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Zielsetzung 
Der enorme Anstieg von Knochentransplantationen in den letzten Jahrzehnten und die 

begrenzte Verfügbarkeit von Knochentransplantaten führte zur Entwicklung einer Vielzahl 

neuer synthetischer Knochenersatzmaterialien.  

Vor allem Calciumphosphat-Keramiken spielen eine große Rolle. Eine wichtige Vorausset-

zung für eine vollständige Integration eines Ersatzmaterials in den Knochen ist die Fähigkeit 

des Materials, die Knochenneubildung durch Osteoblasten zu unterstützen. Zusätzlich sollte 

auch die biologische Abbaubarkeit durch Osteoklasten gegeben sein. Die Aufgabe von Osteo-

klasten ist aber nicht nur auf die Resorption beschränkt. Die zelluläre Kommunikation von 

Osteoklasten sezernierten Faktoren, spielt eine wichtige Rolle in der Rekrutierung, Differen-

zierung und Aktivität von Osteoblasten. Ob, und wie dieser Prozess erfolgt und noch dazu in 

Verbindung mit Biomaterialien, ist noch nicht vollständig geklärt.  

Teil dieser Thematik war es zuerst herauszufinden, ob man Osteoklasten auf den Biomateri-

alien kultivieren kann. Da die Interaktion zwischen Zellen und Biomaterial eine wichtige 

Voraussetzung darstellt, sollte die Differenzierungsfähigkeit und das anschließende 

Resorptionsverhalten von Osteoklasten überprüft werden. Somit war das Ziel dieser Arbeit, 

die Osteoklastogenese auf verschiedenen neuartigen Biokeramiken in vitro zu testen. 
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1 Einleitung 
Der Knochen ist ein hochspezialisiertes Organ, das sich durch seine hohe Festigkeit und 

Härte als stützendes Gerüst des Körpers auszeichnet. Weitere wichtige Funktionen des 

Knochens sind der Schutz der inneren Organe, die Blutbildung durch das Knochenmark und 

die Speicherung von Fett. Außerdem dient er als Depot für Calcium, Wachstumsfaktoren und 

Zytokine und ist in der Lage diese auch freizusetzen. Das Knochengewebe besteht vor allem 

aus einer mineralisierten extrazellulären Matrix, welche sich aus einer organischen (30 %) 

und anorganischen (70 %) Phase zusammensetzt. Die organische Phase besteht 

hauptsächlich aus Kollagen Typ I, den Knochenzellen sowie nicht-kollagenösen Proteinen 

einschließlich Osteocalcin, Osteonectin, Osteopontin, Fibronectin, knochenmorphogeneti-

schen Proteinen (BMPs) und Wachstumsfaktoren (Florencio-Silva et al., 2015). Die 

anorganische Knochenmasse besteht zum Großteil aus Hydroxylapatit, (Ca10(PO4)6(OH)2) 

(Clarke, 2008).  

Das Knochengewebe muss ständig neu gebildet, geformt und repariert werden, um die 

Knochenstruktur und -funktion im gesunden Körper aufrecht zu halten (Boyle et al., 2003). 

Diese Vorgänge beruhen auf der korrekten Funktion der zwei wichtigsten Zelltypen des 

Knochengewebes: Osteoklasten und Osteoblasten, welche die Knochenmatrix ab- und wieder 

aufbauen. Von den Osteoblasten stammen des Weiteren Osteozyten ab. Ein bedeutender 

Zelltyp der rund 95 % der Gesamtmenge an Knochenzellen ausmacht und den 

Knochenumbau reguliert. Sie sind in der gesamten Knochenmatrix eingebettet und können 

biologische und mechanische Signale registrieren (Capulli et al., 2014).  

Osteoblasten entwickeln sich aus pluripotenten mesenchymalen Stammzellen, welche im 

Knochenmark lokalisiert sind. Diese Zellen haben das Potenzial, sich in Anwesenheit von 

regulatorischen Transkriptionsfaktoren in Adipozyten, Myozyten, Chondrozyten oder 

Osteoblasten zu differenzieren. Die Differenzierung wird durch Hormone und Zytokine 

(transformierender Wachstumsfaktor (TGF-β), knochenmorphogenetisches Protein-2 (BMP-

2), BMP-4, BMP-7) und auf Transkriptionsebene, durch RUNX2 (Runt Transkriptionsfaktor 2) 

gesteuert (Ballanti et al., 1997). Die Hauptaufgaben der Osteoblasten sind die Aktivierung von 

Osteoklasten, die Produktion von Knochenmatrixproteinen und die Knochenmineralisierung. 

Osteoblasten umfassen eine vielfältige Population von Zellen. Die Stadien der 

Osteoblastendifferenzierung beeinflussen auch den funktionellen Beitrag dieser Zellen zum 

Knochenumbau. Eine Studie von Raggatt (2010) legt nahe, dass unreife Osteoblasten die 

Osteoklastogenese steuern, während reife Osteoblasten die Matrixproduktion und die 

Mineralisierungsfunktionen ausführen (Raggatt und Partridge, 2010).  



  Einleitung 

11 
 

Die „Gegenspieler“ der Osteoblasten sind die aus hämatopoetischen Stammzellen 

hervorgehenden Osteoklasten. Sie wurden 1873 zum ersten Mal erwähnt und sind als einzige 

in der Lage, Knochen zu resorbieren (Kölliker, 1873). Bei der Entwicklung und Differenzierung 

benötigen diese mehrkernigen Zellen vor allem die Zytokine M-CSF und RANKL, welche von 

Osteoblasten sezerniert werden (Raggatt und Partridge, 2010). 

 

Abbildung 1 Regulation der Osteoklastendifferenzierung, (Lee, 2010) 

Der Regulationsmechanismus der Osteoklastogenese besteht aus dem RANKL/RANK/OPG-

System (Abbildung 1). Alle Rezeptoren und Liganden gehören der TNF-Rezeptor-

Superfamilie an. Der Rezeptoraktivator von NFκB (RANK), wird unter anderem von 

osteoklastischen Vorläufern und reifen Osteoklasten exprimiert (Anderson et al., 1997, 

Khosla, 2001). Osteoblasten synthetisieren RANKL, welcher an RANK bindet und die 

Differenzierung der Vorläuferzellen zu reifen Osteoklasten stimuliert (Wong et al., 1997). Im 

Gegensatz dazu bindet Osteoprotegerin (OPG), ein von Osteoblasten freigesetzter löslicher 

Scheinrezeptor, kompetitiv an RANKL. Ohne weitere Signaltransduktion wird dadurch die 

Osteoklastendifferenzierung inhibiert (Simonet et al., 1997). Sobald die Osteoklasten aktiviert 

sind, synthetisieren sie ein für ihre Funktion wichtiges Protein, die Tartrat-resistente saure 

Phosphatase (TRAP). TRAP wird aufgrund des hohen Expressionslevels und der hohen 

zellulären Aktivität als ein primärer histochemischer Marker für Osteoklasten angesehen. Die 

Intensität ist beim gesunden Knochen niedrig und bei bestimmten Erkrankungen, die durch 

eine vorherrschende Osteoklastenaktivität gekennzeichnet sind, erhöht (Logar et al., 2007).  
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Die Hauptaufgabe der Osteoklasten ist die Resorption der Knochensubstanz (Abbildung 2). 

Dieser Vorgang findet in einer „sealing zone“ statt. Das Zytoskelett der Osteoklasten ist durch 

die Bildung von Aktin-Ringen in der Lage, einen engen Kontakt zwischen der Zelle und der 

Knochenoberfläche herzustellen. Die Verbindung zum Knochen wird durch spezialisierte 

Adhäsionsstrukturen vom Integrin-Typ, in diesem Fall vom ανβ3-Integrin, gesteuert. Während 

der Resorption bildet die von den Aktin-Ringen abgedichtete Zellmembran über der 

Knochenoberfläche einen Faltensaum aus, unter der sich eine Extravakuole aufbaut 

(Stenbeck, 2002). In diese Extravakuole werden Protonen transportiert. Das Cl-, welches im 

Austausch gegen HCO3
- in die Extravakuole gepumpt wird, erzeugt mit den Protonen HCl. Es 

entsteht ein saures Milieu, wodurch das Knochenmineral aufgelöst wird. Die organische 

Phase des Knochens wird freigesetzt und durch Cathepsin K (Ctsk) abgebaut (Teitelbaum, 

2000). 

 

Abbildung 2 Mechanismus der Knochenresorption, (Ross und Christiano, 2006) 

Um eine konstante Knochenmasse zu erhalten, ist es notwendig, dass ein Gleichgewicht 

zwischen Knochenaufbau und -abbau besteht (Rucci, 2008). Dieser Knochenumbau, auch 

„bone remodelling“ genannt, wird durch die Kommunikation zwischen Osteoblasten und 

Osteoklasten gelenkt. 1964 wurde zum ersten Mal berichtet, dass zwischen der 

Knochenbildung und -resorption ein Kopplungsmechanismus bestehen könnte (Frost und 

Straatsma, 1964). Es gibt viele unterschiedliche Zelltypen und Kontrollmechanismen, die zur 

dieser Kopplung beitragen. Diese sind unter anderem: 
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 von der Matrix freigesetzte Wachstumsfaktoren 

 lösliche und membrangebundene Produkte von Osteoklasten  

 Signale von Osteozyten und Immunzellen 

 Signalübertragungen innerhalb der Osteoblasten-Linie. 

Die genauen molekularen Mechanismen dieses Vorgangs sind jedoch noch nicht vollständig 

geklärt. Es ist aber mittlerweile bekannt, dass die Osteoklasten nicht nur Knochen resorbieren 

können. Sie besitzen auch die Fähigkeit, mit Osteoblasten zu kommunizieren und die 

Knochenbildung zu beeinflussen. Durch die Sekretion von Zytokinen (Clastokine), können 

Osteoklasten die lokale Rekrutierung, Differenzierung und Aktivität von Osteoblasten fördern 

oder inhibieren (Sims und Martin, 2014). In den letzten Jahren wurden einige dieser 

Clastokine identifiziert und näher beschrieben. Dazu gehören: S1P (Sphingosin-1-Phosphat) 

(Ryu et al., 2006, Shiwaku et al., 2015), BMP-6 (Knochenmorphogenetisches Protein-6) 

(Pederson et al., 2008), Wnt10b (Pederson et al., 2008), CTHRC1 (Collagen Triple Helix 

Repeat Containing 1) (Takeshita et al., 2013), C3a (Complement 3a) (Matsuoka et al., 2014) 

und das inhibierende Sema4D (Semaphorin 4D) (Negishi-Koga et al., 2011). Des Weiteren 

können EphrinB2-Liganden von Osteoklasten an EphB4-Rezeptoren von Osteoblasten 

koppeln und so zu einer beschleunigten Osteoblastendifferenzierung führen (Zhao et al., 

2006). 

