrank nicht hinsichtlich der Temperatur, jedoch bezüglich des 

Wasserdampf- und CO2- Gehaltes (Raumluft), was bei einer Beschallungszeit von 20 

Minuten vernachlässigbare Auswirkungen auf den pH-Wert des Nährmediums hatte. 

 

5.2 Vergleich der Zellproliferation und Zellvitalität 
 

Bei allen der drei untersuchten Zellkulturen nahm im Beobachtungszeitraum 

unabhängig vom Ultraschalleinfluss die Anzahl vitaler Zellen zu. Das Ultraschallsignal 

scheint also weder bei der MC3T3-E1 - sowie L-929 - Linie, noch bei den primären 

Beckenkammzellen einen proliferationshemmenden oder deletären Effekt zu besitzen. 

Auch eine Stimulation der Zellproliferation durch die Ultraschallbehandlung kann somit 

ausgeschlossen werden. 

Ein stimulierender Einfluss auf die Proliferation von Chondrozyten in vitro 

konnte von Parvizi96 nicht festgestellt werden. Auch Yang berichtete über eine 

gleichbleibende Proliferationsrate im ultraschallbehandelten Kallusgewebe in vivo145. Im 

Gegensatz dazu wurde aber auch über eine gesteigerte Proliferation von kultivierten 

Osteoblasten und Fibroblasten unter Einfluss von Ultraschall berichtet19,104. Das hier 

applizierte Ultraschallsignal unterschied sich aber in Intensität und anderen Kenngrößen 

deutlich von dem in dieser Arbeit verwendeten Signal. 

 

5.3 Vergleich der spezifischen Alkalische-Phosphatase-Aktivität 

 

Hinsichtlich der Beeinflussbarkeit der spezifischen Enzymaktivität bestehen deutliche 

Unterschiede zwischen den verschiedenen Zellkulturen. Bei der MC3T3-E1 - Linie 

stieg unabhängig vom Ultraschalleinfluss die Enzymaktivität zunächst kontinuierlich 

an, um nach einem Aktivitätsmaximum (an Tag 14 in Kultur) wieder abzufallen. Diese 
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Beobachtung deckt sich mit dem von Stein und Owen et al. beschriebenen 

osteoblastären Differenzierungszyklus in vitro94,95,126. 

 Die primären Beckenkammzellen zeigten ein anderes Verhalten: die 

Enzymaktivität stieg im gleichen Beobachtungszeitraum praktisch kontinuierlich an, 

d.h. ein Aktivitätsmaximum mit anschließendem Aktivitätsabfall wurde nicht 

beobachtet. Hierfür könnte die langsamere Proliferationsrate (und damit ein weniger 

fortgeschrittenes Stadium im Differenzierungszyklus verglichen mit den MC3T3-E1 - 

Zellen) verantwortlich sein. Im Gegensatz zu der MC3T3-E1 - Linie zeigte die 

Enzymaktivität der Beckenkammzellen jedoch eine Stimulierbarkeit durch Ultraschall: 

nach sechsmaliger Beschallung nahm die AP-Aktivität um 43% zu. 

 Die Fibroblasten-Zell-Linie L-929 exprimierte zu keinem Zeitpunkt, auch nicht 

unter Ultraschalleinfluss, alkalische Phosphatase. 

Andere in vitro Studien zur Beeinflussung der Aktivität der Alkalischen Phosphatase 

osteoblastärer Zellen durch Ultraschall sind nicht verfügbar. Allerdings wurde eine 

veränderte Enzymaktivität durch verschiedene andere mechanische Stimuli 

beschrieben41,110. 

 

5.4 Molekularbiologische Methoden 

 

Mittels RT-PCR und gelelektrophoretischer Darstellung der Syntheseprodukte lässt sich 

eine einfache qualitative Aussage darüber treffen, ob die isolierte Gesamt – mRNA eine 

spezielle mRNA für ein bestimmtes Genprodukt enthält. Somit ist auch die Beurteilung 

darüber möglich, ob die Einwirkung des Ultraschallsignals zu einer qualitativ 

veränderten Expression (im Sinne von „Anschalten“ oder „Abschalten“) der Gene der 

untersuchten Marker führt.  

