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1 Einleitung 

1.1 Einsatz von Membranen in der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie und 

Zahnmedizin 

Verschiedene Membranen werden bereits seit den 1980er Jahren in der Mund-, Kiefer- und 

Gesichtschirurgie und Zahnmedizin im operativen Bereich zur Versorgung knöcherner Defekte 

verwandt [1]. Membranen besitzen die Fähigkeit, Räume zu trennen sowie den Durchtritt 

bestimmter Stoffe zu filtern [2].  

Guided Tissue Regeneration (GTR) und Guided Bone Regeneration (GBR) sind Verfahren, 

welche sich dies zunutze machen, indem mithilfe einer Membran ein schnelles Einwachsen 

von Bindegewebszellen, sogenannter Fibroblasten, in knöcherne Defekte verhindert wird. 

Somit ermöglichen sie die ungestörte Regeneration von Knochen (GBR) bzw. das 

Reattachment des parodontalen Ligaments (GTR) [1,3]. Diese durch eine Membran ausgeübte 

Schutzfunktion ist erforderlich, da Knochenzellen, sogenannte Osteoblasten, vergleichsweise 

langsam Knochen regenerieren [4].  

GTR und GBR finden heutzutage vor allem bei der Versorgung knöcherner Defekte in der 

Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie und in der Parodontologie Anwendung [5]. 

In der Parodontologie können Membranen zur Deckung vertikaler Defekte oder freiliegender 

Furkationen herangezogen werden [1,6]. 

In der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie stellen Traumata, Tumor-Operationen, 

angeborene Fehlbildungen [7] sowie die Implantologie und Knochenaugmentationen eine 

mögliche Indikation für den Einsatz von Membranen dar [5].  

Auch das Gebiet der mukogingivalen Chirurgie profitiert von Membranen, welche bei der 

Deckung von Weichgewebsdefekten, wie Rezessionen, genutzt werden und eine Alternative 

zum freien Schleimhauttransplantat bilden [8]. 

 

1.1.1 Einsatz in der Implantologie und bei Knochenaugmentationen 

Bei Knochenaugmentation findet zumeist eine Kombination eines Knochenersatzmaterials 

(KEM) mit einer Membran statt. Ziel einer Knochenaugmentation ist es, einem Knochenverlust 

entgegenzuwirken bzw. Knochen neu aufzubauen, um anschließend zum Beispiel zu 

implantieren [9]. Es werden verschiedene Arten von Knochenaugmentationen unterschieden: 

Der Sinus Lift, die Socket Preservation sowie die horizontale und vertikale 

Kieferkammvergrößerung.  
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Beim Sinus Lift wird im Oberkiefer durch Anheben der Schneider’schen Membran und 

Einbringen eines Knochenersatzmaterials in die Kieferhöhle die Retentionshöhe für die 

Implantatintegration vergrößert [10]. Die Socket Preservation umfasst die operative 

Behandlung bzw. Versorgung von Extraktionsalveolen bei der Knochenersatzmaterial in 

Verbindung mit einer Membran eingebracht werden kann [11]. Alternativ kann auch nur eine 

Membran verwendet werden, die primär als eine Barriere für schnell einwachsende Zellen 

dient [12]. 

Gerade bei der Versorgung von critical size defects ist der Einsatz von Membranen essentiell 

[13]. Critical size defects beschreiben den geringstmöglichen Defekt, bei denen keine 

spontane Knochenheilung ohne Knochenersatzmaterial oder Membran zu erwarten ist [14]. 

Auch bei Patienten mit Periimplantitis ist die Verwendung von Membranen in Kombination mit 

einem Knochenersatzmaterial, vorzugsweise mit autologem Knochen [15], im Vergleich zu 

einem alleinigen KEM-Einsatz erfolgreicher [16,17]. 

Knochenaugmentationen und Implantatinsertionen können sowohl gleichzeitig als auch 

zweizeitig erfolgen. Beim zweizeitigen Verfahren findet zunächst die Knochenaugmentation 

statt und anschließend nach Ausheilung des Operationsgebietes, in einem zweiten Eingriff, 

die Implantatsetzung. Auch beim gleichzeitigen Verfahren mit direkter Implantatversorgung 

können Membranen als Barriere über dem Implantat positioniert werden und somit die 

Knochenregeneration in der Einheilphase unterstützen [18,19]. 

 

1.2 Anforderungen an Membranen  

Im Jahr 1993 skizzierte Scantlebury fünf essentielle Kriterien für das Design von GTR-

Membranen. Die Membranen sollten eine Barriere- und eine Platzhalterfunktion aufweisen, 

biokompatibel und benutzerfreundlich sein sowie die Gewebeintegration unterstützen [20]. 

Diese und weitere Kriterien haben bis heute Gültigkeit. 

Die Barrierefunktion beschreibt die primäre Aufgabe von Membranen, der Bildung einer 

Barriere zum Schutz vor schnell einwachsenden Fibroblasten [21]. Die Platzhalterfunktion soll 

verhindern, dass eine Zerstörung des Blutkoagulums durch Aufklappen oder Eindrücken der 

Wunde stattfindet [22], da das Blutkoagulum eine Schutzfunktion gegenüber dem entblößten 

Gewebe ausübt und als provisorische Matrix für die Zellmigration dient [23]. 

Auch gegebenenfalls vorhandenes Knochenersatzmaterial sollte in einer definitiven Position 

fixiert werden können [24]. Dies ist beispielsweise bei horizontalen und vertikalen 

Knochenaugmentationen von Bedeutung [25]. Darüber hinaus sollte auch die Membran selbst 

als Gerüst wirken, entlang dessen sich das Gewebewachstum und die Neoangiogenese, das 
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Einwachsen von Kapillaren, richten können [25]. Die Zelladhäsion kann hierbei durch eine 

geeignete Oberflächenbeschaffenheit der Membran unterstützt werden [26,27]. 

Entscheidend für den klinischen Erfolg ist neben der klinischen Anwendbarkeit, welche eng 

mit der Membrandicke und Sprödigkeit zusammenhängt, vor allem die Biokompatibilität [28]. 

Würde keine ausreichende Biokompatibilität vorliegen, käme es infolgedessen zu einer 

Entzündungsreaktion, welche ein Entfernen der Membran zur Folge hätte. 

 

1.3 Membranarten 

Heutzutage kommen je nach Indikation unterschiedliche Arten von Membranen zum Einsatz. 

Sie können in nicht resorbierbare und resorbierbare Membranen unterteilt werden.  

Nicht resorbierbare Materialien sind zum Beispiel Titanmeshes, welche keine Membranen im 

eigentlichen Sinn sind, aber ebenfalls in der GBR verwendet werden können [28]. Sie weisen  

trotz des geringen Eigengewichts eine hohe mechanische Stabilität sowie eine gute 

Biokompatibilität auf [29]. Sie kommen vor allem bei horizontalen und vertikalen 

Knochenaugmentationen zum Einsatz [30], da sie in der Lage sind, auch größere 

zusammenhängende Defekte zuverlässig zu stabilisieren [31] und zugleich eine gute 

Handhabbarkeit aufweisen [32]. Von Nachteil erweist sich allerdings, dass Titanmeshes keine 

Barrierefunktion besitzen [28] und es somit zu einem unkontrollierbaren Durchtritt von Gewebe 

kommen kann. 

Ebenfalls nicht resorbierbar sind sogenannte Teflon- bzw. Goretexmembranen, welche im 

Gegensatz zu den Titanmeshes eine Barrierefunktion aufweisen [33]. Sie besitzen eine 

hydrophobe Oberfläche, aufgrund derer sie nicht fest mit dem Weichgewebe verwachsen und 

somit durch spezielle Befestigungssysteme in Position gehalten werden müssen [25]. Von 

Vorteil erweist sich die hohe mechanische Stärke und einfache klinische Handhabung [34], 

von Nachteil, dass es bei Exposition der Membran zu Entzündungen kommen kann, die 

schlussendlich zu einer Entfernung der Membran und einer inadäquaten Knochenheilung 

führen können [33]. 

Um eine ausreichende Barrierefunktion und gleichzeitige mechanische Stabilität zu erreichen, 

existieren nicht resorbierbare titanverstärkte PTFE (Polytetrafluoroethylen) bzw. Teflon-

Membranen [35]. Diese ermöglichen gerade im Frontzahnbereich eine gut vorhersagbare 

Knochenregeneration [36]. Aufgrund ihrer fehlenden Resorbierbarkeit müssen sowohl 

Titanmeshes als auch Teflon- bzw. Gore-tex® membranen in einem erneuten operativen 

Eingriff mit möglichen Komplikationen, vor allem Verletzungen des peri-membranösen 



 

4 
 

Gewebes, wieder entfernt werden [28]. Dadurch kommt es zu einem höheren Zeitaufwand, 

höheren Kosten und zu einer Erhöhung der Morbidität [28,34]. 

Im Gegensatz dazu bieten resorbierbare Membranen den Vorteil, keinen Zweiteingriff zur 

Entfernung zu benötigen [28]. Von Nachteil ist allerdings der nicht exakt vorhersagbare Abbau 

der Membranen, welcher durch gegebenenfalls entstehende Entzündungen begünstigt 

werden kann [37,38].  

Häufig handelt es sich bei resorbierbaren Membranen um Kollagenmembranen, vor allem vom 

Kollagen Typ I und III [39]. Kollagen Typ I zeichnet sich unter anderem durch eine hohe 

mechanische Widerstandskraft und eine gute Biokompatibilität für die Verwendung als 

Membranmaterial aus [40]. Kollagenmembranen weisen eine gute Barrierefunktion gegen 

einwachsende Zellen auf, gleichzeitig ermöglichen sie eine suffiziente Nährstoffversorgung 

per Diffusion [41]. Des Weiteren bieten sie aufgrund ihrer Verformbarkeit nach Kontakt mit 

Flüssigkeiten eine unkomplizierte Handhabung [25]. Nach der Ausheilung von knöchernen 

Defekten lassen sich weniger Weichgewebsdehiszenzen im Vergleich zu anderen 

Membranarten feststellen [42]. Problematisch ist allerdings die geringe mechanische Stabilität, 

sodass diese Membranen nicht universal einsetzbar sind [38]. 

Bei der porcinen 3D-Kollagenmatrix-Membran Mucograft (Geistlich, Wolhusen, Schweiz) 

handelt es sich um eine Weiterentwicklung der konventionellen Kollagenmembran für die 

mukogingivale Chirurgie. Diese ermöglicht eine Behandlung von Rezessionen und dünnen 

Schleimhauttypen, unter Umgehung der Verwendung eines freien Schleimhauttransplantats. 

Dadurch wird die Gewebeentnahme am Gaumen vermieden, welches eine erniedrigte 

Operationszeit und einen erhöhten Patientenkomfort zur Folge hat [8,43]. Eine offene 

Einheilung unter antibiotischer Abschirmung wiesen in einer Studie von Tan et al. keine 

postoperativen Komplikationen auf [44]. Der zweilagige Aufbau der Membran unterstützt dies 

durch die kompakte Gestaltung der äußeren Schicht. Die innere Schicht hingegen zeichnet 

sich durch eine porösere Gestaltung aus, welche die Stabilisierung des Blutkoagulums, das 

Einwachsen von Zellen, und die frühzeitige Vaskularisierung begünstigt [8]. 

Kollagenmembranen sind vor allem porciner oder boviner Herkunft [45]. Sie werden durch im 

Gewebe vorhandene Kollagenasen zu Gelatine und anschließend mittels Gelantinasen und 

Peptidasen zu Aminosäuren abgebaut [22,46]. Die Verwendung tierischer Produkte kann 

jedoch bei Patienten aufgrund von religiösen oder weltlichen Wertvorstellungen [47] sowie 

ökologischen Aspekten zu einer Ablehnung führen. Darüber hinaus besteht die Möglichkeit 

der Übertragung von Erkrankungen durch infektiöse Eiweißpartikel, sogenannten Prionen, 

welche im Zusammenhang mit bestimmten Gehirnerkrankungen wie der Creutzfeld-Jakob-

Erkrankung auftreten. Es sind wenige Erkrankungen im Zusammenhang mit medizinischen 
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Materialien bekannt, allerdings kann durch eine stetige Weiterentwicklung von zoologisch 

übertragbaren Erkrankungen eine Krankheitsübertragung nicht vollständig ausgeschlossen 

werden [48].  

Als Alternative zu Kollagenmembranen tierischer Herkunft, besteht die Möglichkeit der 

Verwendung von Membranen synthetischer Herkunft. Diese bestehen zumeist aus 

aliphatischen Polyestern wie Polyglycolid (PGA), Polylactid (PLA), Polycaprolacton (PCL) oder 

Polyhydroxylalkanoate (PHA) sowie deren Kopolymeren [49,50]. Der Vorteil dieser liegt in ihrer 

vielfältigen Kombinierbarkeit, der guten Biokompatibilität, der guten Verarbeitbarkeit und dem 

kontrollierbaren Abbau [50]. Vor allem PLA, welches aus nachwachsenden Rohstoffen wie 

Mais und Reis hergestellt wird, bietet sich durch seine Biokompatibilität und passenden 

mechanischen Eigenschaften als Membranmaterial an. Aufgrund dieser Eigenschaften und 

der guten thermalen Verarbeitbarkeit findet PLA ebenfalls Anwendung in medizinischen 

Produkten wie Nahtmaterialen oder Klips. Außerhalb der Medizin wird PLA auch als 

Verpackungs- oder Filmmaterial verwendet [51]. 

Polylactide und Polyglycolide werden durch Hydrolyse der Esterverbindungen zu Milchsäure 

und Glycolsäure, welche dann in den Zitronensäurezyklus eingehen und zu Kohlenstoffdioxid 

und Wasser verstoffwechselt werden [46]. Hierbei kann es durch den zum Teil hohen 

Säuregehalt im Verlauf ihres Abbaus zu inflammatorischen Reaktionen kommen [49]. Diesem 

wird versucht durch die Kombination mit synthetischen oder natürlichen Polymeren 

entgegenzuwirken. Beim Abbau von Polycaprolactan, zum Beispiel, kommt es im Gegensatz 

zu PLA und PGA zu keiner Entstehung eines sauren Milieus, allerdings weist PCL eine sehr 

lange Resorptionszeit von ca. 2-3 Jahren auf [50]. Durch die Kombination mit natürlichen 

Polymeren konnten unter anderem die thermischen und mechanischen Eigenschaften des 

PLA verbessert werden. Dabei könnten auch Algen als natürliche Polymere eine potenzielle 

Rolle spielen [50,52]. 

Polyethylenglycol (PEG) ist ein weiteres resorbierbares Polymer, welches zurzeit Gegenstand 

der Forschung ist und in Form von PEG-Hydrogelen angewendet werden soll [53]. Diese 

fixieren bei Applikation das Knochenersatzmaterial durch Aushärten und ermöglichen eine 

regelgerechte Verknöcherung [5]. Ein Vorteil dieser Produkte ist die mögliche Integration von 

Medikamententrägern oder Wachstumsfaktoren in das Gel, wie zum Beispiel des Bone 

morphogenetic proteins (BMP), welches osteoinduktiv wirkt [54]. Von Nachteil erweist sich bei 

dieser Methode allerdings eine leicht gesteigerte inflammatorische Reaktion sowie eine 

erhöhte Dehiszenzneigung [5,55]. 