Diese Kopplung zwischen Osteoblasten und Osteoklasten bezieht sich auf den Vorgang in 

sogenannten multizellulären Grundeinheiten, in denen die Menge an neu gebildetem Knochen 

im Verhältnis zum abgebauten Knochen immer gleichbleibt. Der sogenannte 

Knochenumbauzyklus besteht aus vier aufeinanderfolgenden Phasen, die unterschiedlich 

lange dauern (Abbildung 3):  

 Resorptionsphase  

 Umkehrungsphase  

 Bildungsphase  

 Ruhephase 

Die 2-wöchige Resorptionsphase beginnt mit der Migration einkerniger Prä-Osteoklasten zur 

Knochenoberfläche, wo sie zu mehrkernigen Osteoklasten fusionieren. Nach Abschluss der 

Resorption kommt es zu einer bis zu 5 Wochen dauernden Umkehrphase, bei der einkernige 

Zellen auf der Knochenoberfläche erscheinen. Diese Zellen bereiten die Oberfläche für neue 

Osteoblasten vor, indem sie Signale für die Osteoblastendifferenzierung und -migration 

freisetzen und damit die Knochenbildung einleiten. Die Knochenneubildungsphase erfolgt 

durch Osteoblasten, die solange Knochenmatrix produzieren und danach mineralisieren bis 
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der resorbierte Knochen vollständig durch neue Knochenstruktureinheiten ersetzt worden ist. 

Diese Phase kann bis zu 4 Monate dauern. Aus den Osteoblasten bilden sich anschließend 

Belegzellen, welche die Oberfläche abdecken und die Ruheperiode einleiten. Diese dauert an 

bis ein neuer Umbauzyklus beginnt (Hadjidakis und Androulakis, 2006).  

 

Abbildung 3 Phasen des Knochenumbaus, (Verbruggen, 2013) 

Der Knochenumbau ist somit ein fein abgestimmter Prozess, der sämtliche Zellen sowie intra- 

und extrazelluläre Signalwege beinhaltet und ständig bestrebt ist, Knochen zu reparieren und 

die Knochenfunktion aufrecht zu halten (Dimitriou et al., 2005). Wenn aber das Gleichgewicht 

des Knochenumbaus gestört wird, kann es zu verschiedenen Erkrankungen wie zum Beispiel 

der Osteoporose kommen (Kular et al., 2012). Sie ist gekennzeichnet durch eine erhöhte 

Aktivität von Osteoklasten und einer verringerten Knochendichte, welche das Risiko für 

Knochenfrakturen erhöht. Auch bei Gewalteinwirkungen kann eine Fraktur entstehen und der 

Knochen dadurch seine anatomische und mechanische Stabilität verlieren. Das 

Knochengewebe hat aber als einziges Gewebe im menschlichen Körper die Fähigkeit, sich 

narbenlos selbst zu heilen (Li und Stocum, 2014). Die Frakturheilung ist ein komplexer und 

mehrstufiger Prozess, der eng mit der Knochenbildung und dem Remodelling verbunden ist. 

Es wird unterschieden zwischen der primären und der sekundären Frakturheilung. Bei der 

ersteren bleiben die Frakturenden in Kontakt und der Knochen heilt ohne Kallusbildung. 

Weitaus häufiger tritt die sekundäre Frakturheilung auf (Dimitriou et al., 2005). Dieser Prozess 

läuft unter Bildung eines Kallus in mehreren Phasen ab (Abbildung 4):  

1. Entzündungsphase (inflammatorische Phase) 

2. Granulationsphase 

3. Phase der Kallushärtung 

4. Phase des Umbaus (Knochenremodelling) 
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Obwohl das Knochengewebe die einzigartige Eigenschaft besitzt, sich selbst zu heilen, kann 

eine erfolgreiche Regeneration unter bestimmten Bedingungen ausbleiben. Wenn zum 

Beispiel Frakturen eine kritische Größe überschreiten, Knochentumore entfernt werden, 

Wirbelsäulen- oder Gelenksversteifungen auftreten. Des Weiteren führen auch 

Stoffwechselerkrankungen, Pseudoarthrosen, Infektionen und Implantationsmisserfolge 

dazu, dass weltweit mehr als 2,2 Millionen Knochentransplantationen pro Jahr durchgeführt 

werden und bei vielen der Einsatz von geeigneten Ersatzmaterialien notwendig ist. (Calori et 

al., 2011, Kraus und Kirker‐Head, 1996, Stanovici et al., 2016) 

Der Goldstandard für Knochentransplantationen ist die Transplantation von autologem 

Knochen. Bei dieser Transplantationstechnik werden dem Patienten Knochenteile, 

hauptsächlich vom Beckenkamm, entnommen und am Ort des Defektes wiedereingesetzt. 

Der autologe Knochen besitzt osteokonduktive Fähigkeiten, da er als Gerüststruktur (Scaffold) 

das Einwachsen von neuem Knochengewebe erleichtert (Daculsi et al., 2013, Vaccaro, 2002). 

Zudem ist er osteoinduktiv und kann daher die Knochenneubildung anregen. Dies geschieht 

durch Wachstumsfaktoren, welche die Differenzierung mesenchymaler Vorläuferzellen zu 

Prä-Osteoblasten einleiten. Des Weiteren kann der autologe Knochen durch osteogene 

Eigenschaften, die Bildung von neuem Knochengewebe ermöglichen. Allerdings ist die 

Menge des Knochens, der transplantiert werden kann, begrenzt. Darüber hinaus sind bei 

dieser kostenintensiven Methode zwei Eingriffsstellen nötig. Es kann zu postoperativen 

Komplikationen kommen und dadurch zu einer erhöhten Morbiditätsrate.  

Eine Alternative sind allogene Transplantationen, bei denen laut Definition Spenderknochen 

von einem anderen Individuum derselben Spezies verwendet werden. Aufgrund der 

dreidimensionalen Struktur und der Anwesenheit von Kollagen Typ I bringen Allotransplantate 

optimale osteokonduktive und biomechanische Eigenschaften mit (Calori et al., 2011). 

Nachteile dieser Methode sind eine Verringerung der Osteoinduktion und das erhöhte Risiko 

der Abstoßung und der Übertragung von bakteriellen und viralen Krankheitserregern 

(Zamborsky et al., 2016).  

Um den unbefriedigenden Ergebnissen und Nachteilen der autologen und allogenen 

Transplantationen entgegenzusteuern kam es vor über 50 Jahren im Bereich des Tissue 

Engineerings und der regenerativen Medizin zur Entwicklung industriell gefertigter 

synthetischer Materialien, auch Biomaterialien genannt (Black et al., 2015). Das Konzept 

eines Biomaterials wurde von Williams definiert als "eine Substanz, die so konstruiert wird, 

dass sie eine Form annimmt, die dazu dient, durch die Kontrolle von Wechselwirkungen mit 
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Komponenten lebender Systeme den Verlauf eines jeden therapeutischen oder 

diagnostischen Verfahrens zu lenken“ (Williams, 2014).  

Das BTE (Bone Tissue Engineering) setzt sich aus drei Hauptkomponenten zusammen 

(Abbildung 5): den Stammzellen, den Scaffolds und den biologischen Faktoren. Im BTE wird 

ein Biomaterial als temporäres azelluläres Scaffold eingesetzt. Alternativ kann ein Scaffold 

mit verschiedenen Arten von Zellen kombiniert werden, die in der Lage sind, die 

Knochenbildung in vivo entweder durch Differenzierung in Richtung der osteogenen Linie oder 

durch Freisetzung spezifischer löslicher Moleküle zu fördern. Diese Zellen können ex vivo vor 

der Operation auf dem Scaffold platziert werden. Die am häufigsten verwendeten Zellen sind 

adulte Stammzellen (Stammzellen aus Knochenmark, Fettgewebe, Zahn oder peripherem 

Blut), embryonale Stammzellen und genetisch veränderte Zellen (Roseti et al., 2017). Auch 

die Vaskularisation nach der Implantation, die durch Zugabe von Wachstumsfaktoren 

beschleunigt werden kann, ist von entscheidender Bedeutung für die Integration und 

Funktionalität des Scaffolds (Fröhlich et al., 2008). Für ein erfolgreiches Tissue Engineering 

sind nicht nur die drei Hauptkomponenten isoliert betrachtet wichtig, sondern auch die 

Kombination aller ihrer Interaktionen (Murphy et al., 2013). 

 

Abbildung 5 Hauptkomponenten des BTE, (Murphy et al., 2013) 
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Um eine völlige Restitutio ad integrum zu erhalten, legt das BTE Kriterien fest, die für die 

Entwicklung eines Biomaterials erforderlich sind. Ein Biomaterial sollte die strukturellen 

Aspekte eines erkrankten Gewebes ersetzen und die Prozesse der Geweberegeneration 

auslösen können. Daher sind geeignete mechanische Stabilität und biologische Fähigkeiten 

wichtige Voraussetzungen (Ratner et al., 2013). Ein grundlegendes Merkmal für die Eignung 

eines Biomaterials stellt die Biokompatibilität mit dem System dar. Das Implantat darf die 

biologische Umgebung nicht beeinträchtigen. Die Zellen sollten ihre Morphologie und 

Funktionen beibehalten, sich vermehren und die Oberfläche des Scaffolds besiedeln können 

(Roseti et al., 2017). Das Material sollte zudem auch osteoinduktiv wirken, um die 

Knochenbildung auf einem Scaffold induzieren zu können. Dies stellt jedoch eine der größten 

Herausforderungen im BTE dar, da das Verständnis der biologischen Mechanismen zwischen 

Material und Zellen noch nicht geklärt ist (Barradas et al., 2010). 

