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1 

1. Einleitung 

Bei der vorliegenden Dissertation handelt es sich um eine In-vitro-Arbeit, die verglei-

chend angelegt ist und darauf abzielt, herauszufinden, wie Osteoblasten von verschie-

denen Oberflächen beeinflusst werden. Eine weitere Aufgabe besteht darin, zu verglei-

chen, wie sich eine Stimulation mit PTH (50 ng/ml) in drei verschiedenen 

Stimulationsmodi auswirkt. Die Modi sind eine permanente Stimulation (PTH 48), eine    

intermittierende (PTH 6), oder die Zellen auf den Versuchsträgern werden gar nicht 

stimuliert (PTH 0). Vor der Entwicklung der konkreten Fragestellungen gilt es, die 

Termini zu klären und den Stand der Forschung zu umreißen. 

1.1 Osseointegration im Hintergrund vorliegender Ar beit 

Der Terminus „Osseointegration“ ist von Branemark als ein „direkter und struktureller 

Verbund zwischen dem organisierten, lebenden Knochengewebe und der Oberfläche 

eines belasteten Implantates“ definiert. Nicht zuletzt dank der Beschreibung der 

Osseointegration von Branemark et al. und Schröder et al. sowie des Nachweises der 

Anwendbarkeit durch Adell et al. kann die Fachwissenschaft mittlerweile auf mehr als 40 

Jahre Erfahrung mit enossalen Dentalimplantaten zurückblicken (Adell et al., 1981, 

Branemark et al., 1969, Schroeder A, 1976). 

Nach Albrektsson et al. üben die folgend aufgeführten Faktoren einen Einfluss auf die 

Osteointegration von Implantaten aus (Albrektsson et al., 1981): 

• Implantatmaterial – Art und Zusammensetzung 

• Implantatdesign – Makrodesign 

• Oberflächenqualität – Mikrodesign 

• Knochendichte – Wirtqualität 

• chirurgisches Vorgehen – Planung und Fertigkeit des Operateurs 

• biomechanische Belastungen – Wirtbeanspruchung 

Auf der Grundlage der Analyse der Forschungsliteratur kommt Masuda (1998) zu den 

nachstehenden vier Postulaten für die Osseointegration (Masuda et al., 1998): 

• Histomorphometrische Analysen liefern Hinweise darauf, dass die 

Knochenmenge am Interface nicht in Korrelation zu dem biomechanischen 

Verhalten steht. 
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• Alle Untersuchungen zur Osseointegration müssen sämtliche Interaktionen 

zwischen Implantatoberfläche und den für die Knochenbildung verantwortlichen 

Zellen berücksichtigen. 

• Sowohl das Modelling als auch das Remodelling sind unerlässlich in Bezug auf 

eine dauerhafte Osseointegration. 

• Die Mikroumgebung kann als eine Plattform des Zellverhaltens auf der 

Oberfläche des Implantats betrachtet werden.  

Die Integration eines Implantats in den Knochen initiiert komplexe biologische Prozesse, 

in welchen nicht allein das periimplantäre Gewebe auf das Implantat reagiert, sondern 

ebenso die Implantatoberfläche strukturelle Veränderungen als Reaktion auf das Gewebe 

erfährt (Nanci et al., 1998a, Puleo and Nanci, 1999). Im Rahmen der Osseointegration 

vollzieht sich mithin eine Interaktion zwischen der Oberfläche der Implantate und den 

knochenbildenden Zellen. Die Erforschung dieser biologischen Ereignisse auf der 

Implantat-Knochen-Oberfläche kann dabei helfen, die periimplantäre Osseogenese zu 

verbessern, wobei das Ziel verfolgt wird, eine optimale Integration zwischen Implantat 

und Knochen zu schaffen sowie eine schnellere, sicherere und vorhersagbarere 

Einheilung der Implantate zu erzielen (Puleo and Nanci, 1999).  

1.2 Reaktion des Gewebes auf die Implantatoberfläch en 

Die als „Knochen-Implantat-Interface“ bezeichnete Übergangszone beschreibt die 

organische Schicht zwischen dem alloplastischen Material und der mineralisierten 

Knochenmatrix. Um die Reaktion zwischen der Oberfläche eines implantierten Materials 

und dem Knochengewebe im Laufe der Einheilungsphase besser erfassbar zu machen, 

unterteilen Albrektsson und Johansson die Implantateinheilung in drei Phasen: 

Osteoinduktion, Osteokonduktion und Osteointegration (Albrektsson and Johansson, 

2001). Diese Phasen gilt es im Nachfolgenden näher zu bestimmen. 

1.2.1 Osteoinduktion 

Osteoinduktion ist der Teilprozess der Einheilungsphase, bei dem durch die Migration 

und die Differenzierung mesenchymaler Zellen die Knochenneubildung induziert wird. 

Der Ablauf ist wie folgt zu beschreiben: 

Unmittelbar nach der Aufbereitung der Implantationsstelle füllt sich diese mit Blut, mit 

welchem die Implantatoberfläche in Berührung kommt (Albrektsson and Johansson, 
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2001). Zwischen der Knochen- und der Implantatoberfläche entsteht ein Knochen-

Implantat-Spalt, der eine Breite von 100 µm (Futami et al., 2000) bis 500 µm (Listgarten, 

1996) aufweisen kann. Morphologisch befindet sich in diesem Spalt eine heterogene 

Masse aus Blut und knöchernen Geweberesten. Das im Blut enthaltene Fibrinogen, das 

durch Thrombin zu Fibrin umgewandelt wird, lagert sich auf der Implantatoberfläche ab 

und leitet die Zellen zum Implantat hin (Davies, 1996). 

Die Knochenwunde setzt neben extrazellulärer Flüssigkeit und nichtkollagenen Proteinen 

die Wachstumsfaktoren TGF und PDGF frei. Diese Wachstumsfaktoren stimulieren die 

Proliferation und Differenzierung der Osteoprogenitorzellen aus dem Knochenmark und 

dem Periost zu Osteoblastenvorläuferzellen und Osteoblasten (Schenk and Buser, 1998). 

Eine in-vivo-Studie von Meyer et al. zeigt, dass sich Osteoblasten bereits am ersten Tag 

nach der Implantatinsertion auf der Implantatoberfläche festsetzen und eine 20 bis 50 nm 

breite Schicht bilden (Meyer et al., 2004). Andere Forschungsarbeiten bestätigen 

ebenfalls, dass die Osteoblasten sehr früh damit beginnen, eine nichtkollagene Matrix-

Schicht auf der Implantatoberfläche auszubilden (Albrektsson and Hansson, 1986, 

Davies, 1996, Davies and Campbell, 1990, Linder, 1985, Meyer et al., 2004, Murai et al., 

1996, Nanci et al., 1994). Diese Schicht ist reich an nichtkollagenen Proteinen, 

Osteocalcin (OC), Osteopontin (OP), Bonesialoproteinen (BSP) sowie bestimmten 

Plasma-Proteinen, wie etwa das a2HS-Glykoprotein (Ayukawa et al., 1998, Nanci et al., 

1998b). 

Diese Proteine lagern sich folglich auf der Implantatoberfläche ab. Die Adsorption ist 

abhängig von den biochemischen Eigenschaften einer Titanoberfläche, wie z. B. der 

Oxidschicht (Johansson et al., 1989, Lausmaa and Linder, 1988, Nanci et al., 1998b, 

Valkonen et al., 1986). 

1.2.2 Osteokonduktion  

Im Zuge dieses Teilprozesses der Einheilung kommt es zur Zellverteilung und zum 

Knochenwachstum auf der Implantatoberfläche (Albrektsson and Johansson, 2001). 

Während dieser Phase, einige Tage nach der Implantation, beginnen die Osteoblasten mit 

der Sezernierung der nichtkollagenen Proteine, wie (IGF I, II), fibroblast growth factor 

(FGF), TGF und  platelet-derived growth factor (PDGF). Diese Faktoren bewirken eine 

Vaskularisierung des Gebietes, andererseits stimulieren sie die Vermehrung, 

Differenzierung und Funktion der Knochenzellen direkt auf der Implantatoberfläche. Die 
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Osteoblasten sezernieren den organischen Teil der Knochenmatrix, das Typ-I-Kollagen, 

welcher an der Implantatoberfläche bindet.  (Albrektsson and Johansson, 2001, Davies, 

1996, Davies and Campbell, 1990, Johansson et al., 1989, Linder, 1985, Murai et al., 

1996, Nanci et al., 1998a, Puleo and Nanci, 1999). 

Im nächsten Schritt heftet sich Calciumphosphat und andere Mineralien aus den 

Blutgefässen an die sezernierten Kollagenfasern an und bildet fächerförmige Kristalle 

aus. Diese erste amorphe Schicht hat eine Breite von 20 bis 500 nm und ist reich an 

Kalzium, Phosphor, Osteopontin sowie Sialoprotein (Albrektsson and Johansson, 2001, 

Davies, 1996, Davies and Campbell, 1990, Johansson et al., 1989, Linder, 1985, Murai et 

al., 1996, Nanci et al., 1998a, Puleo and Nanci, 1999). Wenn dann Blutgefäße in das erste 

kalzifizierende Fasergeflecht hineinwachsen, spricht man vom Geflechtknochen (Davies, 

1996).  

Im Tierversuch kann am siebten Tag nach der Implantation bereits trabekulärer Knochen 

beobachtet werden, der infolge der zunehmenden Mineralisierung des Geflechtknochens 

sowie Aurichtung der Kollagenfasern in der Matrix zustande kommt (Franchi et al., 

2004).  

1.2.3 Osteointegration 

Die Osteointegration schließt den Prozess der Einheilung ab. In ihrem Verlauf wird der 

gebildete Geflechtknochen durch den lamellaren Knochen ersetzt (Schenk and Buser, 

1998). Der Ablauf ist wie folgt kurz zu skizzieren:  

In der initialen Phase der Osteointegration wird der Geflechtknochen durch Osteoklasten 

resorbiert; die Osteoblasten bilden eine neue Knochen-Matrix (Lind, 1998). Die 

Stimulierung der Osteoklasten wird vom Parathyroidhormon (PTH), von Paratrelated 

Peptiden (PTHrP), Prostaglandin-E2 und anderen Zytokinen reguliert (Canalis, 1983a, 

Canalis, 1983b, Canalis and Lian, 1988). 

Während der Resorption setzt die resorbierte Matrix Wachstumsfaktoren frei (Canalis, 

1983a, Canalis, 1983b, Canalis and Lian, 1988). TGF-beta ist in diesem Stadium 

möglicherweise daran beteiligt, eine kontinuierliche Osteoklasten-Aktivität zu verhindern 

(Chenu et al., 1988). 

In kontinuierlichen Schritten wird mit der Mineralisierung des Geflechtknochens mehr 

lamellarer Knochen gebildet. Chappard et al. beschreiben eine vollständige Umwandlung 
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des trabekulären Knochens in lamellaren Knochen innerhalb von acht Wochen (Chappard 

et al., 1999). Sobald die Implantate osseointegriert sind, kommt es zu einem ständigen 

Umbau des periimplantären Knochens (Puleo and Nanci, 1999).  

1.3 Veränderungen der Implantatoberfläche in 
periimplantärem Gewebe 

Abgesehen von komplexen biologischen Prozessen der Zellen auf dem Implantat lassen 

sich im Anschluss an die Implantation zudem erhebliche strukturelle Veränderungen auf 

der Implantatoberfläche als Reaktion auf das Gewebe erwarten. Dies ist gemäß Puleo und 

Nanci ein wesentlicher Faktor für die Osseointegration (Puleo and Nanci, 1999).  

Die Oxidschicht scheint bei der Implantateinheilung eine erhebliche Rolle zu spielen und 

für die biochemischen Eigenschaften der Titanoberfläche verantwortlich zu sein 

(Johansson et al., 1989, Lausmaa and Linder, 1988, Nanci et al., 1998a, Nanci et al., 

1998b, Valkonen et al., 1986). Lausmaa et al. hat gängige kommerzielle Ti-Implantate 

mit einer Oxidschicht von 2 bis 6 nm analysiert. Nach der Explantation dieser Implantate 

betrug die Oxidschicht das Zwei- bis Dreifache vom Ausgangswert (Lausmaa and Linder, 

1988).  

Darüber hinaus konnten analytische Untersuchungen belegen, dass die chemische 

Zusammensetzung des Oxids mit der Aufnahme von Ca, P und S eine andere war 

(Lausmaa and Linder, 1988, Valkonen et al., 1986). 