Dies war in den eigenen Versuchen nicht der Fall, denn sowohl in der 

Ultraschall- als auch in der Kontrollgruppe wiesen die Zellen ein qualitativ gleichartiges 

Genexpressionsmuster bezüglich der untersuchten Marker auf.  

Darüber hinaus sollte eine semiquantitative Aussage darüber getroffen werden, 

ob es zu einer Veränderung des Grades der Genexpression im Sinne von 

„Hochregulieren“ oder „Herunterregulieren“ durch Einwirken von Ultraschall kommt. 
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Hierzu wurden die Gelelektrophoresebanden densitometrisch quantifiziert, wobei die 

Dichte der Banden mit der Menge der eingesetzten mRNA korreliert. Anschließend 

wurden diese Dichtewerte auf den korrespondierenden Wert der konstitutiv (also 

praktisch unverändert) exprimierten GAPDH  normiert (relative Expressionsrate). Mit 

dieser Methode kann man abschätzen, ob eine Zunahme oder Abnahme der Expression 

eines bestimmten Gens vorliegt. 

 Ein deutlicher Anstieg der relativen Expressionsrate war bei BMP-2 und BMP-4 zu 

verzeichnen, insbesondere nach mehrfacher (drei- bis sechsmaliger) 

Ultraschallbehandlung. Da die meisten BMPs bei Osteogenesevorgängen und 

Frakturheilungsprozessen eine wichtige Rolle spielen141, könnte die klinische Wirkung 

des Ultraschallsignals auf einer Induktion von Knochenwachstumsfaktoren aus 

mesenchymalen Zellen (z.B. Osteoblasten) im Frakturgebiet beruhen. Diese könnten 

dann einerseits sich selbst, andererseits mesenchymale Vorläuferzellen, auf auto- bzw. 

parakrine Weise zur Knochenbildung bzw. zur osteogenen Differenzierung stimulieren.  

 Obgleich BMP-7 mehrfach im Knochengewebe nachgewiesen wurde103,133,141, 

exprimierten die osteoblastären Zellen in vitro keine entsprechende mRNA. 

Möglicherweise ist die Expression an ein bestimmtes, hier nicht durchlebtes 

Differenzierungsstadium der Zellen gebunden. Am Modell der Distraktionsosteogenese 

konnte in vivo gezeigt werden, dass mechanischer Stress zwar die Expression von BMP-

2 und BMP-4, nicht jedoch die Expression von BMP-7 induziert120. Weiterhin wurde 

über eine gesteigerte osteoblastäre Expression von TGF-β unter Ultraschalleinfluss 

berichtet114. 

 Eine Veränderung des Expressionsverhalten der übrigen Marker (Typ-I-

Kollagen, AP, Osteokalzin, COX-2, HSP 47) unter Einfluss von Ultraschall konnte 

nicht festgestellt werden. Entweder wurden diese Marker unverändert exprimiert, oder 

aber die Änderungen des Expressionsverhaltens waren nur von kurzer Dauer bzw. 

setzten später ein und wurden aufgrund des Versuchsdesigns nicht erfasst. Denn die 

Isolierung der mRNA wurde stets 24 Stunden nach einer Ultraschallbehandlung 

durchgeführt. Es ist beispielsweise durchaus denkbar, dass sich nach dieser Zeit ein 

zuvor veränderter mRNA – Level wieder normalisiert hat. Entsprechende 

Beobachtungen wurden anhand der COX-2 mRNA beschrieben: eine verstärkte 

Expression begann 15 Minuten nach Ultraschallbehandlung, gipfelte nach 60 Minuten 
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und war bereits nach 180 Minuten wieder dem Niveau der Kontrollgruppe 

angeglichen61. Die einzelnen Marker können durchaus über unterschiedliche zeitliche 

Expressionsgipfel nach einer Stimulierung verfügen. Diese zeitlichen Gipfel sind 

möglicherweise auch abhängig von der Art des Stimulus und im einzelnen nicht 

umfassend bekannt.  