Außerdem ist die Osteokonduktivität der Materialien von entscheidender Bedeutung. Die 

Architektur des Scaffolds sollte der Knochenstruktur ähnlich sein, eine zusammenhängende 

Porenstruktur und eine hohe Porosität aufweisen. Somit wird eine zelluläre Penetration 

sichergestellt und die Diffusion von Nährstoffen zu den Zellen innerhalb des Scaffolds 

ermöglicht (O'Brien, 2011). Es sollte sich in seinen Eigenschaften, der Resorption durch 

Osteoklasten und der Knochensynthese durch Osteoblasten, in den natürlichen Prozess des 

Knochenumbaus integrieren können (Detsch et al., 2008). Bei der Entwicklung neuer 

Biomaterialien ist zusätzlich die Toxikologie der Materialien zu überprüfen. Das Biomaterial 

sollte zudem biologisch abbaubar sein und nur eine minimale Entzündungsreaktion auslösen. 

Auch die mechanischen und physikalischen Aspekte müssen überprüft und berücksichtigt 

werden (Calori et al., 2011).  

Giannoudis et al. (2015) erwähnten, dass das ideale Biomaterial keine Größenbeschränkung 

und eine lange Haltbarkeit aufweisen soll. Für Chirurgen sollte es einfach zu verwenden sein, 

die Patientenmorbidität verringern und vor allem kosteneffektiv eingesetzt werden können 

(Giannoudis et al., 2005). Das Konzept des BTE besteht also darin, das Gebiet der 

Biomaterialien und der Zellbiologie so zu kombinieren, dass im Idealfall robuste, 

reproduzierbare neue Materialien entstehen, die die meisten oder alle der zuvor genannten 

Eigenschaften mit sich bringen (Fröhlich et al., 2008).  
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Basierend auf ihren Strukturen bieten HA- und β-TCP-Keramiken geeignete Lösungen, um 

das Einwachsen von neuem Knochen zu erleichtern. Die optimale Porengröße für das 

Einwachsen neuer Knochen liegt zwischen 150 – 500 µm (Makroporosität). Für die Diffusion 

von Nährstoffen und um die besten bioresorbierbaren Fähigkeiten zu erlangen, ist eine 

Mikroporosität (Porengröße von <5 µm) von Vorteil (Fuchs und Kossler, 2009) (Abbildung 
7). 

 

Abbildung 7 Makro- und Mikrostruktur von β-TCP (OSferion®), Makroporen von 100 – 500 µm (A), Mikroporen 

<5 µm, Skala 1 mm (A), 10 µm (B), (Kondo et al., 2006) 

Synthetisch hergestellte Keramiken alleine besitzen keine beziehungsweise kaum osteogene 

oder osteoinduktive Eigenschaften. Wenn sie aber in Kontakt mit Knochen kommen, wirken 

sie osteokonduktiv. Die Oberflächenstruktur dieser Keramiken bietet eine geeignete 

Umgebung für Knochenzellen und Knochen morphogenetische Proteine, welche die 

Resorption und Knochenneubildung stimulieren. Dadurch unterstützen sie das 

Knochenwachstum und fördern die Bildung von Osteoid auf ihrer Oberfläche. Dieses 

mineralisiert und der neu gebildete Knochen wird allmählich in den Umbauprozess integriert.  

Während der Bildung von neuem Knochen muss das Material entweder durch Osteoklasten 

resorbiert werden oder sich in seine chemischen Bestandteile auflösen. Um 

Entzündungsreaktionen zu vermeiden, dürfen die durch Dissoziation entstehenden Partikel 

nicht zu klein sein. Die biokompatiblen β-TCP- und HA-Keramiken unterscheiden sich in der 

biologischen Abbaubarkeit. β-TCP-Keramiken besitzen eine höhere Löslichkeit und können 

im Körper schneller abgebaut werden als die schwer löslichen und nicht resorbierbaren HA-

Keramiken. Im Idealfall sollte ein Ersatzmaterial erst dann gänzlich resorbiert worden sein, 

wenn seine Aufgabe als Gerüstsubstanz erfüllt ist und sich der neue Knochen gebildet hat 

(Calori et al., 2011, Hench, 1998). Eine Kombination aus beiden Keramiken führt dazu, dass 

die Resorptionsrate auf die Regenerationsrate des Gewebes abgestimmt werden kann. Die 

Abbaurate dieser daraus entstehenden biphasischen Calciumphosphat-Keramiken (BCP-

Keramiken) kann leicht adaptiert werden, indem das Verhältnis von stabilem HA und leicht 
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löslichem β-TCP geändert wird (Giannoudis et al., 2005). Während des Abbaus kommt es 

zum Verlust der mechanischen Festigkeit, weshalb Calciumphosphate im Allgemeinen nur 

begrenzte biomechanische Unterstützung zeigen. Die Leichtigkeit der Anpassung ihrer 

Chemie, Größe und Form machen sie aber zu einer vielseitigen Matrix. Bei der Anwendung 

ist es deshalb wesentlich, solche Parameter zu kennen und daraus das richtige Material zu 

wählen (Lobo und Livingston Arinzeh, 2010).  
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2.3 Knochenplättchen 

2.3.1 Verwendete Geräte, Materialien und Reagenzien 

Geräte: 

Isomet low speed saw Firma Buehler, GER  

Laminar Air Flow Firma Ehret, GER 

Sägeblatt/Diamanttrennscheibe Firma Buehler, GER 

Ultraschallbad Transsonic 570 Firma Elma, GER 

Materialien: 

24-Wellplatte  Firma Greiner Bio-One, AUT 

Reagenzien: 

EtOH 70% Firma AustrAlco, AUT 

EtOH 99,9% Firma AustrAlco, AUT 

 

2.3.2 Durchführung 

Als Kontrollgruppe wurden Knochenplättchen aus Rinderröhrenknochen verwendet. Mit der 

Knochensäge wurden 300-400 μm dicke Scheiben geschnitten. Mit einem Messer wurden ca. 

1 cm2 große Vierecke geformt. Die so entstandenen Knochenplättchen wurden zuerst in 

Wasser für 3 x 5 Minuten und anschließend in EtOH 70 % für 1 x 5 Minuten im Ultraschallbad 

gereinigt. Zur Desinfektion wurden die Plättchen unter dem LAF auf jeder Seite für 15 Minuten 

mit UV-Licht bestrahlt. Im Anschluss daran wurden sie in einer 24-Wellplatte platziert und für 

den späteren Gebrauch aufbewahrt. 
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2.4 Zellkultur 

2.4.1 Verwendete Geräte, Materialien und Reagenzien 

Geräte: 

Autoklav SX-300E Firma Tomy Digital Biology, JPN 

CASY TT Cell counter & Analyzer Firma OLS OMNI Life Science, GER 

Digitalkamera für Lichtmikroskop ProGres Firma Jenoptik, GER 

Eismaschine AF103 Firma Scotsman Ice Systems, USA 

Inkubator Hera Cell 240 Firma Thermo, USA  

Laminar Air Flow Firma Ehret, GER 

Lichtmikroskop H550S Firma Nikon TMS, JPN 

Mikropipetten Firma VWR International, AUT 

Pipetten Firma Gilson, FRA 

Trockenschrank Firma Binder WTB, GER 

Vortex-Genie 2 Firma Bender & Hobein, GER 

Wasserbad 1083 Firma GFL, GER 

Zentrifuge Firma Eppendorf, GER 

Materialien: 

24-Wellplatte Gewebe-, Suspensionskultur Firma Greiner Bio-One, AUT 

CASY Cup Firma Roche Diagnostics, GER 

Einwegnadeln 27G x ¾ in. Firma BD, IRL 

Einwegspritzen 1 ml Firma Henke Sass-Wolf, GER 

Glaspipetten Firma Brand, GER 

Petrischalen quadratisch, rund Firma Greiner Bio-One, AUT 

Pipettenspitzen Firma VWR International, AUT 

Skalpell Firma Bard-Parker, USA 

Zellsieb Falcon 70 M Firma Corning, USA 

Zentrifugenröhrchen 15 ml, 50 ml Firma Greiner Bio-One, AUT 
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Reagenzien: 

BSA Firma Roth, GER # EG2923225 

CaCl2  Firma Sigma-Aldrich, AUT  # 97H0981 

HCl  Firma Chem-Labs, BEL  # 2202004061000 

CASYton Firma Roche Diagnostics, GER # 11689200 

EtOH 99,99%  Firma AustrAlco, AUT 

FCS BM Firma Sigma-Aldrich, USA  # 084M3250 

KCl  Firma Merck, GER  # K33076636428 

KH2PO4  Firma Merck, GER  # 851A386673 

Na2HPO4*2H2O  Firma Merck, GER # K33351980429 

NaCl  Firma Sigma-Aldrich, GER # 236241234 

NaHCO3  Firma Sigma-Aldrich, GER # 035K0074 

NaOH  Firma Chem-Labs, BEL  # 2129930051000 

P/S 10,000 µg/ml Firma Biochrom, GER # 15240-062 

RBC Lysis Buffer  Firma Roche, GER  # 1074900 

Recomb. Murine M-CSF Firma R&D System, USA  # ME095051 

Recomb. Murine RANKL Firma R&D System, USA # CWA181512 

α-MEM  Firma Gibco LifeTechnologies, AUT # 22571-020 

 

Herstellung von: 

 Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) 
2 g KCl, 2 g KH2PO4, 80 g NaCl und 27,07 g Na2HPO4*2H2O wurden in  

1000 ml dH2O gelöst. Anschließend wurde es mit dH2O noch auf 10 l verdünnt und 

steril filtriert abgefüllt. 