Als weitere Interaktion zwischen Implantat und Gewebe ist die Freisetzung der Metall-

Ionen zu nennen, welche lokal oder peripher nachgewiesen werden kann (Puleo and 

Nanci, 1999). Diese Ionen werden im Zusammenhang mit der Enstehung von Allergien 

diskutiert (Wang et al., 2008).  

1.4 Implantatmaterialien 

Die Implantatmaterialien müssen eine erfolgreiche Osseointegration und ein Fortbestehen 

des Implantats im Knochen gewährleisten. Daher spielen in der dentalen Implantologie 

bei der Wahl des Implantatmaterials dessen biologische und mechanische Eigenschaften 

die entscheidende Rolle. So muss das Material biokompatibel, formstabil, mechanisch 

belastbar und radioopak sein (Joos et al., 2006).  
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Seit der Beschreibung der Titanoberfläche durch Branemark (Branemark et al., 1969) ist 

Titan mittlerweile unbestritten das Material erster Wahl für Dentalimplantate, da es den 

Anforderungen der Biokompatibilität am besten entspricht.  

Buser hat die biokompatiblen Materialien in biotolerant, bioaktiv und bioinert klassifiziert 

(Buser et al., 1999).  

Als biokompatibel bezeichnet man solche Werkstoffe, die keinen negativen Einfluss auf 

Lebewesen in ihrer Umgebung haben. Besonders relevant ist die Biokompatibilität von 

Implantaten deshalb, da sich diese für einen langen Zeitraum in unmittelbarem Kontakt zu 

einem Lebewesen – zum Träger des Implantats – befinden (Breme et al., 1988).  

Eine wesentliche Bedeutung für die Korrosionsbeständigkeit und damit für die Gewebe-

verträglichkeit hat die sich in Anwesenheit von Sauerstoff auf der Titanoberfläche 

ausbildende Oxidschicht, wie einleitend oben schon beschrieben wurde. Die Schichtdicke 

hängt von der Oberflächenbearbeitung, der Rauhigkeit und dem Sterilisationsverfahren ab 

und bildet sich bereits nach einer Sekunde Kontakt mit Luft aus (Pistorius and 

Willershausen, 2002).  

Des Weiteren zeigen werkstoffkundliche Studien auf, dass das leichte Material Titan 

sowohl eine hohe Zug- als auch Bruchfestigkeit besitzt, womit es dem Kaudruck und der 

orthodontischen Belastung optimal standhält. Die beiden heutigen verwendeten Arten 

sind zum einen das Reintitan, zum anderen die Titan-Aluminium-Vanadium-Legierung 

Ti6Al4V. Das Reintitan gibt es in vier verschiedenen Graden, die sich hauptsächlich im 

Sauerstoffanteil unterscheiden (Linkow, 1969, Newesely, 1983). 

Weitere Implantatmaterialien, die als Alternative für Titan vorgeschlagen wurden, sind 

die folgenden drei: 

• Tantal (Alberius, 1983) 

• Zirkonium (Thomsen et al., 1997) 

• Hafnium (Mohammadi et al., 2001)  

1.5 Oberflächenmorphologie der Implantate 

Die Oberflächemorphologie ist nach Albrektsson et al. ein weiterer Faktor, der auf die 

periimplantäre Heilung und damit die Osseointegration des Implantates einwirkt. Die 

Oberfläche wird durch das Zusammenspiel all ihrer mikromechanischen, topographi-
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schen und physikochemischen Eigenschaften charakterisiert (Albrektsson and Johans-

son, 2001).  

Oberflächen von Implantaten können generell auf verschiedene Arten hergestellt werden. 

Dabei können, wie in Tabelle (1) aufgeführt, subtraktive, additive und kombinierte 

Konditionierungsverfahren unterschieden werden. 

Konditionierungsverfahren Beispieloberflächen 

subtraktiv  

 

Abstrahlen mit verschiedenen Partikeln 
unterschiedlicher Größe wie Sand, Al2O3 

und  TiO2  

Säureätzung mit HCl/H2SO4  

 

 

TiOblast 

 

 

Osseotite® 

Kombination subtraktiver Verfahren  

 

sandgestrahlt + säuregeätzt  

sandgestrahlt + säuregeätzt + hydroxyliert  

gestrahlt + geätzt  

 

 

SLA  

SLActive 

Promote®  

additiv  

 

Titanplasmabeschichtung  

 

 

TPS  

Kombination von subtraktiven und additiven  

Verfahren 

 

säuregeätzt + CaP beschichtet  

TiO2 -gestrahlt + fluoridmodifiziert gestrahlt + HA  

beschichtet  

elektrochemische Verfahren  

 

 

 

NanoTite™  

OsseoSpeed™  

 

TiUnite™  

Tabelle 1:  Beispiele für Oberflächenkonditionierungen 

Eine Beschichtung der Oberfläche mit Hydroxylapatit (HA) kann mit verschiedenen 

Herstellungsmethoden erfolgen, neuerdings mit einem Laser (Shirakura et al., 2003). HA 

bildet eine mechanische Barriere für die Metall-Ionen-Freisetzung (Schepers et al., 1988) 

oder Titan-Partikel (Martini et al., 2003).  

Bei einem anderen additiven Verfahren wird eine Titan-Plasma-Spray (TPS)-Oberfläche 

erzeugt. Hierbei wird reines Titanpulver mittels einer 20.000 °C heißen Plasmaflamme 

auf oberflächlich aufgeschmolzen. Es entsteht eine dünne Schicht, welche eine Rautiefe 

von 15 µm aufweist (Spiekermann et al., 1995). Eine mögliche Freisetzung von Titan-
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partikeln aufgrund der erhöhten Biokorrosion (1.12 ± 0.12 lA cm²) ist derzeit Gegenstand 

fachlicher Diskussionen (Henry and Schibli, 1987, Simon et al., 2005). 

Technisch weniger aufwendig sind dagegen die subtraktiven Verfahren zur Erzeugung 

eines Mikroreliefs. Eine raue Oberfläche kann hierbei mittels Bestrahlen mit abrasiven 

Pulvern geschaffen werden, wobei häufig eine Sand-, TiO2- oder Al2O3-Bestrahlung 

eingesetzt wird. Weiterhin ist eine raue Struktur mit einem Ätzmuster zu erreichen. Dazu 

wird die Titanoberfläche für eine bestimmte Zeit einer Säure ausgesetzt. Das Bestrahlen 

sowie das Ätzen resultieren in eher spitzen, zackigen Strukturen. Man wendet diese 

beiden Verfahren außerdem in Kombination miteinander an. Zunächst findet die 

Bestrahlung und im Anschluss daran die Säurebehandlung statt (SLA-Oberfläche), 

wodurch simultan eine Reinigung der Oberfläche folgt.  

Ebenso findet eine Kombination von additiven und subtraktiven Verfahren bei der 

Herstellung von Implantatoberflächen Verwendung. 

1.5.1 SLActive 

Bei der Herstellung einer SLActive-Oberfläche (Handelsname: SLActive®, Institut 

Straumann AG, Basel, Schweiz), also einer chemisch modifizierten, sandgestrahlten und 

säuregeätzten Oberfläche, werden SLActive-Implantate zuerst einmal analog zur SLA-

Oberfläche sandgestrahlt und säuregeätzt, wodurch eine identische Makro- und 

Mikrostruktur realisiert wird. Im weiteren Schritt wird in einem speziellen Produktions-

prozess in Stickstoffatmosphäre die SLActive-Oberfläche generiert. Die Implantate 

kommen ausschließlich mit Stickstoff in Kontakt, sodass sich hierbei kein Verunrei-

nigungsfilm ausbilden kann. Die hydrophile Oberfläche bleibt erhalten, und bei der 

isolierten Aufbewahrung der Implantate in einer Lösung aus Natriumchlorid geht die 

Hydrophilie nicht verloren (Rupp et al., 2006).  

Zum besseren Verständnis des Herstellungsprozesses ist anzuführen, dass Titan eine hohe 

Affinität zu Sauerstoff aufweist und eine wenige Nanometer dicke Oxidschicht (TiO, 

TiO2, TiO3) an der Luft ausbildet.  

Ti + O2 →TiO2 

Ti + O2 →TiO1 

TiO + O2 →TiO3 



Einleitung 

9 

In wässrigem Milieu liegt die Oberfläche dieser Oxidschicht hydroxyliert vor und reagiert 

amphoter, d. h. sowohl als Säure als auch als Base. Entsprechend besitzt die hydroxylierte 

Schicht der Titanoberfläche hydrophile Eigenschaften (Rupp et al., 2006). 

Sollten allerdings SLA-Oberflächen im Verlauf des weiteren Produktionsprozesses 

luftgetrocknet werden, so kann die hydrophile Schicht nicht mehr aufrechterhalten 

werden. Bei Lagerung an Luft ist eine Verunreinigung der Oberfläche mit organischen 

Molekülen unvermeidbar. Neben der Adsorption von Kohlenwasserstoffen wurde in 

geringem Umfang die Reaktion mit Alkoholen und Carbonsäuren unter Bildung von 

Alkoxiden bzw. Carboxylaten nachgewiesen (Sittig, 1998). 

Ti-OH + HO-CH 2-R   →  Ti-O-CH2-R + H2O 

Ti-OH + HOOC-R  →  Ti-OOC-R + H2O 

Die Veränderung der chemischen Zusammensetzung der Titanoxidschicht kann wiederum 

zu einer Abnahme der freien Oberflächenenergie der Oxidschicht sowie zur Zunahme des 

Kontaktwinkels führen (Rupp et al., 2004, Rupp et al., 2006, Taborelli et al., 1997). Dies 

ist aus folgenden Gründen von Bedeutung für vorliegende Untersuchung: Die 

Benetzbarkeit einer Oberfläche wird primär durch den Kontaktwinkel bestimmt, in dem 

sich ein Flüssigkeitstropfen zur Oberfläche eines Stoffes befindet. Die Größe dieses 

Kontaktwinkels zwischen Flüssigkeit und Feststoff hängt in erster Linie von der 

Wechselwirkung zwischen den Stoffen an der Berührungsfläche ab. Je geringer diese 

Wechselwirkung ausfällt, desto größer wird der Kontaktwinkel. In dem speziellen Fall der 

Verwendung von Wasser als Flüssigkeit wird die Oberfläche bei geringem Kontaktwinkel 

(ca. 0°) als ultra-hydrophil bezeichnet, während sie bei Winkeln um 90° als hydrophob 

und bei noch größeren Winkeln als ultra-hydrophob bezeichnet wird. In der Studie von 

Rupp et al. Aus dem Jahr 2006 resultiert, dass der Kontaktwinkel von SLActive 0° 

beträgt, der von der SLA-Oberfläche ist 139,88° und von der polierten Titanoberfläche 

91,31° (Rupp et al., 2006). In der Abb.1 ist am Beispiel des liegenden Tropfens der 

Kontaktwinkel bei hydrophilen und hydrophoben Festkörperoberflächen dargestellt. Auf 

Basis der Bestimmung der Kontaktwinkel können spezifische Eigenschaften der 

Oberfläche eines Feststoffs identifiziert werden, wie z. B. die freie Oberflächenenergie. 

Diese Oberflächenenergie stellt ein Maß für den gesamten Energieinhalt einer 

Festkörperoberfläche dar, welches als ein Äquivalent zu der Oberflächenspannung bei 

Flüssigkeiten anzusehen ist (Sittig, 1998). Die Reinheit der Titanoberfläche hat also einen 
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direkten Einfluss auf die initiale Benetzbarkeit, Diese wiederum laut Boyan et.al einen 

signifikanten Einfluss auf die Bioadhäsion sowie „Osteoafinität“ der Implantate (Boyan et 

al., 2002, Schwarz et al., 2007a).  

 

Abbildung 1 : Kontaktwinkel an hydrophilen und hydrophoben Festkörperoberflächen aus der 
Dissertation von Böing, Jürgen: “Modifizierung von Glas- und Titanoberflächen zur 
Verbesserung von Biokompatibilität (2003)” 

1.6 Erkenntnisse aus der Literatur über Oberflächen  im 
Vergleich 

Die Ergebnisse von in-vitro- sowie in-vivo-Versuchen diverser Autoren weisen darauf 

hin, dass die Beschaffenheit einer Implantatoberfläche Aspekte des zellulären Verhaltens 

sowohl im umliegenden Knochen als auch im Weichgewebe beeinflusst: beispielsweise 

die Migration, Adhäsion, Proliferation, Differenzierung, Mineralisation, Morphologie und 

die Orientierung von Zellen (Cooper, 1998, Masuda et al., 1998, Mustafa et al., 2001, 

Piattelli et al., 1996, Ramires et al., 2003, Sader et al., 2005, Schneider et al., 2003, Zinger 

et al., 2004).  