Über eine unter Ultraschall unveränderte Kollagenexpression (Alpha1(I)-

Prokollagen) wurde mehrfach berichtet, sowohl in vitro an Chondrozytenkulturen96 wie 

auch in vivo in Kallusgewebe144,145, bisher jedoch nicht an Kulturen osteoblastärer 

Zellen. 

 Veröffentlichungen zum Expressionsverhalten von HSP 47 unter 

Ultraschalleinfluss existieren praktisch nicht, bekannt ist aber die Assoziation mit der 

Expression von Typ-I-Kollagen60,102. So wird unter unphysiologischen Bedingungen 

vermehrt HSP47 exprimiert, während die Expression von Kollagen abfällt85. Die Zellen 

werden also durch den Ultraschall vermutlich nicht in einem unphysiologischen 

Ausmaß gestresst, wofür auch die gleichbleibende Zellviabilität (WST-1-Assay) spricht. 

 Das Expressionsverhalten von AP unter Einwirken von Ultraschall wurde bisher 

nur im Rahmen eines in vivo Versuches beschrieben. Hierbei wurde über einen 

unveränderten AP mRNA – Gehalt von Kallusgewebe berichtet144,145. Obwohl im 

eigenen Versuch die spezifische Enzymaktivität unter Ultraschall anstieg, wurde die 

Expressionsrate von AP mRNA nicht heraufgesetzt. Hierfür sind verschiedene 

Erklärungen denkbar. Da es sich bei der AP um ein membranständiges Enzym 

(Ektoenzym) handelt, könnte die Aktivitätserhöhung auf einem verstärkten Einbau von 

enzymtragenden intrazellulären Vesikeln in die Zellmembran beruhen. Hierfür wäre 

keine verstärkte Neusynthese des Enzyms erforderlich. Andererseits könnte auch, wie 

bereits erörtert, eine tatsächliche Induktion im Sinne von erhöhter Transkription und 

anschließender Neusynthese dem Nachweis aus methodischen Gründen entgangen sein.  

 Bezüglich Osteokalzin konnte in den eigenen Versuchen keine Stimulierbarkeit 

der mRNA Expression durch Ultraschall festgestellt werden. Dies deckt sich mit in vivo 

Versuchen anhand von Kallusgewebe144,145. Andererseits konnte an der murinen 

stromalen Knochenmarkzell-Linie ST2 nach Ultraschallbehandlung eine gesteigerte 

Bildung von Osteokalzin mRNA nachgewiesen werden86. 
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 Auch die relative Expressionsrate von COX-2 mRNA blieb in den eigenen 

Versuchen praktisch unverändert. Im Gegensatz dazu wurde über eine verstärkte 

Expression von COX-2 mRNA innerhalb von 15 bis 60 Minuten nach 

Ultraschallbehandlung von Osteoblastenkulturen berichtet61. Das Zeitfenster zwischen  

Beschallung und mRNA – Präparation wich in dieser Studie deutlich von den eigenen 

Versuchen ab (siehe oben). 

 

5.5 Wirkmechanismen von therapeutischem Ultraschall 

 

Auf welche Art und Weise Zellfunktionen durch Ultraschall beeinflusst werden, ist 

letztendlich nicht genau bekannt. Es gibt jedoch eine Reihe von Phänomenen, die 

prinzipiell dafür in Frage kommen können und generell in thermale und nonthermale 

Effekte eingeteilt werden. 