 PBS mit Ca2+/Mg2+ 
2 g KCl, 2 g KH2PO4, 80 g NaCl, 14,34 g Na2HPO4*2H2O und 1 g MgCl2*6H2O 

wurden in 1000 ml dH2O gelöst. Der pH-Wert wurde mit einer 5 M HCl auf einen Wert 

von 2-3 eingestellt. Anschließend wurde 1 g CaCl2 hinzugefügt. Diese Lösung wurde 

dann mit dH2O auf 10 l verdünnt und zum Schluss mit einer 5 N NaOH auf pH 7,2 

eingestellt. 
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2.6.1 Verwendete Geräte, Materialien und Reagenzien 

Geräte: 

Analysenwaage MC 210 P Firma Sartorius, GER 

Digitalkamera für Lichtmikroskop ProGres Firma Jenoptik, GER 

Inkubator Hera Cell 240 Firma Thermo, USA  

Lichtmikroskop H550S Firma Nikon TMS, JPN 

Mikropipetten Firma VWR International, AUT 

Pipetboy Pipettierhilfe Firma Integra Bioscience, GER 

Ultraschallbad Transsonic 570 Firma Elma, GER 

Vortex-Genie 2 Firma Bender & Hobein, GER 

Materialien: 

Glaspipetten Firma Brand, GER 

Eppendorf Gefäße Firma Eppendorf, AUT 

Pipettenspitzen Firma VWR International, AUT 

Reagenzien: 

Aceton Firma Roth, GER  # 121164098 

EtOH 99,9 % Firma AustroAlco, AUT 

Fast Red Violet LB Salt  Firma Sigma-Aldrich, USA  # MKBH6351V 

HCl  Firma Chem-Labs, BEL  # 2202004061000 

N, N-dimethylformamid  Firma Sigma-Aldrich, USA  # 5HBC5480V 

Naphthol AS Phosphat Firma Sigma-Aldrich, USA  # 061M5303V 

Natriumacetat Firma Sigma-Aldrich, AUT # 93H0417 

Natriumcitrat Firma Sigma-Aldrich, AUT # STBF1932V 

Natriumtartrat Firma Sigma-Aldrich, AUT # 82H06941 

  



  Material und Methoden 

31 
 

Herstellung von: 

 TRAP-Puffer 
Für 100 ml TRAP-Puffer wurden 0,5444 g Natriumacetat in dH2O gelöst. Der pH wurde 

mit 1 M HCl auf 5,0 eingestellt. Anschließend wurden 0,2302 g Natriumtartrat 

hinzugefügt. 

 Ethanol/Aceton Lösung 
Aceton und EtOH wurden zu gleichen Teilen gemischt und in einem geschlossenen 

Gefäß aufbewahrt. 

 TRAP-Färbelösung 
Eine frische Färbelösung wurde für jede Färbung hergestellt. Naphtol AS Phosphat 

und Fast Red Violet Salt wurden eingewogen. 5 mg Naphthol AS Phosphat wurde mit 

500 µl N, N-Dimethylformamid in einem Eppendorf Gefäß versetzt und mit dem Vortex 

gemischt bis es gelöst war. Daraus wurden 100 µl entnommen und mit 10 ml TRAP-

Puffer versetzt. Zum Schluss wurde noch das eingewogene Salz hinzugefügt und alles 

für 15 Minuten im Ultraschallbad beschallt. Die Lösung wurde lichtgeschützt gelagert. 

2.6.2 Durchführung 

Die fixierten Platten wurden mit dem TRAP-Puffer versetzt und für 30 Minuten im Inkubator 

bei 5 % CO2 und 37 °C inkubiert. Nach entfernen des TRAP-Puffers wurde die EtOH/Aceton 

Lösung für 30 Sekunden auf die Zellen gegeben. Danach wurden die Platten für 2 Minuten 

getrocknet. Die Färbelösung wurde hinzugegeben und für 10 Minuten im Inkubator bei 5 % 

CO2 und 37 °C inkubiert. Gestoppt wurde die Färbung mit MiliQ Wasser. Die Platten wurden 

bis zur Quantifizierung auf 4 °C gelagert.  

2.7 TRAP+ MNCs Zählung 

2.7.1 Verwendete Geräte, Materialien und Reagenzien 

Geräte: 

Lichtmikroskop H550S Firma Nikon TMS, JPN 

Kamera Speed XT Core 5 Firma Jenoptik, GER  
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2.7.2 Durchführung 

Zur quantitativen Auswertung wurden die gefärbten Zellen gezählt. Es wurden nur TRAP+ 

gefärbte Osteoklasten mit 3 oder mehr Kernen beachtet. Für eine mikroskopische 

Betrachtung der Zellen wurden Aufnahmen mit einer Mikroskop-Kamera und dem Programm 

ProgRes gemacht.  

2.8 TRAP-Aktivität 

Die TRAP-Enzymaktivität wurde mit Hilfe des EnzChek™ Phosphatase Kit von Thermo 

Scientific gemessen. DiFMUP (6, 8-Difluoro-4-Methylumbelliferyl Phosphat) wurde in einer 

Fluoreszenzmessung bestimmt. Während einer Inkubation der Zellkulturüberstände mit 200 

µM DIFMUP begann eine enzymatische Dephosphorylierung des Produktes. Dies führte zu 

einem Fluoreszenzprodukt, DIFMU (6, 8-Difluoro-7-Hydroxy-4-Methylcoumarin), welches bei 

388/455 nm detektiert werden konnte. Die erhaltenen DIFMU Werte wurden anschließend mit 

einer Standardkurve verglichen. Die TRAP-Aktivität wurde in den gesammelten 

Zellkulturüberständen von Tag 2, 4, 6, und 8 gemessen. 

 

2.8.1 Verwendete Geräte, Materialien und Reagenzien 

Geräte: 

Mikrotiterplattenlesegerät Infinite 200  Firma Tecan, CH 

Mikropipetten Firma VWR International, AUT 

Materialien: 

Pipettenspitzen Firma VWR International, AUT 

96-Mikrotiterplatte, schwarz Firma Greiner Bio-One, AUT 

EnzChek™ Phoshpatase Kit Firma Thermo Scientific, AUT 

Reagenzien: 

5X Reaktion Puffer selbst hergestellt # 052017 

Kulturmedium selbst hergestellt # 062017 
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Herstellung von: 

 1X Reaktion Puffer 
1,1 ml 5X Reaktion Puffer wurde 1:5 mit MiliQ Wasser verdünnt. 

 DiFMUP-Lösung (200 μM) 
3,4 ml 1X Reaktion Puffer wurden mit 70 µl DiFMUP (10 mM) versetzt. 

 Medium + Buffer 
1,5 ml Kulturmedium wurden mit 1,5 ml 1X Reaktion Puffer gemischt. 

 Standardlösung 
Die Standards wurden wie in der Tabelle 2 hergestellt. Man begann mit der höchsten 

Konzentration und entnahm dann jeweils immer ein Aliquot für die nächst niedrigere 

Verdünnungsstufe. 

 

Tabelle 2 Pipettierschema Standard 

Konzentration (µM) DiFMU Kulturmedium + 1X Puffer  

0 - - 

0.5 0,15 ml von 1 μM 0,15 ml 

1 0,225 ml von 2 μM 0,225 ml 

2 0,220 ml von 5 μM 0,330 ml 

5 0,275 ml von 10 μM 0,275 ml 

10 0,120 ml von 50 μM 0,480 ml 

50 0,225 ml von 100 μM 0,225 ml 

100 0,250 ml von 200 μM 0,250 ml 

200 10 μl DiFMU (10 mM) 0,490 ml 

 

2.8.2 Durchführung 

Die Reagenzien und Zellkulturüberstände wurden aufgetaut und eine schwarze Wellplatte 

bereitgestellt. DiFMUP und DiFMU wurden lichtgeschützt aufbewahrt. Je 100 µl der Standards 

wurden in die vorgesehenen Wells pipettiert. Anschließend wurden noch je 50 µl 

Zellkulturüberstand und 50 µl DiFMUP pro Well zugesetzt. Nach einer 15-minütigen 

Inkubation bei RT wurde vermessen. (ex= 358, em= 455) 
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2.9 Proteinbestimmung 

Der Proteingehalt der gesammelten Zellkulturüberstände wurde mit dem Proteinassay der 

Firma Biorad bestimmt. Da diese Quantifizierung auf einer Proteinbestimmung nach Lowry 

basierte, konnte die Sensitivität im µg/μl Bereich gemessen werden. Es kam zu einer 

blauvioletten Komplexbildung zwischen Peptidbindungen und Kupferionen und 

anschließender Reduktion des Folin-Reagens. Dadurch entstand eine Blaufärbung die mit 

einem ELISA Reader auf Basis des Lambert-Beerschen Gesetzes bei 690 nm gemessen 

wurde. Um im linearen Bereich des Standards zu liegen mussten die Proben immer 1:2 

verdünnt werden. 

2.9.1 Verwendete Geräte, Materialien und Reagenzien 

Geräte: 

Mikrotiterplattenlesegerät Infinite 200  Firma Tecan, CH 

Zentrifuge Firma Eppendorf, GER 

Materialien: 

96-Mikrotiterplatte Firma Greiner Bio-One, AUT 

Reagenzien: 

Reagens A Firma Bio-Rad, GER # 500-0013 

Reagens B Firma Bio-Rad, GER # 500-0114 

Reagens S Firma Bio-Rad, GER # 500-0115 

BSA Firma Roth, GER # EG2923225 

 

Herstellung von: 

 Reagens A‘ 
40 µl Reagens S wurden mit 2000 μl Reagens A gemischt 

 Standardreihe 
BSA wurde mit MiliQ Wasser gemischt, sodass 8 verschiedenen Konzentrationen 

entstanden (0 µl/ml, 0,25 µl/ml, 0,5 µl/ml, 0,75 µl/ml, 1 µl/ml, 1,5 µl/ml, 2 µl/ml und 2,5 

µl/ml). Lagerung bei -20 °C. 
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Bromphenolblau Firma Sigma Aldrich, AUT # 115393 

EDTA Firma Sigma Aldrich, AUT # 60004 

EtOH 70 % Firma AustroAlco, AUT 

Glycerin Firma Sigma Aldrich, AUT # 7098808 

Glycin Firma Sigma Aldrich, AUT # 56406 

HCl  Firma Chem-Labs, BEL  # 2202004061000 

Molekulargewichtsmarker Firma Thermo Scientific, USA # 26616 

SDS ultra-pure Firma Roth, GER # 151-21-3 

TEMED Firma Bio-Rad, AUT # 161-0800 

Tris Base Firma Sigma Aldrich, AUT # 77861 

 

Herstellung von: 

 „Lower“ Tris, pH 8,8 
18,7 g Tris Base wurde in 70 ml dH2O gelöst und auf pH 8,8 (mit 32 % HCl) eingestellt. 

