
6  Anhang Abbildungen 

6 Anhang 

6.1 Abbildungen 

Abb. 1:   Biodegradierbares Polymervlies  
(Ethisorb 210®, Ethicon®, Norderstedt, Deutschland), Kopolyester aus 90% Glykolat 

und 10% Laktat (PGA-PLLA), Rasterelektronenmikroskopie (REM)  

a Chaotisch angeordnete Polymerfasern [— 1 mm] 

b Polydioxanon-Klebestellen ( ) für den dreidimensionalen Zusammenhalt der 

Vliesfasern [— 100 µm] 
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 2:   Natürliches Trägermaterial Biocoral®  
(Kalziumkarbonat der Kristallstruktur Aragonit, Korallenart Porites)  

a Makroporosität ( ).  REM [— 250 µm]  

b Mikroporosität ( ), Bruchstelle des Aragonits (X).  REM [— 50 µm] 

c Ausschnittsvergrößerung von b.  REM [— 1 µm] 

 

80 

 
 
Abb. 3:   Synthetisches Trägermaterial Kalzit 
(Kalziumkarbonat der Kristallstruktur Kalzit), Rasterelektronenmikroskopie (REM)  

a Oberflächenstruktur von Kalzit.  REM [— 10 µm] 

b Oberflächenstruktur von Kalzit.  REM [— 1 µm] 
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 4:  Implantatherstellung – Zemente als abbindende Trägermaterialien 
a Gussformen für die Implantatherstellung aus abbindenden Trägermaterialien  

b Implantatherstellung: abbindende Trägermaterialien beim Aushärten (37 °C) in 

der Gussform nach Aufbringen und Einwalken der Polymervliese 
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Abb. 5:   Kalziumphosphatzemente als abbindende Trägermaterialien 
a Aufsicht auf fertiges Implantat vor der Zellbeimpfung.  Polymervlies auf Kalzium-

phospatzement II [— 5 mm]  

b Inkorporierung der Vliesfasern in Kalziumphosphat II.  Eindringtiefe vermessen 

(1,223 mm). Sägeschnitt. 28 d Alzian / PAS Färbung [— 250 µm] 
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 6:   Chondrozyten – Gewinnung / Isolierung / Vermehrung 
a Gewinnung von hyalinem bovinen Knorpel unter sterilen Bedingungen. 

b Die abgeschälten und zerkleinerten Knorpelstücke werden mit Hilfe eines Enzym-

cocktails in Spinnerflaschen verdaut.  

c Milchige Suspension nach der Verdauung: Isolierte chondrozytäre Zellen und Ma-

trixbestandteile.  

d Dedifferenzierung der Chondrozyten in fibroblastenähnliche Zellen während der 

Zellvermehrung in Monolayer.  Die Zellen sind lang gestreckt und adherieren an 

der Innenseite der Kulturflasche.  Phasenkontrast-Mikroskopie [— 25 µm]  
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 7:   Herstellung der Implantate (Kalziumkarbonate) 
a Das PGA-PLLA Polymervlies wird mit einer Fibrinogen-Zellsuspension beimpft. 

b Nach Aufbringen des beimpften Polymervlieses auf die Kalziumkarbonatträger 

wurden diese Zellen mit Hilfe einer Thrombinlösung dreidimensional im Vlies fi-

xiert.  Gleichzeitig wurde durch das Auspolymerisieren des Fibrins das Vlies auf 

dem Trägermaterial fixiert. 

c Das Implantat wird anschließend in Perfusionskultur gebracht. 
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Abb. 8:   Mediumversorgung (Biocoral®-Zylinder) 
Die Biocoral®-Zylinder (B) wurden vor der Perfusionskultur in ein passgenaues Glas-

röhrchen ( ) eingebracht.  Das Glasröhrchen wurde liegend in die Kulturkammern 

eingebracht.  Die Mediumversorgung der Zellen im Polymervlies (P) erfolgte so nur 

von der Stirnseite bzw. von der Basis des Implantates per diffusionem.  
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 9:   Implantatherstellung – Zemente als abbindende Trägermaterialien  
a Das PGA-PLLA Polymervlies wird während der Abbindezeit auf das Trägermate-

rial aufgebracht.  Die Fasern werden dabei durch Aufdrücken und Einwalken in 

das jeweilige Trägermaterial inkorporiert. 

b Das Polymervlies wird nach Aushärtung mit einer Zell-Fibrinogen-Suspension 

beimpft.  Die Zellen werden mit Hilfe einer Thrombinlösung in ihrer dreidimensio-

nalen Anordnung fixiert, und das Implantat umkapselt. 