Die Energie des Ultraschalls (mechanische Energie) wird vom Gewebe 

absorbiert und dabei zum Teil in thermische Energie umgewandelt. So führt 

höherenergetischer Ultraschall, wie er z.B. in der physikalischen Therapie (mit 

Intensitäten von meist 200-1000 mW/cm2) zum Einsatz kommt, zu einer signifikanten 

Temperaturerhöhung im Gewebe. Derartige thermale Effekte können bei der 

Verwendung niederenergetischen Ultraschalls (Schallintensitäten von 100 mW/cm2 

oder weniger) weitgehend ausgeschlossen werden18,23. So kommt es bei der 

Frakturbehandlung mit niederenergetischem gepulsten Ultraschall im Kallusgewebe 

lediglich zu einem Temperaturanstieg von 0,01 bis 0,1 °C nach 20minütiger 

Behandlung21,98. Im folgenden wird auf die nonthermalen Ultraschalleffekte 

eingegangen.  

 Im Schallfeld kommt es aufgrund von Druckschwankungen zur Pulsation 

(Kompression und Expansion) gasgefüllter Bläschen („Microbubbles“) von wenigen 

µm Größe (sogenannte Kavitation). Diese Gasbläschen können in Resonanzfrequenz 

schwingen und somit zu einer lokalen Verstärkung der Schallenergie führen. Pulsieren 

sie viele Zyklen unter Beibehaltung ihrer durchschnittlichen Größe, spricht man von 

„stabiler Kavitation“. Dabei wird Ultraschallenergie absorbiert und in Wärme sowie 

sphärische Wellen umgewandelt. Außerdem wird die umgebende Flüssigkeit (im 
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Gewebe oder in vitro) in Bewegung gesetzt, es kommt zum sogenannten 

„Microstreaming“. Bei relativ hohen Ultraschallintensitäten, z.B. mehrere W/cm2, 

können die Bläschen unter Freisetzung hoher thermischer Energie und Druckbildung 

plötzlich kollabieren, sogenannte „transiente Kavitation“. Hierbei kann es auch zur 

Bildung von freien Radikalen kommen. Die Folgen sind Gewebedesintegration und 

Nekrose. Geschilderte Phänomene wurden in vitro beobachtet, in vivo sind sie nicht 

sicher belegt25,76,77,137. Sowohl Kavitation als auch „Mikrostreaming“ könnten Scherkräfte 

auf biologische Membranen ausüben und deren Eigenschaften wie z.B. Permeabilität 

beeinflussen18,23. 

Beschrieben wurden auch mechanosensitive Ionenkanäle („Stretch Receptors“), 

die ihre Leitfähigkeit bei auf die Zelle einwirkendem mechanischen Stress ändern115. So 

kommt es beispielsweise unter Ultraschalleinfluss zu einer Erhöhung der 

Kalziumaufnahme in Fibroblasten84. 

 Möglicherweise ist auch das Zytoskelett an der Umsetzung von einwirkenden 

mechanischen Kräften in modifizierte zelluläre Vorgänge beteiligt81,135. 

 Die Umwandlung von Ultraschallenergie in piezoelektrische Potentiale 

beschrieb Klug55 und postulierte, dass diese Potentiale die während der natürlichen 

Knochenbruchheilung auftretenden Frakturpotentiale32 verstärken.  

Anschließend können sich dann mittels nachgeschalteter intrazellulärer 

Signalkaskaden zelluläre Vorgänge wie z.B. Genexpression ändern90. Beschrieben 

wurde eine gesteigerte osteoblastäre Expression von „Early-Response-Genes“ wie c-

fos67 und COX-231,46,50. Ebenso kommt es unter mechanischem Stress15,106 wie auch unter 

Einwirkung niederenergetischen gepulsten Ultraschalls114 zu erhöhten cAMP-Spiegeln 

sowie zur Sekretion von Stickstoffmonoxid52,99 und von Prostaglandinen50,101. Nach 

diesen frühen Ereignissen kommt es zu einer veränderten Expression weiterer 

„mechanosensitiver“ Gene wie z.B. Osteopontin, Osteokalzin, Kollagen Typ I und IGF-

1. In den Promotorregionen einiger mechanosensitiver Gene konnte man Motive wie 

CRE („Cyclic AMP Response Element“) oder SSRE („Shear Stress Responsive 

Element“) nachweisen42,51,90,92,107. 