Anschließend wurde 4 ml 10 % SDS Lösung hinzugesetzt und mit dH2O auf 100 ml 

aufgefüllt. Lagerung bei 4 °C. 

 „Upper“ Tris, pH 6,8 
6,06 g Tris Base wurde in 70 ml dH2O gelöst und auf pH 6,8 (mit 32 % HCl) eingestellt. 

Anschließend wurde 4 ml 10 % SDS Lösung hinzugesetzt und mit dH2O auf 100 ml 

aufgefüllt. Lagerung bei 4 °C. 

 10X Laufpuffer, pH 8.9 
60,5 g Tris Base wurde in dH2O gelöst und anschließend 285,5 g Glycin und 40,0 g 

SDS hinzugefügt. Der pH wurde auf 8,9 eingestellt. Zum Schluss wurde mit dH2O auf 

2 l aufgefüllt. Die Lösung wurde vor Gebrauch 1:10 verdünnt. 

 4X Probenpuffer 
1,52 g Tris Base, 9,45 g Glycin und 0,116 g EDTA wurden in 40 ml dH2O gelöst und 

auf pH 6,9 (mit HCl) eingestellt. Anschließend wurden 6 g SDS und 0,2 g 

Bromphenolblau hinzugegeben und mit dH2O auf 50 ml aufgefüllt. Zum Schluss 

wurden noch 50 µl -Mercaptoethanol zugefügt. Der Puffer wurde in Eppendorf-

Gefäßen abgefüllt und konnte bei -20 °C gelagert werden.  

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=7098-80-8&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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 1X Probenpuffer 
Für den 1X Sample Puffer wurde der 4X Probenpuffer mit der entsprechenden Menge 

dH2O verdünnt und ebenfalls in Eppendorf Gefäßen abgefüllt und bei -20 °C 

aufbewahrt. 

 10 % APS 
0,1 g Ammoniumpersulfat wurden eingewogen und in 1 ml dH2O gelöst. Die Lösung 

wurde in Eppendorf-Gefäßen abgefüllt und konnte bei -20 °C gelagert werden. 

 10 % SDS Lösung 
10 g SDS ultra pur wurden eingewogen und mit dH20 gelöst und auf 100 ml aufgefüllt. 

Die Lagerung erfolgte bei RT. 

Für die Elektrophorese waren 2 verschiedene 10 %-ige Polyacrylamidgele notwendig. Das 

erste Gel, „Ladegel“, diente zur Konzentrierung der Proteine bis zur Front des zweiten Gels, 

das sogenannte „Trenngel“. Dieses benötigte man um die Proteine möglichst optimal 

auftrennen zu können. Sie wurden nacheinander wie in Tabelle 3 hergestellt. Zuerst wurden 

die Bestandteile des Trenngels in ein Becherglas pipettiert. APS wurde zum Schluss 

hinzugefügt, um die Polymerisation einzuleiten. Die Mischung wurde zügig in die 

Gelgießkammer gegossen, mit Wasser bedeckt und für 45 Minuten erstarren gelassen. 

Nach entfernen des Wassers wurde das Ladegel auf dieselbe Art auf das Trenngel 

gegossen. Ein Kamm wurde aufgesetzt, um Taschen für das Auftragen der Proben zu 

formen. Nach 45 Minuten war das Gel bereit beladen zu werden.  

 
Tabelle 3 Pipettierschema für die Gele 

Bestandteile Ladegel Trenngel 

MiliQ Wasser 945 μl 1430 μl 

Lower Tris - 880 μl 

Upper Tris 375 μl - 

Acrylamid 195 μl 1170 μl 

TEMED 2,4 μl 1,05 μl 

APS (10 %) 15 μl 175 μl 
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Röntgenkassette Firma Kodak, USA 

Schüttelplatte  Firma Bühler, GER 

Materialien: 

Parafilm Firma Sigma Aldrich, AUT 

Plastikfolie Firma Bene, AUT 

Röntgenfilm Firma Kodak, USA 

Glasplatte 

Wasserwaage 

Reagenzien: 

Anti-Maus IgG Antikörper Firma Sigma Aldrich, AUT # M4280 

BSA Firma Roth, GER # EG2923225 

BSA-Antikörper Firma Santa Cruz, USA # 57504 

Cathepsin K Antikörper Firma Santa Cruz, USA # 48353 

DMSO Firma Sigma Aldrich, AUT  # BCBJ4366V 

Entwicklerlösung Firma AGFA, BEL # G354 

Fixierlösung Firma AGFA, BEL # G334 

H2O2 Firma Merck, AUT # 822287 

Luminolsalz Firma Sigma Aldrich, AUT # SHBF3159V 

Magermilchpulver Firma Maresi, AUT 

NaCl Firma Sigma Aldrich, AUT # 236241234 

NaN3 Firma Sigma Aldrich, AUT # 26628228 

p-Hydroxycumarinsäure Firma Sigma Aldrich, AUT # 501984 

Tris Base Firma Sigma Aldrich, AUT # 77861 

Tris HCl Firma Roth, GER # 279105574 

Tween 20 Firma Sigma Aldrich, AUT # SZBE2460V 
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Herstellung von: 

 10X TBS Puffer 
12,1 g Tris Base und 40 g NaCl wurden eingewogen und mit dH2O auf 500 ml 

aufgefüllt. Der pH-Wert wurde mit 32 % HCl auf 7,4 eingestellt. Lagerung bei 4 °C. 

 1X TBS Puffer 
100 ml 10X TBS Puffer wurden eingewogen und mit dH2O auf 1.000 ml aufgefüllt. 

Lagerung bei 4 °C. 

 500X NaN3-Lösung 
0,1 g Natriumazid wurde in 1 ml dH2O gelöst. Lagerung bei 4 °C. 

 TBST 0,1 % 
1 ml Tween 20 wurde in 1.000 ml 1X TBS gelöst. Konnte bei 4 °C gelagert werden. 

 Tris HCl (Lösung A) 
4,8 mg Luminolsalz wurden eingewogen und in 200 ml 0,1 M Tris HCl pH 8,6 gelöst. 

Aufbewahrung unter Lichtschutz. 

 Lösung B 
5,8 mg para-Hydroxycumarinsäure wurden in 5,27 mg DMSO gelöst. Lagerung bei 4 

°C. 

 ECL-Reagens 
2 ml Solution A, 0,6 µl H2O2 und 200 µl Solution B wurden in einem Plastikröhrchen 

miteinander vermengt. 

 Blocking Puffer 
1,25 g Magermilchpulver wurden eingewogen und auf dem Magnetrührer bei 80 °C in 

25 ml TBST 0,1 % gelöst. 

 Primäre Antikörperlösung 
0,2 g BSA wurden eingewogen und in 5 ml TBST 0,1 % auf dem Magnetrührer gelöst. 

Davon wurden 4 ml entnommen und mit 8 µl NaN3-Lösung, zur Haltbarmachung, 

versetzt. Anschließend pipettierte man noch 40 µl primären Antikörper dazu. Lagerung 

bei 4 °C. 

 Ladekontrolle BSA Antikörperlösung 

 0,5 g Magermilchpulver wurden eingewogen und auf dem Magnetrührer bei 80 °C in 

10 ml TBST 0,1 % gelöst. Davon wurden 8 ml entnommen und mit 4 µl sekundärem 

Antikörper versetzt. Diese Lösung wurde frisch zubereitet. 
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2.11 Statistische Auswertung der Daten 

Statistische Unterschiede wurden mit einer Varianzanalyse (ANOVA = one-way analysis of 

variance) unter Verwendung des Tukey’s post-hoc Tests ermittelt. Als Bezugsgruppe wurde 

der Knochen gewählt. Um statistisch relevante Aussagen über die gesammelten Daten treffen 

zu können wurde mit einer Probenanzahl von n= 6 gearbeitet. Die Werte der Zellzählung, der 

TRAP-Aktivität und des Western Blots wurden normiert. Verwendet wurde das Programm 

GraphPad Prism 5.0. 
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Cathepsin K aus den Zellkulturüberständen bewirkte eindeutige Banden bei 29 kDA, das Pro-

Protein bei 37 kDA. An Tag 2 waren noch keine Banden ersichtlich. Cathepsin K konnte ab 

dem 4. Tag nachgewiesen werden. Die Banden der Knochen-Gruppe waren an Tag 5, 8 und 

10 stärker als in den anderen Gruppen. An Tag 5 waren die Banden in allen Gruppen deutlich 

zu erkennen. Am 8. Tag waren die Banden bei TC und CS schwächer als zuvor und 

schwächer als in der Knochen-Gruppe. An Tag 10 waren die stärksten Banden bei allen 

ersichtlich. Eine Resorptionsaktivität von reifen Osteoklasten konnte somit bestätigt werden 

3.2 Evaluierung des Kulturverhaltens von Osteoklasten auf Biokeramiken 

3.2.1 Differenzierungs- und Resorptionsverhalten von Osteoklasten aus KM-Kultur 
auf Biokeramiken 

In diesem Pilotversuch zur Bestimmung der optimalen Kulturdauer wurden B, TC und CS als 

Kontrollgruppen zum ersten Mal mit den Biokeramiken getestet. Um das Kulturverhalten von 

Osteoklasten aus KM-Kulturen auf den verschiedenen Biokeramiken zu untersuchen 

versuchte man das Differenzierungsverhalten von Vorläuferzellen der Osteoklasten und die 

Resorptionsaktivität von reifen Osteoklasten auf den Biokeramiken zu evaluieren. Die 

Differenzierung wurde durch Messung der TRAP-Enzymaktivität mit Hilfe des EnzChek™ Kits 

gemessen. Die Evaluierung der Resorptionsaktivität der Osteoklasten auf den Biokeramiken 

wurde durch Detektion der Endoprotease Cathepsin K durchgeführt.  