c Das Implantat wird anschließend in Perfusionskultur gebracht. 
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Abb. 10:   Perfusionskultur  
a Fertiges Implantat nach Beimpfung mit Zellen  

b Minuthkammer für die Perfusionskultur mit Mediumzu- und -ablauf 
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 11:   Perfusionskultur 
a Minuthkammer.  Der Innenraum wird über eine Rollenpumpe kontinuierlich mit 

Medium versorgt.  Die Kammer lässt sich steril verschließen und wird während 

der Perfusionskultur auf einer Heizplatte bei 37 °C gehalten.  Raum für zu kultivie-

rende Gewebe (A), Deckel mit Abdichtung (B), Mediumablauf (C), Mediumzulauf 

(D), Spannbügelverschluss (E). 

b Geschlossenes System für die Perfusionskultur.  Die Belüftung erfolgt über zwei 

Sterilfilter an Vorrats- und Auffangflasche. Der Mediumtransport wird durch eine 

Kassetten-Rollenpumpe ermöglicht.  Kassette ( ), die in die Rollenpumpe einge-

spannt wird.  
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 12:   Herstellung poröser Trägermaterialien  
Durch das Einbringen von Zuckern und Salzen (I) und dem anschließenden Auswa-

schen dieser Substanzen nach Abbinden von Kalziumsulfat (Gips) und Trikalzi-

umphosphat (TCP) konnten durch Modulation von Körnung und Volumenanteil Poro-

sitäten (II) hergestellt werden, wobei sich keine streng interkonnektierenden Poren 

bildeten.  Zum Teil verblieben Reste der Platzhalter (Zucker und Salze) im Implantat.  

Eine Stabilität des Interfaces zwischen Trägermaterial und Polymervlies konnte nach 

den Auswaschvorgängen nicht erreicht werden ( ).  Kontrolle (K) ohne Einbringung 

von Platzhaltern. 
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 13:   Interfacebetrachtung der Kalziumkarbonate im Randbereich 
Polydioxanonklebepunkte (P). 
a das Polymervlies-Fibrin-Zellkonstrukt (V) hebt sich an einigen Stellen im Rand-

bereich ( ) vollständig von der glatten Oberfläche des Trägermaterials Kalzit (K).  

Eine Abhängigkeit von der Kulturzeit konnte nicht festgestellt werden.  Die Be-

schaffenheit der Polymervliese, die Unregelmäßigkeit durch ihre Chaosstruktur 

und ihre herstellungsbedingte Randform scheinen dabei eine Rolle zu spielen.  

42d in Perfusionskultur.  Giemsa [— 500 µm] 

b Im Randbereich scheint keine Abhebung des Polymervlies-Fibrin-Zellkonstruktes 

vom Trägermaterial aufzutreten.  Eindringtiefe ( ) der Fibrin-Zellsuspension in 

das poröse Biocoral. Metachromatisch angefärbte Zellhöfe ( ) als Nachweis für 

die Matrixproduktion der Zellen innerhalb der Poren des Trägermaterials.  Trä-

germaterial Aragonit (A), 10 d in Perfusionskultur.  Von Kossa / Paragon  

[— 500 µm] 
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 14: Interface zwischen Kalziumphosphatzement II (Norian SRS®) und  
Polymervliesfasern 

Einzelne Vliesfasern, zum Teil in Bündeln und Schlaufen, sind fest in dem ausge-

härteten Trägermaterial (T) verankert ( ).  Neben der Unregelmäßigkeit der Oberflä-

che fallen Mikroporen bis zu einer Größe von ca. 2 µm auf, eine Vergrößerung der 

späteren Kontaktfläche zur Fibrinzellsuspension im Vergleich zu einem glatten Inter-

face ist gegeben.  REM [— 50 µm] 
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 15:   Vitalität boviner chondrozytärer Zellen im Trypanblau-Vitalitätstest 
Die größte Standardabweichung ergibt sich im Primärverdau.  Bei einer durchschnitt-

lichen Vitalität von 85 % lag die Vitalität in einem Fall unter 70 %.  Vermutlich kann 

die Zeit zwischen Gelenkentnahme (Schlachtung) und Einleitung der Knorpelisolation 

verantwortlich gemacht werden.  Die Behandlung der Gelenkoberfläche mit 70 % 

Ethanol zur Minimierung von möglichen Kulturkontaminationen führt ebenfalls zu ei-

ner Abnahme der Vitalität von Zellen, die aus der oberflächlichen Schicht stammen.  