Aufgrund der vielfältigen Einsatzmöglichkeiten von Membranen werden fortlaufend neue 

Materialien zur Herstellung von Membranen untersucht. Vor allem phykogene Materialien, 
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wie zum Beispiel Algen, rücken aufgrund ihrer guten und umweltschonenden 

Reproduzierbarkeit im Vergleich zu tierischen Materialien, ihrer vielfältigen Einsetzbarkeit und 

ihrer Bioresorbierbarkeit in den Fokus [52]. 

 

1.4 Algen 

Algen sind Photosynthese betreibende Organismen, die vor allem in aquatischen 

Lebensräumen und Feuchtgebieten vorkommen [56]. Sie enthalten Chlorophyll [57], welches 

die Produktion von Sauerstoff ermöglicht und sie zu einem der Hauptsauerstofflieferanten 

unseres Planeten macht [58]. Die dafür benötigten Substrate sind Sonnenenergie, 

Kohlenstoffdioxid, Wasser und Mineralien [59]. Bei der Photosynthese und den 

anschließenden Stoffwechselvorgängen entstehen organische Moleküle, wie Lipide und 

Fettsäuren, Proteine und Aminosäuren, Kohlenhydrate und Polysaccharide, Ballaststoffe, 

Mineralien, Pigmente und Vitamine [58,60,61]. Je nach Art sind Algen in der Lage, sowohl in 

Salzwasser als auch in Süßwasser zu überleben und sich extremen Umweltbedingungen des 

pH-Werts, der Temperatur, des osmotischen Drucks sowie der Abwesenheit von Sauerstoff 

zu widersetzen [56,62]. Algen können als Plankton, frei umher schwimmend, oder Benthos, 

festsitzend, auftreten [56,63].  

Es werden Mikro- und Makroalgen unterschieden. Mikroalgen, zu dieser Gruppe gehören unter 

anderem die Cyanobakterien, welche auch als Blaualgen bezeichnet werden, sind Einzeller 

und nur mithilfe eines Mikroskops sichtbar. Beim Auftreten in größeren Gruppen können 

jedoch auch Mikroalgen mit dem bloßen Auge erkennbar sein [58,64,65]. Der Ausdruck 

Mikroalgen umfasst sowohl Eukaryoten, Organismen mit Zellkern und Kompartimentierung als 

auch Prokaryoten, Organismen ohne Zellkern [58]. Makroalgen sind ohne Mikroskop sichtbar, 

sie werden auch als Seegras bezeichnet [65]. Anhand ihrer Pigmente können sie grob in 

Braun- (Phaeophyta), Rot- (Rhodophyta) und Grünalgen (Chlorophyta) unterschieden werden 

[63].  

 

1.4.1 Einsatz von Algen 

Mikroalgen, wie Chlorella oder Spirulina, kommen sowohl in der menschlichen Nahrung als 

auch in der Tiernahrung, aufgrund ihres hohen Proteingehalts und hohen Nährstoffgehalts, als 

Nahrungsergänzungsmittel vor. In der Tiernahrung werden auch Makroalgen als 

Nahrungsergänzungsmittel verwendet. In der menschlichen Nahrung kommen Makroalgen, 

beispielsweise Porphyra in Form von Nori-Blättern im Sushi vor [57,62] und Undaria 
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pinnatifida, auch Wakame genannt [66], im Algensalat [67]. Überdies können aus Makroalgen 

Phykokolloide, gelbildende Polysaccharide, extrahiert werden [68,69]. Polysaccharide 

wiederum sind Kohlenhydrate bestehend aus mehr als zehn Monosacchariden [70], welchen 

antioxidative, antivirale, antiproliferative bzw. antitumorale, antihyperlipidämische, 

immunstimulierende und antikoagulierende bzw. heparinähnliche Wirkungen zugesprochen 

werden [71]. Agar, Carragene und Alginate repräsentieren die drei Haupt-Phykokolloide [68]. 

Sie finden unter anderem Anwendung als Gelier- oder Verdickungsmittel oder als 

Stabilisatoren, zum Beispiel in der Nahrungsmittelindustrie, in der Pharmaindustrie oder in der 

Forschung, wo sogenannte Agarplatten als Nährboden für Mikroorganismen unverzichtbar 

sind [62].  

In der Pharmaindustrie werden Algen zur Produktion von Proteinen für den medizinischen 

Einsatz verwendet, dabei können zum Beispiel Antikörper gegen Herpes-Simplex-Viren 

gezüchtet werden [72]. Neben der Pharmaindustrie hat auch die Kosmetikindustrie ein 

Interesse an den Inhaltsstoffen der Algen. Enthaltene β-Carotinoide und Vitamine werden 

aufgrund ihrer antioxidativen Fähigkeiten für Anti-Aging-Produkte genutzt [56,73]. 

Weitere Verwendungsmöglichkeiten bestehen im Abwassermanagement [74], als Biodiesel 

[75], als Bioindikator [76], als Biodünger [77], als Dynamit aus Kieselgur und Nitroglycerin [78] 

und zur Herstellung feuerretardierender Textilien aus Alginsäure [79,80]. 

 

1.4.1.1 Einsatz von Algen in der (Zahn-)Medizin 

In der Zahnmedizin finden Algen in Form des Abformmaterials Alginat® Anwendung, welches 

sich gut für Situationsabformungen und Gegenkiefermodelle eignet [81]. Alginat ist das Salz 

der Alginsäure und entstammt den Zellwänden der Braunalgen [82].  

In der modernen Wundheilung kann Alginat bei nässenden Wunden angewendet werden, 

dabei kommt es zu einer die Wunde schützenden Gelbildung [83]. Auch als Bestandteil in 

Medikamenten gegen Sodbrennen kommt es zum Einsatz, da es durch die Bildung eines 

Gelschaums zum Schutz der Schleimhaut beiträgt [84]. 

 

In der Implantologie findet bereits seit Jahrzehnten das sogenannte Symbios Algipore®, 

ehemals Frios Algipore® (Dentsply Sirona Implants, Mannheim, Deutschland) Anwendung. 

Hierbei handelt es sich um ein Knochenersatzmaterial, welches zu annähernd 100 % aus 

hochporösem Hydroxylapatit besteht und durch hydrothermale Umwandlung aus der Rotalge 

Corallina officinalis gewonnen wurde [85,86]. 
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Als Weiterentwicklung des seit 1988 genutzten Algipores wurde das Symbios Biphasische 

Knochenersatzmaterial® (Fa. Dentsply Sirona Implants, Mannheim, Deutschland) vorgestellt, 

welches sich zu 20 % aus Hydroxylapatit und zu 80 % aus β-Trikalziumphosphat 

zusammensetzt. Das β-Trikalziumphosphat soll dabei im Vergleich zum ursprünglichen 

Produkt eine schnellere Resorption ermöglichen [87]. 

SIC nature graft® (SIC Invent AG, Basel, Schweiz) ist ein weiteres Knochenersatzmaterial 

phykogenen Ursprungs. Laut Herstellerangaben handelt es sich um ein Produkt auf Calcium-

Phosphat-Basis, welches innerhalb von 24-36 Monaten vollständig umgebaut sein soll.  

 

1.4.2 Potential von Algen  

Algen werden zurzeit unter anderem auf ihre antioxidativen, antitumorösen, antibakteriellen, 

antimikrobiellen, antiviralen, antifungalen, antiallergischen, antikoagulierenden, 

immunstimulierenden Eigenschaften untersucht [60,67,71]. Dadurch zeichnet sich bereits eine 

potentielle Nutzung für die Medizin und Pharmaindustrie ab. Die vorteilhaften Eigenschaften, 

der in dieser Studie verwendeten Algen, finden sich beispielhaft in Tabelle (Tab.) 1.  

 

Tabelle 1: Vorteilhafte medizinische Eigenschaften, der in dieser Studie verwendeten 

Algenarten 

(Diese Tabelle erhebt keinen Anspruch auf Vollständigkeit) [88–104] 
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Ein weiterer Vorteil der Verwendung phykogener Materialien besteht darin, dass eine 

geringere Gefahr der Übertragung von Krankheiten im Gegensatz zu tierischen Materialien 

vorhanden ist [67,105]. Dies könnte einen Rückgang der industriellen Massentierhaltung 

begünstigen, einen positiven ökologischen Effekt haben und den Einsatz bei Patienten 

ermöglichen, die Materialien boviner oder porciner Herkunft ablehnen. 

Dies sind hervorragende Voraussetzungen für eine potentielle Verwendung als 

Membranmaterial.  

Es muss allerdings bedacht werden, dass die chemisch aktiven Metabolite der Algen, die wir 

zu nutzen gedenken, unter anderem zum Eigenschutz der Alge produziert wurden und auf 

andere Lebewesen toxisch wirken könnten [106]. 

Aufgrund dessen ist eine Untersuchung der Biokompatibilität von Algen bzw. extrahierten 

Algenextrakten gegenüber humanen Zellen essentiell. 

 

1.5 Fragestellung 

In dieser Studie wurden Algenmembranen, für den potentiellen Einsatz als 

Regenerationsmaterial von verloren gegangenem Knochen im Mund-, Kiefer- und 

Gesichtsbereich, aus Polylactid (PLA) und Algenpulver hergestellt und auf ihre 

Biokompatibilität untersucht. Daraus ergab sich folgende Fragenstellung: 

Weisen Algenmembranen eine ausreichende in-vitro Biokompatibilität für den medizinischen 

Einsatz im Vergleich zu einer Glaskontrolle und zu der Kollagenmembran BioGide® (Geistlich, 

Wohlhusen, Schweiz) auf? 

Wie reagieren humane Fibroblasten, Osteoblasten und Osteosarkomazellen auf die 

Algenmembranen?  
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2 Material und Methoden 

2.1 Studiendesign 

In dieser Studie wurden fünf verschiedene Algenmembranen hinsichtlich ihrer 

Biokompatibilität gegenüber humanen Fibroblasten, Osteoblasten und Osteosarkomazellen 

getestet. Als Positivkontrolle bzw. Referenzmembran (RM) diente BioGide® (Fa. Geistlich, 

Wolhusen, Schweiz), als Negativkontrolle (KO) Cover slides aus Glas. Neben den Vitalitäts- 

und Proliferationstests WST, MTT und BrdU wurden FDA/PI-Färbungen und 

Rasterelektronenmikroskop-Aufnahmen angefertigt. 

 

2.2 Verwendete Algenmembranen 

Die für diese Arbeit zur Verfügung gestellten Algenmembranen stammen aus der 

Meereswissenschaftlichen und Technischen Fakultät der Iskenderun Technical University in 

Iskenderun/Hatay (Türkei) und wurden in Zusammenarbeit mit dem Institute for Materials 

Science der Fakultät für Ingenieurwissenschaften der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel 

untersucht. Folgende Algenarten fanden bei der Herstellung der Membranen Anwendung 

(siehe (s.) Tab. 2). Sie alle stammen aus Tiefen zwischen 0 - 40 m. 

Tabelle 2: Zuordnung Membranen/Algenart sowie Klasse und Herkunft der Algen 

[Algenabbildungen aus Sayin et al. [107]] 
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2.3 Herstellung der Algenmembran 

Die Algenmembranen wurden aus einer Mischung aus Algenpulver (MAP) und Polylactid 

(PLA) hergestellt. Das Algenpulver machte dabei einen Anteil von 5-10% des 

Gesamtgemisches aus. Durch diese Mischung von PLA mit MAP weisen die Membranen 

gesteigerte mechanische und thermale Eigenschaften auf sowie eine bessere 

Zytokompatibilität im Gegensatz zu der alleinigen Anwendung von PLA [108–110]. 

Bei der Membranherstellung wurde auf eine möglichst identische Oberflächenstruktur 

geachtet, um ggf. auftretende Unterschiede auf die jeweilige Algenart zurückführen zu können.  

 

2.3.1 Herstellung des MAPs 

Die Algen wurden nach erfolgter Identifizierung für 72 h in destilliertes Wasser gelegt um 

wasserlösliche Komponenten zu entfernen. Nach anschließendem Filtern fand ein viermaliges 

Zermahlen der Algen in einer Mörsermühle (Mortar Grinder RM 200, Retsch, Haan, 

Deutschland) bei 300 rpm für 10 min statt. Nach 24 h Vakuumtrocknung bei 50 °C fand ein 

erneutes Zermahlen der Algen statt. Im Anschluss wurden die Algen, zunächst durch 200-

Loch-Siebe und anschließend durch 400-Loch-Siebe geseiht. Hieraufhin wurde eine erneute 

Vakuumtrocknung bei 100 °C für 12 h vollzogen, sodass die MAP zuletzt eine absolute 

Feuchtigkeit von unter 3 % aufwiesen. 

 

2.3.2 Weiterverarbeitung des MAPs 

Die MAPs wurden mit Aceton gewaschen und anschließend für 24 h bei 80 °C im Ofen 

getrocknet. Im Anschluss wurden MAP und PLA in einem Mixer bei 150 °C und 50 rpm für 15 

min vermischt. Konsekutiv wurden in einer heißen Presse bei 180 °C mit einem Druck von 8 

MPa und über einen Zeitraum von 20 min dünne Platten geformt, welche im letzten Schritt in 

einem Ofen abgekühlt wurden (s. Abb. 1). 

In Vorbereitung auf die Vitalitäts- & Proliferationstests wurden die Algenmembranen in ca. 1 

cm x 1 cm große Stücke zerschnitten. Anschließend wurden die Membranstücke in 70%igen 

Alkohol über einen Zeitraum von 2,5 Tagen desinfiziert. 
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Abbildung 1: Herstellungsprozess der Algenmembranen 

(1) Entfernung der wasserlöslichen Komponenten für 72h in destilliertem Wasser; (2) Filtern 
(nicht abgebildet) und anschließendes Zermahlen bei 50°C mit 300 rpm für 10 min; (3) Seihen 
der Algen durch 200- und 400-Loch-Siebe und anschließende Vakuumtrocknung (nicht 
aufgeführt); (4) Hinzufügen PLA; (5) Vermischen bei 150°C mit 150 rpm für 15 min; (6) Pressen 
der Membranen bei 180°C mit einem Druck von 8 MPa für 20 min; (7) Abkühlen im Ofen; 
[Abbildung (Abb.) aus Sayin et al. [107]] 

 

2.4 Voruntersuchungen der Algenmembranen 

Im Rahmen der Studie wurden Untersuchungen der Oberflächenbeschaffenheit, des 

Kontaktwinkels und eine FT-IR-Spektroskopie durch das Institute for Materials Science der 

Fakultät für Ingenieurwissenschaften der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel durchgeführt.  