Für die Bestimmung des Differenzierungsverhalten wurden die gesammelten 

Zellkulturüberstände der Tage 2, 4, 6, 8 und 10 verglichen. Die Abbildung 12 zeigt den 

Verlauf der TRAP-Aktivitäten in den jeweiligen Gruppen. In den Zellkulturüberständen der 

reinen HA-Disks konnte keine Aktivität gemessen werden. Es stellte sich weiters heraus, dass 

in keiner Gruppe an Tag 2 eine Aktivität beziehungsweise Differenzierung nachweisbar war. 

An Tag 4 begann die TRAP-Aktivität zu steigen, wobei die stärkste TRAP-Aktivität auf 

Knochen ersichtlich war. Neben HA war der schwächste Verlauf der TRAP-Aktivität in der TC-

Gruppe zu verzeichnen. Die Differenzierung stieg in allen Gruppen von Tag 4 auf 6 an und 

zeigte die höchsten Werte in der Knochen-Gruppe. In der 20/80-Gruppe gab es die höchste 

TRAP-Aktivität an Tag 6. Die TRAP-Aktivität erreichte den höchsten Wert in der 60/40-Gruppe 

an Tag 8, sie war aber geringer als in der Knochen-Gruppe. An Tag 8 erzielten auch die Zellen 

auf β-TCP und Knochen die höchsten TRAP-Aktivitäten. Die Differenzierung der Zellen war 

in allen Gruppen an Tag 10 schwächer als an Tag 8. Zusammenfassend betrachtet, konnten 

die stärksten TRAP-Aktivitäten an Tag 6 und 8 beobachtet werden.  
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Da in den Zellkulturüberständen der Probeläufe vor allem am Tag 8 starke Banden von 

Cathepsin K in den Gruppen B, TC und CS und somit eine Resorption durch reife 

Osteoklasten nachgewiesen werden konnte wurden die Zellkulturüberstände von Tag 8 und 

10 gesammelt und Cathepsin K detektiert. Cathepsin K-Expression wurde auch in den 

Zellkulturüberständen der Biokeramiken mit Ausnahme der HA-Gruppe, gefunden und 

bewirkte sichtbare Banden bei 29 kDA, das Pro-Protein bei 37 kDA (Abbildung 13). Eindeutig 

war zu erkennen, dass die Expression auf den Biokeramiken an Tag 8 stärker als an Tag 10 

war. In der Kontrollgruppe CS waren an beiden Tagen nur schwache Banden detektiert 

worden. Die TC-Kontrolle ergab an Tag 8 eine stärkere Bande als an Tag 10. An beiden Tagen 

waren starke Banden vor allem in der Knochen- und β-TCP-Gruppe ersichtlich. Die 

Expression in den beiden BCP-Gruppen war an Tag 10 ungefähr gleich intensiv aber 

schwächer als in der Knochen-Gruppe.  

Durch die Ergebnisse der Evaluierungen konnte auf den optimalen Zeitpunkt zur Testung der 

Osteoklastogenese auf den verschiedenen Biokeramiken geschlossen werden. Für die 

RANKL induzierte Osteoklastogenese aus Knochenmarkszellen versuchte man nun, die 

Zellen für 8 Tage zu kultivieren, da an diesem Tag eindeutig differenzierte Osteoklasten und 

eine Resorptionsaktivität nachgewiesen werden konnte. Die TRAP-Färbung und 

Aktivitätsmessung zur Überprüfung des Differenzierungsverhalten und der Cathepsin K-

Nachweis zur Bestimmung der Resorptionsaktivität wurden im Anschluss durchgeführt. Da 

die Aktivität in der CS-Gruppe sehr schwach war, wurde sie für die weiteren Experimente nicht 

mehr verwendet. 
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Es konnten TRAP+ Osteoklasten in allen Gruppen, mit Ausnahme der HA-Gruppe, 

nachgewiesen werden. Abbildung 14 zeigt die verschiedenen Aufnahmen auf 

mikroskopischer Ebene und eine Großaufnahme der gesamten Fläche.  

Makroskopisch betrachtet konnte eine gleichmäßige und intensive Färbung der Zellen 

beobachtet werden. Zu erkennen war auch, dass auf den Knochen sowie in der TC-Gruppe 

weniger gefärbte Zellen vorhanden waren als auf den Biokeramiken. Jedoch waren im 

Vergleich zur Knochen-Gruppe und den Biokeramiken, sehr große Zellen in der TC-Gruppe 

ersichtlich. Viele kleine Zellen in dichter Besiedlung waren auf den anderen Biokeramiken zu 

erkennen. Die β-TCP-Disks ergaben im Vergleich zu den BCP-Disks (20/80 und 60/40) eine 

etwas intensivere Färbung. Zwischen den BCP-Disks konnten optisch kaum Unterschiede 

festgestellt werden.  

Auf dem Knochen konnte man auf mikroskopischer Ebene nur wenige Zellen mit mehreren 

Zellkernen erkennen. Sie waren von ihrer Form her den Osteoklasten in der TC-Gruppe 

ähnlich, jedoch sehr viel kleiner. Einige mehrkernige Zellen hatten zusätzlich zu ihrer 

rundlichen Gestalt auch mehrere Ausläufer gebildet. Die Zellen auf den β-TCP-Disks waren 

ähnlich groß wie jene auf den Knochen. Allerdings waren auf den β-TCP-Keramiken 

Zellverbände mit mehreren Zellkernen und unregelmäßiger Erscheinungsform ersichtlich. 

Auch die Zellen auf den 20/80-Disks waren in ihrer Form und Größe denen auf den β-TCP 

sehr ähnlich. Viele gefärbte Zellen waren auf den 60/40-Disks zu sehen, jedoch hatten sie 

eine abweichende Form zu den Osteoklasten auf den β-TCP- und 20/80-Disks, denn gab es 

so gut wie keine Zellverbände mehr. Es gab einige größere Zellen mit mehreren Zellkernen 

und weiters viele kleinere Zellen mit mehreren Zellkernen. Sie erschienen rundlich und hatten 

vereinzelt Ausläufer wie die Zellen auf den Knochen. Durch das unterschiedliche Aussehen 

der Zellen konnte ein Einfluss der Biokeramiken auf die Morphologie von Osteoklasten durch 

diese Färbung gezeigt werden.  
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Unterschied zu erkennen. Auch der Vergleich der BCP-Keramiken ergab keinen signifikanten 

Unterschied. Sämtliche Kombinationen der Gruppen und deren signifikante Unterschiede sind 

im Anhang aufgeführt. 

3.3.3 Differenzierungsverlauf von Osteoklasten auf Biokeramiken 

Um den Differenzierungsverlauf von Vorläuferzellen der Osteoklasten aus KM auf den 

Biokeramiken zu evaluieren, wurde die TRAP-Enzymaktivität mit Hilfe des EnzChek™ Kits 

gemessen. Es wurden die gesammelten Zellkulturüberstände der Tage 2, 4, 6 und 8 

verglichen.

  

Abbildung 16 Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAP) Aktivität der Osteoklasten einer KM-Kultur auf 
Biokeramiken im Vergleich zu Kontrollgruppen, Bestimmung der Aktivität in den Zellkulturüberständen von Tag 2, 
4, 6 und 8, (pro μm DIFMU, Mittelwert ± SEM, n=6), TC: Gewebekulturplatte, B: Knochen, TCP: β-
Tricalciumphosphat, HA: Hydroxylapatit, 60/40: 60 % HA & 40 % β-TCP, 20/80: 20 % HA & 80 % β-TCP  

In allen Gruppen, ausgenommen der HA-Gruppe, war zu erkennen, dass es einen stetigen 

Anstieg der TRAP-Aktivität bis zum Endpunkt am Tag 8 gab. Der Differenzierungsverlauf hatte 

in allen Gruppen am 8. Tag den Höhepunkt erreicht. Knochen und die TC wurden als Kontrolle 

verwendet. In keiner Gruppe konnte an Tag 2 eine TRAP-Aktivität beziehungsweise 

Differenzierung nachgewiesen werden. An Tag 4 begannen die TRAP-Aktivitäten zu steigen, 

wobei die stärkste TRAP-Aktivität der Zellen auf Knochen ersichtlich war. Ab dem 6. Tag 

zeigten die Zellen auf den β-TCP-Disks eine höhere TRAP-Aktivität als die auf den Knochen 

an. Die TRAP-Aktivität in den BCP-Gruppen war schwächer als in den Zellkulturüberständen 

der Knochen. Die Abbildung 17 zeigt einen Überblick über die TRAP-Aktivitäten an den 

einzelnen Tagen 4, 6 und 8. Die TRAP-Aktivitäten in den verschiedenen Gruppen verhielten 
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sich bis zu Tag 4 noch ähnlich. Es waren keine signifikanten Unterschiede zu erkennen. Von 

Tag 4 auf Tag 6 änderte sich die Menge der TRAP-Aktivität in allen Gruppen stark, jedoch 

waren die TRAP-Aktivitäten untereinander noch vergleichbar und es gab keine signifikanten 

Unterschiede. Von Tag 6 auf Tag 8 änderte sich die TRAP-Aktivität vor allem in der β-TCP- 

und 60/40-Gruppe, welches zu einem signifikanten Unterschied im Vergleich zu den Knochen 

führte. Des Weiteren konnten die TRAP-Aktivitäten der einzelnen Tage zwischen 20/80 und 

den Knochen stets als gleich und ohne signifikanten Unterschiede gesehen werden. Die 

TRAP-Aktivität in den Zellkulturüberständen von 60/40-Keramiken war schwächer als in den 

Kontrollgruppen.  

 

Abbildung 17 Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAP) Aktivität der Osteoklasten einer KM-Kultur auf den 
jeweiligen Biokeramiken im Vergleich zu Kontrollgruppen, Vergleich der Aktivität in den Zellkulturüberständen von 
Tag 4, 6 und 8, (pro µM DIFMU, Mittelwerte ± SEM, n=6), *p< 0.05 und **p<0,01, ns = nicht signifikant vs. Knochen 
basierend auf „one way ANOVA mit post Tukey‘s Test“   
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4 Diskussion und Conclusio 
Der Knochenumbau und auch die Integration von Ersatzmaterialien erfordert eine koordinierte 

Regulierung zwischen der Resorption und Formation von Knochengewebe. Neben vielen 

Einflussfaktoren, die diesen Prozess steuern, spielt vor allem die Kommunikation zwischen 

Osteoblasten und Osteoklasten eine wichtige Rolle. Es ist mittlerweile bekannt, dass 

Osteoklasten nicht nur Knochen resorbieren. Sie können auch die Osteoblastenfunktion und 

deren Rekrutierung und die Knochenbildungsaktivität steuern (Charles und Aliprantis, 2014). 