Die im Sekundärverdau aus tieferen Schichten stammenden Zellen hingegen waren 

einer geringeren Dosis des toxisch wirkenden Ethanols ausgesetzt und weisen dem-

nach eine prozentual höhere Vitalität auf. Zwischen den Passagen ergab sich kein 

nennenswerter Vitalitätsunterschied.  Es wurden 12 Ansätze verfolgt (n = 12). 
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 16:   Auslaugungsphänomene der Implantate (Kalziumphosphatzemente) 
42 d  Perfusionskultur nach Einbettung in PMMA. Transversalschnitte durch die Im-

plantate.  PGA-PLLA Polymervliese auf dem Trägermaterial [— 1 mm]. 

a Kalziumphosphatträger II (Norian SRS®): Auslaugungsphänomene im Randbe-

reich sind geringer ausgeprägt als im Interfacebereich. Inkorporierung einzelner 

Fasern bis in die Tiefe ( ). Im oberen Drittel zeigt sich die stärkste Materialver-

änderung, was für den chemischen Einfluss von Polymervlies und Zellsuspension 

spricht. 

b Kalziumphosphatträger I (Biobon®): Auslaugungsphänomene an sämtlichen mit 

Medium in Berührung kommenden Oberflächen lassen sich deutlicher abgrenzen 

als in a) ( ). Im Vergleich zu dem Kalziumphosphatträger II stellt sich das Mate-

rial im Anschnitt als grobkörniger dar.  Die Auslaugungserscheinungen im Bereich 

des Interfaces entsprechen ihrer Morphologie nach denen im Randbereich. 
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 17:   Kalziumkarbonat (Kalzit)  
Bovine chondrozytäre Zellen in PGA-PLLA-Vliesen auf dem Trägermaterial.  

a 14 d in Perfusionskultur. An der Oberfläche des Trägermaterials (T) adherieren 

chondrozytäre Zellen ( ), die wie auch nicht adherierende Zellen von metachro-

matisch anfärbbarer Matrix umgeben sind.  Die Polymervliesfasern (V) liegen im 

Bereich des Interfaces in unmittelbarer Nähe des Kalziumkarbonatträgers (T).  

Sägeschnitt. Von Kossa / Paragon [— 25 µm].  

b 42 d in Perfusionskultur.  Die Knorpelphase liegt dem Trägermaterial direkt auf. 

Giemsa [— 500 µm].  

c Ausschnittsvergrößerung aus b. Zellen liegen überwiegend gleichmäßig verteilt in 

der knorpeligen Phase des Präparates.  Neben den klar abgrenzbaren Polydioxa-

non-Klebestellen (P) und den darin liegenden Polymerfasern sind freiliegende Fa-

sern nach wie vor nachweisbar ( ).  [— 100 µm].  
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 18:   Kalziumkarbonat (Aragonit)  
Bovine chondrozytäre Zellen auf dem Trägermaterial.  7d in Perfusionskultur. Von 

Kossa / Paragon [— 25 µm]. 

a Zellen liegen gleichmäßig verteilt in Resten des Fibrins ( ).  Einige adherieren an 

der Oberfläche des Kalziumkarbonatträgers (T) der Kristallstruktur Aragonit.  Die 

inhomogene Anfärbung des Trägers lässt auf eine unterschiedliche Repräzipita-

tion im Bereich der Poren schließen (s. Material & Methoden). 

b Auslaugungsphänomene an der Oberfläche des Aragonits.  Kristalline Strukturen 

werden durch die Färbung (von Kossa) sichtbar ( ).  
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 19:   Kalziumkarbonat (Aragonit)  
Bovine chondrozytäre Zellen auf dem Trägermaterial.  

a 14d in Perfusionskultur. Zellen liegen gleichmäßig verteilt.  Es hat noch keine 

nennenswerte Matrixsynthese stattgefunden.  Reste des Fibrins sind zwischen 

den Zellen zu erkennen. Von Kossa / Paragon [— 25 µm].  

b 28d in Perfusionskultur. Kalziumkarbonatträger (T) und Polymer-Vliesstrukturen. 

Deutlich heben sich die schwarz imponierenden Polydioxanon-Klebestellen (P) in 

unmittelbarer Nähe der einzelnen Fasern ( ) ab. Sowohl an der Oberfläche des 

Aragonits als auch zwischen den Polymerfasern produzieren z.T. in Klustern lie-

gende chondrozytäre Zellen Matrix.  Von Kossa / Paragon [— 25 µm].  
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 20:   Matrixsynthese (Kalziumphosphatzement I )  
Bovine chondrozytäre Zellen in PGA-PLLA Polymervlies auf Kalziumphosphatzement 

I (Biobon®) nach 21d Perfusionskultur.  Giemsa. 

a Bündel von aneinander liegenden Polymervliesfasern (V), Trägermaterial Kal-

ziumphosphatzement I (T).  Inkorporierung von einem Bündel Fasern im Träger-

material ( ).  [— 100 µm] 

b Runde bis ovale Zellmorphologie der chondrozytären Zellen spricht für die 

Redifferenzierung in dieser dreidimensionalen Kultur.  Metachromatische Zellhöfe 

( ) sprechen für fortgeschrittene Matrixproduktion und Vitalität der Zellen.   