Glatte Oberflächen begünstigen die Adhäsion und Proliferation humaner Fibroblasten, 

was entscheidend für das Weichgewebsmanagement sein kann. Auf rauer Oberfläche 

wird hingegen die Knochenanlagerung schneller vollzogen. Dies konnte am signifikant 

höheren Knochen-Implantat-Kontakt gezeigt werden (Buser et al., 1991, Cochran et al., 

1996). Die Vergrößerung der Implantatoberfläche durch Rauhigkeit kann die Protein- und 

Zelladhäsion verbessern (Kasemo and Gold, 1999). Die Rauhigkeit beeinflusst zudem die 

Synthese von zwei lokalen Faktoren, TGFb1 und PGE2, welche über parakrine 

Mechanismen auf Osteoklasten wirken (Boyan et al., 1999, Boyan et al., 2002, Marco et 

al., 2005, Orsini et al., 2000, Schwartz et al., 1996). Und schließlich: An rauen 
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Oberflächen haften leichter Thrombozyten (Davies, 2003, Park JY, 2000) und Monozyten 

beim ersten Blut–Implantat-Kontakt (Soskolne et al., 2002). 

Die Erkenntnis, dass Oberflächen das Zellverhalten ändern können, führte zu der 

Entwicklung von neuen, sogenannten bioaktiven, modifizierten Oberflächen mit dem Ziel 

der Verbesserung und Beschleunigung der Osseointegration (Albrektsson and 

Wennerberg, 2005).  

Bei wissenschaftlichen Untersuchungen über die modifizierte SLActive-Oberfläche im 

Vergleich zur konventionellen SLA-Oberfläche konnten auf SLActive-Implantat-

oberflächen eine signifikant höhere Zellhaftung und eine höhere Zellproliferationsrate 

von MG63-Osteoblasten im Vergleich zur SLA-Oberfläche nachgewiesen werden. 

Weiterhin war in der SLActive-Gruppe die Synthese von alkalischer Phosphathase (ALP), 

Osteocalcin (OC) sowie lokalen Wachstumsfaktoren (PGE2 und TGF-β 1) signifikant 

erhöht (Masaki et al., 2005, Zhao et al., 2005).  

Im Rahmen einer tierexperimentellen Studie von Schwarz et al. konnten die dynamischen 

Vorgänge der frühen Einheilphasen enossaler SLA- und SLActive-Titanimplantate 

beschrieben werden. Anhand der MG-Färbung war erkennbar, dass das Blutkoagulum an 

hydrophilen SLActive-Implantatoberflächen deutlich stabiler war. Die Implantat-

Knochen-Kontakt (BIC)-Werte, die nach sieben und 14 Tagen an SLActive-Implantaten 

ermittelt wurden, lagen signifikant höher als bei SLA-Implantaten. 

Ebenso gibt es offenbar Unterschiede beim jeweils neu gebildeten Knochen auf den 

beiden Implantatoberflächen. Während nach einer definierten Zeit an SLA-Implantaten 

lediglich eine zunehmende Verdichtung in der Geflechtknochenbildung zu beobachten 

war, zeigten SLActive-Implantate bereits die Anlagerung lamellarer Knochenstrukturen 

(Schwarz et al., 2007a). Schließlich weisen die SLActive-Implantate nach Einheilphasen 

von zwei, vier und acht Wochen bedeutsam höhere Ausdrehmomente (8 bis 21 %) auf als 

die entsprechenden Implantate der SLA-Kontrollgruppe (Ferguson et al., 2006). 
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1.7 Parathhormon (PTH) 

Das Parathormon ist ein Polypeptid, welches in den Nebenschilddrüsen gebildet wird 

und aus einer Sequenz von 84 Aminosäuren besteht. Die primäre Funktion des Pa-

rathormons ist die Regulation des Calcium-Spiegels im Blut. Beim Absinken des Spie-

gels kommt es zu einer erhöhten PTH-Sekretion, umgekehrt wird die Produktion bei 

erhöhten Calcium-Werten reziprok gedrosselt (Georg Löffler, 2007). Das Parathhormon 

wurde erstmals von Collip im Jahre 1925 aus den Epithelkörperchen der Nebenschild-

drüse extrahiert. Die Aminosäuresequenz des humanen PTHs konnte dann im Jahre 

1978 durch Keutmann et al. definiert und hinreichend geklärt werden (Keutmann et al., 

1978). 

Abbildung 2  Humanes Parathormon. Dobnig H. Journal für Mineralstoffwechsel 2004.  

Das „Teriparatid“-Fragment (34 Aminosäuren) hat eine identische Wirkung im 
Vergleich zum nativen Parathormon (84 Aminosäuren) (Georg Löffler, 2007) 
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Die Knochen sind nach der Niere die zweite wichtige Wirkstätte von PTH im Körper. 

Dort steigert PTH die Resorption von mineralisiertem Knochenmaterial, sodass etwa 500 

mg Kalzium täglich aus dem Knochen ins Blutplasma transferiert werden. Dabei scheint 

die Hauptwirkung von PTH über Osteoblasten vermittelt zu werden, obwohl Osteoklasten 

für den Abbau von Knochen zuständig sind. In diesem Zusammenhang wird eine 

Aktivierung und Bildung der Osteoklasten über die Osteoblasten und das 

RANKL/RANK/OPG System diskutiert (Kornak and Mundlos, 2003).  

Neben dem osteokatabolen Effekt wird dem PTH eine osteoanabole Wirkung 

zugesprochen. Diese erstmals von Selye beschriebene Wirkung wird ausschließlich bei 

intermittierender Gabe von PTH beobachtet und ist immer noch nicht vollständig geklärt 

(Selye, 1932). Durch kurzzeitige PTH-Stimulation wird eine Zunahme reifer Osteoblasten 

in den Knochenresorptionszonen, vor allem an der Spongiosa des Knochens, ausgelöst. 

Im Vordergrund steht die cAMP- und PKA-vermittelte Aktivierung der anti-apopto-

tischen Signalwege im Osteoblasten über den PTH-Rezeptor, was zu einer Zunahme der 

Osteoblastenzahl führt (Abb. 3). Ferner ziehen kurze PTH-Pulse eine Enddifferenzierung 

mesenchymaler Stammzellen und eine weitere Zunahme der Osteoblasten nach sich 

(Ishizuya et al., 1997, Skripitz et al., 2000a, Skripitz et al., 2000b, Uzawa et al., 1995).  

Abbildung 3:   Die Wirkung des PTH über die cAMP- und PKA-vermittelte Aktivierung des 
PTH-Rezeptors aus „Charles C. Capen, Calcium-regulating hormones, a meta-
bolic bone disease.“ 
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Das biologisch aktive PTH bindet an den PTH-Rezeptor an der Oberfläche der 
Zelle. Der Rezeptor ist an die in der Zellmembran befindliche Adenylatcyelase 
gebunden. Die Funktion dieses Enzyms wird physiologisch im Rahmen der 
Signaltransduktion durch G-Proteine reguliert. Die Adenylylcyclase katalysiert 
die Bildung von cAMP aus ATP unter Abspaltung von Pyrophosphat. cAMP hat 
die Funktion eines Second Messengers. Das Enzym ist also ein Bestandteil der 
Signalkaskade zur Weiterleitung von Signalen innerhalb von Zellen. 

Nach einem weiteren Ansatz geht die Wirkung des PTH auf die veränderte Expression 

von Genen zurück. Immediate Early Genes sowie Interleukin (IL)-6-mRNA werden 

bereits nach einer einmaligen Gabe von 80 µgPTH/kgKG vermehrt exprimiert. Sie 

können für die Steigerung der Zelldifferenzierung und die Abnahme der Zellproliferation 

verantwortlich sein (Onyia et al., 2005). Wachstumsfaktoren wie der Transforming 

Growth Factor (TGF), Insulin-like Growth Factor 1, IGF-1 und die IGF-bindenden 

Proteine (IGF-BP) 3, 4 und 5 spielen eine wichtige Rolle im Knochenstoffwechsel und 

werden unter PTH-Stimulation vermehrt gebildet (Canalis E., 1989).  

Eine Reihe von Studien zur Wirkungsweise von PTH im Zusammenhang mit der 

Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten kommen jedoch zu widersprüchlichen 

Ergebnissen. Beispielsweise stimuliert PTH die Proliferation von primären menschlichen 

Osteoblasten (MacDonald et al., 1986) sowie jene von Primärosteoblasten aus dem Huhn 

(chick calvariae) (Scutt et al., 1994), inhibiert jedoch zugleich die Proliferation der 

Osteoblasten aus einer Rattenzelllinie (UMR-106) (Kano et al., 1993).  

1.8 Biochemische Marker der Knochenformation 

1.8.1 Alkalische Phosphatase (ALP) 

Bei der alkalischen Phophatase handelt es sich um ein membranständiges Enzym 

(Ektoenzym), welches sich in der Form von diversen Isoenzymen in vielen Organen und 

Geweben des menschlichen Körpers (Leber, Nieren, Darm, Plazenta) befindet; zudem ist 

es im Knochengewebe nachweisbar (Thiede et al., 1988). 

Die Osteoblasten selbst bilden drei Isoformen aus, wobei durchaus ein spezielles 

Verteilungsmuster innerhalb der einzelnen Knochenkompartimente vorliegen kann. Die 

alkalische Phosphatase bewirkt die lokale Freisetzung des anorganischen Phosphats und 

fungiert als ein Calcium bindendes Protein oder auch Ca2+-ATPase (Magnusson et al., 

1999). Eine erhöhte Serumaktivität der knochenspezifischen ALP ist in den Fällen zu 

beobachten, in denen das normale Niveau des osteoblastären Umsatzes überschritten 
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wird. Explizit erfolgt es bei einem verstärkten An- oder Umbau von Knochen während 

des Wachstums oder bei der Frakturheilung. Es kann aber auch bei der 

Knochenneubildung, von Knochenmetastasen oder einer Knochenstoffwechselerkrankung 

vorkommen (Georg Löffler, 2007, Thiede et al., 1988).  

1.8.2 Fibronectin (FN) 

Fibronectin ist eines der am meisten und besten erforschten Glykoproteine der 

extrazellulären Matrix. Es existieren zwei Formen des Fibronectins, welches sich 

einerseits im Blutplasma (pFN) und andererseits in Geweben (cFN) findet. Fibronectin ist 

für die Zelladhäsion sowie die sich daran anschließende Zelldifferenzierung von zentraler 

Bedeutung. Hinsichtlich der Zelladhäsion bildet FN eine Schicht zwischen 

Kollagenfasern und fungiert somit als Verbindung zwischen diesen. Fibronectin bindet an 

Kollagene des Typs I, II, III, IV und V (MacDonald et al., 1986, Weiss and Reddi, 1981). 

Ebenso ist FN relevant für die Differenzierung, Proliferation und Mineralisierung der 

Osteoblasten. In einer Studie von Moursi et al. wurde in bereits ausdifferenzierten 

Osteoblasten das Fibronectin mittels Antikörper unterbunden. Das Resultat war, dass die 

Osteoblasten nicht mehr zur Mineralisation und Knochenbildung imstande waren (Moursi 

et al., 1996); die Aufrechterhaltung der extrazellulären Matrix setzt demnach eine stetige 

Expression von Fibronectin voraus. 

Eine Diskussion findet darüber hinaus statt zur Frage der möglichen Wirkung des FN auf 

die Chemotaxis der Monozyten und die Sezernierung der Wachstumsfaktoren wie TGF-

α- und TGF-β (Groves, 2005). 

1.8.3 Typ-I-Kollagen (KOL I)  

Aktuell sind 19 verschiedene Typen von Kollagen bekannt, die von mehr als 30 

unterschiedlichen Genen kodiert werden (Prockop and Kivirikko, 1995). Typ-I-Kollagen, 

der bekannteste Vertreter, gehört zu der Gruppe der fibrillären Peptide und findet sich 

hauptsächlich in Knochen, Haut und Bindegewebe.  

