
 

Biomarker in Zellkultur 
 
 
Werden Zellkultur Proben in Testkits verwendet die für die Bestimmung von Biomarkern in Serum und 
Plasma validiert wurden sind verschiedene Aspekte zu berücksichtigen. 
 
Das für Serum / Plasma validierte Testsystem kann durch das verwendete Probenmaterial aus Zellkultur 
beeinflusst werden. 
 
Um zu testen, ob das Assay-System durch Kreuzreaktionen oder Störungen durch die verwendeten  
Komponenten beeinflusst wird, empfehlen wir sowohl das Medium als auch alle weiteren Substanzen im  
Test zu bestimmen. Insbesondere FCS kann mit den Antikörpern im Test kreuzreagieren oder die Medien  
können die Antikörperreaktion beeinflussen. 
 
 
Empfohlen wird ein Kulturmedium mit folgenden Komponenten: 
 
• DMEM oder äquivalentes handelsübliches Medium 
• Fetales Rinder- oder Kalbsserum oder Serumersatz (FCS freies Medium) 
• L-Glutamin oder Ascorbat 
• Antibiotikum 
 
Um den Einfluss von FCS auszuschließen wird empfohlen, falls möglich, ein FCS freies Medium zu 
verwenden. 
 
 
Testen von Medium, Mediumzusätzen und weiteren verwendeten Puffern  
 
• Puffer: z.B. auch Elutionspuffer, die verwendet wurden um eine Substanz aus einem Gel oder 

Gewebe zu eluieren 
• Matrix: z.B. serumfreies Medium, Serumersatz 
• Mediumkombination testen: 

1. Medium 
2. Medium inklusive aller Zusätze jedoch ohne FCS bzw. alternativer Matrix 
3. Medium inklusive aller Zusätze mit FCS bzw. alternativer Matrix (Komplett- Medium) 
4. nur FCS oder entsprechend alternative Matrix 

• Wiederfindung / Recovery: 
 Dem Komplett-Medium Standardmaterial/Substanz zugeben (spiken), um die Wiederfindung zu  
 bestimmen; 
 z.B. im Verhältnis 1:5, 20% vom höchstem Kit Standard und 80% Komplett-Medium im Assay testen 
• Linearität: 
 das gespikte/aufgestockte Medium in Verdünnungen bestimmen um die Linearität zu prüfen:  

a)mit Verdünnungspuffer oder Nullstandard aus dem Kit 1:2 und 1:4  
 b)mit Medium 1:2 und 1:4 
• Standardkurve (optional): 

 Stock Standard oder den höchsten Standard aus dem Kit mit Komplett-Medium verdünnen  
 und im Testkit bestimmen 



 

Knochenmarker in Zellkultur  

 
 

Messung von BAP und Osteocalcin in Zellkulturen 
 
Zusätzlich sind 50 nM Vitamin D3 notwendig, um messbare Mengen von Osteocalcin zu produzieren. Die 
Zellen können in einem serumhaltigen Medium gezüchtet werden. Osteocalcin muss jedoch aus serum 
freiem Gewebekulturüberstand entnommen werden, da der Antikörper dieses Analyt auch im Serum 
detektiert. 
 
Die alkalische Phosphatase der Knochen ist membrangebunden und muss in Zelllysat gemessen 
werden. Ionen Chelatoren, wie EDTA sollten nicht in Medien benutzt werden, da diese Chelatoren das 
BAP Enzym inhibieren. 
 
Nach der Inkubation sollten die Zellschichten zweimal mit Salzlösung gewaschen und mit Hilfe eines 
Rührstabes in die TMN Pufferlösung (20 mM Tris-HCl, pH 7.4; 2 mM MgCl2;150 mM NaCl) abgeschabt 
werden. Die Anzahl der Zellen wird durch die Coulter Zählmaschine (Model F) bestimmt, bevor die Zellen 
durch Zugabe von Triton X-100 bis zu einer Endkonzentration von 1 % aufgelöst werden. Die 
Probenwerden bei 70.000g während 60 min. zentrifugiert und die Aliquots der Überstände werden auf 
alkalische Phosphatase Aktivitäten untersucht. 
 
Schaf- und Humanzellen eignen sich sehr gut für diesen Zweck. 



 

 
Messung von CICP / PICP in Zellkultur 
 
Der Assay ist geeignet für die Messung von Gewebekulturüberstand von Zellen, die Typ-I-Kollagen 
produzieren. Der Kollagenproduktionsstand von  autfibroblaten und Knochenzellen kann mit dem Metra® 
CICP Testbestimmt werden. 
 
Es wird empfohlen, dass der Überstand von diesen Kulturen serumfreies Medium enthält. Wenn im 
Medium bovines Serum vorkommt, kann es bovines CICP enthalten, welches mit dem Antikörper im Kit 
kreuzreagiert und ein fälschlich erhöhtes Signal bewirkt. 
 
In einer konfluierenden Zellkultur, die Kollagen auf einem optimalen Niveau produziert, beträgt die Menge 
an CICP im Überstand etwa 20 – 50 ng/ml oder sie liegt leicht unter der CICP-Konzentration, die in einer 
normalen umanserumprobe erwartet wird. Gewebekulturüberstand genau wie eine gewöhnliche 
Serumprobe 1:12 verdünnen und den Wert entsprechend der Verdünnung zu korrigieren. Wenn die 
CICP-Konzentration niedrig ist und die 1:12-Verdünnung derProbe dazu führt, dass das Ergebnis 
unterhalb der unteren Nachweisgrenze liegt, kann möglicherweise eine 1:6Verdünnung vorgenommen 
werden. 
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