Wie diese Kommunikation genau funktioniert und ob dieser Prozess auch stattfindet, wenn 

Osteoklasten an Ersatzmaterialien haften, ist noch nicht ganz geklärt. 

Im Zuge dieser Arbeit wurde somit die grundlegende Frage untersucht, ob eine 

Osteoklastendifferenzierung und eine Resorptionsaktivität, auf neuartigen Biokeramiken in 

vitro, stattfinden kann und ob deren chemische Zusammensetzung Einfluss darauf hat.  

Die Ergebnisse der Zellzählung zeigten, dass die Zahl an Osteoklasten auf den Biokeramiken 

signifikant höher als in der Kontrollgruppe Knochen war. Die Zahl der Osteoklasten war in den 

BCP-Gruppen am höchsten. Eine hohe Anzahl an Osteoklasten deutet aber nicht zwingend 

auf eine gute Interaktion der Zellen mit dem Biomaterial hin. Denn die Interaktion, auch 

Biokompatibilität genannt, zwischen Zellen und Biomaterial setzt einen 

Interaktionsmechanismus voraus (einschließlich spezifischer Adhäsionsproteine und 

Zellrezeptoren, Signaltransduktion, Zelldifferenzierung, Gewebeentwicklung, um nur einige 

Prozesse zu nennen) (Gonçalves et al., 2015). Diese Einflüsse sollten überprüft werden, um 

Zell-Biomaterial-Interaktionen besser zu charakterisieren und kontrollieren zu können. Da 

keine Zellen in der HA-Gruppe gefunden wurden, konnte man eine Toxizität vermuten. Wie 

schon Sun et al. (1999) erwähnten, deutet eine niedrige Zellzahl auf einen toxischen Effekt 

dieses Substrates auf die Zelldifferenzierung und -proliferation hin (Sun et al., 1999).  

Mit dem Lichtmikroskop war deutlich zu erkennen, dass sich das Aussehen der Zellen auf den 

Keramiken von denen auf den Knochen unterschied. Die Osteoklasten auf den Keramiken 

waren viel kleiner und hatten eine unregelmäßigere Form als die Osteoklasten auf den 

Knochen. Laut Nakamura et al. (2013) ist der wichtigste Faktor, um eine Differenzierung von 

Prä-Osteoklasten in reife resorbierende Osteoklasten zu überprüfen, die Morphologie des 

Aktin-Rings. Dieser Ring dient als eine Art Abdichtung zwischen Osteoklasten und der 

Knochenoberfläche und unterstützt die Resorption (Nakamura et al., 2013). Durch eine 

spezielle Färbemethode des Aktin-Rings kann man dessen Morphologie sichtbar machen und 

von der Größe und Form auf die Resorptionsfähigkeit der Zellen rückschließen. Jedoch war 

so eine Färbemethode nicht Teil dieser Arbeit und wir versuchten die Morphologie der Zellen 
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ausschließlich durch mikroskopische Aufnahmen der TRAP-Färbung zu untersuchen. Des 

Weiteren konnten Zellverbände auf den Keramiken festgestellt werden die Hinweise auf eine 

andere Interaktion der Zellen mit dem Material im Vergleich zu der Knochenoberfläche 

zeigten. Wie schon Arkett (1992) feststellte, kann man die resorptive Fähigkeit der 

Osteoklasten über die Morphologie beurteilen. Er beobachtete, dass kompaktere 

Osteoklasten Biomaterialien besser resorbierten als „ausgebreitete“ Osteoklasten (Arkett et 

al., 1992).  

Die Osteoklastogenese der Zellen auf den Biokeramiken wurden durch die Faktoren 

Mehrkernigkeit (Baron et al., 1986), TRAP (Ballanti et al., 1997) und Cathepsin K (Troen, 

2004) überprüft. Um die Ergebnisse der TRAP-Färbung und TRAP-Aktivitätsmessung zu 

bestätigen, wurde die Analyse auf die Expression von Cathepsin K erweitert.  

Die TRAP-Aktivitätsmessung in den Zellkulturüberständen, welches während der 

Knochenresorption von Osteoklasten freigesetzt wird, diente zur Bestimmung des 

Differenzierungsverhalten dieser Zellen. Die Messungen der β-TCP-Keramiken zeigten, dass 

die Zellen auf den Keramiken besser differenzierten als auf den Knochen. Die Bestimmung 

von Cathepsin K in den Zellkulturüberständen, welches dazu beiträgt die kollagene 

Knochenmatrix abzubauen, wurde zur Kontrolle der Resorptionsfähigkeit der Osteoklasten 

eingesetzt. Auch hier wurde die höchste Expression in der β-TCP-Gruppe gefunden (Aydin 

und Pişkin, 2009). Dadurch, dass auf den puren HA-Keramiken gar keine Resorption stattfand 

und auf den Keramiken mit mehr HA-Anteil (60/40) deutlich schlechtere Ergebnisse im 

Vergleich zum Knochen gefunden worden sind, konnte man die Vermutung aufstellen, dass 

HA einen negativen Einfluss auf die Osteoklastogenese hat. Shiwaku et al. (2015) testete 

ebenfalls die Osteoklastendifferenzierung auf Biokeramiken mit denselben chemischen 

Zusammensetzungen und kam bei der TRAP- und Cathepsin K-Messung, jedoch mittels PCR 

Technik, auf ähnliche Ergebnisse, die zeigten, dass mehr TRAP und Cathepsin K in den 

Gruppen vorhanden war, die auch mehr β-TCP enthielten. Auch sie bemerkten einen 

negativen Einfluss von HA auf die Osteoklastendifferenzierung und Resorptionsfähigkeit 

(Shiwaku et al., 2015).  

Zahlreiche Studien belegen die Fähigkeit von Osteoklasten, auf Biokeramiken zu 

differenzieren und das Material zu resorbieren. Die Resorption hängt dabei von vielen 

Faktoren ab. Einerseits von der Art und Zusammensetzung des Materials, so testeten schon 

Yamada (1997) und Detsch (2008) die Resorption durch Osteoklasten auf verschiedenen 

Calciumphosphat-Keramiken aus (Detsch et al., 2008, Yamada et al., 1997). Andererseits 

haben die Herkunft der verwendeten Zellen, das Herstellungsverfahren und die 
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Oberflächenbeschaffenheit der Biomaterialien einen Einfluss auf die Aktivität von 

Osteoklasten.  

An dieser Stelle sollte noch erwähnt werden, dass der Abbau beziehungsweise der Ersatz 

eines Knochenersatzmaterials nicht allein durch die zellvermittelte Resorption stattfindet. Zum 

einen kann das Material durch eine Desintegration in einzelne Partikel abgebaut werden, 

indem es von Makrophagen phagozytiert wird. Zum anderen kann ein Implantat, umgeben 

von biologischen Flüssigkeiten, durch chemische Dissoziation in seine Bestandteile aufgelöst 

werden (Langstaff et al., 2001, Sheikh et al., 2015). Wenn wenige Zellen und eine geringe 

TRAP-Aktivität gefunden werden, kann man davon ausgehen, dass die Resorption durch 

Osteoklasten eine geringere Rolle spielt und das Biomaterial hauptsächlich durch chemische 

Dissoziation abgebaut wird (Ghanaati et al., 2010) 

Diese Löslichkeit ist auch Grund für die unterschiedliche Resorption der verschiedenen 

Calciumphosphat-Keramiken. Die quantitative und qualitative Charakterisierung des Abbaus 

dieser Keramiken war zwar kein Ziel dieser Arbeit, jedoch haben andere Arbeitsgruppen 

gezeigt, dass reines β-TCP die schnellste Abbaurate im Vergleich zu reinem HA und BCP hat 

(Klein et al., 1983, Shimazaki und Mooney, 1985). Obwohl β-TCP am löslichsten ist, konnten 

Yamada et al. (1997) die höchste Resorptionsrate durch Osteoklasten aus Kaninchen 

Knochenzellen bei einer Zusammensetzung von HA/β-TCP in einem Verhältnis von 25/75 

finden. Es zeigte sich, dass hohe Konzentrationen von Calcium die Aktivität von Osteoklasten 

hemmt. Da vor allem die Auflösung des leicht löslichen β-TCP, zu hohen intrazellulären 

Calciumspiegeln führte, kam es bei diesen Keramiken zur Reduktion der Resorption (Yamada 

et al., 1997). Diese Hypothese konnte aber im Zuge dieser Arbeit nicht bestätigt werden, denn 

die Ergebnisse zeigten eine deutlich höhere Resorptionsaktivität auf den β-TCP-Disks. Somit 

kann behauptet werden, dass über die Löslichkeit alleine keine Aussage über die 

Resorptionsaktivität getroffen werden kann. Es muss andere Einflussfaktoren in der 

Beschaffenheit der Biokeramiken gegeben haben, die die hohe Resorptionsrate 

beeinflussten.  

Keine Differenzierung und Resorption durch Osteoklasten konnte auf den reinen HA-

Keramiken gefunden werden. Laut Yamada et al. (1997) und Monchau et al. (2002) ist die 

Resorption von HA im Gegensatz zu β-TCP und BCP mit niedrigem HA/β-TCP-Verhältnis 

begrenzt. Da sie tiefere und besser abgegrenzte Resorptionslakunen bei β-TCP und BCP 

gefunden haben als bei HA (Monchau et al., 2002, Yamada et al., 1997). In einigen Studien 

wurde gezeigt, dass Osteoklasten HA resorbieren können, während in anderen Studien auch 

keine Resorption durch Osteoklasten von reinem HA stattgefunden hat (de Bruijn et al., 1994, 



Diskussion und Conclusio 

60 
 

Gomi et al., 1993, Takeshita et al., 1992, Yamada et al., 1997). Die gegensätzlichen 

Ergebnisse können durch viele verschiedene Einflüsse entstanden sein, die schon zuvor 

erwähnt wurden. So hatten Monchau et al. (2002) gezeigt, dass humane Osteoklasten andere 

Resorptionslakunen bildeten als Osteoklasten von Ratten (Monchau et al., 2002). Auch die 

experimentellen Bedingungen führten zu verschiedenen Aussagen. Einige Arbeitsgruppen 

kultivierten Osteoklasten in einer Experiment Dauer von 2 Tagen und fanden keine 

Osteoklasten auf den jeweiligen HA-Keramiken (Yamada et al., 1997), während andere erst 

nach 14 Tagen der Kultivierung eine Osteoklastogenese feststellen konnten (Detsch et al., 

2008).  