Der Beginn der Kollagensynthese in Osteoblasten stellt das essentielle Translations-

produkt – die α-Ketten, welche im endoplasmatischen Retikulum die Prokollagen-

moleküle α-Tripelhelix ausbilden. Die α-Tripelhelix ist eine dreifach umeinander 

gewickelte fadenförmige α-Proteinkette. Extrazellulär werden nicht-helikale C- sowie N-

terminale Peptidreste der Prokollagenmoleküle abgespalten. Aus den meisten α-Tripel-
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helix resultieren Tropokollagenmoleküle. Diese setzen sich in der Folge zu Fibrillen 

zusammen; durch eine Quervernetzung mit Lysinseitenketten entsteht eine stabile 

Struktur. Zusätzlich werden sie über die Aggregation mit Grundsubstanz (beispielsweise 

Proteoglykane) stabilisiert. In den Kollagenfasern vollziehen sich kontinuierlich Prozesse 

des Umbaus. Bei diesen Umbauvorgängen wirken sich beständig wandelnde mechanische 

Beanspruchungen als Reize ganz wesentlich aus (Byers et al., 1995, Prockop and 

Kivirikko, 1995).  

1.8.4 Osteocalcin (OC) 

Osteocalcin ist ein vergleichsweise „kleines“ Protein (49 Aminosäuren). Es wird im 

Knochen von den Osteoblasten gebildet. Osteocalcin bildet einen Teil der extrazellulären 

nichtkollagenen Knochenmatrix (ein bis zwei Prozent Anteil). Osteocalcin enthält 

Glutamylreste, welche mithilfe des Kofaktors Vitamin K und des Enzyms γ -

Glutamylcarboxylase γ-carboxyliert werden müssen, bevor Osteocalcin im Knochen aktiv 

Calcium binden kann. Aufgrund seiner zentralen Rolle bei der Hydroxylapatit-Bildung 

wird Osteocalcin als wichtiger Marker für die Knochenmineralisierung angesehen 

(Hauschka and Wians, 1989, Neugebauer et al., 1995). 

1.8.5 Osteonectin (ON) 

Osteonectin ist ein nichtkollagenes Glukoprotein, das ein Molekulargewicht von 32 kDa 

aufweist. Es wird auch als SPARKS (secreted plasma acidic and r ich in cystein) 

bezeichnet. Das Osteonectin spielt im Rahmen der Umbauprozesse und der Entwicklung 

von Geweben und im Falle der Wundheilung eine wichtige Rolle. Es interagiert sowohl 

mit extrazellulären Matrixproteinen als auch mit Zellen, außerdem hat es eine 

regulierende Wirkung bezüglich der Zell-Matrix-Interaktion (Brekken and Sage, 2001).  

Durch posttranslationale Glykosylierung entstehen gewebespezifisch zwei Isoformen: 

eine sekretierte Form und eine Knochenform. Erstere enthält eine Karbohydrat-

Komponente des komplexen Typs mit Sialinsäure und Fukase-Resten, während die 

Knochenform mit einem manosereichen Karbohydrat-Typ bestückt ist (Lane and Sage, 

1994).  

Osteonectin hat einen Effekt auf die Hydroxihepatit-Ablagerung sowie die Ossifikation 

des Knochengewebes. Darüber hinaus bindet es an andere Komponenten der 

extrazellulären Knochenmatrix, wie z. B. an die Kollagene vom Typ I, III, IV, V und 
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VIII, Trombospondin und Vitronectin (Lane and Sage, 1994). Ferner wird die Funktion 

von Osteonectin bei akut entzündlichen Prozessen, bei der Tumorentwicklung und 

Angioneogenese diskutiert, wobei angenommen wird, dass Osteonectin bei der 

Aktivierung von Neutrophilen eine Rolle spielt (Savani et al., 2000). 

1.8.6 Osteopontin (OP)  

Osteopontin, oder Bone-Sialoprotein I, wird von Osteoblasten gebildet und ist an der 

Erhaltung der Knochensubstanz beteiligt. Ein funktionales Charakteristikum ist die 

Fähigkeit, an Integrine zu binden. Diese Eigenschaft wird durch die RGD-Sequenz 

vermittelt. Die RGD-Sequenz kommt besonders in Proteinen der extrazellulären Matrix 

vor, z. B. in Fibronektin und Vitronektin. Zellen können mithilfe von bestimmten 

Zelloberflächen-Rezeptoren, den Integrinen, an die RGD-Sequenz binden (Bellahcene et 

al., 2008, Chevallier et al., 2009, Gorski et al., 1997). 

Die RGD-vermittelte Zelladhäsion dient der mechanischen Verankerung von Zellen. 

Daher ist Osteopontin in der Lage, auf einer alloplastischen Oberfläche zu binden und so 

die Knochenbildung an Implantaten zu fördern (Davies, 1996). 

1.8.7 Runt-related transcription factor-2 (RUNX 2) 

Der runt-related transcription factor-2 ist im Signalnetzwerk der Differenzierung von 

Chondrozyten und Osteoblasten ein zentrales Element. Zum ersten Mal wurde er 1997 in 

den Arbeiten von Ducy et al. sowie Komori et al. thematisiert und definiert. Die 

Expression von Runx2 findet in den mesenchymalen Kondensationen und später in 

hypertrophen Chondrozyten, Präosteoblasten, Osteoblasten und Osteozyten statt. Die 

Aktivität von Runx2 wird über den cAMP/PKA-Signalweg durch PTH/PTH R sowie 

durch Bone morphogenetic proteins (BMPs) und den TGFß-Rezeptor/SMAD-Signalweg 

verstärkt (Ducy et al., 1996, Ducy et al., 1997, Komori et al., 1997, Komori, 2005, Tintut 

et al., 1999, Xiao et al., 1998). Es konnte nachgewiesen werden, dass eine Reihe von 

Faktoren: Co-Repressoren, Co-Aktivatoren ihre Wirkung in Hinsicht auf die 

Genexpression von Runx2 ausüben (Schroder et al., 2005). Diesbezüglich ist das bone 

morphogenetic protein-2 (BMP2) als ein Faktor herauszustellen, welcher eine 

Stimulierung der Genexpression von Runx2 initiiert (Gori et al., 1999).  

Mit in-vivo-Versuchen an Mäusen konnte belegt werden, dass Runx2 in Bezug auf die 

Knochenentwicklung ein positiver Regulator von Genen wie Osteocalcin, Matrix 
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Metalloproteinase 13 (MMP13), Osteopontin, Kollagen I und X ist. Es ist zugleich ein 

wichtiger Regulator von Indian Hedgehog (Ihh), einem Schlüsselgen der Knorpel-

entwicklung (Ducy et al., 1997). 

1.8.8 Zement Protein 1 (Cemp1) 

Der Forschung gelang es erst kürzlich, einen weiteren Marker, das Zement Protein 1 

(CEMP1-CP-23), zu isolieren, der in menschlichem Cementoblastoma-Zellenprotein in 

einem erhöhten Maße exprimiert wird. Des Weiteren ist die Expression in den 

Progenitorzellen innerhalb der paravaskulären Zone wie auch in den Zellen in endostalen 

Räumen des Knochengewebes gezeigt worden (Arzate et al., 2002). Mit entsprechenden 

in-vitro-Experimenten konnte der Beleg dafür erbracht werden, dass CEMP1 bei der 

Zelldifferenzierung und zudem bezüglich der Adhäsion von Relevanz ist. Außerdem wird 

dem CEMP 1 die Regulierung der Ablagerung und Zusammensetzung sowie der 

Morphologie der Hydroxylapatit-Kristalle zugeschrieben.  

Carmona-Rodriguez et al. konnten in Untersuchungen zeigen, dass sich Humane Gingiva 

Fibroblasten (HGF) ohne eine CEMP1-Expression ebenfalls keine OC, BSP, ALP und 

GAP exprimieren (Carmona-Rodriguez et al., 2007). Da dieses Protein erst vor kurzem 

beschrieben worden ist, liegt bisher nur wenig Literatur zu diesem Thema vor. 

1.8.9 Parathormon-Rezeptor Typ 1 (PTHR1) 

Der PTHR1 ist ein membranständiger Rezeptor des Typs 1, der einerseits in der apikalen, 

andererseits in der basolateralen Zellmembran vorhanden ist. An das G-Protein gekoppelt 

weist er insgesamt sieben verschiedene Transmembran-Domänen auf und bindet, 

abgesehen von PTH, auch das sogenannte parathormon-related peptide (PTHrP) an sich 

(Abou-Samra et al., 1992, Mannstadt et al., 1999).  

Neben dem PTHR1 existiert noch ein zweiter Subtypus dieses Rezeptors, welcher als 

PTHR2 bezeichnet wird. Dieser weist die Besonderheit auf, dass er lediglich von PTH, 

nicht jedoch von PTHrP aktiviert wird. Seine exakte biologische Bedeutung ist bisher 

allerdings noch nicht umfassend identifiziert worden (Usdin et al., 1995). Ungeachtet der 

vorhandenen Abweichungen sind beide Rezeptoren gleichermaßen für die Aktivierung 

zahlreicher intrazellulärer Signalkaskaden zuständig. Zu erwähnen sind hier im Einzelnen 

(Short and Taylor, 2000): 
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• die Modulation über die Adenylatzyklase verbunden mit einer Erhöhung des 

intrazellulären zyklischen Adenosinmonophosphats (cAMP), 

• der Phospholipase-C-Weg in Zusammenhang mit der Bildung von 

Diacylglycerol (DAG), 

• das Inositol-3-Phosphat (IP3) in Verbindung mit einem Anstieg des 

intrazellulären Ca.  

1.8.10 Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GA PDH) 
Standardgen 

Das sog. housekeeping-Gen GAPDH initiiert und katalysiert die Umwandlung von 

Glyceraldehyd-3-phosphat in 1,3-Bisphosphoglycerat. Dies ist ein unvermeidlicher 

Teilprozess der Glykolyse, weswegen das GAPDH-Gen in sämtlichen Zellen eines 

Körpers exprimiert wird (Tricarico et al., 2002).  

Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wird oft als Referenzgen bei der 

Genexpressionsuntersuchung hinzugezogen. In der Fachliteratur ist nur eine geringfügige 

Beeinflussung der GAPDH-Expression in speziellen zellulären Systemen beschrieben. Da 

sämtliche Genexpressionen von Markern zum GAPDH relativiert werden,  muss das 

potenzielle Risiko der unvorhergesehenen Beeinflussung daher stets mit bedacht werden 

(Tricarico et al., 2002). Im Vergleich zu anderen housekeeping-Genen erwies sich die 

GAPDH-Expression stets, auch unter sehr unterschiedlichen Voraussetzungen und einer 

Vielzahl von Bedingungen, als überaus stabil (Winer et al., 1999). 
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2. Problemstellung und Zielsetzung 

Wie bereits in der Einleitung beschrieben wurde, konnte in zahlreichen Studien an 

Menschen und Tieren ein in der Regel positiver Einfluss des Parathormons (PTH) auf den 

Knochen nachgeweisen werden. In-vivo-Studien, die sich mit Implantatoberflächen 

beschäftigt haben, konnten neue Erkenntnisse über die zentrale Rolle der 

Oberflächentopografie bei der Osseointegration sammeln. Vergleicht man allerdings In-

vitro-Studien, die die Wirkung des PTH oder einer bestimmten Oberfläche auf die 

Knochenzellen untersucht haben, zeigt sich, dass die Ergebnisse häufig widersprüchlich 

sind. Zudem beziehen solche Untersuchungen nur einige Parameter in das Studiendesign 

ein und zeigen insofern nur ein unvollständiges Bild im Lebenszyklus einer bestimmten 

Zellart. Ein Zusammenhang zwischen der Oberflächenmorphologie und Stimulation mit 

PTH ist in der Literatur nicht beschrieben; dabei könnten präzisere Kenntnisse über PTH-

induzierte Vorgänge auf Titanoberflächen zu weiteren Errungenschaften in der Implantat-

forschung beitragen. 

Vor dem Hintergrund dieser Problematik sollen für die hier vorliegende Arbeit die 

Variablen Oberfläche und PTH-Stimulation zum ersten Mal in einem Zellkulturmodell 

zusammengeführt werden. Die vorliegende In-vitro-Studie an humanen Primär-

osteoblasten soll Aufschluss darüber geben, wie diese in ihrer mRNA-Expression und 

Zellproliferation in den wichtigen Zellzyklusphasen (Adhäsion, Proliferation und 

Mineralisation) durch das PTH in drei unterschiedlichen Stimulationsmodi beeinflusst 

werden. Ein weiteres Ziel besteht darin, herauszufinden, wie Osteoblasten von 

verschiedenen Oberflächen beeinflusst werden.  

Untersuchungen des mRNA-Expressionsmusters humaner Primärosteoblasten im 

Hinblick auf deren Beeinflussung durch die Faktoren PTH-Stimulation und Oberflächen 

sollen mithilfe der Real-Time-PCR-Technologie tiefer gehende Einblicke in die 

Regulationsmechanismen der Osteoblasten geben. Es wird der Frage nachgegangen, wie 

sich die Expression osteoblastenspezifischer Gene unter dem Einfluss der untersuchten 

Faktoren verändert. Welche Gene werden stimuliert, welche gehemmt?  