[— 50 µm]  
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 21:   Matrixsynthese (Kalziumphosphatzement II). 
a Die hier längsangeschnittenen PGA-PLLA Polymervliesfasern (V) sind im Trä-

germaterial KPZ II (T) verankert.  Zwischen den einzelnen Vliesfasern liegen Zel-

len, die von metachromatisch anfärbbaren Höfen umgeben sind.  Zum Teil kon-

fluieren diese Höfe. 28 d Perfusionskultur.  Von Kossa / Paragon [— 50 µm] 

b Klebepunkte (P) für den Zusammenhalt der Vliesfasern aus Polydioxanon.  28d 

Perfusionskultur.  Von Kossa / Paragon [— 50 µm] 

c Zellverträglichkeit  des Kalziumphosphatzements II (Norian SRS®): Vitale bovine 

chondrozytäre Zellen produzieren metachromatisch anfärbbare Matrix in einer 

Pore.  Die Pore befindet sich an einer Seitenfläche des Implantates und ist  ver-

mutlich während der Gussphase entstanden.  42 d Perfusionskultur.  Giemsa  

[— 25 µm] 

d Oberfläche der knorpeligen Phase: fibroblastenähnliche chondrozytäre Zellen an 

der Oberfläche des Transplantates.  Die Ähnlichkeit zu perichondralen Zellen na-

tiven Knorpels ist auffällig.  Trägermaterial KPZ II. 14 d Perfusionskultur.  Alzian / 

PAS [— 50 µm] 
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 22:   Interface (Kalziumsulfat / TCP )  
Bovine chondrozytäre Zellen in PGA-PLLA Polymervlies auf Kalziumsulfat / TCP 

nach 7 d Perfusionskultur.  PGA-PLLA Polymervlies auf dem Trägermaterial.  Bündel 

von aneinander liegenden Polymervliesfasern (V), Trägermaterial Kalziumsulfat / 

TCP (T).  Zum Teil gruppieren sich die bovinen chondrozytären Zellen zu Zellnestern 

( ).  Die vitalen Zellen sind bereits nach 7 d von einem dünnen metachromatisch 

anfärbbaren Hof umgeben.  Giemsa [— 50 µm] 
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 23:   Interface (Kalziumphosphatzement I)  
Spaltbildung im Bereich des Interfaces. Unterschiedliche Anfärbung der Partikel.  Bo-

vine chondrozytäre Zellen in PGA-PLLA Polymervlies auf Kalziumphosphatzement I 

(Biobon®) nach 21 d Perfusionskultur.  Alzian / PAS 

a Ein in sich inhomogener, aus Polymervliesfasern und einzelnen Bruchstücken 

des Trägermaterials bestehender oberer Anteil löst sich vom Rest des Materials.  

[— 1000 µm] 

b Spaltbildung (S) im Bereich der tiefliegenden Polymervliesfasern.  Die Größe des 

Abstandes ist vermutlich als Artefakt zu deuten und auf die histologische Aufar-

beitung zurückzuführen.  Typisch dreischichtige Darstellung (I-III) der Auslau-

gungserscheinung bei KPZ im gesamten Randbereich (auch Interface).   

[— 500 µm] 

c Ausschnittsvergrößerung von b: Polymervliesfasern (V) in unmittelbarer Umge-

bung des Trägermaterials KPZ I (T).  Das Material wirkt aufgelockert und es findet 

sich eine zirkumferente Spaltbildung um die Faserbündel ( ), was auf eine 

schnellere Degradation der Fasern bei erhöhter Penetration des Mediums (grob-

körnigere Struktur als KPZ II) zurückgeführt werden kann.  [— 100 µm] 
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 24:   Interface Kalziumphosphatzement (KPZ) II  
Bovine chondrozytäre Zellen in PGA-PLLA Polymervlies auf KPZ II (Norian SRS®) 

Eine Spaltbildung im Bereich des Interfaces tritt nicht auf.  