Zur Beurteilung der Oberflächenbeschaffenheit der Algenmembranen wurden 

Rasterelektronenmikroskop-Aufnahmen angefertigt.  

Das Benetzungsverhalten der Algenmembran wurde mithilfe des Kontaktwinkels bestimmt. 

Für die Kontaktwinkelbestimmung mit destilliertem Wasser erfolgte die Verwendung eines 

Kontaktwinkelmessgeräts. Hydrophilere Materialien zeigen einen niedrigeren Wert als 

hydrophobe Materialien, aufgrund ihres besseren Benetzungsverhaltens [111]. 

Die FT-IR-Spektroskopie, die in einem FT-IR-Spektrometer erfolgte, gibt Aufschluss über die 

chemische Zusammensetzung der Algenmembranen und ihre reaktiven Gruppen. Die 

chemische Zusammensetzung der Algenarten ist grundsätzlich artenspezifisch, kann jedoch 

durch Faktoren wie dem Klima beeinflusst werden [52]. 
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2.5 Eluate  

Vor der Durchführung der Vitalitäts- und Proliferationstests und der FDA-Färbung erfolgte die 

Herstellung von Eluaten. Eluate entstehen durch Herauslösen von adsorbierten Stoffen aus 

festen Adsorptionsmitteln. Zur Herstellung dieser wurden die desinfizierten Algen in 50 ml 

Röhrchen (Sarstedt, Inc. Newton, NC, USA) mit je 16 ml Nährmedium (s. Zellkulturmedien 

2.3.2) für 6, 12, 24 und 72 Stunden im Kühlschrank gelagert. Zum jeweiligen 

Untersuchungszeitpunkt wurden 4 ml Eluat entnommen und in ein neues 50 ml Röhrchen 

pipettiert. Für jedes Material wurden drei Wiederholungen durchgeführt. 

 

2.6 In-vitro-Untersuchungen zur Biokompatibilität 

2.6.1 Verwendete Zellen 

Bei den zur Prüfung der Biokompatibilität verwendeten Zellen handelt es sich um humane 

Fibroblasten, Osteosarkomazellen (SaOs-2) und Osteoblasten (HOB). Die Fibroblasten 

wurden aus der Gingiva gesunder Patienten entnommen, die sich in der Mund-Kiefer-

Gesichtschirurgie des Universitätsklinikums Schleswig-Holsteins in Kiel zum Beispiel einer 

Weisheitszahnextraktion unterzogen haben. Die Osteoblasten stammen aus dem 

Beckenkamm, ebenfalls gesunder Patienten, bei denen in der selbigen Klinik eine 

Knochenaugmentation erfolgte. Die Patienten wurden vor den Eingriffen aufgeklärt und 

willigten schriftlich in die Verwendung der Zellen für wissenschaftliche Zwecke ein. Die 

Entnahme und Einlagerung bei -70 °C fand durch eine Arbeitsgruppe um PD Dr. Aydin Gülses 

und Dr. Johannes Spille (Ethiknummer D640/20) statt. Die Osteosarkomazellen (Deutsche 

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH Braunschweig, Deutschland) wurden 

kommerziell erworben. 

 

2.6.2 Zellkulturmedien 

Zellkulturmedium Fibroblasten 

- 500 ml Dulbecoo’s modified Eagle‘s minimum essential medium (DMEM; PAA 

Laboratories, Österreich) 

- 50 ml fetales Kälberserum (Biochrom GmbH, Berlin Deutschland) 

- 10 ml L-Alanyl-Glutamin (Biochrom GmbH, Berlin Deutschland) 

- 5 ml Pencillin-Streptomycin-Vitamin C-Gemisch 
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• 100 E./ml Penicillin (Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) 

• 100 μg/ml Streptomycin (Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) 

• 1 mmol/l Vitamin C (Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) 

 

Zellkulturmedium Osteoblasten und Osteosarkomazellen 

- 500 ml Dulbecoo’s modified Eagle‘s minimum essential medium (DMEM; PAA 

Laboratories, Österreich) 

- 50 ml fetales Kälberserum (Biochrom GmbH, Berlin Deutschland) 

- 10 ml L-Alanyl-Glutamin (Biochrom GmbH, Berlin Deutschland) 

- 5 ml Pencillin-Streptomycin-Vitamin C-Gemisch 

• 100 E./ml Penicillin (Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) 

• 100 μg/ml Streptomycin (Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) 

• 1 mmol/l Vitamin C (Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) 

- 1 ml Dexamthason (100 nmol/l SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg) 

- 5 ml Amphothericin B 100X (EuroClone S.p.A., Pero, Italien) 

 

2.6.3 Anzucht der Zellen 

Das Auftauen der benötigten Zelllinien erfolgte eine Woche vor Versuchsbeginn, sodass 

ausreichend Zeit für die Proliferation der Zellen verblieb. Die Arbeiten wurden unter der 

Laminar Flow (Heraeus Instruments, Osterode, Deutschland) durchgeführt. Nach dem 

Transfer der aufgetauten Zellen in ein 50 ml Röhrchen (Sarstedt, Inc. Newton, NC, USA), 

wurden 10 ml Nährmedium hinzugegeben. Im Anschluss wurde das Einfriermedium durch 

Zentrifugieren (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) von den Zellen getrennt und konnte 

als Überstand abgesaugt (Absauger von Serres Oy, Kauhajoki, Finnland) werden. Die Zellen 

wurden erneut in sterilem 10 ml Medium suspendiert und auf Zellkulturflaschen (Tissue Culture 

Flask, Stand., Vent. Cap, Sarstedt, Inc. Newton, NC, USA) verteilt, welche im Brutschrank bei 

37 °C in einer wasserdampfgesättigten Atmosphäre und 5 % Kohlenstoffdioxidgehalt gelagert 

wurden (HERAcell 240 CO2-Inkubator, Heraeus, Hanau, Deutschland). In den folgenden 

Tagen erfolgte eine tägliche Kontrolle der Zellen auf Kontaminationen. Des Weiteren fanden 

Medienwechsel am ersten und am vierten Tag nach dem Auftauen statt.  

Zu Versuchsbeginn wurden die Zellen erneut unter dem Lichtmikroskop (Leitz, Wetzlar, 

Deutschland) auf mögliche Kontaminationen geprüft. Das Medium wurde abgesaugt und die 

Zellen mit 5 - 6 ml Phosphatpufferlösung (PBS; PBS Dulbecco, Biochrom GmbH, Berlin, 
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Deutschland) pro Flasche zweimal gewaschen. Anschließend wurden die Zellkulturflaschen 

mit je 3 ml einer Trypsin-PBS-Lösung (1 : 10) für jeweils drei Minuten in den Brutschrank 

gestellt. Das Trypsin löst die Zellen von den Flascheninnenflächen [112]. In Folge dessen 

konnten die Zellen in ein 50 ml-Röhrchen überführt werden. Dieses enthielt bereits 10 ml 

Nährmedium, welches durch das enthaltene fetale Kälberserum die Reaktion des Trypsins 

stoppte [112]. Nach fünfminütiger Zentrifugation konnte der Überstand abgesaugt werden und 

1 ml neues Medium hinzugegeben werden. Nach Verteilen der Zellen im Medium mithilfe einer 

1000 μl Pipette (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) wurde die Zellzahl in einer Neubauer 

Zählkammer (Brand, Wertheim, Deutschland) ermittelt. Anschließend wurden die Zellen auf 

die Platten und Objektträger verteilt. 

 

2.6.4 Zellkulturanlage 

Alle Versuche wurden in dreifacher Ausführung durchgeführt und nach 6, 12, 24 und 72 h 

untersucht. Pro Zelllinie wurde ein Untersuchungszeitraum von zwei Wochen angesetzt. In der 

ersten Woche erfolgte die Herstellung der Eluate und Fixierung der 24-Well-Platten für die 

Rasterelektronenmikrokopie sowie die Durchführung der FDA/PI-Färbung, der WST-, MTT- 

und BrdU-Tests für die ersten beiden Zeitpunkte (6 h und 12 h). In der zweiten Woche wurden 

mit den bei 4 °C gelagerten Eluate der beiden anderen Zeitpunkte (24 h und 72 h) die FDA/PI-

Färbung und die WST-, MTT- und BrdU-Tests durchgeführt. 

 

96er Well-Mikrotiterplatten (Cell Culture Plate, Flat Base, Sarstedt, Inc. Newton, NC, USA) 

Es wurden 24 Mikrotiterplatten pro Zelllinie bzw. 6 Mikrotiterplatten pro Zeitpunkt und Zelllinie 

für die WST-, MTT- und BrdU-Tests benötigt. In jede Vertiefung wurden 5x10³ Zellen 

passagiert und 100 μl Nährmedium hinzugefügt. Für den Standard, welcher sich in den ersten 

beiden Spalten befindet (s. Abb.2), wurden in die Wells der obersten Zeilen (s. Beschriftung 

Std. 100%) ebenfalls 5x10³ Zellen passagiert, die anschließend nach unten hin halbiert 

wurden. In Abbildung 2 findet sich exemplarisch die Aufteilung der Materialien, der Kontrolle 

und des Standards auf die 96-Well-Platte. 



 

16 
 

 

Abbildung 2: Zellkulturanlage einer 96er Well-Mikrotiterplatte 

Exemplarisch wurde hier die Aufteilung des Standards, der Materialien (Typ 1, Typ 2, Typ 3), 
der Kontrollen und ihrer jeweiligen Wiederholungen in einer 96er Well-Mikrotiterplatte für die 
WST-, MTT- und BrdU-Tests dargestellt. Alle Materialien erhielten drei Wiederholungen. Die 
grünen Punkt stellen ein Well dar. Nicht grün ausgemalte Punkte wurden leer belassen. Die 
grüne durchgezogene Linie markiert die Ausbreitung der Platte, die grau gestrichelte Linie 
verdeutlicht die Aufteilung der unterschiedlichen Materialien. 

 

24er Well-Platten (Cell Culture Plate, Flat Base, Sarstedt, Inc. Newton, NC, USA) 

Es wurden vier Platten pro Zelllinie bzw. eine Platte pro Zeitpunkt und Zelllinie für die 

Rasterelektronenmikroskopie gebraucht. In jede Vertiefung wurden eine Algenprobe ca. 1 cm 

x 1 cm und 50 μl à 5x10³ Zellen gegeben, welche nach einer Stunde Inkubation im Brutschrank 

mit ca. 1 ml Nährmedium aufgefüllt wurden. In Abbildung 3 findet sich exemplarisch die 

Aufteilung aller Materialien und Kontrollen auf eine 24-Well-Platte. 
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Abbildung 3: Zellkulturanlage einer 24er Well-Platte 

Exemplarisch wurde hier die Aufteilung aller Materialien, der Kontrollen und ihrer jeweiligen 
Wiederholungen in einer 24er Well-Platte für die Rasterelektronenmikrokopie dargestellt. Alle 
Materialien erhielten drei Wiederholungen. Die grünen Punkt stellen ein Well dar. Nicht grün 
ausgemalte Punkte wurden leer belassen. Die grüne durchgezogene Linie markiert die 
Ausbreitung der Platte, die grau gestrichelte Linie verdeutlicht die Aufteilung der 
unterschiedlichen Materialien. 

 

8er Objektträger (Lab-Tek® II Chamber Slide™ System, Nunc, Rochester, NY, USA)  

Es wurden zwölf Objektträger pro Zelllinie bzw. drei Objektträger pro Zeitpunkt und Zelllinie für 

die FDA/PI-Färbung benötigt. In jedem Well fanden sich 1x10⁴ Zellen, sowie 500 μl 

Nährmedium. In Abbildung 4 findet sich exemplarisch die Aufteilung der Materialien und der 

Kontrolle auf einen 8er Objektträger. 

 

Abbildung 4: Zellkulturanlage der 8er Objektträger  

Exemplarisch wurden hier die Aufteilung der Materialien (Typ 1, Typ 2), der Kontrolle und ihrer 
jeweiligen Wiederholungen auf einem 8er Objektträger für die FDA/PI-Färbung dargestellt. Die 
getesteten Materialien erhielten drei Wiederholungen, die Kontrollen erhielten zwei 
Wiederholungen. Die grünen Punkt stellen dabei ein Well dar. Die grüne durchgezogene Linie 
markiert die Ausbreitung des Objektträgers, die grau gestrichelte Linie verdeutlicht die 
Aufteilung der unterschiedlichen Materialien. 
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2.7 WST-Test 

Der WST-Test trifft eine Aussage über die Anzahl der lebenden Zellen nach Zugabe des 

Eluats. Kommt das im oxidierten Zustand farblose Tetrazoliumsalz in Kontakt mit NAD(P)H, 

wird es im Zuge einer Redoxreaktion in den reduzierten Zustand überführt, wodurch gefärbtes 

Formazan entsteht. Dies dient als Indikator. Die Reaktion des Tetrazoliumsalzes mit NAD(P)H 

findet primär an der Zelloberfläche lebender Zelle statt, somit korreliert die Farbintensität mit 

der Anzahl der metabolisch aktiven Zellen. Zur Durchführung wurde das Cell-Proliferation 

Reagent WST-1 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) genutzt.  

Nach Bestückung der 96-Well-Platten mit 5x10³ Zellen pro Well und 24h-stündiger Inkubation 

im Brutschrank wurde das Nährmedium gegen das Eluat des jeweiligen Zeitpunktes 

ausgetauscht. Im Anschluss erfolgte eine zweitätige Inkubation der Zellen im Brutschrank. Vor 

Zugabe von 10 μl WST-Reagenz pro Well wurde ein Mediumwechsel durchgeführt. Nach vier 

Stunden Lagerung der Platten im Brutschrank, konnten die Platten bei 460 nm im Photometer 

(SpectraMax plus, Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA, USA) abgelesen werden. 

 

2.8 MTT-Test 

Der MTT-Test ist ein Indikator für die Zellproliferation und Zytotoxizität. Hierbei wird 

gelbgefärbtes Tetrazoliumsalz durch Enzyme des endoplasmatischen Retikulums innerhalb 

der Zelle in violettes Formazan umgewandelt. Die entstandene Farbintensität spiegelt die 

Zellzahl wider. Es wurde das MTT Cell Proliferation Kit I (Roche Diagnostics GmbH, 

Mannheim, Deutschland) verwendet. 

Die Zellen, 5x10³ Zellen pro Well, wurden, bedeckt von Nährmedium, in 96-Well-Platten für 

24h im Brutschrank inkubiert. Infolgedessen wurde das Nährmedium gegen das Eluat 

ausgetauscht und die Zellen wurden weitere zwei Tage im Brutschrank inkubiert. 