Zugleich wird in dieser Arbeit untersucht, welches Expressionsmuster die unbeeinflussten 

Primärosteoblasten aus den Gruppen PTH 0 und PL (Kunststoffoberfläche) im Laufe des 

In-vitro-Versuchs zeigen. Der Vergleich nicht beeinflusster und beeinflusster Primär-
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osteoblasten soll die Wirkungsweise von PTH und die Rolle der Oberflächentopographie 

bei der Osteoblastenmetabolismus in vitro abbilden. 
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3. Material und Methode 

3.1 Kultivierung humaner Osteoblasten  

Zum Zwecke der Gewinnung einer Primärkultur von Osteoblasten wurde einer Patientin 

mit deren Wissen und Zustimmung im Zuge einer Implantat-Operation Knochen aus der 

Unterkiefer-Front entnommen. Die Knochenentnahme geschah in Einvernehmen mit der 

Ethikkommission der Charité Universität Berlin.  

Unmittelbar nach der Entnahme wurde der Knochen in eine HBSS-Lösung (Hanks` 

Balanced Salt Solution), angereichert mit 200 µg/ml Streptomycin, 200 U/ml Penicillin 

und 5 µg/ml Amphotericin B (Seromed Biochrom KG, Berlin), überführt. Im weiteren 

Verlauf wurde der Knochen unter einer Sterilwerkbank 20 Sekunden lang mit Phosphate 

Buffered Saline (PBS, 0,1M, pH 7,2, Firma Seromed Biochrom, Berlin, Deutschland) 

gespült. Anschließend wurde die Probe mit dem Skalpell in ca. 1 mm große Stücke 

zerteilt; diese Stücke wurden in eine 25 cm³-Kulturflasche (Nunc GmbH, Deutschland) 

mit Kulturmedium gelegt. Das Kulturmedium bestand aus Dulbecco´s Modified Eagle 

Medium (DMEM, Seromed Biochrom, Berlin, Deutschland), welches mit 10 % fötalem 

Kälber-Serum (FCS Seromed Biochrom, Berlin, Deutschland), 5 µg/ml Penicillin, 

5 µg/ml Amphotericin B sowie 5 µg/ml nichtessentiellen Aminosäuren für den 

Proteinstoffwechsel der Zellen angereichert war. 

Die Inkubation der Osteoblasten-Primärkultur wurde sieben Tage lang bei 37 °C im 

Brutschrank bei 5 % CO2 und 95 % wasserdampfgesättigter Luft durchgeführt. Um das 

Anwachsen der Osteobalsten nicht zu stören, wurde die Kulturflasche überaus vorsichtig 

und behutsam behandelt. Bereits nach sieben Tagen konnten wir in dem Bereich um die 

Knochenbiopsien einzelne Osteoblasten erkennen, die sich schließlich zu einem 

konfluenten Zellrasen entwickelten und den Boden der Kulturflasche komplett bedeckten. 

Im Intervall von zwei bis drei Tagen wurde ein Wechsel des Mediums vollzogen, wobei 

bei jedem Mediumwechsel 1 ml mehr hinzugegeben wurde. Somit befanden sich vor der 

ersten Trypsinierung 5 ml Medium in der Kulturflasche. 

Sobald die Zelllinie das Stadium der Konfluenz erreicht hatte, wurde eine Passagierung 

vorgenommen. Hierzu wurde das Medium zunächst abgesaugt und verworfen. Die Zellen 

wurden anschließend 20 Sekunden lang mit PBS gespült. Nun wurden 5 ml Trypsin 

(Seromed Biochrom, Berlin, Deutschland) in das Lumen der Kulturflaschen auf den 
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Zellrasen pipettiert. Die Flaschen wurden jeweils für fünf Minuten bei 37 °C und 5 % 

CO2 inkubiert. In dieser Zeit sollten sich die Zellen aus dem Zellverband herauslösen. 

Unter dem Lichtmikroskop wurde danach kontrolliert, inwieweit sich die Zellen 

abgekugelt und tatsächlich vom Flaschenboden gelöst hatten. Im Anschluss daran 

versahen wir die Zellsuspension mit dem Kulturmedium (15 ml), um die Wirkung des 

Trypsins zu antagonisieren. Bei 800 U/min wurde diese Zellsuspension 20 Minuten 

zentrifugiert. Der aufgetretene Überstand wurde nach dem Zentrifugieren verworfen. 

Nunmehr wurden 12 ml Medium in eine 75 cm³-Kulturflasche (Nunc GmbH, 

Deutschland) gefüllt, dabei sollten sämtliche Innenwände der Kulturflasche benetzt 

werden. Anschließend wurde das entstandene Zellpellet in 3 ml Medium resuspendiert 

und in die große Kulturflasche pipettiert. Eine Weiterversorgung der Zelllinie in der 

ersten Passage wurde mit einem wöchentlichen Wechsel des Medium gewährleistet. Zu 

dem Zeitpunkt, als in der Zelllinie eine Konfluenz beobachtbar war, wiederholten wir die 

Passagierung. Für unseren Versuch haben wir Osteoblasten aus der 4., 5. und der 6. 

Passage verwendet, welche unter dem Mikroskop morphologisch alle Anzeichen einer 

Osteoblasten-Kultur aufwiesen.  

3.2 Prüfkörper und Zellaussaat 

Es wurden drei unterschiedliche Arten von Titandisks mit jeweils verschiedenen 

Titanoberflächen verwendet. Zudem galt die Kunststoffoberfläche der Kulturplatten als 

weitere, vierte untersuchte Oberfläche. Die Titandisks wiesen einen Durchmesser von 

1,5 cm und 0,5 cm auf und passen in die handelsüblichen 24-Well- und 96-Well-

Zellkulturplatten. Die Titanplättchen mit 1,5 cm Durchmesser wurden für die 

Genexpressionsbestimmung der Osteoblasten verwendet. Andere Plättchen, welche einen 

Durchmesser von 0,5 cm besaßen, wurden für die Proliferationsbestimmung verwendet. 
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Untersuchte Oberflächen: 

Bezeichnung Abkürzung 

Kunststoffoberfläche (PL)  

Maschinenhergestellte Ti-Oberfläche (Straumann, Schweiz), Ra ~ 0.12 µm (PT) (MA) 

SLA Titanium, Ra ~ 3.12 µm 

Sandgestrahlte und säuregeätzte Titanoberfläche (Straumann, Schweiz) 

(SLA)  

SLActive Titanium, Ra ~ 3.12 µm 

Chemisch modifizierte, sandgestrahlte, säuregeätzte Titanoberfläche, unter 
N2 gespült und in isotoner NaCI-Lösung gelagert. (Straumann, Schweiz) 

(SLActive)  

(mod SLA) 

 

Tabelle 2:  Untersuchte Oberflächen 

Vorbereitung der Zellkulturplatten und Zellaussaat  

Vorbereitend wurden zunächst einmal die sterilen 24- und 96-Well-Zellkulturplatten 

(Nunc GmbH) unter der Sterilarbeitsbank ausgepackt. Anschließend wurden in jedes 

untersuchte Well 0,5 ml (für 24-Well) bwz. 100 µg (für 96-Well) Kulturmedium gegeben. 

In einem nächsten Arbeitsschritt wurden zum Zwecke der Dreifachbestimmung jeweils 

drei Titanplättchen von jeder Sorte unter Verwendung von sterilen Pinzetten aus ihren 

Behältern entnommen und in die bereits gefluteten Wells gelegt. Die Anordnung der 

Titandisks in den Kulturplatten ist in Abb. (4) und Abb. (5) illustriert. 

Abbildung 4:   Anordnung der Prüfkörper in der 96-Well-Platten 
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Abbildung 5:  Anordnung der Prüfkörper in 24-Well-Platten 

Für die nachfolgenden Versuchsansätze wurden Zellsuspensionen von 40.000 Osteo-

balsten pro ml hergestellt. Die Zellzahlbestimmung im Hämatozytometer wurde gemäß 

Neubauer (Brand GmbH, Wertheim) durchgeführt, wobei zwei Personen voneinander 

unabhängig die 16 Quadranten der Neubauer-Kammer separat ausgezählt haben. Auf 

Basis dieser Ergebnisse wurde der Mittelwert der Zellenanzahl pro ml definiert. 

Anschließend wurde die Zellsuspension in die Zellkulturplatten hineinpipettiert. 

Ausgehend von der Oberfläche eines Wells und Titanplättchens wurde genau 

ausgerechnet, wieviel von der Zellsuspension benötigt wurde, um folglich ca. 10.000 

Zellen auf cm² der untersuchten Oberflächen zu säen. Um sicherzustellen, dass in jedes 

Well die gleiche Anzahl von Zellen gelangt, wurde die Zellsuspension während dieses 

Prozesses kontinuierlich durchgemischt. Lediglich bei der Adhäsionsuntersuchung wich 

die anfängliche Zellanzahl ab: Sie belief sich auf 25.000 Zellen pro cm².  

3.3 Stimulation der Osteoblasten mit PTH 1-34 

Die Stimulation der Osteoblasten wurde unter Verwendung des synthetisch hergestellten 

humanen PTH C181H290N55O51S2 (Firma Bachem, Weil am Rhein, Deutschland) 

durchgeführt. Das wirksame PTH enthielt in diesem Fall 34 Aminosäuren und hatte ein 

Molekulargewicht von 4117,8 Dalton. Das PTH 1-34 wurde in sterilen Tubes als reines 

Protein (1 mg/ml) voll lyophilisiert und ohne jegliche Zusatzstoffe geliefert. Die 

Zusammensetzung der Aminosäuren sah aus wie folgt: 

Ala-Val-Ser-Glu-Ile-ILN-Phänomen Met-Sein-ASN-Leu-Gly-Lys-His-Leu-Ser-Ser-Met-

Glu-Arg-Val-Glu-Trp-Leu-Arg-Lys-Lys-Leu-ILN-Asp-Val-Sein-ASN-Phe 
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Gemäß der Empfehlung des Herstellers wurde das PTH 1-34 im Kulturmedium gelöst 

und aufbewahrt. Die Konzentration von 10–11 Mol/ml oder 50 ng/ml wird in den 

Artikeln von Ishizuya et al. als Konzentrationswert angegeben. Explizit hat sich Toshinori 

Ishizuya (Ishizuya et al., 1997) mit diesem Thema beschäftigt; nicht nur die 

Konzentrationswerte, sondern auch die Stimulationsbedingungen der für vorliegende 

Arbeit durchgeführten Untersuchungen folgen seinen Versuchsanordnungen. Das PTH-

Medium wurde jede Woche neu vorbereitet. Des Weiteren wurden dem Medium ab dem 

sechsten Tag für die Zelldifferenzierung Ascorbinsäure und β-Glycerophosphat 

beigemengt. 

24 Stunden, nachdem die Osteoblasten ausgesät worden waren, wurden die Zellkultur-

platten in Gruppen klassifiziert. Eine Gruppe bestand stets aus zwei Zellkulturplatten, um 

eine Doppelbestimmung zu ermöglichen. Es wurden drei Stimulationsarten gewählt. In 

einem festgesetzten Zirkelzeitraum von 48 Stunden wurden die Zellen kontinuierlich (48 

Std), intermittierend (6 Std) und überhaupt nicht mit PTH stimuliert (0 Std) (Abb. 6). 
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Da sich die Adhäsion der Osteoblasten bereits Stunden nach der Zellaussaat vollzieht, 

unterschied sich der Versuchsaufbau sowohl hinsichtlich der Zellanzahl pro cm² als auch 

der Stimulationszeit (Abb. 6, 2 Zeile). Wie die einzelnen Gruppen genau gebildet waren, 

wird nachstehend beschrieben.  

 

 

 

Abbildung 6: Stimulationsmodi 
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3.4 Aufbau der Gruppen für die Genexpressions-, 
Adhäsions- und Proliferationsuntersuchungen  

3.4.1 Aufbau der Gruppen – Untersuchung der Adhäsio n  

Die Untersuchung der Zelladhäsion bestand aus einer Proliferations- und einer 

Genexpressionsuntersuchung auf vier verschiedenen Oberflächen in den ersten 

24 Stunden nach der Zellaussaat (Abb.6, 2 Zeile). Bei der Genexpression wurden 

Adhäsionsmarker die Kollagen I, Fibronectin und Osteonectin überprüft. Die genaue 

Methode der RT-PCR wird im Kapitel 3.7 beschrieben. Weiterhin wurde die 

Proliferationsrate wie unter 3.6 untersucht. Der Aufbau der Gruppen sah wie folgt aus: 

Gruppe 1 – 1 PTH 6 Std. 