a PGA-PLLA Polymervliesfasern ( ) finden sich in diesem Präparat bis zu einer 

Tiefe von 1223 µm im Trägermaterial verankert.  Der KPZ II wirkt nach 28 d Per-

fusionskultur weiterhin solide.  Auflockerungserscheinungen, die zu einer Insuffi-

zienz des Interfaces führen, sind nicht zu beobachten.  Alzian / PAS  

[— 500 µm] 

b Polymervliesfasern (V) in unmittelbarer Umgebung des Trägermaterials KPZ II 

(T).  Das Material liegt den Faserbündeln direkt an. Es findet sich kein Material-

bruch entlang der Vliesfasern.  28 d Perfusionskultur.  Von Kossa / Paragon  

[— 50 µm] 
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 25:   Kalziumphosphatzement II, TEM 
a Bovine chondrozytäre Zellen im Interface nach 28 d  Perfusionskultur. Zellen lie-

gen nebeneinander in der von ihnen produzierten Matrix ( ).  Matrixbestandteile 

liegen dem kristallinen Trägermaterial Norian SRS® (T) direkt auf.  Anteile des 

Trägermaterials sind durch das Schneiden herausgebrochen (X).  [— 5 µm] 

b Produzierte Matrixbestandteile in stärkerer Vergrößerung.  Neben lang gezoge-

nen Fibrillen finden sich bis zu 1 µm lange nadelförmige elektronendichte Struktu-

ren in der produzierten Matrix.  Vereinzelt werden rundliche Strukturen beobach-

tet, die ihrer Größe nach am ehesten Proteoglykangranula (elektronenoptisch 

dicht und schwarz)  ( ) zuzuordnen sind.  Eine für Kollagenfibrillen typische 

Querstreifung konnte nicht beobachtet werden.  Bei den nadel- bzw. fadenförmi-

gen Strukturen handelt es sich aller Wahrscheinlichkeit nach um Hyaluronsäure-

moleküle.  [— 1 µm] 
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 26:   Oberfläche der Knorpelphase (REM)  
Oberfläche des mit bovinen chondrozytären Zellen beimpften PGA-PLLA Polymer-

vlieses nach 7 d Perfusionskultur.  Zellen zeichnen sich als halbkugelige Formatio-

nen an der Oberfläche ab, ein Schrumpfungsartefakt als Folge der Entwässerung.  

Sie liegen gleichmäßig verteilt in der sie umgebenden Matrix, die nach 7 d Perfusi-

onskultur aus Anteilen von Fibrin und bereits von den Zellen produzierten Matrixbe-

standteilen besteht.  Einzelne Vliesfasern imponieren als lang gestreckte Erhaben-

heiten ( ) an der Implantatoberfläche.  REM [— 25 µm] 
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 27: Aufgebrochenes Interface zwischen Polymervlies und Trägermate-
rial KPZ I (REM)  

Die Polymervliesfasern (V), zum Teil in Bündeln liegend, ragen aus dem Trägermate-

rial (T) heraus.  Chondrozytäre Zellen ( ) und von Ihnen produzierte fibrillär imponie-

rende Matrix  bzw. Reste des Fibrins liegen auf und zwischen Vliesfasern und Trä-

germaterial KPZ I nach 7 d Perfusionskultur.  REM [— 25µm] 
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 28:   Kristallradiographische Analyse der Ausgangsmaterialien1  

I. Kalziumphosphatzement II (Norian SRS®): In der kristallradio-graphischen Ana-

lyse konnte neben Trikalziumphosphat (TCP) [Ca3(PO4)2] als Hauptbestandteil 

auch Kalziumpyrophosphat [Ca2P2O7] nachgewiesen werden. 

II. Kalziumphosphat I (Biobon®): Kristallradiographisch handelt es sich bei dem 

Ausgangsmaterial um reinen Brushit [CaPO3(OH) · 2H2O].  

III. Kalziumkarbonat Aragonit (Biocoral®): Kristallradiographisch handelt es sich um 

reinen Kalziumkarbonat [CaCO3]. 
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1 Bei KPZ I und II wurde jeweils der nichtabgebundene Zement untersucht. 
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 29:   Kristallradiographische Analyse im Verlauf   
Kalziumphosphatzement I (Biobon®) wurde nach Angaben des Herstellers gemischt 

und bei 37 °C in feuchtem Milieu in Gussformen abgebunden.  

I. Beim Ausgangsmaterial (ungebundener Zement) handelt es sich nach 

kristallradiographischer Analyse zu 100% um Brushit [CaPO3(OH) · 2H2O]. 

II. Nach Aushärten des Zementes und Lagerung über 24 Stunden im Schüttelbad in 

Simulated Body Fluid (SBF) bei 37 °C lässt sich neben dem Hauptbestandteil 

Hydroxylapatit (HA) [Ca5(PO4)3OH] auch Trikalziumphosphat (TCP) [Ca3(PO4)2] 

nachweisen. 