Anschließend wurden 10 μl der MTT-Reagenz, ohne vorherigen Mediumwechsel, in jedes Well 

pipettiert und die Zellen wurden für weitere vier Stunden in den Brutschrank gestellt. Nach 

Ablauf der Zeit wurden 100 μl Solubilization Solution dazu pipettiert. Die Platten wurden über 

Nacht im Brutschrank verwahrt und am nächsten Morgen bei 550 nm im Photometer 

abgelesen.  
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2.9 BrdU-Test 

Beim BrdU-Test werden die Zellen, erneut 5x10³ pro Well, mit einem Labeling Medium 

kultiviert, welches 5-Bromo-2‘-Desoxyuridine (BrdU) enthält. BrdU ist ein Pyrimidin-Analogon 

und wird anstelle von Thymin während der DNA-Synthese in den DNA-Strang proliferierender 

Zellen eingebaut. Die erhaltene Färbung korreliert mit der Anzahl der Zellen, die BrdU in ihrer 

DNA besitzen und somit auch mit der Zellproliferation. Hierbei fand das BrdU Cell Proliferation 

ELISA Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) Anwendung. 

Auch beim BrdU-Test erfolgte zunächst eine 24h-stündige Inkubation der Zellen in den 96-

Well-Platten und anschließend ein Wechsel des vorhandenen Nährmediums mit dem Eluat. 

Nach zweitägiger Inkubation fand ein Mediumwechsel statt. Daraufhin erfolgte die Zugabe von 

10 μl BrdU labeling reagent pro Well, welches zuvor 1 : 100 mit sterilem Nährmedium verdünnt 

wurde. Die Zellen wurden für 24 h im Brutschrank inkubiert. Am Folgetag wurde das 

Nährmedium entfernt und die Zellen mit 200 μl Fix Denat pro Well für 30 Minuten bei 

Zimmertemperatur fixiert. Dabei wurden die Zellen fixiert und die DNA denaturiert. 

Währenddessen wurde die Stammlösung hergestellt. Dazu wurde das Anti BrdU-POD in 1,1 

ml Aqua Dest gelöst, welches dann 1 : 100 mit der Antibody-Dilution-Solution verdünnt wurde. 

Dieser vorbereitete Antikörper wurde auf den Wells verteilt. Jedes Well erhielt dabei 100 μl. 

Der Antikörper konnte nun das BrdU in der DNA lokalisieren. Nach zwei weiteren Stunden 

Inkubation bei Raumtemperatur konnte der Antikörper entfernt werden. In der Zwischenzeit 

fand die Herstellung der Washing Solution durch Verdünnen von Washing solution mit Aqua 

Dest im Verhältnis 1 : 10 statt. Mit der hergestellten Washing Solution wurden die Zellen 

dreimal mit 200 μl pro Well gewaschen. In Folge dessen wurden in jedes Well 100 μl Substrat-

Lösung zur Farbentwicklung pipettiert. Die Platten wurden bei Zimmertemperatur bis zu der 

erwarteten Farbentwicklung gelagert und dann mit 50 μl 1 Molarer Schwefelsäure (H2SO4) 

abgestoppt. Im Anschluss wurden die Platten bei 450 nm im Photometer abgelesen.  

 

2.10 FDA/PI-Färbung 

Die FDA/PI-Färbung wurde mithilfe zweier Vitalstoffe durchgeführt. Fluorescein Diacetate 

(FDA; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) färbt vitale Zellen, da es ein Substrat für auf der 

Zellmembran befindliche Esterasen ist. Diese spalten eine Acetat-Gruppe ab und erzeugen 

somit eine grün fluoreszierende Färbung. Propidium Iodide (PI; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

ist in der Lage die Zellmembran toter Zellen zu durchdringen und an die DNA oder RNA zu 

binden. Dadurch kommt es zu einer roten Färbung der betroffenen Zellen.  
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Als Vorbereitung auf dieses Testverfahren wurden zuvor bereits die Stamm- und 

Gebrauchslösungen hergestellt. Für die Stammlösung des Fluorescein Diacetate wurde 1 mg 

FDA mit 1 ml Aceton vermischt. Die Stammlösung des Propidium Iodides besteht aus 1 mg PI 

und 1 ml Aqua Dest. Zur Herstellung der Gebrauchslösungen wurden jeweils 500 μl PI-

Stammlösung und 30 μl FDA-Stammlösung mit 10 ml PBS verdünnt. 

1x10⁴ Zellen pro Well wurden auf die 8er Objektträger aufgetragen, mit Nährmedium aufgefüllt 

und für 24 h im Brutschrank inkubiert. Anschließend erfolgte ein Wechsel des Mediums mit 

dem jeweiligen Eluat und eine erneute 48h-stündige Inkubation. Nach einmaligem Waschen 

mit PBS erfolgte die Färbung mit der FDA-Gebrauchslösung und eine 15-minütigen Lagerung 

im Brutschrank. Anschließend wurde die FDA-Färbung entfernt und die Zellen für zwei Minuten 

mit der PI-Gebrauchslösung im Dunkeln bei Zimmertemperatur gefärbt. Daraufhin wurden die 

Zellen zweimal mit PBS gewaschen und bis zum Fotografieren im Dunkeln in PBS gelagert. 

Die Anregung erfolgte bei 488 nm unter blauem Licht (Argon Laser). Die grünen (FDA, 530 

nm) und roten (PI, 620 nm) Fluoreszenzen wurden bei unterschiedlichen Wellenlängen 

fotografiert und konsekutiv digital zusammengefügt (Mikroskop Axioplan2/Digitalkamera 

AxioCam MRc5, ZEISS, Deutschland). 

 

2.11 Rasterelektronenmikroskopie (REM) 

Die 24-Well-Platten wurden mit je drei Wiederholungen pro Algenmembran und Kontrolle 

bestückt. Anschließend wurden die Zellen auf die Objekte transferiert und für eine Stunde im 

Brutschrank inkubiert. Nach einer Stunde wurden die Wells mit je 1 ml Nährmedium aufgefüllt 

und die Platten bis zu ihrem jeweiligen Untersuchungszeitpunkt im Brutschrank gelagert. 

Nach 6 h, 12 h, 24 h und 72 h wurde jeweils das Nährmedium abgesaugt, einmal mit PBS 

gewaschen und die Zellen in 3 % Glutaraldehyd in PBS fixiert. Bis zur 

Rasterelektronenmikroskopie wurden die in Parafilm (Pechiney Plastic Packaging, Menasha, 

WI, USA) eingewickelten Platten bei 4 °C gelagert. 

Am Vortag der REM-Untersuchung wurde das 3%-Glutaraldehyd abgesaugt und die Zellen 

mit PBS gewaschen. Daraufhin wurde eine aufsteigende Alkoholverdünnungsreihe (50 %, 60 

%, 70 %, 80 %, 90 %, 96 %, 100 %) zur Dehydration durchgeführt. Die Zellen hatten fünf 

Minuten Kontakt mit der jeweiligen Ethanol-Konzentration. Nach dem Kleben der Präparate 

auf die vorbereiteten Stiftteller wurde zur Trocknung der Präparate für eine Minute 

Hexamethyldisilazane (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) appliziert.  
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Über Nacht wurden die vorbereiteten Proben im Exikator gelagert und konnten anschließend 

mit einer Schichtstärke von 15 nm goldbedampft (SCD 500, Bal-Tec, Balzers, Lichtenstein) 

und unter dem REM (XL30CP, Philips Electron Optics GmbH, Kassel) bei einer Spannung von 

10 kV untersucht werden. 

 

2.12 Statistische Auswertung 

Alle Experimente fanden in dreifacher Ausführung statt und wurden als Mittelwert (MW) und 

Standardabweichung (STABW) des Mittelwerts angegeben. Daten aus drei oder mehr 

Gruppen wurden mithilfe der einfaktoriellen Varianzanalyse und dem Dunnett’s post hoc 

verglichen. Zur Bestimmung der Signifikanz wurde eine Bonferroni-Korrektur durchgeführt. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Voruntersuchungen der Algenmembranen 

3.1.1 Oberflächenbeschaffenheit 

Die untersuchten Algenmembranen wiesen eine sehr ähnliche Morphologie mit größeren 

Poren und kleineren Pin-Locks auf. Die Poren hatten eine Größe von 300 μm bis 750 μm. Die 

kleinen Pin-Locks warteten mit einer Größe zwischen 30 μm und 50 μm auf. Alle 

Algenmembranen zeigten eine typische Polymerstruktur [107], darüber hinaus waren sie 

allesamt flach und dünn. Beim Vergleich der Algenmembranen untereinander wiesen Typ I, II, 

III und V im Gegensatz zu Typ IV eine fast identische Oberflächenbeschaffenheit mit Löchern 

und sich gelegentlichen über die Membran spannenden Fasern auf (s. Abb. 5 (A)-(E)). Typ IV 

zeigt vornehmlich eine Oberfläche mit luftblasenähnlichen Strukturen (s. Abb 5 (D)). Die 

zweischichtige Referenzmembran zeigt im Gegensatz zu den Algenmembranen eine glatte 

Seite und eine Seite mit einer faserartigen Struktur [113], wie in Abbildung 5 (F) zu erkennen 

ist. 

 

Abbildung 5: Rasterelektronenmikroskop-Aufnahmen der Oberflächen 

250x Vergrößerung; (A) Typ I: löchrige Oberflächenbeschaffenheit mit vereinzelten Fasern; 
(B) Typ II: löchrige Oberflächenbeschaffenheit mit vermehrten Fasern und einzelnen Faser-
Geflechten; (C) Typ III: löchrige Oberflächenbeschaffenheit mit vermehrten Fasern und einem 
einzelnen Faser-Geflecht; (D) Typ IV: Oberfläche mit luftblasenähnlichen Strukturen; (E) Typ 
V: löchrige Oberflächenbeschaffenheit mit vermehrten Fasern; (F) RM: Zweischichtige 
Referenzmembran, faserartige Seite abgebildet; Alle Algenmembranen (A)-(E) sind flach und 
dünn gestaltet.; (A)(B)(C) und (E) weisen eine fast identische Oberflächenbeschaffenheit auf. 
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3.1.2 Kontaktwinkel bzw. Benetzungsverhalten 

Zur Beurteilung des Benetzungsverhaltens der Algenmembranen erfolgte die Bestimmung des 

Kontaktwinkels der Algenmembranen. Dabei zeigte Typ I mit 109,5 ° den höchsten Winkel und 

Typ III mit 77,3 ° den niedrigsten Winkel [107]. Die Einzelergebnisse können der folgenden 

Abbildung (s. Abb. 6) entnommen werden. 

 

Abbildung 6: Kontaktwinkel [in °] der einzelnen Algenmembranen 

Error von ±5%; Typ I: 109,5°; Typ II: ca. 94,9°; Typ III: 77,3°; Typ IV: ca. 88,3°; Typ V: 97,6° 

[Abb. aus Sayin et al. [107]] 

 

3.1.3 FT-IR-Spektroskopie  

Zur Beurteilung der chemischen Zusammensetzung der unterschiedlichen Algentypen erfolgte 

die Durchführung einer FT-IR Analyse. Bei der Untersuchung traten mehrere Peaks auf, 

welche bei den unterschiedlichen Algen in unterschiedlichen Ausmaßen vorkamen (s. Tabelle 

aus Abb. 7). Abbildung 7 ermöglicht das Erkennen von Unterschieden zwischen den 

verschiedenen Algengattungen (Rot- und Braunalgen) sowie den einzelnen Algentypen [107]. 

 

Abbildung 7: FT-IR-Spektroskopie 

Erhöhung der Wellenlänge [in 𝐜𝐦−𝟏] und das jeweilige Vorkommen bei den unterschiedlichen 
Algenmembranen (links); FT-IR Spektrum der unterschiedlichen Algenmembranen, 

Darstellung der Transmission [in %] in Abhängigkeit der Wellenlänge [in 𝐜𝐦−𝟏] (rechts) [Abb. 
aus Sayin et al. [107]] 
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3.2 Biokompatibilität der Algenmembranen auf humane Zellen in-vitro 

3.2.1 Fibroblasten 

3.2.1.1 WST-, MTT- & BrdU-Test 

Der WST-, MTT- und BrdU-Test sind Verfahren zur Bestimmung der Zellviabilität und 

Zellproliferation. Die Ergebnisse wurden als Zelldichte in Abhängigkeit zu der Zeit dargestellt. 

Die Fibroblasten, die mit den Eluaten der Algenmembranen des Typs I, II, III und IV kombiniert 

worden waren, zeigten im WST-Test (s. Abb. 8) zu dem ersten Zeitpunkt im Vergleich zur 

Kontrolle leicht niedrigere Werte. Typ I (p = 1,71E-10), Typ II (p = 6,08E-09) und Typ III (p = 

0,0002) wiesen bei 6 h signifikant niedrigere Werte als die Kontrolle auf. Die 

Referenzmembran und Typ V zeigten nicht-signifikant höhere Werte. Bei 12 h wiesen alle 

Membranen außer Typ V eine höhere Zelldichte als die Kontrolle auf. Typ I (p = 8,17E-07), 

Typ II (p = 1,28E-05) und Typ III (p = 1,45E-09) zeigten dabei einen signifikanten Unterschied 

zur Kontrolle. Ab 24 h erfolgte eine ähnlich schnelle Zellproliferation aller Gruppe mit 

Ausnahme der Referenzmembran, die dadurch einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle 

aufwies (p = 0,0002). Nach 72 h wiesen die Referenzmembran (p = 4,24E-05) und zusätzlich 

Typ III (p = 0,0011) einen signifikant niedrigeren Wert als die Kontrolle auf. Über den Verlauf 

der Untersuchung zeigten jedoch alle Gruppen Werte oberhalb der Kontrolle. 

 

Abbildung 8: Zellaktivität der Fibroblasten im WST-Test 

Die Abbildung (links) zeigt die Zelldichte der Fibroblasten in Abhängigkeit zu der Zeit [in h] im 
WST-Test.; Die Tabelle (rechts) enthält die entsprechenden Mittelwerte. Mit * gekennzeichnete 
Mittelwerte weisen einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle auf (p < 0.005). Die 
Algenmembranen der Typen I, II, III und die Referenzmembran zeigen bei 6h (Typ I, II, III), bei 
12h (Typ I, II, III, RM), bei 24h (RM) und bei 72h (Typ III, RM) einen signifikanten Unterschied 
zur Kontrolle. 
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Im MTT-Test (s. Abb. 9) zeigten sich im Vergleich zum WST-Test ein langsamer Rückgang 

der Zelldichte ab 12 h. Über den gesamten Untersuchungszeitraum kristallisierte sich vor allem 

Typ IV als Membran mit der höchsten Zelldichte im Vergleich zu den anderen Gruppen heraus. 

Bei 6 h (p = 1,06E-05), 12 h (p = 3,15E-11) und 24 h (p = 4,65E-08) ist dieser Unterschied 

gegenüber der Kontrolle signifikant. Auch gegenüber den anderen Algenmembranen wies Typ 

IV bei 12 h und 24 h einen signifikanten Unterschied auf. Kein signifikanter Unterschied 

bestand allerdings zwischen Typ IV und der Referenzmembran. Bei 6 h bestand ein 

signifikanter Unterschied von Typ IV zu Typ I (p = 3,46E-13), III (p = 0,0003) und V (p = 7,81E-

12). Bei 72 h konnte nur noch ein signifikanter Unterschied von Typ IV zu Typ I (p = 0,0004) 

und zu Typ V (p = 2,37E-05) beobachtet werden. Mit Ausnahme von Typ V zeigten alle 

Gruppen Zelldichten oberhalb bzw. gleich der Kontrolle. 