Die Osteoblasten wurden mit PTH 1-34 stimuliert, nach sechs Stunden wurden die Zellen 

lysiert und in Hinblick auf eine Expression von Kollagen I, Fibronectin und Osteonectin 

untersucht. Andere Osteoblasten wurden nach sechs Stunden Stimulation auf die 

Proliferationsrate hin analysiert. 

Gruppe 2 – 1 PTH 24 Std. 

Die Osteoblasten wurden mit PTH 1-34 stimuliert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen 

ebenfalls in Hinsicht auf das Expressions- und Proliferationsverhalten betrachtet.  

Gruppe 3 – 0 PTH 6 Std. 

Die Osteoblasten wurden nicht mit PTH 1-34 stimuliert, nach sechs Stunden wurden die 

Expression des Ahhäsionsmarkers und die Proliferationrate geprüft.  

Gruppe 4 – 0 PTH 24 Std. 

Die Osteoblasten wurden nicht mit PTH 1-34 stimuliert. Nach 24 Stunden erfolgte die 

Genexpressions- und Proliferationsuntersuchung.  

3.4.2 Aufbau der Gruppen – Untersuchung der Prolife ration  

Gruppe 1 – PTH 48 Stunden:  

Die Osteoblasten wurden durchgehend mit PTH-1-34-Medium stimuliert, nach 

48 Stunden erfolgte der Wechsel des Mediums mit PTH-1-34-Zusatz, siehe Kap. 3.3. 
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Jeweils am 6., 10., 14., 18. und 22. Tag wurden die Zellen auf ihr Proliferationsverhalten 

mittels des grün fluoreszierenden Farbstoffes CyQUANT NF (Molecular Probes, USA) 

untersucht. Nach dem sechsten Tag wurden Vitamin C und β-Glycerophosphat für die 

Zelldifferenzierung zugegeben. Die Methode der Proliferationsbestimmung wird im 

Kapitel 3.6 ausführlich dargestellt. 

Gruppe 2 – PTH 6 Stunden:  

Die Osteoblasten wurden intermittiert und sechs Stunden der PTH-1-34-Stimulation 

ausgesetzt, anschließend wurde der Wechsel des Mediums ohne PTH 1-34 vollzogen. 

Nach weiteren 48 Stunden erfolgte eine erneute PTH 1-34 Stimulation, siehe Kap. 3.3. 

Sowohl am 6., 10., 14., 18. als auch am 22. Tag wurden die Zellen analog zur ersten 

Gruppe untersucht. Auch hier wurden dem Medium nach dem sechsten Tag Vitamin C 

und β-Glycerophosphat beigefügt. 

Gruppe 3 – PTH 0 Stunden:  

Die Osteoblasten wurden in dieser Gruppe nicht mit PTH 1-34 stimuliert siehe Kap. 3.3. 

Nach 48 Stunden wurde das Medium gewechselt. Am 6., 10., 14., 18. und 22. Tag wurden 

die Zellen analog zu den anderen Gruppen untersucht. Ab den sechsten Tag wurden hier 

ebenfalls Vitamin C und β-Glycerophosphat für die Zelldifferenzierung zugegeben. 

3.4.3 Aufbau der Gruppen – Untersuchung der Genexpr ession  

Gruppe 1 – PTH 48 Stunden:  

Die Osteoblasten wurden durchgehend mit PTH-1-34-Medium stimuliert (Kap. 3.3), nach 

48 Stunden erfolgte der Wechsel des Mediums mit PTH-1-34-Zusatz. Jeweils am 6., 10., 

14., 18. und 22. Tag wurden die Zellen lysiert und in Hinsicht auf ihr Genexpressions-

verhalten wie im Kap. 3.7 untersucht. Nach dem sechsten Tag wurden Vitamin C und β-

Glycerophosphat für die Zelldifferenzierung zugegeben. 

Gruppe 2 – PTH 6 Stunden:  

Die Osteoblasten wurden in einem 48-Stunden-Zyklus sechs Stunden mit PTH 1-34 

stimuliert. Nach 48 Stunden erfolgte eine erneute PTH-1-34 Stimulation. Am 6., 10., 14., 

18. als auch am 22. Tag wurden die Zellen lysiert und bezüglich des Genexpressions-
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verhaltens untersucht. Nach dem sechsten Tag wurde Vitamin C und β-Glycerophosphat 

hinzugegeben. 

Gruppe 3 – PTH 0 Stunden:  

Die Osteoblasten wurden in dieser Gruppe nicht mit PTH 1-34 stimuliert. Nach 

48 Stunden erfolgte der Mediumwechsel. Am 6., 10., 14., 18. und 22. Tag wurden die 

Zellen analog zu den anderen Gruppen lysiert und auf das Genexpressionsverhalten hin 

untersucht. Ab dem sechsten Tag wurden ebenfalls Vitamin C und β-Glycerophosphat 

zugegeben. 

3.5 Untersuchung der Vitalität, Morphologie und 
Zellausbreitung von Osteoblasten 

Verwendungszweck 

Da im vorliegenden Fall die Zellen auf Titandisks angezüchtet waren, mussten Vitalität, 

Morphologie und Zellausbreitung anhand der Fluoreszenzfärbung mit Fluoreszein-

diacetat/Ethidiumbromid bewertet werden.  

Fluoreszeindiacetat kann sich in die Zellmembran vitaler Zellen einlagern, ohne sie zu 

zerstören. Es wird durch Enzyme des intakten Zytoplasmas zu Fluoreszein hydrolysiert, 

vitale Zellen fluoreszieren daher grün. Abgestorbene Zellen hingegen fluoreszieren nicht 

grün; sie sind vielmehr daran zu erkennen, dass ihre Kerne eine rote Fluoreszenz zeigen.  

Materialien und Geräte 

• Pipetten  

• sterile Pipettenspitzen 

• Fluoreszenzmikroskop (Olympus) 

• Ethidiumbromid (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) 

• Fluoresceindiacetat (FDA) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, 

Deutschland)  

• 0,9 % NaCl  

• Zellen 

Verfahren 
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Für die Herstellung der Fluoreszenzlösung wurden zunächst 25 µl Fluoresceindiacetat und 

25 µl Ethidiumbromidstammlösung miteinander vermengt und in 950 µl 0,9 % NaCl 

verdünnt. Anschließend wurden 5 µl der angesetzten Lösung auf die Titaniumplättchen 

gegeben, mit einem Deckglas abgedeckt und mikroskopisch ausgewertet. 

3.6 Untersuchung der Proliferation der Osteoblasten  

Verwendungszweck 

Die Zellanzahl auf den Prüfkörpern wurde mittels des grün fluoreszierenden Farbstoffes 

CyQUANT NF (Molecular Probes, USA) quantifiziert. Da lediglich die Zellanzahl auf 

den Titaniumplättchen beurteilt werden sollte, wurden die Plättchen in neuen 96-Well-

Platten platziert.  

Der CyQUANT® NF-Assay beruht auf der Messung der zellulären DNA, welche anhand 

des Fluoreszenzfarbstoffes quantifiziert werden kann. Da die zelluläre DNA in der Zelle 

unverändert bleibt, kann auf Basis dieses Tests ein Verhältnis bezüglich der Zellanzahl 

erstellt werden.  

Bei der Zelllyse interagiert der CyQUANT® GR-Farbstoff mit der Kern-DNA, und nach 

einer Inkubationszeit von 30 bis 60 Minuten kann schließlich die Messung der 

Fluoreszenz mittels eines Mikrotiterplatten-Lesegeräts durchgeführt werden. Der Assay 

wurde mit der Absicht entwickelt, eine lineare analytische Reaktion von mindestens 100 

bis 20.000 Zellen pro Well einer zumeist 96-Well-Mikrotiterplatte erfassen zu können. 

Speziell für die Proliferationsbestimmung wurden für den Fluoreszenz-Mikroplatten-

Reader (Biotek Synergy HAT, USA) einsetzbare, geschwärzte 96-Well-Mikrotiterplatten 

(Nunc GmbH) verwendet. 

Die Zellanzahl wurde ausgehend von der Korrelation des Fluoreszenzsignals anhand der 

Eichkurven und Messungsproben ermittelt. Die Eichkurven basierten auf der Zellzählung 

mit Hämatozytometer gemäß den Vorgaben von Neubauer (Brand GmbH, Wertheim) 

siehe Kap. 3.6. 
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Abbildung 7:  Daten aus der fluorometrischen Untersuchungseichkurve.  

Eichkurve für die fluorometrische Untersuchung, Floureszenz = Menge der 
Osteoblasten DNA  = Anzahl der Osteoblasten auf dem Träger. 
Dreifachbestimmung, Bildung eines Mittelwertes, n = 3 

Materialien und Geräte 

• RNA-Pipetten  

• sterile Pipettenspitzen 

• Fluoreszenz-Mikrotiterplatten-Lesegerät (Biotek Synergy HAT) 

• Neubauer-Kammer (Brand GmbH, Wertheim) 

• Zentrifuge (Eppendorf-Netheler, Hintz GmbH, Deutschland) 

• geschwärzte 96-Well-Platten (Nunc GmbH) 

• CyQUANT NF Kit (Molecular Probes, USA) 

• steriles destilliertes Wasser 

• PBS 

• Zellen 
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Bezeichnung  Menge 

CyQUANT® NF dye reagent (Component A) 220 µL 

Dye delivery reagent (Component B)  220 µL 

5X HBSS buffer (Hank’s balanced salt solution) (Component C) 22 mL 

Tabelle 3:  Zusammensetzung des CyQUANT NF Kit (Molecular Probes, USA) 

Verfahren 

Die Herstellung des Master-Mixes erfolgte unter strikter Befolgung der Anleitung des 

Herstellers Molecular Probes, USA: 2,2 ml der Komponente C (5X HBSS buffer) wurden 

in 8,8 ml sterilem destilliertem Wasser verdünnt. Im Anschluss daran wurden dieser 

Lösung 22 µL der Komponente A (CyQUANT® NF dye reagent) hinzugefügt. Des 

Weiteren wurden jeweils 100 µL des Master-Mixes auf jede Probe pipettiert, nachdem 

das Nährmedium aus dem Well abgesaugt worden war, während die Zellen mit PBS 

vorsichtig gespült worden sind. Nach einer Inkubationszeit von 30 bis 60 Minuten wurden 

dann die Mikrotiterplatten im Fluoreszenz-Mikrotiterplatten-Lesegerät (Biotek Synergy 

HT) platziert, das Programm wurde gestartet und nach Beendigung des Vorgangs wurden 

die Daten abgelesen. 

3.7 Genexpressionsuntersuchung mittels Real Time PC R 

3.7.1 RNA-Präparation 

Verwendungszweck 

Im vorliegenden Fall wurde die RNA mittels RNeasy Kit (Qiagen) durchgeführt. Das 

RNeasy-Verfahren ist eine Methode zur Isolierung von RNA, die auf der Technologie der 

selektiven Bindungseigenschaften einer Silica-Gel-Membran kombiniert mit der 

Mikrozentrifugationstechnik basiert. 

Materialien und Geräte 

• Trizol, TRI Reagent®* solution (Applied Biosystems) 

• RNesy Mini Kit (Qiagen) 

• RNeasy Mini-Spinsäulen (rosa)  

• 1,5-ml-Collection-Tubes (1,5-ml-Reaktionsgefäße)  

• Buffer RLT 
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• Buffer RW1 

• Buffer RPE 

• RNase-freies Wasser 

 

Verfahren 

Zunächst wurde die Isolierung der RNA unter exakter Einhaltung des Protokolls RNeasy 

(Qiagen) vollzogen. Hierzu wurde das Medium abgesaugt und die Zellen wurden 20 s 

lang mit PBS gespült. Anschließend wurden die Zellen in 250 µl Trizol homogenisiert. In 

einem nächsten Schritt wurden jeder Probe 200 µl Chloroform hinzugegeben. Nach 

kräftigem Schütteln der Mischung und einer 5 min andauernden Inkubation auf Eis 

wurden die Phasen mittels Zentrifugierung (10.000 rpm, 15 min, 4 °C) voneinander 

getrennt. Die wässrige RNA-haltige Oberphase wurde vorsichtig abpipettiert und in ein 

neues Reaktionsgefäß überführt. 