III. Nach 28 d im Schüttelbad in SBF bei 37 °C handelt es sich kristallradiographisch 

um reines HA [Ca5(PO4)3OH]. 
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6  Anhang Abbildungen 

Abb. 30:  Wasserstoffionenkonzentration der verbrauchten Medien: Vergleich 
der beiden Kalziumphosphatzemente 

Bei der Entnahme der kultivierten Biphasen nach 7, 14, 28 und 42 d wurde das ver-

brauchte Medium aus der Ableitung auf seinen pH-Wert hin untersucht.  Während 

das verbrauchte Medium der Präparate aus KPZ I nach 28 Tagen zum Teil einen  

pH > 8 aufwies,  blieb der pH bei KPZ II deutlich darunter und pendelte um pH 7,7.  

In jedem Falle kommt es bei beiden Materialien zu Verschiebungen des pH in den 

basischen Bereich.  n=24 
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6  Anhang Tabellen 

6.2 Tabellen 

Tabelle 1 

Abmessungen der verwendeten Polymervliese auf den verschiedenen knochen-

degradablen Trägermaterialien.  Wegen der Inkorporierung von Polymerfasern bzw. 

von Teilen des Vlieses, wurde bei den abbindenden Materialien ein geringfügig stär-

keres Vlies verwendet, um eine den Kalziumkarbonaten vergleichbar dicke Knorpel-

schicht zu erhalten.  Die Form der Vliese ergibt sich aus den entsprechenden darun-

ter liegenden Trägermaterialformen (Zylinder oder Quader).  Die unterschiedliche 

Form des Aragonits ist herstellerbedingt.  Durchmesser (Ø), Höhe (h) 

Zemente  Aragonit Kalzit 
(abbindende Materialien) 

Abmessung 
der Vliese [mm] 

Ø = 4;  h = 2 10 x 10 x 2 10 x 10 x 3 

Form der Vliese Zylinder Quader Quader 
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Tabelle 2 

Fibrinkleber 

a) Fertigspritze mit 0,5 ml Kleberproteinlösung 

Humanplasmaproteinfraktion 40-60 mg 

Fibrinogen 35-55 mg 

Blutgerinnungsfaktor XIII 5-25 E2

Plasmafibronectin 1-4,5 mg 

Plasminogen 0,01-0,04 mg 

Aprotinin (bovin) 1500 KIE3

Hilfsstoffe: Natriumcitrat, Natriumchlorid, Glycin, Human Albumin, Heparin, Triton, 

Creatin, Wasser für Injektionszwecke 

 

b) Fertigspritze mit 0,5 ml Thrombinlösung 

Thrombin (human) 250 I.E.4

Kalziumchlorid · 2H2O 2,94 mg 

Hilfsstoffe: Natriumchlorid, Glycin, Wasser für Injektionszwecke 

 

                                            
2  Eine Einheit (E) Blutgerinnungsfaktor XIII entspricht derjenigen Aktivität, die in 1ml frischem 

Normalplasma enthalten ist. 
3  30 Kallidinogenase-Inaktivator-Einheiten (KIE) entsprechen 1 Trypsin-Inhibitor-Einheit (FIP-E) 
4  Eine Internationale Einheit (I.E.) Thrombin wird definiert als jene Aktivität, die in 0,0853 mg des 1. 

Internationalen Standards von humanen Thrombin enthalten ist. 
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Tabelle 3 

Medienzusammensetzung  

Nährmedium I 

RPMI 1640 Medium Zusätze: 

mit L-Glutamin 100 units/ml Penicillin G 

 100 µg/ml Streptomycin 

 10 % Fetales Kälberserum (FCS) 

 

Nährmedium II 

Ham’s F12 bzw. Dulbecco´s MEM Zusätze: 

mit L-Glutamin 100 units/ml Penicillin G 

 100 µg/ml Streptomycin 

 284 mM Ascorbinsäure  

 
15 mM HEPES (Hydroxyäthylpiperazin- 

äthansulfonsäure) 

 5 % Fetales Kälberserum  
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Tabelle 4 

a) Zusammensetzung des korallinen Materials in Gewichtsprozenten.  

Bestandteil Gewichtsanteil [%] 

Kalziumkarbonat >97 

Spurenelemente 0,5-1 

Aminosäuren 0,07± 0,02 

Wasser <0,5 

 

b) Zusammensetzung der Spurenelemente des korallinen Materials in Gewichtspro-

zenten [229]. 