 

Abbildung 9: Zellaktivität der Fibroblasten im MTT-Test 

Die Abbildung (links) zeigt die Zelldichte der Fibroblasten in Abhängigkeit zu der Zeit [in h] im 
MTT-Test.; Die Tabelle (rechts) enthält die entsprechenden Mittelwerte. Mit * gekennzeichnete 
Mittelwerte weisen einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle auf (p < 0.005). Die 
Algenmembranen der Typen I, III, IV, V und die Referenzmembran weisen bei 6h (Typ I, V, 
RM), bei 12h (Typ III, IV, V) und bei 24h (Typ IV) einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle 
auf. 

 

Im BrdU-Test (s. Abb. 10) wiesen alle Gruppen und Zeitpunkte eine ähnlich hohe Zelldichte 

auf. Dabei traten bei 6 h keine signifikanten Unterschiede zwischen den Algenmembranen und 

der Kontrolle auf, lediglich die Referenzmembran wies einen signifikanten Unterschied zur 

Kontrolle auf (p = 0,0003). Bei 12 h zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen der 

Kontrolle und den Algenmembranen vom Typ I (p = 2,41E-07), Typ II (p = 2,02E-06) und III (p 

= 0,0007). Alle drei genannten Typen wiesen niedrigere Werte als die Kontrolle auf. Bei den 

letzten beiden Zeitpunkten kam es zur Abnahme der Zelldichte aller Gruppen. Dabei zeigte 
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keine der Membranen signifikant Unterschiede zur Kontrolle. Über den Gesamtverlauf der 

BrdU-Untersuchung zeigten alle Gruppen Werte oberhalb der Kontrolle. 

 

Abbildung 10: Zellproliferation der Fibroblasten im BrdU-Test 

Die Abbildung (links) zeigt die Zelldichte der Fibroblasten in Abhängigkeit zu der Zeit [in h] im 
BrdU-Test.; Die Tabelle (rechts) enthält die entsprechenden Mittelwerte. Mit * 
gekennzeichnete Mittelwerte weisen einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle auf (p < 
0.005). Die Algenmembranen der Typen I, II, III und die Referenzmembran lassen bei 6h (RM) 
und bei 12h (Typ I, II, II) einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle beobachten. 

 

3.2.1.2 FDA/PI-Färbungen 

Die FDA/PI-Färbung ermöglicht die Beurteilung der Zytotoxizität der getesteten 

Algenmembranen durch unterschiedliche Färbung vitaler (grün) und avitaler (rot) Zellen. Bei 

der Untersuchung der Fibroblasten mit der FDA/PI-Färbung konnten keine abnormen 

Zellformen oder große Ansammlungen toter Zellen identifiziert werden (s. Abb. 11). Darüber 

hinaus konnten die Zellen dünne Zellfortsätze bilden, sogenannte Filopodia. Mithilfe derer sind 

sie in der Lage, Verbindungen zwischen den Zellen zu knüpfen. Über diese Zell-zu-Zell-

Kontakte ist eine Kommunikation zwischen den Zellen möglich. Filopodia und Zell-zu-Zell-

Kontakte können sowohl in der Fluoreszenzfärbung als auch in der 

Rasterelektronenmikroskopie dargestellt werden. Zwischen den unterschiedlichen 

Algenmembranen zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede. 
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Abbildung 11: Fluoreszenz-Färbung der Fibroblasten nach 72 h in 20-facher Vergrößerung 

Maßstabsbalken 200 μm; (A) Typ I: vitale grün fluoreszendierende Zellen und Zell-zu-Zell-
Kontakte erkennbar; (B) Typ IV: vitale grün fluoreszendierende Zellen und rot 
fluoreszendierende avitale Zellen (s. Pfeile); avitale Zellen weisen eine reguläre Zellform auf, 
welches auf einen physiologischen Prozess hindeutet; (C) RM: im Vordergrund vitale grün 
fluoreszendierende Zellen und Zell-zu-Zell-Kontakte erkennbar, im Hintergrund rot 
fluoreszendierende Zellen sichtbar (s. Pfeil); (D) KO: vitale grün fluoreszendierende Zellen und 
Zell-zu-Zell-Kontakte erkennbar 

 

3.2.1.3 Rasterelektronenmikroskopie 

In keiner der Aufnahmen zeigten sich abnorme Zellformen der Fibroblasten (s. Abb. 12, 13, 

14). Typ II, Typ IV (s. Abb 12), Typ V (s. Abb 13) und die Kontrolle (s. Abb. 14) ließen Filopodia 

und Zell-zu-Zell-Kontakte erkennen. Die größte Anzahl an adhärenten Zellen zeigte Typ IV (s. 

Abb. 12). Typ I, Typ III und die Referenzmembran zeigten keine adhärenten Zellen. 

 

Abbildung 12: Rasterelektronenmikroskopie der Fibroblasten 

(A) Typ IV, 12 h, 250x Vergrößerung, Zellen weisen eine regelrechte Morphologie und Zell-zu-
Zell-Verbindungen (s. schwarze Pfeile) auf; (B) Ausschnitt aus (A): 1000x Vergrößerung, 
Filopodia erkennbar (s. Kreise) 
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Abbildung 13: Rasterelektronenmikroskopie der Fibroblasten 

(A) Typ V, 72 h, 250x Vergrößerung; Zellen erkennbar mit Filopodia und Zell-zu-Zell-
Verbindungen; (B) Ausschnitt aus (A): 1000x Vergrößerung, Zell-zu-Zell-Verbindungen (s. 
schwarzer Pfeil) und das Überlagern von Zellen erkennbar 

 

 

Abbildung 14: Rasterelektronenmikroskopie der Fibroblasten 

(A) KO, 72 h, 250x Vergrößerung, Zellen erkennbar mit Filopodia und Zell-zu-Zell-

Verbindungen; (B) Ausschnitt aus (A): 2000x Vergrößerung, zwei Zellen mit Filopodia 

erkennbar (s. Kreise) 

 

3.2.2 Osteosarkomazellen (SaOs-2) 

3.2.2.1 WST- & MTT- & BrdU-Test 

Im WST-Test (s. Abb. 15) kam es zu einem langsamen kontinuierlichen Anstieg der Zelldichte 

im Verlauf der Zeit. Zwischen den unterschiedlichen Membrantypen zeigten sich bei 6 h keine 

signifikanten Unterschiede untereinander, bei 12 h und 72 h zeigten sich vereinzelt signifikante 

Unterschiede und bei 24 h zeigte knapp die Hälfte der Vergleiche untereinander signifikante 

Unterschiede, dabei kristallisierte sich allerdings keine der Membranen heraus. Auch zur 

Kontrolle waren kaum signifikante Unterschiede zu beobachten. Nur Typ V (p = 0,002) und die 

Referenzmembran (p = 0,0005) zeigten bei 6h einen signifikanten höhere Zelldicht als die 
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Kontrolle. Nicht signifikante Werte unterhalb der Kontrolle wiesen nur Typ V nach 12 h und 

Typ I nach 24 h auf. 

 

Abbildung 15: Zellaktivität der SaOs-2 im WST-Test 

Die Abbildung (links) zeigt die Zelldichte der SaOs-2 in Abhängigkeit zu der Zeit [in h] im WST-
Test.; Die Tabelle (rechts) enthält die entsprechenden Mittelwerte. Mit * gekennzeichnete 
Mittelwerte weisen einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle auf (p < 0.005). Die 
Algenmembran des Typ V und die Referenzmembran weisen bei 6h einen signifikanten 
Unterschied zur Kontrolle auf. 

 

Im MTT-Test (s. Abb. 16) zeigten sich durchweg leicht erhöhte Werte für die Membranen des 

Typ I, II und III im Gegensatz zu den Membranen des Typs IV, V, der Referenzmembran und 

der Kontrolle. Vor allem bei 12 h ist deutlich ein signifikanter Unterschied dieser zwei Gruppen 

zu erkennen. Typ IV verzeichnete über die Zeit eine Abnahme der Zelldichte sowie bei 24 h 

und 72 h einen nicht-signifikant niedrigeren Wert als die Kontrolle. Typ V bot ebenfalls 

zweimalig, bei 12 h und 72 h, nicht signifikante Zelldichten unterhalb des Kontrollwertes dar.  

 

Abbildung 16: Zellaktivität der SaOs-2 im MTT-Test 

Die Abbildung (links) zeigt die Zelldichte der SaOs-2 in Abhängigkeit zu der Zeit [in h] im MTT-
Test.; Die Tabelle (rechts) enthält die entsprechenden Mittelwerte. Mit * gekennzeichnete 
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Mittelwerte weisen einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle auf (p < 0.005). Die 
Algenmembranen der Typen I, II und III lassen bei 6h (Typ II) und bei 12h (Typ I, II, III) einen 
signifikanten Unterschied zur Kontrolle beobachten. 

 

Im BrdU-Test (s. Abb. 17) ließ sich zunächst eine ähnlich leicht erhöhte, nicht signifikante 

Zelldichte der Membranen des Typs I, II und III im Vergleich zur Kontrolle feststellen. Die 

Gruppen des Typs IV, V und der Referenzmembran zeigten im gesamten Testverlauf 

signifikant niedrigere Zelldichten im Vergleich zur Kontrolle. Bei 24 h kam es bei allen 

untersuchten Gruppen zu Werten, die unterhalb der Kontrolle lagen. Dabei wiesen zusätzlich 

Typ I (p = 3,61E-08) und II (1,17E-05) einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle auf. 

Lediglich Typ III zeigte bei 24 h keinen signifikanten Unterschied zu der Kontrolle. Bei 72 h 

zeigten sich durchweg Werte, die signifikant unterhalb der Kontrolle lagen. Besonders 

beachtenswert war dabei Typ IV, der bei drei der vier Zeitpunkte die niedrigste Zelldichte 

aufwies und dessen Zelldichte im Untersuchungszeitraum am auffälligsten abnahm. 

 

Abbildung 17: Zellproliferation der SaOs-2 im BrdU-Test 

Die Abbildung (links) zeigt die Zelldichte der SaOs-2 in Abhängigkeit zu der Zeit [in h] im BrdU-
Test.; Die Tabelle (rechts) enthält die entsprechenden Mittelwerte. Mit * gekennzeichnete 
Mittelwerte weisen einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle auf  (p < 0.005). Die 
Algenmembranen der Typen I, II, III, IV, V und die Referenzmembran zeigen bei 6h (Typ IV, 
V, RM), bei 12h (Typ IV, V, RM), bei 24h (Typ I, II, IV, V, RM) und bei 72h (alle Membranen) 
einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. 

 

3.2.2.2 FDA/PI-Färbungen 

Die Fluoreszenz-Aufnahmen ließen zu den ersten beiden Zeitpunkten bei allen Gruppen eine 

ähnliche Zelldichte sowie Filopodia, erkennen. Ab 24 h zeigten alle Gruppen eine geringere 

Zelldichte. Die Kontrolle wies gut ausgebreitete Zellen mit Filopodia und Zell-zu-Zell-
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Verbindungen bei einer ebenfalls geringen Zelldichte auf (s. Abb. 18 (F)). Die 

Algenmembranen und die Referenzmembran ließen, im Gegensatz dazu, neben gesunden 

Zellen, kleine Zellen mit gestörter Morphologie und einer sehr geringeren Anzahl an Filopodia 

und Zell-zu-Zell-Kontakten erkennen (s. Abb, 18 (A)-(E)).  

 

Abbildung 18: Fluoreszenz-Färbung der SaOs-2 in 20-facher Vergrößerung nach 72h 

Maßstabsbalken 200 μm; Zellen mit gestörter Morphologie (s. dünne Pfeile); (A) Typ I ; (B) 
Typ IV, Zelle mit auslaufendem Zellkern (s. dicker Pfeil); (C) Typ V; (D) Typ II; (E) RM (F) KO, 
Roter Zellkern (s. dicker Pfeil), gut ausgebreitete Zellen mit Filopodia und Zell-zu-Zell-
Kontakten; (A)-(E) zeigen sowohl gesunde, als auch kleine Zellen mit gestörter Morphologie 
und geringer Anzahl an Filopodia und Zell-zu-Zell-Kontakten. 

 

3.2.2.3 Rasterelektronenmikroskopie  

In der REM wies die Kontrolle Zellen mit Filopodia und Zell-zu-Zell-Kontakten auf (s. Abb. 21). 

Auf den Membranen des Typs I, IV (s. Abb. 19 (A) und 20 (A)) und V (s. Abb. 19 (B) und 20 

(B)) ließen sich ebenfalls Zellen ausmachen, die Anzahl jener nahm jedoch mit Fortschreiten 

der Zeit ab. Typ II, III und die Referenzmembran wiesen zu keinem Zeitpunkt Zellen auf.  

 

Abbildung 19: Rasterelektronenmikroskopie der SaOs-2 

(A) Typ IV, 6 h, 2000x Vergrößerung, einzelne Zelle mit Filopodia erkennbar; (B) Typ V, 6 h, 
500x Vergrößerung, Zellkolonie und einzelne Zellen mit Filopodia erkennbar 
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Abbildung 20: Rasterelektronenmikroskopie der SaOs-2 

(A) Typ IV, 24 h, 1000x Vergrößerung, zwei einzelne verblasste Zellen erkennbar; (B) Typ V, 
24 h, 1000x Vergrößerung, Überreste einzelner Zellen erkennbar (s. schwarzer Pfeil) 

 

Abbildung 21: Rasterelektronenmikroskopie der SaOs-2 

(A) KO, 72 h, 2000x Vergrößerung, gut ausgebreitete Zellen mit Zell-zu-Zell-Kontakten und 
Filopodia; (B) Ausschnitt aus (A): 5000x Vergrößerung, Darstellung Filopodia (s. Kreis) 

 

3.2.3 Osteoblasten 

3.2.3.1 WST-, MTT- & BrdU-Test 

Im WST-Test (s. Abb. 22) zeichnete sich ein langsamer kontinuierlicher Anstieg der Zelldichte 

der Osteoblasten ab. Ab 72 h kam es zu einem leichten Rückgang bzw. einem Stagnieren 

einzelner Membranen. Alle Membranen, mit Ausnahme von Typ I, zeigten zu jedem Zeitpunkt 

Werte oberhalb der Kontrolle. Eine Signifikanz wiesen dabei nur die Referenzmembran bei 6 

h (p = 0,0022) und Typ IV bei 24 h (p = 0,0019) sowie Typ I (p = 6,45E-05) und Typ II (p = 

0,0023) bei 72 h auf. Die, durch Typ I verursachte, Ausnahme bei 6 h wies einen nicht 

signifikanten Wert unterhalb der Kontrolle auf. Ab 12 h zeichnete sich jedoch ein rascher 

Anstieg des Typs I ab und bei 72 h zeigte allein Typ I einen weiteren Anstieg der Zelldichte.  
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Abbildung 22: Zellaktivität der Osteoblasten im WST-Test 

Die Abbildung (links) zeigt die Zelldichte der Osteoblasten in Abhängigkeit zu der Zeit [in h] im 
WST-Test.; Die Tabelle (rechts) enthält die entsprechenden Mittelwerte. Mit * gekennzeichnete 
Mittelwerte weisen einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle auf (p < 0.005). Die 
Algenmembranen der Typen I, II, IV und die Referenzmembran zeigen bei 6h (RM), bei 24h 
(Typ IV) und bei 72h (Typ I, II) einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. 