Im Anschluss daran erfolgte die Fällung der RNA mit identischen Volumeneinheiten von 

Isopropanol bei -20 °C, welche schließlich erneut bei 10.000 rpm abzentrifugiert wurde. 

Nach mehreren Waschdurchgängen konnte das Pellet dann in 30 µl DEPC-H2O (0,1 % 

Diethyl-Pyrocarbonat in Reinstwasser) resuspendiert und bis zur weiteren Verarbeitung 

bei -80 °C aufbewahrt werden.  

Nach dieser Skizzierung des Verfahrens soll im folgenden Abschnitt näher auf die 

photometrische Bestimmung der RNA eingegangen werden. 

3.7.2 Photometrische Bestimmung der RNA 

Verwendungszweck 

Für die Bestimmung der RNA-Konzentration (in 3 µl RNA-Lösung) wurde eine 

spektrophotometrische Methode angewandt, mittels eines Photometers (Eppendorf 

Photometer Bio plus, Hamburg; Wellenlänge-260 nm). Zur exakten Ermittlung des 

Reinheitsgrades der isolierten Nukleinsäuren wurde zudem die optische Dichte (OD) bei 

einer Wellenlänge von 280 nm definiert. Der Quotient (Ratio) aus OD 260 nm/OD 

280 nm lag hierbei zwischen den Werten 1,8 und 2,0. 
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3.7.3 Reverse Transkription  

Verwendungszweck 

Die reverse Transkription wird grundsätzlich in vitro für die cDNA-Erststrangsynthese 

mit RNA eingesetzt. Die Effizienz dieser Reaktion hängt dabei jedoch ganz erheblich von 

der Qualität sowie der Menge der im jeweiligen Fall verwendeten RNA ab. Die auf diese 

Weise gewonnene cDNA kann anschließend für die folgenden Anwendungen eingesetzt 

werden:  

• Klonierungen 

• PCR 

• RNA-Sequenzierungen 

• Primer-Extensionen 

Material und Geräte 

• RNA-Pipetten (separate Eppendorf) 

• sterile Pipettenspitzen 

• sterile 0,5 ml Eppis 

• Oligo-(dT)-Primer  

• RNase-Inhibitor  

• RNase-freies Wasser (RNase-free water) 

• Super Script II Kit von Invitrogen 

• RNA 

• T3-Thermocycler (Biometra, Deutschland) 

• Zentrifuge (Eppendorf-Netheler, Hintz GmbH, Deutschland) 

Verfahren 

In einem ersten Schritt wurde die Template-RNA-Lösung auf Eis aufgetaut. Für die 

Reverse Transkription wurden 10 µl der Template-RNA-Lösung verwendet. Lag die 

Konzentration der RNA bei einem Wert über 100 ng/µl, so wurde diese RNA zusätzlich 

mit sterilem destilliertem Wasser verdünnt, bis eine Konzentration von 100 ng/ml erreicht 

wurde. Im umgekehrten Fall, bei einer Konzentration von unter 100 ng/µl, wurde die 

komplette Menge (10 µl) verwendet. Der Lösung wurde ein Mix aus dNTP (1 µl) Oligo-

(dT)-Primer (1 µl) hinzugefügt. Diese Lösung wurde dann in einem Vortex gemischt und 
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kurz zentrifugiert. Im Anschluss daran wurden die Eppendorf-Röhrchen in dem PCR-

Gerät platziert. Die Inkubation dauerte 5 min bei 70 °C, wobei die Sekundärstruktur der 

RNA aufgeschmolzen wurde. In einem nächsten Schritt wurde die Lösung schnell auf Eis 

abgekühlt, um eine Neubildung der RNA-Sekundärstruktur zu verhindern. 

 

Bezeichnung Menge 

5x first strand buffer (Invitrogen) 4 µl 

0.1 M DTT (Invitrogen) 2 µl 

RNase out (Invitrogen) 1 µl 

Tabelle 4:  Mastermix für die Reverse Transkriptase 

Nachdem der Master-Mix produziert worden war, wurde dieser in die Eppendorf-

Röhrchen überführt. Anschließend folgte eine erneute zweiminütige Inkubation bei einer 

Temperatur von 42 °C. Nun wurde 1 µl Reverse Transkriptase (Invitrogen) hinzugefügt 

und alles vermischt. Insgesamt entstanden bei diesem Verfahren 20 µl Endvolumen. 

Im Anschluss erfolgte nochmals eine Inkubation von 60 min bei einer Temperatur von 

42 °C. Um die Reverse Transkriptase zu deaktivieren, galt es die cDNA-Lösung 10 min 

lang auf eine Temperatur von 70 °C zu erhitzen. Die cDNA wurde bei -20 °C für den 

weiteren Gebrauch aufbewahrt.  

3.7.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Verwendungszweck  

Grundsätzlich kann die PCR (engl.: polymerase chain reaction) als ein Verfahren zur 

selektiven Vervielfältigung der DNA definiert werden. Bei diesem Vefahren kann man 

zum einen gezielt Expressionsprodukte von Osteoblasten untersuchen, und zum anderen 

kann das PCR-Produkt selbst im Rahmen eines späteren Arbeitsschrittes für die 

Generierung der Standards für die RT-PCR eingesetzt werden. 

Die PCR-Reaktion basiert auf drei Einzelschritten: Denaturierung, Annealing und 

Elongation. Diese unterscheiden sich voneinander jeweils in ihrer individuellen Dauer 

und der Temperatur. 
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Denaturierung  Die DNA-Doppelstränge werden hierbei bei einer Temperatur von 

ca. 95 °C aufgeschmolzen. 

Annealing  In dieser Phase findet die Hybridisierung (bei 68 °C) der 

Oligonucleotide an komplementären DNA-Sequenzen statt. 

Elongation  In diesem dritten Arbeitsschritt wird die eigentliche Polymerisation 

(bei einer Temperatur von 72 °C) des DNA-Stranges vollzogen. Die 

Polymerase synthetisiert dabei einen komplementären Einzelstrang 

in 5´-3´-Richtung. Des Weiteren verdoppelt sich in jedem Zyklus 

die Menge der gebildeten Moleküle, was eine exponentielle 

Vermehrung der spezifischen Sequenz bedeutet. 

 

Bei der PCR hybridisieren Oligonucleotide, welche auch als Primer bezeichnet werden, 

spezifisch an ihre jeweils komplementären Sequenzen des Gens. Der Gen-Abschnitt, der 

zwischen den Oligonukleotiden vorliegt, wird dann von der DNA-Polymerase 

synthetisiert. Die ausgewählten Primer wurden bei BIOTEZ GmbH in Berlin synthetisiert 

und sind in der nachstehenden Tabelle (5) detailliert aufgelistet. 

Protein Gene name entrez 
gene ID mRNA 

forward primer (5’ – 3’) 
reverse primer (5’ – 3’) 

size TM 

GAPDH GAPDH 

NM_002046 

CCATCACCATCTTCCAGGAGCGA 

 

GGATGACCTTGCCCACAGCCTTG 

447 72 

Alkaline 
Phospha-tase 

ALPL 

249 

NM_000478 

ACAAGCACTCCCACTTCATCTGGAA 

 

TCAATTCTGCCTCCTTCCACCAG 

 

223 

 

70 

Collagen I COL1A1 

1277 

NM_000088.3 

CTGGAAGAGTGGAGAGTACTGGA 

 

CGCCATACTCGAACTGGAATCCA 

 

215 

 

70 

Osteo-pontin SPP1 

6696 

NM_000582 

GACATCCAGTACCCTGATGCTAC 

 

GCTCTCATCATTGGCTTTCCGCT 

 

231 

 

70 

Osteo-calcin BGLAP 

632 

NM_199173 

GGCCAGGCAGGTGCGAAGCC 

 

GTAGGGGACTGGGGCTCCCA 

 

135 

 

68 
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Protein Gene name entrez 
gene ID mRNA 

forward primer (5’ – 3’) 
reverse primer (5’ – 3’) 

size TM 

Osteo-nectin SPARC 

6678 

NM_003118 

AGCTGCGGGTGAAGAAGATCCAT 

 

TCCTTGTCGATATCCTTCTGCTTG 

 

322 

 

70 

Fibro-nectin FN1 

2335 

NM_002026 

GACCCTCATGAGGCAACGTGTTA 

 

TGGGCAATTAACATTAGTGTTTGTTC 

 

240 

 

70 

PTHR1 PTHR1 

5745 

NM_000316 

CAGTACCGGAAGCTGCTCAAATC 

 

TCAGCTTGTACCTCGCCATTGCA 

 

203 

 

70 

Core binding 
factor α1 
(CBFA1) 

RUNX2 

860 

NM_001015051 

AGTGGACGAGGCAAGAGTTTCAC 

 

GCCTGCCTGGGGTCTGTAATCT 

 

302 

 

70 

CEMP1 oder  
CP-23 

CEMP1 

752014 

NM_001048212 

ccacatccgtcgcctgctttcc 

GGCTCCCTTCCCCCTTGCTTAC 

 

284 

 

72 

Tabelle 5:  Verwendete Primer für die RT-PCR 

Material und Geräte 

• RNA-Pipetten (separate Eppendorf) 

• sterile Pipettenspitzen 

• sterile 0,5 ml Eppis 

• steriles destilliertes Wasser  

• genspezifische Primer siehe Tabelle 

• cDNA 

• 2x BioMix Red (Bioline) 

• T3-Thermocycler (Biometra, Deutschland) 

Verfahren 

In einem ersten Schritt wurden sowohl die „down“- als auch die „up“-Primer auf 

Grundlage der mitgelieferten Herstellerangaben mit sterilem destilliertem Wasser 

verdünnt und in einem Verhältnis von 1:1 gemischt. Anschließend wurde ein Master-Mix 

angesezt. Die Herstellung des Master-Mixes ist in der Tabelle (6) dargestellt: 
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Mastermix Menge für ein sample 

Priemer Mix 1 µl 

BioMix red 2x 10 µl 

steriles destilliertes Wasser 8 µl 

Tabelle 6 : Mastermix für PCR 

Nach der Herstellung des Master-Mixes wurden 19 µl der Lösung in jedes bereitstehende 

Eppendorf-Röhrchen gegeben. Zusätzlich wurde in jedes dieser Röhrchen 1 µl cDNA 

pipettiert, woraufhin dieses Gemisch überaus vorsichtig vermischt wurde. Danach wurden 

die Röhrchen in die PCR-Maschine transferiert. Das gewählte Programm für diesen 

Arbeitsschritt wird in der folgenden Tabelle vorgestellt.  

Zeit Temperatur Zyklen 

10 min 95 °C 35 Zyklen 

20 s 95 °C 35 Zyklen 

30 s 68 °C 35 Zyklen 

30 s 72 °C 35 Zyklen 

Pause 10 °C 35 Zyklen 

Tabelle 7: Zyklen bei der PCR 

3.7.5 Nachweis der Produkte 

Verwendungszweck  

Der Nachweis der Produkte erfolgte anhand der elektrophoretischen Auftrennung in 2 % 

Agarosegel. Das in der DNA eingelagerte Ethidiumbromid fluoresziert unter 

ultraviolettem Licht, so entstehen sichtbare Banden. 

Material und Geräte 

• Elektrophorese-Kammer 

• TAE-Puffer 1x (20 ml Stock + 980 ml A. dest.) 

• TAE-Puffer Stock 50x : 

• 242,28 g Tris (Endkonz. 40 mM) 

• 37,25 g EDTA Na-Salt (Endkonz. 2 mM) 

• 57,00 ml konz. Essigsäure 
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• ad 1.000 ml mit A. demin. pH ~ 8,5 

• Ethidiumbromid 1 % (Roth, Art.Nr. 2218.2) 

• Agarose LE, analytical grade (Promega, Cat. V3125) 

• DNA Ladder (NEB) 100 bp oder 1 kb 

• Marker 100 bp New England Biolabs 

• DNA-Produkt aus der PCR 

Verfahren 

Für eine Kammer wurden 100 ml Agarose in der Konzentration von 2 % Agaroselösung 

in 1x TAE-Puffer angesetzt. Dann wurde diese Mischung in der Mikrowelle bis zur 

vollständigen Auflösung der Agarose erhitzt. Anschließend wurden 5 µl 1 % 

Ethidiumbromid hinzugefügt. Die Agarose wurde nach dem Erhitzen unter fließendem 

Leitungswasser leicht abgekühlt.  