Spurenelement Gewichtsanteil [%] 

Ca >38 

P <0,05 

Na <1 

K <0,03 

Mg 0,05 bis 0,2 

Sr 0,05 bis 0,09 

F 0,05 bis 0,01 

Cu <0,001 

Zn <0,002 

Fe <0,003 

Pb <0,003 

Mn <0,0003 

Ni <0,0005 

Cr <0,0001 

Co <0,000005 
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Tabelle 5 

PMMA Einbettung 

1. Immersionsfixierung, 7 % Formaldehyd nach Lillie, pH 7,4 7 Tage 

2. Spülen in Leitungswasser Über Nacht 

3. Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe: 

70 %, 80 %, 90 %, 96 %, 2 x 100 % 

je 7 Tage 

4. Entfettung in Äther/Chloroform [1 : 2] 5 - 7 Tage 

5. Infiltration mit Äther-Chloroform/Methylmetacrylat (MMA) [1:1:1] 5 - 7 Tage 

6. Infiltrieren in MMA bei Raumtemperatur  5 - 7 Tage 

7. 2 x Infiltrieren in MMA [frische Lösung] bei 4 °C 5 - 7 Tage 

8. Polymerisation: Einbringen der Biphasen in verschließbare Glas-

röhrchen und Auffüllung mit frischem MMA, so dass die Präpa-

rate allseitig von MMA umgeben sind. Anschließend Aushärtung 

im Wasserbad im Brutschrank bei 37 °C.  

3 - 4 Tage 

 

Tabelle 6 

Giemsa Färbung 

1. 25 ml Giemsa Lösung + 25 ml Sörensen-Phosphatpuffer für 5 Minuten 

2. Filtern des Giemsa-Lösung / Sörensen-Phosphatpuffer Gemisches  

(Filter: Schleicher & Schnell; Typ 595½; Ø 125 mm) 

3. Schnitte für 30-40 min. unter lichtmikroskopischer Kontrolle in die durchgefilterte 

Lösung geben 

4. Kurze Abspülung (Gemisch: Aqua dest. und Sörensen-Phosphatpuffer)  

5. trocken reiben 
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Tabelle 7 

Alzian / PAS Färbung 

1. in Aqua dest. spülen  

2. 50 ml Alzianblaulösung  30-60 min. 

3. in Aqua dest. spülen  

4. in 70 % Ethanol spülen  

5. Perjodsäure  10 min. 

6. in 70 % Ethanol spülen  

7. in Aqua dest. spülen  

8. Schiffs Reagenz  5 min. 

9. in Leitungswasser spülen  

10. Hämalaun  3-5 min. 

11. in Leitungswasser spülen  

 

Tabelle 8 

von Kossa / Paragon 

1. kurze Spülung in Aqua dest. 

2. 5 % Silbernitratlösung 10-15 min.

3. 3 x Aqua dest. je 5 min.

4. Soda Formol Lösung 3-5 min.

5. Leitungswasser [fließend] 10 min.

6. Natrium-Thiosulfat, 5 %ig 5 min.

7. Leitungswasser [fließend] 10 min.

8. Paragon*-Lösung, 60 °C, zur Weichgewebsgegenfärbung  20-30 min.

9. Kurz abspülen unter fließendem Leitungswasser 

10. trocken reiben  

*Gemisch aus Toluidinblau und Fuchsin 
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Tabelle 9 

Aufarbeitung - Transmissionselektronenmikroskopie 

1. Entnahme aus der Kulturkammer 

2. Fixierung: 4 % Glutaraldehyd in 0,1 M Cacodylatpuffer, 4 °C 30 min.

3. Spülen in 0,1 M Cacodylatpuffer, 3 mal je 5-15 min.

4. Nachfixierung mit 1 % OsO4 in 0,1 M Cacodylatpuffer 60-90 min.

5. Spülen in 0,1 M Cacodylatpuffer, 3 mal 5-15 min.

6. Entwässern: Aufsteigende Alkoholreihe mit unvergälltem Etha-
nol: 70 %, 80 %, 90 %, 96 % und 2 x 100 % 

je 15-30 min.

7. Propylenoxid (PO) 2 x 15 min.

8. Infiltrieren 

a) 3 Teile PO + 1 Teil Epon 

b) 1 Teil PO + 1 Teil Epon 

c) 1 Teil PO + 3 Teile Epon 

30-60 min.

30-60 min.

10-12 h

9. Zwei mal Epon pur je 1-2 h

10. Einbetten in Silikonformen 

11. Aushärten im Exsikkator bei 70 °C und 600 - 800 mbar 1-3 Tage

 

Tabelle 10 

Aufarbeitung – Rasterelektronenmikroskopie 

1. Entnahme aus der Kulturkammer 

2. Fixierung (4 % Glutaraldehyd in 0,1 M Cacodylatpuffer, 4 °C) 2 h

3. Spülen mit 0,1 M Cacodylatpuffer, 3 mal je 5-15 min.

4. Entwässern: Aufsteigende Alkoholreihe mit unvergälltem Ethanol: 
30 %, 50 %, 70 %, 80 %, 90 %, 96 % und 2 x 100 % 

je 20-30 
min.