 

Im MTT-Test (s. Abb. 23) zeigte sich zu Beginn der Untersuchung eine hohe Zellaktivität, die 

mit der Zeit abnahm. Es konnten erneut keine Werte unterhalb der Kontrolle beobachtet 

werden. Alleinig Typ IV verzeichnete zu allen vier Zeitpunkten einen signifikanten Unterschied 

zu der Kontrolle. Auch die Referenzmembran zeigte bei drei von vier Zeitpunkten einen 

signifikanten Unterschied zu der Kontrolle. Im Gegensatz zu Typ V, welcher zu keiner Zeit 

einen signifikanten Unterschied zu der Kontrolle aufwies. Typ I, II und III warteten zu den ersten 

beiden Zeitpunkten mit einem signifikanten Unterschied zu der Kontrolle auf, Typ II (p = 5,46E-

05) darüber hinaus auch bei 72 h.  
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Abbildung 23: Zellaktivität der Osteoblasten im MTT-Test 

Die Abbildung (links) zeigt die Zelldichte der Osteoblasten in Abhängigkeit zu der Zeit [in h] im 
MTT-Test.; Die Tabelle (rechts) enthält die entsprechenden Mittelwerte. Mit * gekennzeichnete 
Mittelwerte weisen einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle auf (p < 0.005). Die 
Algenmembranen der Typen I, II, III, IV und die Referenzmembran lassen bei 6h (Typ I, II, III, 
IV, RM), bei 12h (Typ I, II, III, IV, RM), bei 24h (Typ IV, RM) und bei 72h (Typ II, IV) einen 
signifikanten Unterschied zur Kontrolle beobachten. 

 

Im BrdU-Test (s. Abb. 24) zeigte sich über die gesamte Zeitspanne eine langsame Abnahme 

der Zelldichte. Eine Ausnahme bildete Typ I, welcher einen eher periodischen Verlauf aufwies. 

Zeitweise lag die Zellproliferation einzelner Membrantypen unterhalb der Kontrolle, jedoch 

erreichten alle Typen im Verlauf der Zeit ein Maximum oberhalb der Kontrolle. Bei 24 h wiesen 

Typ II (p = 0,0005), Typ III (p = 5,86E-07), Typ IV (p = 0,0013) und die Referenzmembran (p = 

8,58E-05) einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle auf, bei 72 h Typ I (p = 0,0002) und 

Typ II (p = 0,0003). 

 

Abbildung 24: Zellproliferation der Osteoblasten im BrdU-Test 

Die Abbildung (links) zeigt die Zelldichte der Osteoblasten in Abhängigkeit zu der Zeit [in h] im 
BrdU-Test.; Die Tabelle (rechts) enthält die entsprechenden Mittelwerte. Mit * 
gekennzeichnete Mittelwerte weisen einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle auf (p < 
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0.005). Die Algenmembranen der Typen I, II, III, IV und die Referenzmembran weisen bei 24h 
(Typ II, III, IV, RM) und bei 72h (Typ I, II) einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle auf. 

 

3.2.3.2 FDA/PI-Färbungen 

Alle Algenarten wiesen in der FDA/PI-Färbung eine erhöhte Zelldichte auf, die mit der Zeit 

weiter anstieg. Filopodia und Zell-zu-Zell-Kontakte waren zahlreich vorhanden (s. Abb. 25 (A)-

(D)). Darüber hinaus stachen viele Zellen durch eine flächige Ausbreitung hervor (s. Abb. 25). 

Zu Anfang zeigten vor allem Typ III und IV eine höhere Zelldichte im Vergleich zu den anderen 

Gruppen. Die Kontrolle wies im Vergleich mit den Membranen eine niedrigere Zelldichte und 

weniger Zell-zu-Zell-Kontakte auf, vor allem bei 6 h, 12 h und 72 h (s. Abb. 25 (F)). 

 

Abbildung 25: Fluoreszenz-Färbung der Osteoblasten in 20-facher Vergrößerung 

In allen Abbildungen sind intakte Zellen mit Filopodia und Zell-zu-Zell-Kontakten erkennbar. 
Viele Zellen zeigten eine flächige Ausbreitung.; (A) Typ II, 24 h; (B) Typ IV, 72 h; (C) RM, 6 h; 
(D) Typ III, 72 h; (E) Typ V, 6 h, exemplarische Darstellung einer sehr langen Zell-zu-Zell-
Verbindung (s. dicker Pfeil), Filopodia an Zelle (s. dünner Pfeil); (F) KO, 72 h; Nach einem 
Zeitraum von 72 h weist (F) im Vergleich zu (B) und (D) eine niedrigere Zelldichte und weniger 
Zell-zu-Zell-Kontakte auf. 

 

3.2.3.3 Rasterelektronenmikroskopie  

In der REM wiesen alle Zellen eine reguläre Zellform mit Filopodia und Zell-zu-Zell-

Verbindungen auf (s. Abb. 26, 27, 28). Die Referenzmembran zeigte keinen Zellbesatz. 
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Abbildung 26: Rasterelektronenmikroskopie der Osteoblasten 

(A) Typ III, 12 h, 500x Vergrößerung, Zellteppich erkennbar, zum Teil Überlagerungen mit 
benachbarten Zellen; (B) Ausschnitt aus (A): 2000x Vergrößerung, Zelle mit Zell-zu-Zell-
Verbindungen (s. schwarze Pfeile) und Filopodia (s. Kreise) 

 

Abbildung 27: Rasterelektronenmikroskopie der Osteoblasten 

(A) Typ IV, 72 h, 500x Vergrößerung, Zellteppich erkennbar; (B) Ausschnitt aus (A): 2000x 
Vergrößerung, Zellteppich erkennbar, Zell-zu-Zell-Verbindungen (s. schwarzer Pfeil) und 
Filopodia (s. Kreis) 

 

Abbildung 28: Rasterelektronenmikroskopie der Osteoblasten 

(A) Typ I, 6 h, 1000x Vergrößerung, kleine Zellkolonie mit Zell-zu-Zell-Kontakten 
untereinander; (B) KO, 6 h, 2000x Vergrößerung, einzelne Zelle mit Filopodia erkennbar  
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4 Diskussion 

4.1 Biokompatibilität der Algenmembranen auf humane Zellen in-vitro 

4.1.1 Material und Methoden 

4.1.1.1 Material 

In dieser Studie wurden fünf verschiedene Algenmembranen mit einer Kontrolle aus Glas und 

einer Referenzmembran verglichen.  

Bei der Referenzmembran handelte es sich um die klinisch bewährte Kollagenmembran 

BioGide® (Fa. Geistlich, Wohlhusen, Schweiz). Sie ermöglicht durch ihren stabilen 

zweischichtigen Aufbau, ihre gute Biokompatibilität [113] und ihre einfache Anpassbarkeit 

[114]  ein zuverlässiges und sicheres Arbeiten. In einer Studie von Tawil et al. konnte gezeigt 

werden, dass durch die Kombination eines Knochenersatzmaterials mit BioGide® bei 

periimplantären Defekten eine Knochenzunahme von durchschnittlich 87,6 % möglich war. 

Zitzmann et al. zeigten, dass BioGide® im Vergleich zu einer Gore-Tex-Membran eine höhere 

Knochenfülle (92 % zu 78 %) bei periimplantären Defekten in Kombination mit einem 

Knochenersatzmaterial ermöglichte [115]. Darüber hinaus traten bei den mit BioGide® 

behandelten Defekten weniger Wunddehiszenzen auf und es waren weniger frühzeitige 

Membranentfernungen notwendig [115]. Als Nachteil resorbierbarer Kollagenmembranen 

erweist sich allerdings die Verwendung von porcinem Kollagen zur Herstellung der Membran. 

Eine Übertragung von Bakterien, Viren, Parasiten und Pilzen wurde auf ein Minimum reduziert, 

kann jedoch trotz gründlicher Reinigung nicht vollständig ausgeschlossen werden [116]. 

Darüber hinaus spielen religiöse und weltliche Gründe eine entscheidende Rolle bei der 

Entscheidung gegen die Verwendung einer Membran tierischen Ursprungs [47].Probleme 

können auch durch eine nicht exakt vorhersagbare Degradation entstehen [117]. Daher wird 

heutzutage weiterhin nach alternativen Membranmaterialien geforscht.  

Aufgrund der fehlenden Gefahr einer Krankheitsübertragung bilden alloplastische Materialien 

eine Alternative zu den etablierten Kollagenmembranen [118]. Die Verwendung von 

phykogenen beziehungsweise pflanzlichen Materialien als Filler in solchen Membranen ist 

eine günstige Art und Weise, sich die biomedizinischen Vorteile von Algen zunutze zu machen 

und gleichzeitig Materialien zu verwenden, die je nach Algenart im Überschuss vorhanden sind 

[52,119,120].  
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Das Ziel dieser Studie war es zu evaluieren, ob Algenmembranen eine ähnlich gute 

Biokompatibilität aufweisen wie Kollagenmembranen und somit eine potentielle Alternative 

darstellen.  

Bei der Herstellung der verwendeten Materialien wurde auf eine Extraktion einzelner bioaktiver 

Stoffe verzichtet und das gesamte Algenmaterial als Filler verarbeitet. Um zu evaluieren, ob 

vorteilhafte biomedizinische Eigenschaften der Algen auch in dieser Form eine Wirkung 

hervorrufen und ob das PLA/MAP-Gemisch biokompatibel ist, waren Untersuchungen zur 

Vitalität und Proliferation von verschiedenen Zellarten unabdingbar. 

Um eine flexible Membran zu erhalten, wurde das Algenpulver mit Polylactid vermischt. Bei 

Polylactid handelt es sich um einen resorbierbaren, aus erneuerbaren Ressourcen 

herstellbaren, aliphatischen Polyester, welcher eine gute Steuerung des 

Degradationsverhaltens zulässt. Mit seiner Carboxyl- und Hydroxylgruppe ist Polylactid in der 

Lage, einfache Polymere durch Polykondensation zu formen [50,121]. Gogolewski et al. 

untersuchten bereits im Jahr 1993 in einer in-vivo Studie mit Mäusen PLA und zwei weitere 

Polymere. Alle drei Polymere wurden vom Gewebe toleriert und zeigten keine akuten 

Entzündungen, Abszessformationen oder Gewebsnekrosen [122]. Allerdings wird in der 

Literatur weiterhin das Entstehen eines sauren Milieus beim Abbau der Membran [49] 

diskutiert. In einem Review von Silva et al. konnte festgestellt werden, dass PLA selten 

allergische Reaktionen auslöst und es vor allem durch den Bruch oder die Abnutzung von 

PLA-Implantaten zu inflammatorischen Reaktionen und Fremdkörper-Reaktionen kam [123]. 

Bekannte Alternativen zu PLA sind Polygylokolid Acid (PGA), Polyhydroxylalkanoate und 

Polycaprolactone (PCL). Polygylkolid Acid (PGA) ermöglicht einen vielfältigen, unter anderem 

einen medizinischen, Einsatz, allerdings weist PGA einen zu schnellen Abbau und einen 

schnellen Verlust der mechanischen Stärke nach Implantation auf [121], um Anwendung als 

Membranmaterial zu finden. Auch Polycaprolactone (PCL) weist neben den Vorteilen 

biokompatibel, resorbierbar und mit vielen Polymeren mischbar zu sein, einen entscheidenden 

Nachteil auf, den über 24 Monate andauernden Abbau [121]. 

 

4.1.1.2 Methoden 

Bei Untersuchung neuer Materialien sind zunächst Zellkulturstudien mit humanen Zellen in-

vitro durchzuführen. Dabei werden drei Expositionsarten unterschieden: Die Verwendung von 

Eluaten oder Extrakten sowie der direkte und indirekte Kontakt. Bei dem indirekten Kontakt 

befindet sich zwischen dem Material und den Zellen eine Membran oder Gelschicht, welche 

eine Diffusion zulässt [124]. 
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Eluate wurden in dieser Studie für die Vitalitäts- und Proliferationstests sowie für die FDA-

Färbung verwendet. Der sogenannte Direktkontakt fand in dieser Studie in der 

Rasterelektronenmikroskopie Anwendung.  

Bei den angewendeten Testverfahren handelte es sich um etablierte Verfahren, die mithilfe 

von Test-Kits erfolgten. Zur Bestätigung der Ergebnisse der Vitalitäts- und Proliferationstests 

erfolgte die Durchführung der FDA/PI-Färbung. Bei der Durchführung der FDA/PI-Färbung der 

Fibroblasten kam es bei 6 h zu einem Abspülen der Zellen, wodurch kein Fotomaterial für 

diesen Zeitpunkt vorliegt. Dies wurde bereits in einer anderen Doktorarbeit und der 

dazugehörigen Publikation [125,126] beobachtet. Die Doktorandin schlug dabei eine 

Veränderung der Konzentrationen der verwendeten Lösungen vor [126]. Alternativ wäre es 

denkbar, die Zellen generell erst ab einem späteren Zeitpunkt zu untersuchen.  

Zur Bestimmung der Untersuchungszeitpunkte wurde eine Literaturrecherche durchgeführt. In 

einer Studie von Wu et al. erfolgte ebenfalls eine MTT-Untersuchung zur Biokompatibilität von 

MAP/PLA-Membranen. Die dabei gewählten Untersuchungszeitpunkte waren 1, 3, und 7 Tage 

[110]. Eine Studie von Ignatius und Claes untersuchte die Biokompatibilität von Poly(L, DL-

lactide) und Poly(L-lactide-co-glycolide). Dabei wurden für die Durchführung des MTT-Tests 

die Zeitpunkte 24 h, 48 h und 72 h gewählt [127]. Grigoriev et al. führten MTT-Tests an PLA-

basierten spongiösen Gerüsten (Scaffolds) durch mit 1 und 7 Tagen als 

Untersuchungszeitpunkte [128]. In einer Studie von Kasaj et al. wurden resorbierbare und 

nicht-resorbierbare GTR-Membranen auf ihre Biokompatibilität gegenüber gingivalen und 

desmodontalen Fibroblasten und Osteoblasten-ähnliche Zellen untersucht. Die dabei 

gewählten Untersuchungszeitpunkte waren 1 h, 2½ h, 4 h, 24 h und 48 h [129].  