Um wieder einen Vergleich für die Löslichkeit im Hinblick auf die Bioresorption zu bekommen 

sollte erwähnt werden, dass Doi und Co. (1998) beobachtet haben, dass das 

Lösungsverhalten von synthetisch hergestelltem HA in einem schwach sauren Medium viel 

ungünstiger war als von echtem Knochenapatit. Auch wir konnten feststellen, dass sich das 

Kulturmedium der HA-Keramiken, während der Vorinkubation, von den anderen unterschied. 

Die Farbe des pH-Indikators deutete auf einen niedrigeren pH-Wert in der Gruppe der HA-

Keramiken hin (Daten werden nicht gezeigt). Das saure Milieu könnte auch ein Grund für das 

Ausbleiben der Osteoklastogenese auf reinem HA gewesen sein. 

Weiters konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass die Mikroporosität der Oberfläche einen 

Einfluss auf die Resorption hat. Je höher die Sintertemperatur bei der Herstellung der 

Keramiken war, desto geringer war die Mikroporosität und desto besser war die Resorption 

(Zimmer et al., 2012). Während dieser Diplomarbeit lagen keine Informationen über den 

Herstellungsprozess und die Oberflächeneigenschaften der Materialien vor. Man könnte 

davon ausgehen, dass die Oberflächenstruktur der HA-Keramiken durch die Herstellungsart 

zu porös war und die Zellen sich nicht gut ansiedeln konnten. 

Nachdem in dieser Arbeit nur mit Osteoklasten gearbeitet wurde, sollte weiterführend neben 

der Resorption auch die Knochenformation auf den Biokeramiken getestet werden. Viele 

Studien mit BCP-Keramiken wurden schon darüber veröffentlicht. So testeten Arinzeh et al. 

(2004) die Knochenformation auf Keramiken mit denselben Zusammensetzungen wie in 

dieser Diplomarbeit aus. Es wurde zwar zusätzlich mit humanen Stammzellen gearbeitet, 

jedoch kam man zu dem Ergebnis, dass die deutlichste Knochenformation auf den Keramiken 

mit einem HA/β-TCP-Verhältnis von 20/80 stattgefunden hat (Arinzeh et al., 2005). Da in 

dieser Diplomarbeit im Verhältnis die BCP-Gruppe 20/80 gute Resorptionsaktivitäten mit 

vergleichbaren Aktivitäten wie die Knochen-Gruppe zeigte, konnte man darauf schließen, 

dass dieses Material günstige Voraussetzungen für den Knochenumbau mit sich bringt.  
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Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dass Osteoklasten auf den verschiedenen neuartigen 

Biokeramiken zur Differenzierung und Resorption in vitro befähigt waren. Die Ergebnisse der 

Resorptionsaktivität waren in allen Gruppen in unterschiedlichem Ausmaß vorhanden. Es 

konnte keine Osteoklastogenese auf reinem HA gefunden werden. Je geringer der 

Prozentsatz an HA in den biphasischen Calciumphosphat-Keramiken war, desto besser war 

die Fähigkeit von Osteoklasten-Vorläufern zu reifen Osteoklasten zu differenzieren und die 

Biokeramiken zu resorbieren. Das Ziel dieser Arbeit, die Kultivierung von Osteoklasten auf 

den Biokeramiken, konnte durch das erfolgreiche Gestalten des experimentellen Designs, 

erreicht werden. Weitere Schritte zur Überprüfung der osteoanabolischen Aktivität 

ausgewählter Clastokine auf diesen synthetischen Calciumphosphat-Keramiken können 

somit durchgeführt werden und zum Verständnis der Knochenregeneration in Kombination 

mit Biomaterialien beitragen. 
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5 Zusammenfassung 
Bei Knochendefekten werden für gewöhnlich autogene Knochentransplantationen 

durchgeführt. Immer mehr an Bedeutung gewinnen jedoch die Transplantationen von 

Knochenersatzmaterialien. Infolgedessen kam es in den letzten Jahrzehnten zur Entwicklung 

einer großen Anzahl verschiedenster Knochenersatzstoffe. 

Eine noch ungelöste Frage stellt sich im Verständnis der Knochenregeneration. Osteoklasten 

können neben der Resorption von Knochen auch eine Rolle beim Knochenaufbau spielen, 

indem sie die Osteoblastenfunktion durch Produktion von sogenannten „Clastokinen“ 

regulieren. Bei der Frage, wie diese Kommunikation im Knochenumbau genau funktioniert 

und speziell in Kombination mit Biomaterialien, ist noch nicht aufgeklärt. Um die 

osteoanabolische Aktivität ausgewählter Clastokine auf synthetischen Calciumphosphat-

Keramiken zu untersuchen, sollte zuerst untersucht werden, ob Osteoklasten auf diesen 

Biokeramiken kultivierbar sind. 

So wurde die Osteoklastogenese auf Biokeramiken mit unterschiedlicher chemischer 

Zusammensetzung in vitro getestet. Die verschiedenen Biokeramiken bestanden aus reinem 

Hydroxylapatit (HA), reinem β-Tricalciumphosphat (β-TCP) und Mischungen der zwei 

Komponenten im Verhältnis 20/80 HA/β-TCP und 60/40 HA/β-TCP. Eine Differenzierung von 

Knochenmarkszellen zu resorbierenden Osteoklasten auf den Biokeramiken wurde mit M-

CSF und RANKL eingeleitet. Als Kontrollgruppe dienten Knochenplättchen, die aus 

Rinderknochen hergestellt wurden. Um die Osteoklastogenese der Zellen auf den 

Biokeramiken nachzuweisen, wurden mehrere Faktoren angewendet. Das 

Differenzierungsverhalten wurde durch eine TRAP-Färbung der Zellen und einer TRAP-

Aktivitätsmessung im Zellkulturüberstand nachgewiesen. Die Resorptionsaktivität wurde 

durch Detektion des Enzyms Cathepsin K mittels Western Blot und anschließender 

Immundetektion bestimmt.  

Zusammenfassend deuten die Befunde dieser Arbeit darauf hin, dass Osteoklasten auf 

diesen verschiedenen Biokeramiken zur Differenzierung und Resorption in vitro befähigt 

waren. Einen negativen Einfluss auf die Osteoklastogenese scheint HA zu haben, denn es 

hat keine, beziehungsweise eine schlechtere Differenzierung und Resorption von 

Osteoklasten auf den Keramiken mit HA stattgefunden. Je niedriger der Anteil an HA war, 

desto größer war die Fähigkeit von Osteoklasten-Vorläufern zu reifen Osteoklasten zu 

differenzieren und die Biokeramiken zu resorbieren.  
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6 Abstract 
Bone defects are frequently treated with autogenous bone grafting. However, the 

transplantation of bone substitute materials is becoming increasingly important. 

Consequently, many different bone substitutes have been developed in recent decades. 

A question came up in the understanding of bone regeneration. It was reported that 

osteoclasts, in addition to resorbing bone, can potentially contribute to bone formation by 

stimulating osteoblast function through the production of clastokines. The question how this 

communication system exactly works in bone remodeling and in combination with biomaterials 

is still unclear. To investigate the osteoanabolic activity of selected clastokines on synthetic 

calcium phosphate ceramics, I first investigated whether osteoclasts can be cultivated on 

these bioceramics. 

Therefore, osteoclastogenesis was tested on bioceramics with different chemical composition 

in vitro. The various bioceramic discs consisted of hydroxyapatite (HA), β-tricalcium 

phosphate (β-TCP) and mixtures of the two components in the ratio 20/80 HA/β-TCP and 

60/40 HA/β-TCP. The differentiation of bone marrow cells into resorbing osteoclasts on 

bioceramics surfaces was initiated with M-CSF and RANKL. Bovine bone was used as a 

comparison. Several factors have been used to prove osteoclast differentiation on the 

bioceramics. The differentiation behavior was detected by TRAP-staining and a TRAP-activity 

measurement in the cell culture supernatants. The resorption activity was determined by 

detection of the enzyme cathepsin K using Western blotting and immunodetection. 

In summary, the findings suggest that osteoclasts were capable to differentiate and show 

resorptive activity on these various bioceramics tested in vitro. HA alone seemed to have a 

negative impact on osteoclastogenesis as no differentiation or resorption of osteoclasts has 

occurred. The lower the amount of HA in the bioceramic, the higher was the ability of 

osteoclast precursors to differentiate into mature osteoclasts and to resorb the bioceramics.  
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10  Anhang 
“Tukey's multiple comparisons test” Signifikant Ergebnis 

B vs. TC Ja * 

B vs. HA Ja *** 

B vs. β-TCP Ja **** 

B vs. 20/80 Ja **** 

B vs. 60/40 Ja **** 

TC vs. HA Ja * 

TC vs. β-TCP Ja **** 

TC vs. 20/80 Ja **** 

TC vs. 60/40 Ja **** 

HA vs. β-TCP Ja **** 

HA vs. 20/80 Ja **** 

HA vs. 60/40 Ja **** 

β-TCP vs. 20/80 Ja ** 

β-TCP vs. 60/40 Nein ns 

20/80 vs. 60/40 Nein ns 

Tabelle 10 one way ANOVA Test, Signifikanz= <0,05, *= p Wert <0,01, **= p Wert <0,001, ***= p Wert <0,001, 
****= p Wert <0,0001, ns= nicht signifikant, TC: Gewebekulturplatte, B: Knochen, TCP: β-Tricalciumphosphat, HA: 
Hydroxylapatit, 60/40: 60 % HA & 40 % β-TCP, 20/80: 20 % HA & 80 % β-TCP  