5. Hexamethyldisilazan (HMDS); (Sigma Nr. H 4875) 2 x 60 min.

6. Lufttrocknung 2-10 h

7. Ausgasen im Exsikkator ca. 24 h

8. Montieren auf Aluminiumteller mit Leitsilber (G.C. Electronics, 

Rockford, Illinois, USA) 
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Tabelle 11  

Reagenzien 

Formaldehydkonzentrat (37 - 40 %) 100 ml

Aqua dest.  900 ml

Na2PO4 x H2O  4 g

Formaldehydlösung 
nach Lillie 
 

pH 7,4 
Aufbewahrung: 4 °C Na2HPO4 (wasserfrei) 6,5 g

Methylmetacrylat (Merck® 800590) 900 ml

Phthalsäuredibutylester (Merck®  800919) 90 mlMethylmetacrylat 
nach Hindringer (1l) 

α-α-azo-iso-butyronitril (Merck® 12431)  
(Merck® -Schuchardt; Hohenbrunn) 

15 g

Azur-Eosin-Methylenblaulösung 
(Merck® , Darmstadt, Deutschland) 

25 ml
Giemsa Lösung   

Sörensen-Phosphatpuffer 25 ml

Na2HPO4 x H2O 97,15 g

KH2PO4 16,53 g

Sörensen-Phosphat-
puffer  
 
pH 7,4 
Aufbewahrung bei 4 ° C Salzeinwage in 5 l Aqua dest. Lösen 

Na-Karbonat (Merck®) 2,5 g

Aqua dest. 37,5 mlSoda-Formol Lösung 

Formaldehyd, 37 %ig, ungepuffert 12,5 ml

Säurefuchsin 
(Chroma: 1B525; Köng/N, Deutschland) 

2 g

Aqua dest. 100 mlSäurefuchsin 2 %ig 

Eisessig 1 ml

De Pex® Polysterol mit Weichmacher in Xylol 
(Serva; Heidelberg, Deutschland) 

Toluidinblau O (Merck® 1273) 0,8 g

basisches Fuchsin (Merck® 15973) 0,2 gParagon-Lösung 

30 % Ethanol (wässrig) bei 60° C  100 ml

Natriumthiosulfat-pen-
tahydrat 

Na2S2O3 x 5 H2O 
(Merck® 6516) 

Cacodylatpuffer 
0,2 M, pH = 7, 2 
Aufbewahrung bei 4 °C 

Cacodylsäure Natriumsalz x 3H2O (Merck®  
820670) 
pH einstellen und auf 500 ml auffüllen,  

21,4 g
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Osmiumtetroxid (Sigma 05500) 1 g

Aqua dest. 24 ml1 % Osmiumtetroxid 
(OsO4) 

Cacodylatpuffer 0,1 M, pH 7,2 72 ml

Propylenoxid Propylenoxid (Merck®  12429) 

Glycid Äther 100 (Serva 21045) 62 ml
Epon Stammlösung I 

Dodecenylbernsteinsäureanhydrid 
(Serva 29452) 

100 ml

Glycid Äther 100 (Serva 21045) 100 ml
Epon Stammlösung II 

Methylnadic-Anhydrid (Serva 29452) 89 ml

Epon Stammlösung I 60 ml

Epon Stammlösung II 40 mlEpon 

DMP-30 (Serva 36975) 1,5 g

 

Tabelle 12 

Eigenschaften der biologisch relevanten Kalziumorthophosphate [128,129].  Die Lös-

lichkeit ist angegeben als Logarithmus des Ionenprodukts für die angegebene Formel 

(ohne Hydratwasser) mit Konzentrationen in molL-1. 

Ca:P-
Ver-

hältnis 

Verbindung Formel Lösl. bei 
25 °C 

[-log(Ksp)] 

Lösl. bei 
37 °C 

[-log(Ksp)] 

pH-Stabilitäts-
bereich 

(in H2O bei  
25 °C) 

1,0 
Dikalziumphosphat-

Dihydrat 
(DCPD, Brushit) 

CaHPO4 ⋅ 
2H2O 

6,59 6,63 2,0-6,0 

1,5 
α-

Trikalziumphosphat 
(α-TCP) 

Ca3(PO4)2 25,5 25,5 

Verbindungen 
können nicht 
aus wässriger 
Lösung gefällt 

werden 

1,5 
β-

Trikalziumphosphat 
(β-TCP) 

Ca3(PO4)2 28,9 29,5 

Verbindungen 
können nicht 
aus wässriger 
Lösung gefällt 

werden 

1,67 Hydroxylapatit (HA) Ca10(PO4)6
(OH)2

116,8 117,2 9,5 ± 12,0 
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