Um einen guten Überblick über das Verhalten der Zellen gegenüber den Algenmembranen zu 

erhalten, wurde die Zeitpunkte 6 h, 12 h, 24 h und 72 h gewählt. Eine mögliche zu kurze 

Inkubationszeit ließ sich durch die Analyse der Kontrollen ausschließen, welche eine 

ausreichende Zelldichte aufwiesen. 

Die Desinfektion der Algenmembranen vor Testbeginn erfolgte in dieser Studie in 70%igen 

Alkohol über einen Zeitraum von 2,5 Tagen. In zwei Studien von Wu et al. wurde die 

Desinfektion der PCL-MAP- und PLA-MAP-Membranen mithilfe von ultraviolettem Licht über 

einen Zeitraum von 1 h durchgeführt [110,130]. Durch den Alkohol könnten potentiell 

schädliche Stoffe herausgelöst worden sein. Allerdings zeigten die zwei Studien von Wu et al. 

ähnliche Ergebnisse mit einer ausreichenden Biokompatibilität [110,130]. Dies würde gegen 

den Verdacht der Beeinflussung durch den Alkohol sprechen. 
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4.1.2 Voruntersuchungen  

4.1.2.1 Oberflächenbeschaffenheit 

Im Grunde zeigten alle Algenmembranen eine sehr ähnliche Oberflächenbeschaffenheit. Die 

Unterschiede der Porengrößen sind voraussichtlich auf Unterschiede zwischen der 

Oberflächenspannung zwischen MAP und PLA zurückzuführen. Die kleinen Pin-Locks 

entstanden vermutlich durch Erhitzen und Abkühlen im Herstellungsprozess [107]. Durch die 

Vermischung des Polylactids mit den unterschiedlichen Algenpulvern kam es auch zu der 

Entstehung leicht differierender Oberflächen des Typs IV im Gegensatz zu den anderen 

Algenmembranen. Typ IV zeigte keine Löcher, sondern Positivblasen. Es ist fraglich, ob die 

superiore Zelldichte, die Typ IV in einzelnen Testverfahren aufweist, im Zusammenhang mit 

dieser Oberflächenstruktur steht oder ob diese auf biologische Vorteile der Alge zurückführbar 

ist. Dies muss in weiteren Untersuchungen evaluiert werden.  

 

4.1.2.2 Kontaktwinkel bzw. Benetzungsverhalten 

Die Algenmembranen wiesen unterschiedliche Werte zwischen 77,3 ° (Typ III) und 109,5 ° 

(Typ I) auf. Im Vergleich dazu zeigte reines PLA einer Studie von Veziroglu et al. einen 

Kontaktwinkel von ca. 95 ° [131]. Nur Typ III und Typ IV wiesen niedrigere Werte als das reine 

PLA der Studie von Veziroglu et al. auf und schienen somit hydrophiler zu sein, im Gegensatz 

zu Typ I, Typ II und Typ V, die alle Werte oberhalb der 95 ° aufwiesen.  

In einer Studie zeigten Wei et al. an Osteoblasten von Mäusen, dass das anfängliche Anhaften 

von Zellen durch eine Erhöhung der Oberflächenbenetzbarkeit verbessert werden konnte 

[132]. Lee et al. zeigten, dass eine moderate Hydrophilie mit einem Kontaktwinkel von 55 °, 

die höchste Zelladhäsion, im Vergleich zu mehr hydrophilen oder hydrophoben Polymeren, 

ermöglichte [133]. Tamada und Ikada beobachteten wiederum, dass ein Kontaktwinkel von 

70° die höchste Zelladhäsion ermöglichte [134].  

Typ IV (~85 °), welcher im Vergleich mit dem PLA aus der Studie von Veziroglu et al. 

hydrophiler war [131], zeigte in einzelnen Testverfahren erhöhte Zelldichten und konnte 

bestätigen, dass moderat hydrophile Oberflächen eine gute Oberflächenbenetzung 

ermöglichen. Allerdings zeigte Typ III (77,3 °) im Vergleich zu Typ IV weniger hohe Zelldichten, 

welches darauf hindeutet, dass bei den MAP/PLA-Membranen ein höherer Kontaktwinkel als 

in den oben genannten Studien erforderlich sein könnte.  

In einem Review von Sheng et al. beschäftigten sich die Autoren mit dem Wenzel- und dem 

Cassie-Baxter-Modell. Sie folgerten, dass eine Erhöhung der Rauigkeit eines Materials eine 
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Besserung der Oberflächenbenetzbarkeit zur Folge haben kann [135]. Dies lässt vermuten, 

dass Typ III und Typ IV im Vergleich zu den übrigen Algenmembranen eine höhere Rauigkeit 

aufwiesen. Alternativ könnte die höhere Hydrophilie dieser beiden Membrantypen im Vergleich 

zu den anderen Algenmembranen auch auf die Eigenschaften ihres jeweiligen Algentypen 

zurückgeführt werden. Die Algenmembranen sollte in künftigen Studien genauer auf ihre 

Oberflächenrauigkeit und eine entsprechende Benetzbarkeit untersucht werden. 

Um das Benetzungsverhalten der Algenmembranen zu verbessern, führten Reichstein et al. 

Untersuchungen an MAP/PLA-Membranen des Typs IV (Sargassum vulgare) durch, wobei 

diese mithilfe des iCVD-Verfahren eine neue Oberflächenbeschichtung erhielten. Dies 

ermöglichte eine verbesserte Benetzbarkeit der Algenmembran sowie eine ideale 

Zelladhäsion von Osteoblasten [136]. 

 

4.1.2.3 FT-IR-Spektroskopie 

Die aus der FT-IR-Spektroskopie hervorgegangenen Ergebnisse ermöglichen die 

Beobachtung von Unterschieden der chemischen Zusammensetzung.  

Zwischen den beiden Algengattungen der Rot- und Braunalgen zeigte sich ein auffälliger 

Unterschied bei 850 - 860  𝑐𝑚−1 sowie bei 1150 𝑐𝑚−1 Wellenlänge. Die höheren Peaks der 

Rotalgen bei diesen Wellenlängen könnten mit S = O-Verbindungen [137] sowie mit C-O-C-

Verbindungen der Cellulose in Verbindung gebracht werden [138]. Der erhöhte Cellulose-

Anteil bestätigte sich durch eine höhere Steifheit der beiden Rotalgen (Typ I und II). Weitere 

Unterschiede könnten bei 1200 - 1250  cm−1 ausgemacht werden. Hierbei zeigte vor allem 

Typ I eine höhere Transmission. Dies wird auf P=O- [52] und S = O-Verbindungen [137,139]  

zurückgeführt, welche typisch für Carrageene Oligosaccharide in Rotalgen sind [139]. Sie 

weisen laut Chen et al. in rationalen Konzentrationen eine geringe Zytotoxizität auf. Darüber 

hinaus stehen sie im Verdacht, den basic fibroblast growth factor zu binden und damit die 

Zellproliferation bestimmter Zelllinien zu hemmen [140]. Der Peak zwischen 1365 cm−1 und 

1385 cm−1, der bei allen Algenarten auftrat, wird auf S = O-Verbindungen [137] zurückgeführt 

sowie auf CH₃-Verbindungen des reinen PLAs [141]. Bei 1471 cm−1 wiesen alle Algenarten 

einen kurzen Peak auf, der ebenfalls auf CH3-Verbindungen des reinen PLAs schließen lässt 

[141]. Eine stärkere Erweiterung beziehungsweise längere Erhöhung nach diesem kurzen 

Peak war nur bei den Rotalgen zu beobachten und deutet voraussichtlich auf N-H-

Verbindungen hin [142]. Eine weitere auffällige Erhöhung bei 1620 cm−1 bis 1650 cm−1 lässt 

sich bei allen Algenarten außer Typ III nachvollziehen. Es besteht der Verdacht, dass diese 

Erhöhung auf Carboxylgruppen hinweisen könnte [52], welche hochaktive Gruppen auf der 
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Alginatoberfläche sind und zur Vernetzung von verschiedenen Biomolekülen, Proteinen und 

anderen bioaktiven Komponenten beitragen können [143]. Ein letzter Peak ist bei 2829 cm−1 

bis 2964 cm−1 Wellenlänge zu beobachten. Dieser steht voraussichtlich erneut im 

Zusammenhang mit CH₃-Gruppen des PLA [141]. Besonders ausgeprägt ist dieser bei Typ I 

und Typ IV.  

 

4.1.3 Ergebnisse Biokompatibilität der Algenmembranen auf humane Zellen in-

vitro 

4.1.3.1 Fibroblasten 

Zur Beurteilung der Biokompatibilität der PLA/MAP-Membranen gegenüber humanen 

Fibroblasten erfolgte die Durchführung von WST-, MTT- und BrdU-Tests.  

Die WST- und BrdU-Tests zeigten keine Zytotoxizität der Algenmembranen, da alle 

Algenmembranen im Versuchsverlauf Werte oberhalb der Kontrolle aufwiesen.  

Der MTT-Test bestätigte die Zytokompatibilität von Typ IV, da dieser durchweg Werte oberhalb 

der Kontrolle aufwies. Typ V zeigte im MTT-Test zu allen Zeitpunkten Werte unterhalb der 

Kontrolle. Im WST- und im BrdU-Test Werte allerdings zeigte ebendieser Typ auch Werte 

oberhalb der Kontrolle, welches auf eine ausreichende Biokompatibilität schließen lässt. Der 

darüber hinaus feststellbare Rückgang der Zelldichte im MTT-Test könnte mit dem Erreichen 

des Populationsmaximums in der Zellkulturplatte zusammenhängen. 

Auch Wu untersuchte in einer Studie im Jahre 2015 PCL/MAP-, PCL-g-MA- und PCL-g-

MA/TMAP Membranen. Bei TMAP handelt es sich um zuvor behandeltes vernetztes MAP, bei 

PCL-g-MA um ein zuvor mit Maleinsäureanhydrid behandeltes Polycaprolacton. Zur 

Beurteilung der Biokompatibilität erfolgte die Durchführung eines MTT-Tests mit humanen 

Lungenfibroblasten. Die Ergebnisse suggerierten eine ausreichende Biokompatibilität aller 

Membranen. Die besten Zytokompatibilitäts-Ergebnisse wiesen jedoch die PCL/MAP-

Membranen mit einem 10%igen und 20%igen MAP-Anteil auf [130]. Ähnliche Ergebnisse 

zeigten sich in einer anderen Studie von Wu et al. mit PLA/MAP- und PLA-g-GMA/MAP-

Membranen. Der mit normalen humanen Vorhaut-Fibroblasten durchgeführte MTT-Test zeigte 

die besten Kompatibilitätsergebnisse bei PLA-MAP-Membranen mit einem MAP-Anteil von 10 

% und 20 %. Die PLA-g-GMA/MAP-Membranen zeigten eine niedrigere Zytokompatibilität. 

Reines PLA wies im Vergleich zu den MAP-Membranen eine noch niedrigere 

Zytokompatibilität auf [110]. Diese Studien bestätigen die Biokompatibilität von PLA/MAP bzw. 

PCL/MAP-Membranen gegenüber den Fibroblasten. 
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In einer zuvor erwähnten Studie von Chen et al. wurde der Verdacht geäußert, dass Rotalgen 

den basic fibroblast growth factor binden und damit die Zellproliferation bestimmter Zelllinien 

hemmen [140]. Eine Hemmung der Zellproliferation konnte in dieser Studie nicht beobachtet 

werden, da die Rotalgen im Vergleich zu den drei Braunalgentypen keine auffallend 

niedrigeren Zelldichten aufwiesen. 

Abnorme Zellformen oder große Ansammlungen toter Zellen konnten in der FDA/PI-Färbung 

und Rasterelektronenmikroskopie nicht ausgemacht werden. Mehrmalig konnten allerdings 

Filopodia und Zell-zu-Zell-Kontakte beobachtet werden. 

Auf Grundlage dieser Resultate kann eine Zytotoxizität der Algenmembranen gegenüber den 

Fibroblasten ausgeschlossen werden. Darüber hinaus steht vor allem Typ IV im Verdacht 

einen proliferativen Effekt auf die Fibroblasten zu haben, aufgrund seiner hohen Zellviabilität 

im MTT-Test. 

 

4.1.3.2 Osteosarkomazellen (SaOs-2) 

Zur Beurteilung der Biokompatibilität der PLA/MAP-Membranen gegenüber den SaOs-2 

wurden ebenfalls WST-, MTT- und BrdU-Tests durchgeführt.  

Der WST-Test zeigte Werte, die bis auf vereinzelte Ausnahmen kontinuierlich nicht- signifikant 

oberhalb der Kontrolle lagen. Es besteht dementsprechend kein Hinweis auf einen 

proliferativen oder antiproliferativen Effekt.  

Im MTT-Test ließ sich beobachten, dass die Membranen des Typs I, II und III häufiger oberhalb 

der Kontrolle und die Membranen des Typs IV und V häufiger unterhalb der Kontrolle lagen. 

Bei 12 h war ein signifikanter Unterschied der beiden Gruppen auszumachen. Ein 

antiproliferativer Effekt der Membranen des Typ IV und V gegenüber den SaOs-2 ließ sich 

feststellen.  

Der BrdU-Test offenbarte ebenfalls einen möglichen antiproliferativen Effekt der 

Algenmembranen auf die SaOs-2, da der Großteil der Zelldichten signifikant und nicht- 

signifikant unterhalb der Kontrolle lag. 

Typ IV tat sich erneut am deutlichsten hervor mit einer signifikanten Abnahme der Zelldichte 

im MTT-Test und mehrmaligen Zelldichten unterhalb der Kontrolle, vor allem im BrdU-Test. 

Veziroglu et al. beobachten ebenfalls, dass Typ IV einen antiproliferativen Effekt im Vergleich 

zu PLA gegenüber den SaOs-2 aufwies. 

In der Fluoreszenz-Färbung konnte bei allen Algenarten eine gestörte Morphologie der SaOs-

2 und wenigere bzw. keine Filopodia und Zell-zu-Zell-Kontakte festgestellt werden. Auch in 

der Rastelektronenmikroskopie zeigten sich deutlich weniger Algenmembranen mit 
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adhärenten Zellen sowie eine Abnahme der Filopodia und Zell-zu-Zell-Verbindungen über die 

Zeit.  

SaOs-2, welche charakteristische Eigenschaften von Osteoblasten beibehalten haben 

[144,145], sind in der Lage, aufgrund ihrer Herkunft aus einem Tumor, ohne Beschränkungen 

zu proliferieren [146]. Daher ist die Hemmung der Zellproliferation dieses Zelltyps durch die 

Algen besonders beachtenswert. Bereits 2007 konnten Sousa et al. einen antikanzerösen 

Effekt des Algentyps Sargassum vulgare (Typ IV, SVP) beobachten. In der in-vivo Studie 

hemmten SVP-Algenextrakte die Tumorwachstumsrate von Sarkom 180-Zellen, die zuvor in 

Mäuse transplantiert worden waren [147]. Eine Studie von Tannoury et al. aus dem Jahr 2016 

untersuchte ebenfalls den potentiellen antikanzerösen Effekt von SVP. Auch hier zeigte SVP 

eine hohe zytotoxische Aktivität gegenüber der humanen T-Zell-Leukämiezelllinie Jurkat [148]. 