Die meisten dieser Erkenntnisse wurden anhand von in vitro Modellen gewonnen. Ob 

unter Einwirkung von mechanischem Stress in vivo die selben Vorgänge ablaufen, ist 

nicht bekannt. 
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 Auch die Identität der eigentlichen Ultraschall-responsiblen Zellen ist noch nicht 

definitiv geklärt. In Frage kommen verschiedene mesenchymale Zelltypen, 

insbesondere knochenbildende44,61 und knorpelbildende43,96 Zellen. Aber auch 

weitgehend undifferenzierte mesenchymale Vorläuferzellen bzw. Stammzellen86 oder 

aber die Interaktion verschiedener Zelltypen kommt hierfür in Frage. 

Dies wäre eine weitere Erklärung, warum die Kulturen humaner 

Beckenkammzellen, die eine Kokultur verschiedener mesenchymaler Zellen darstellen, 

unter Ultraschalleinwirkung ein zum Teil verändertes Verhalten aufwiesen (Alkalische 

Phosphatase – Aktivität), während die MC3T3-E1 – Osteoblasten (Monokultur) diese 

Veränderungen nicht zeigten. 
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6 Zusammenfassung 

 

Niederenergetischer gepulster Ultraschall wird seit mehreren Jahren erfolgreich zur 

Therapie von verzögert heilenden Frakturen und Pseudarthrosen eingesetzt. Die 

Wirksamkeit wurde anhand verschiedener klinischer Studien demonstriert, die genauen 

Wirkmechanismen sind weniger gut verstanden.  

Ziel dieser Untersuchung war es, den Einfluss von Ultraschall auf verschiedene 

mesenchymale Zellen anhand von Zellkulturen zu untersuchen. Die Parameter 

Zellproliferation bzw. Zellvitalität, Zellmorphologie, Aktivität der Alkalischen 

Phosphatase und Genexpressionsmuster wurden betrachtet. Bei den verwendeten Zellen 

handelte es sich um primäre Zellen aus humanem spongiösen Knochen („humane 

Beckenkammzellen“) sowie um die murine Osteoblasten-Linie MC3T3-E1 und um die 

murine Fibroblasten-Linie L929. Die Ultraschallbehandlung dauerte 20 Minuten täglich 

und wurde an bis zu sechs aufeinanderfolgenden Tagen durchgeführt.  

Keine der drei untersuchten Zellarten zeigte eine Änderung des 

Proliferationsverhaltens bzw. der Zellvitalität. Für Veränderungen der Zellmorphologie 

sowie der Mineralisierung gab es keinen Anhalt. Bei den humanen Beckenkammzellen 

wurde eine Steigerung der spezifischen Alkalische-Phosphatase-Aktivität beobachtet, 

nach sechsmaliger Ultraschallbehandlung betrug sie 143% der Aktivität der 

Kontrollkulturen. Die MC3T3-E1-Osteoblasten wiesen keine Veränderung ihrer 

Alkalische-Phosphatase-Aktivität auf, die L929-Fibroblasten exprimierten zu keinem 

Zeitpunkt, auch nicht unter Ultraschall, dieses Enzym.  

Weiterhin wurde das Genexpressionsmuster der humanen Beckenkammzellen 

mittels mRNA-Isolierung und RT-PCR untersucht. Als Markergene dienten Alkalische 

Phosphatase, Typ-I-Kollagen, Osteokalzin, BMP-2, BMP-4, BMP-7, COX-2 und HSP 

47. Abgesehen von BMP-7 wurden alle der genannten Gene sowohl in der Ultraschall- 

als auch in der Kontrollgruppe exprimiert. Eine qualitative Änderung des 

Expressionsmusters unter Ultraschall kann somit ausgeschlossen werden. Die 

semiquantitative Analyse ergab eine erhöhte Expressionsrate von BMP-2 und BMP-4,  

während die anderen Marker praktisch unverändert blieben. 
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