Nicht nur SVP weist antikanzeröse Eigenschaften auf, auch bei anderen Algentypen konnte 

ein antikanzeröser Effekt beobachtet werden. In einer Studie von Huang et al. hemmten 

Algenextrakte der Algenart Galaxaura oblongata (Typ II) und zweier weiterer Algen die 

Proliferation der humanen Leberzelllinie HuH 7 und der humanen Leukämiezellinie U 937 und 

HL 60 [104]. 

Die Ergebnisse und die Studienlage lassen den Schluss zu, dass SVP (Typ IV) einen 

antiproliferativen Effekt auf die SaOs-2 hat.  

 

4.1.3.3 Osteoblasten 

Alle drei Viabilitäts- und Proliferations-Tests zeigten eine Zytokompatibilität der 

Algenmembranen gegenüber den Osteoblasten, da die Proben in allen drei Testverfahren im 

Versuchsverlauf Werte oberhalb der Kontrolle aufzeigten. 

Der WST- und MTT-Test erlaubten darüber hinaus den Verdacht einer proliferativen Wirkung 

der Algenmembranen gegenüber den Osteoblasten. 

Die kontinuierliche Abnahme der Zelldichte im MTT-Test könnte mit dem Erreichen des 

Populationsmaximums der Zellkulturflasche zusammenhängen. 

Minetti et al. beobachteten in einer Studie einen positiven Effekt des Extrakts der Meeresalge 

Padina pavonica auf die Funktionalität, die Differenzierung und die Mineralisation von primären 

Osteoblasten [149]. Yoon et al. untersuchten den anti-osteoklastogenen Effekt von 

Sargachromanol G, welches aus der Alge Sargassum siliquastrum isoliert werden konnte. Sie 

vermuteten, dass dieser Effekt auf eine Modulation des osteoklastogenen Faktors durch 

Suppression der mitogen-aktivierten Proteinkinase und der Kernfaktor-κB-Aktivierung 
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zurückgeführt werden kann [150]. Diese Studien bestätigen einen positiven Effekt einzelner 

Algen auf Osteoblasten bzw. eine Hemmung des Knochenabbaus. 

Auch Reichstein et al. untersuchten die Biokompatibilität von, mithilfe des iCVD-Verfahrens 

beschichteten, SVP/PLA-Membranen, gegenüber den Osteoblasten. Im MTT-Test wiesen die 

beschichteten SVP-PLA-Membranen im Vergleich zu der unbeschichteten SVP-PLA-

Membran eine höhere Zelldichte auf, der Unterschied war allerdings nicht signifikant. Im 

Vergleich zur Kontrollgruppe aus Glas zeigten alle Gruppen einen signifikanten Unterschied. 

Im BrdU-Test zeigten sich sehr ähnliche Zelldichten ohne signifikante Unterschiede zwischen 

den einzelnen Gruppen. Lediglich zu der Kontrolle konnte ein signifikanter Unterschied 

festgestellt werden [136]. Dies erhärtet den Verdacht einer guten Biokompatibilität der 

SVP/PLA- Membran. 

In der FDA/PI-Färbung zeigten sich normale, teilweise auch flächig ausgebreitete, Zellen mit 

Filopodia und Zell-zu-Zell-Kontakten in allen Gruppen. Die Algenmembranen wiesen im 

Vergleich zur Kontrolle eine höhere Zelldichte auf.  

In der bereits zuvor erwähnten Studie von Reichstein et al. zeigten die beschichteten SVP-

PLA-Membranen in der FDA/PI-Färbung höhere Zelldichten im Vergleich zur Kontrolle und zur 

unbeschichteten SVP-PLA-Membran [136]. Dies sowie die geringe Hydrophilie der 

unbeschichteten Membranen unterstreichen den weiteren Forschungs- und 

Verbesserungsbedarf der Algenmembranen.  

Auf allen rasterelektronenmikoskopischen Aufnahmen mit Zellbesatz zeigten die Osteoblasten 

sowohl Filopodia als auch Zell-zu-Zell-Verbindungen.  

Diese Resultate ermöglichen das Ausschließen einer Zytotoxizität und vor allem die 

Rasterelektronenmikroskopie verstärkt den Verdacht einer proliferativen Wirkung des 

Algentyps IV. Zu demselben Ergebnis kamen auch Veziroglu et al. in ihrer Untersuchung der 

Algenmembran des Typs IV im Vergleich mit reinem PLA [131]. 

 

4.1.4 Zusammenfassung der Ergebnisse und Ausblick 

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kann davon ausgegangen werden, dass alle 

Membrantypen eine ausreichende in-vitro Biokompatibilität aufweisen. Für den klinischen 

Einsatz sollte jedoch vor allem Typ IV genauer untersucht werden, da dieser die besten 

Ergebnisse aufwies und der Verdacht auf einen proliferativen Effekt der SVP-PLA-Membran 

gegenüber den Fibroblasten und Osteoblasten sowie der Verdacht auf einen antiproliferativen 

Effekt gegenüber den Osteosarkomazellen besteht. 
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Um im klinischen Alltag eine Rolle zu spielen, müssen die Algenmembranen weiteren 

Untersuchungen unterzogen werden. Ein Gegenstand zukünftiger Studien sollte eine mögliche 

bestehende Osteoinduktivität sein. Die Testung dieser sollte mit mesenchymalen  

Stammzellen (MSC) erfolgen, um zu prüfen, ob es zu der gewünschten Differenzierung der 

MSC zu knochenbildenden Osteoblasten kommt. Bei Implantaten konnte die Beeinflussung 

der Differenzierung von MSCs durch eine entsprechende Oberflächenmodifikation bereits 

beobachtet werden [151]. In der Studie von Reichstein et al. wurde eine solche 

Oberflächenmodifikation in-vitro erfolgreich durchgeführt [136]. Erste in-vivo Studien sollten in 

Zukunft durchgeführt werden, um eine mögliche Osteoinduktivität zu beurteilen.  

Dass einzelne Algen, wie Corallina elongata oder Sargassum vulgare, antibakterielle 

Eigenschaften besitzen (s. Tab. 1), könnte sich als vorteilhaft erweisen, falls es zur Exposition 

von Membranen und somit zum Kontakt der Membran mit der Mundhöhle kommt. Es wäre 

möglich, dass die antibakteriellen Eigenschaften dieser Algenarten eine Einschränkung der 

Entzündungsreaktion zur Folge hätten und somit die Gefahr von postoperativen 

Komplikationen senken könnten. Dies sollte in in-vivo Untersuchungen aufmerksam verfolgt 

werden. 

Des Weiteren sollte in in-vivo Untersuchungen beachtet werden, welche Mindestmenge des 

MAPs bzw. der Algenextrakte benötigt wird, um eine bioaktive Wirksamkeit zu erreichen. Dies 

ist entscheidend um zu beurteilen, ob Algen lediglich als günstige Filler von Bedeutung sind 

oder auch als Pharmaka.  

Zurzeit gibt es keine Studien zu der in-vivo Degradierbarkeit der Algenmembranen. Es ist 

unklar, ob ein rückstandsloser Abbau möglich ist oder es gegebenenfalls zu Verzögerungen 

oder Beschleunigungen des Abbaus durch das Algenpulver kommen kann. Wu untersuchte in 

der bereits erwähnten Studie von 2015 unter anderem die Biodegradierbarkeit von PCL/MAP- 

und PCL-g-MA/TMAP-Membranen in gesiebter Erde in einem Gewächshaus bei 28 °C ± 3 °C. 

Die Erde besaß einen Feuchtigkeitsgehalt von 35 % und die Proben befanden sich in einer 

Tiefe von 10 - 15 cm. Alle 20 Tage wurden die Membranen ausgegraben, gereinigt, getrocknet 

und untersucht. Der Untersuchungszeitraum betrug 120 Tage. Die Auswertung dieser 

Untersuchung zeigte, dass die PCL/MAP mit einem 20%igen MAP-Anteil über den gesamten 

Untersuchungszeitraum den höchsten Materialverlust im Vergleich zu den anderen 

Membranen mit einem 10%igen MAP-Anteil sowie den nur aus PCL bzw. PCL-g-MA 

bestehenden Membranen aufwies. Daraus schloss, dass das Hinzufügen von MAP eine 

Erhöhung der Biodegradierbarkeit verursacht [130]. Dieses Wissen bezüglich der 

Degradierbarkeit ist entscheidend für die Beurteilung der Barrierefunktion der Membran. Diese 
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besteht nur solange die Membran intakt ist. Gleichzeitig sollten die Membranen nach Abheilen 

der Wunde zügig und rückstandslos resorbiert werden.  

Darüber hinaus ist es wichtig, eine durch Schwermetalle verursachte Toxizität der Algen zu 

vermeiden. Algen sind in der Lage, Schwermetall zu akkumulieren und dienen somit zugleich 

als Indikator für die industrielle Belastung einer Region [152]. In einer Studie von Su et al. fand 

eine experimentelle Analyse der Schwermetallbelastung der Algenart Sargassum fusiforme 

mithilfe einer laserinduzierten Durchbruchsspektroskopie erfolgreich statt [153]. Ein solches 

oder ähnliche Screening-Verfahren könnten somit ein Aussortieren von Algen mit 

Schwermetallbelastung ermöglichen. 

Aufgrund ihrer sehr dünnen Gestaltung sind die Algenmembranen aus derzeitiger Sicht nicht 

in der Lage, eine adäquate Platzhalterfunktion zu garantieren. Da es sich bei den Membranen 

allerdings um Prototypen handelt, wäre eine Verdickung bzw. mehrschichtige Gestaltung der 

Membran für weiterführende Studien wünschenswert. Dabei muss darauf geachtet werden, 

eine zu hohe Sprödigkeit zu vermeiden, um ein Einreißen der Membran zu verhindern. 

Darüber hinaus sollte die einfache Handhabbarkeit sowie die Zuschneidbarkeit erhalten 

werden. 

Auf Grundlage der ausreichenden Biokompatibilität der Algenmembranen und der potentiellen 

vielfältigen Einsatzmöglichkeiten, vor allem in der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie, aber auch 

in anderen Fachdisziplinen, sollten Algen bzw. Algenmembranen in zukünftigen Studien weiter 

untersucht werden.  
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5 Zusammenfassung  

Membranen finden in der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie und in der Parodontologie vielfältige 

Anwendungsmöglichkeiten. Zum Beispiel als GBR- oder GTR-Membran zur Versorgung 

knöcherner Defekte oder als Alternative zum freien Schleimhauttransplantat.  

Die Verwendung von resorbierbaren Kollagenmembranen ist heutzutage der Standard. Sie 

haben den Vorteil einer guten Biokompatibilität, einer einfachen Handhabbarkeit und 

ermöglichen eine gute Barrierefunktion. Von Nachteil erweist sich allerdings die geringe 

mechanische Stabilität, die tierische Herkunft, sowie die nicht genau vorhersagbare 

Degradation.  

Eine Alternative bilden alloplastische bzw. synthetische Materialien wie Polylactid (PLA). PLA 

ist ein aliphatischer Polyester aus nachwachsenden Rohstoffen wie Mais und Reis. Von Vorteil 

sind seine vielfältige Kombinierbarkeit mit anderen Stoffen, die gute Biokompatibilität und die 

vorhersagbare Abbaubarkeit. Durch die Kombination mit natürlichen Polymeren können die 

thermischen und mechanischen Eigenschaften des PLAs weiter verbessert werden.   

In dieser Studie wurden Algen als günstige und in großer Vielzahl vorhandene Filler 

verwendet. Algen weisen verschiedene Eigenschaften auf, die einen potentiellen Nutzen für 

die Medizin und Pharmaindustrie hätten. Algen können, je nach Algenart, unter anderem 

antioxidative, antitumoröse, antibakterielle, antimikrobielle, antivirale, antifungale, 

antiallergische, antikoagulierende und immunstimulierende Eigenschaften besitzen. Für die 

Herstellung, der in dieser Studie verwendeten Algenmembranen, wurden PLA und Algenpulver 

(MAP) vermischt und in Form von Membranen gepresst. Bei denen für die Studie verwendeten 

Algenarten handelt es sich um Corallina elongata (Typ I), Galaxaura oblongata (Typ II), 

Cystoseira compressa (Typ III), Sargassum vulgare (Typ IV) und Stypopodium schimperi (Typ 

V). Die Membranen wurden anschließend auf ihre Oberflächenbeschaffenheit, ihre 

Benetzbarkeit, ihre chemische Zusammensetzung und ihre Biokompatibilität untersucht. Für 

die Biokompatibilitätsuntersuchungen erfolgte die in-vitro Durchführung der Viabilitätstests 

WST- und MTT, des Proliferationstest BrdU, der FDA/PI-Färbung und der 

Rasterelektronenmikroskopie. Bei den untersuchten Zelllinien handelt es sich um 

Fibroblasten, Osteosarkomazellen und Osteoblasten.  

Alle Algenmembranen zeigten eine sehr ähnliche, fast identische Oberflächenbeschaffenheit 

mit Ausnahme von Typ IV, welcher im Gegensatz zu den anderen Membranen kleine 

Positivblasen aufwies. Die Untersuchung des Benetzungsverhaltens zeigte, dass die 
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MAP/PLA-Membranen relativ hydrophobe Eigenschaften aufwiesen und weitere Studien zur 

Verbesserung der Hydrophilie, durch zum Beispiel Beschichtungen, notwendig sind. Die FT-

IR-Spektroskopie zur Bestimmung der chemischen Zusammensetzung zeigte deutliche 

Unterschiede zwischen den Rot- und Braunalgen und den jeweiligen Algenarten 

untereinander. Ein festgestellter erhöhter Cellulose-Gehalt der Rotalgen ließ sich klinisch 

durch eine erhöhte Steifheit bestätigen. Die Biokompatibilitätsuntersuchungen zeigten 

allesamt eine ausreichende Biokompatibilität. Teils konnten proliferative Effekte einzelner 

Algenarten, vor allem des Typs IV, auf die Fibroblasten und Osteoblasten beobachtet werden 

sowie antiproliferative Effekte auf die Osteosarkomazellen. 

Daher könnten Algenmembran aus MAP und PLA eine potentielle Alternative für die 

Verwendung von Kollagenmembranen sein. Die Membran benötigen jedoch noch weitere 

Modifikationen, wie zum Beispiel ein verbessertes Benetzungsverhalten durch eine 

entsprechende Beschichtung sowie eine höhere mechanische Stabilität um beispielsweise 

Knochenersatzmaterial in Position halten zu können. Außerdem, der Biodegradationsprozess 

von Algenmembranen soll auch mittels in-vivo Modellen weiter untersucht werden. 
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