In einem nächsten Schritt wurde die Platte auf eine waagrechte Unterlage gegossen, 

woraufhin ca. 20 min lang auf das Erstarren des Gels gewartet wurde. Sobald das Gel fest 

geworden war, musste der zuvor eingesetzte Kamm entfernt werden, wobei 

Aussparungen im Gel zurückblieben. Mithilfe einer Pipette wurde in jeweils eine separate 

Aussparung die DNA-Probe gegeben. Anschließend wurde das Gel in den TAE-

Laufpuffer mit dem Farbmarker gelegt.  

Nunmehr musste eine konstante elektrische Spannung gemäß der Länge der 

Elektrophorese-Kammer angelegt werden (die Spannung lag in einem Bereich von 

80 Volt bis 90 Volt), wobei die Laufzeit ca. 30 min betrug. Die Elektrophorese wurde erst 

beendet, als die DNA-Fragmente ausreichend aufgetrennt worden waren. Das 

Ethidiumbromid, welches sich in die DNA eingelagert hat, fluoresziert unter Einstrahlung 

von ultraviolettem Licht. Die sichtbaren Banden konnten auf diese Weise ausgewertet 

werden. 

3.7.6 TOPO Cloning, Sequenzierung und Herstellung d er Standards 

Verwendungszweck 

Die TOPO-Klonierung bzw. das TOPO Cloning wird im TOPO-Vektor (Invitrogen) 

beispielsweise zur Sequenzierung und Präparation von Standards für die Real Time PCR 

angewandt. Die Standards werden dann aus klonierten DNA-Fragmenten hergestellt. Sie 
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werden vor allem benötigt, um eine Standardkurve zu generieren. Bei der Real Time PCR 

wird abhängig von der Probe und dem zu untersuchenden Gen ein stets unterschiedlich 

starkes Fluoreszenzsignal erfasst, welches wiederum auf die Standardkurve bezogen 

werden kann. Ausgehend davon kann eine exakte Quantifizierung der Anzahl der Kopien 

eines Gens innerhalb einer einzelnen DNA-Probe ermittelt werden.  

 

Material und Geräte 

• PCR Produkte mit nachträglich angefügten Poly-A-Enden  

• TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen) 

• MIDI DNA-Prep Kit (Qiagen)  

• RT-Buffer  

• Tracerplasmid pGL3 (2,35 µg/µl) 

• kompetente Zellen (XL1-Blue oder TOP 10) 

• NZY-Medium  

• Thermostat 

• sterile Werkbank 

• Eppendorf Zentrifuge (Netheler Hinz GmbH, Deutschland) 

• Schüttler 37 °C, 200 rpm 

• LB-Agarplatten (6 g Agar/400 ml LB-Medium, autoklavieren am selben Tag) 

• LB-Medium (20 g Bacto-Trypton, 10 g Bacto Yeast, 10 g NaCl, 2 ml 1 N NaOH 

ad 2000 ml mit A. Dest.; in 500 ml Flaschen je 400 ml aliquotieren, 

autoklavieren am selben Tag) 

• Ampicillin (100 mg/ml) 

• Drigalkski-Spatel 

• Brutschrank 

• sterile Holzzahnstocher 

• 50 ml Falconröhrchen 

• 15 ml Falcon bzw. Becton Dickinson Röhrchen (Abziehdeckel) 

• sterile 2 ml Eppis 

• sterile 1,5 ml Eppis 

• sterile Petrischalen 
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Verfahren von TOPO Cloning 

Beim Verfahren des TOPO Cloning wurde exakt nach Herstelleranleitung für das TOPO 

TA Cloning Kit (Invitrogen) verfahren. 

In 1,5 ml sterilem Eppendorf-Röhrchen erfolgte der Ansatz (Endvolumen 6 µl). Die 

exakte Verteilung der 6 µl auf die einzelnen Komponenten des Produktes sah wie folgt 

aus: 
 

Bezeichnung Menge 

PCR-Produkt 3,0 µl 

steriles Wasser 1,5 µl 

Salzlösung (Kit) 1,0 µl 

TOPO-Vektor 0,5 µl 

Tabelle 8 : Mastermix für TOPO Cloning 

Als nächster Arbeitsschritt wurden diese Komponenten allesamt miteinander vermischt 

und abzentrifugiert. Die Mischung wurde für eine Dauer von 10 bis 30 min bei 

Raumtemperatur stehen gelassen. Während dieser Wartezeit wurden kompetente Zellen 

(e-colli) auf Eis gelegt. Dann wurden den Zellen 100 µl XL1-Blue und Master-Mix 

zugegeben und es wurde vorsichtig gemischt. Das Gemisch wurde für 30 min auf Eis 

inkubiert. Dann musste der Ansatz 45 s lang bei einer Temperatur von 42 °C inkubiert 

und anschließend wieder 2 min auf Eis abgekühlt werden. Als nächstes wurden 500 µl 

NZY-Medium zugegeben, woraufhin eine Inkubation für die Dauer von einer Stunde bei 

200 rpm und 37 °C gestartet wurde. 

Agar-Agar-Platten mit Ampicillin wurden mit 100 bis 200 µl der Probe mittels Drigalski-

Spatel ausgestrichen. Die Platten wurden anschließend für die Inkubation 22 Stunden bei 

einer Temperatur von 37 °C in den Brutschrank gelegt.  

Klone picken 

Mit sterilen Holzzahnstochern wurden die Klone gepickt und in eine Flüssigkultur 

überführt. Die Inkubation der Flüssigkultur vollzog sich bei 37 °C und 200 rpm über eine 
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Dauer von ca. 20 Stunden. Im Anschluss daran wurde die DNA MIDI-Präparation 

eingeleitet. 

 

MIDI-Präparation  

Die Extraktion von DNA erfolgte mittels MIDI-Präparation (DNA MIDI-Prep, Qiagen) 

gemäß der technischen Anleitung des Herstellers. Bei diesem Verfahren werden die 

Bakterien mittels alkalischer Lyse Plasmid-DNA gewonnen. Das Lysat wurde mehreren 

Wasch- und Filtrationsvorgängen mit Silica-Gel-Membran unterzogen. Im Anschluss 

daran wurde die Probe der extrahierten DNA anhand der Gel-Elektrophorese verifiziert 

und mithilfe der Absorptionsspektrometrie (Eppendorf Bio Photometer plus) wurde die 

exakte Konzentration ermittelt. 

Probenspaltung 

Für den korrekten Aufbau des externen Standards ist es grundsätzlich notwendig, die 

bestehenden Plasmide an ganz bestimmten Stellen aufzuschneiden und dann spezifische 

Fragmente zu entnehmen. Dabei wurden die Fragmente mit den passenden 

Restriktionsendonukleasen aufgeschnitten. Sämtliche Marker außer dem RUNX 2 wurden 

mit dem Enzym HIND III (New England Biolabs, Schwalbach) gespalten, das RUNX 2 

selbst hingegen mit Bam H I (New England Biolabs, Schwalbach). Zudem wurde zur 

zusätzlichen Kontrolle eine Spaltung der bekannten Probe durchgeführt.  

Sequenzierung 

Unter „Sequenzierung“ ist generell die Bestimmung der DNA-Sequenz, der genauen 

Nukleotid-Abfolge in einem DNA-Molekül, zu verstehen. Die Sequenzierung wurde im 

vorliegenden Fall von der Firma MWG-Biotech (https://ecom.mwg.dna.com) geleistet.  

Linearisierung 

Um ein Plasmid mit einer Polymerase kopieren zu können, muss das Plasmid zunächst in 

einer linearen Form vorliegen. Diese Form wurde hergestellt, indem das Plasmid an den 

entsprechenden Stellen aufgespalten wurde. Im Anschluss daran erfolgte die Bestimmung 

der Konzentration im Photometer (Eppendorf Bio plus, Hamburg). 
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Herstellung des Standards 

Als Standard wird jenes PCR-Produkt bezeichnet, das spezifisch für das jeweilige Gen ist. 

Wie bereits beschrieben wurde unser PCR-Produkt im TOPO-Vektor kloniert, 

sequenziert, linearisiert und anschließend wurde seine Konzentration bestimmt.  

Ausgehend von der photometrisch bestimmten Konzentration der Urlösung (UL) in ng/µl 

wurde die Anzahl der doppelstrangigen DNA-Moleküle pro µl anhand der folgenden 

Formel berechnet: 

231022,6

]600)(/)1000000000//[(

+×
××+

E

InsertVektorößeFragmentgrlngULderionKonzentrat µ

 

Die Herstellung der Standardlösung SL1 wurde so angelegt, dass diese 1E + 10 

einstrangige DNA-Moleküle pro µl enthalten sollte. Zur Berechnung diente hierzu 

wiederum die Formel: 

lfürULVolumenlMoleküleDNAngigedoppelsträE µµ 1002/]//)100101[( =⋅+  

Endkonzentration Stammlösung für 100 ml 

10 mM Tris-HCl pH 8,0 1 M (3,028 g/25 ml) 1000 µl 

15 mM KCl 4 M (7,456 g/25 ml) 375 µl 

0,6 mM MgCl2x6H2O 1 M (5,082/25 ml) 60 µl 

Tabelle 9:  Zusammensetzung des RT-Puffers 

Die notwendige Verdünnung der Lösung wurde mit 1 x RT Puffer durchgeführt. Auf 

Basis der Standardlösung SL1 wurde im nächsten Schritt eine SL2 (1E + 8 einstrangige 

DNA-Moleküle/µl) mittels weiterer Verdünnungen produziert, welche außerdem das 

Tracer-Plasmid pGL3 (2,35 µg/µl) enthielt. Nunmehr war exakte Anzahl der DNA-

Kopien (1.000.000 pro µl) in der SL2-Lösung bekannt. Im Zuge mehrerer 

Verdünnungsstufen der SL2-Lösung konnte bei der Real Time PCR eine Standardkurve 

generiert werden. Im vorliegenden Fall wurde eine Verdünnungsreihe in 8er-Schritten 

(von 10.000.000 bis 128 Kopien) als Standard eingesetzt. 

 

 



Material und Methode 

45 

3.7.7 Real Time PCR 

Verwendungszweck 

Die Quantifizierung der cDNA kann mittels Real Time PCR erfolgen. Hierfür wird auf 

den DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green zurückgegriffen, welcher sich in 

die doppelstrangige DNA einlagert. Liegt ein gebundener Zustand vor, so steigt die 

Intensität der jeweiligen Fluoreszenzemission. Proportional zur Vermehrung der 

Amplifikate steigt die Intensität des Fluoreszenzsignals des Syber Green an. Aufgrund der 

Tatsache, dass es die Real Time PCR nach jedem einzelnen Zyklus der PCR ermöglicht, 

die Fluoreszenz des Syber Green exakt zu bestimmen, kann die Amplifikation auf diese 

Weise bereits in der frühen exponentiellen Phase der Real Time PCR detektiert werden. 

Indem das Fluoreszenzsignal des Standards exakt einer DNA-Kopiezahl zuzuordnen ist, 

ist ebenfalls eine Quantifizierung der gesuchten cDNA möglich. 

Zum Zwecke der Negativkontrolle wurde das RT-Buffer ohne cDNA verwendet. Diese 

Kontrollen zeigten bei sämtlichen Real Time PCR-Ansätzen keinen Expressionsprodukt. 

Die Spezifität des PCR-Produkts wurde anhand der Überprüfung des Schmelzpunktes des 

PCR-Produkts nachgewiesen. 

Die wissenschaftliche Auswertung der Real Time PCR erfolgte unter Verwendung des 

Softwareprogramms Rotor-Gene 6.0. Für alle Proben wurde der jeweilige CT-Wert 

ermittelt. Anhand des Auftragens des Logarithmus der aus den zuvor durchgeführten 

Untersuchungen ermittelten Standardmenge gegen den CT-Wert wurde eine 

Standardkurve berechnet. Somit war es möglich, für jede unbekannte Probe durch das 

Einsetzen ihres CT-Werts in die Geradengleichung 

mbCTx /)( −=  

die Ausgangsmenge zu bestimmen. Der Wert des Korrelationskoeffizienten der 

Standardkurven lag in der Spanne von 0.97 bis 0,99. Darüber hinaus berechnete das 

Softwareprogramm anhand der Steigung der Regressionsgeraden die Effizienz der PCR-

Reaktion: Diese lag durchschnittlich in einem Bereich von etwa 90 %. 

Material und Geräte 

• Rotor Gene RG 3000 (Rotor Gene, Wasserburg) 

• RT-Röhrchen mit Deckel (Corbett, Austria) 
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• Filterspitzen 

• RNA-Pipetten (separate Eppendorf) 

• sterile 1,5 ml Eppis 

• Standard für das jeweilige Gen für Eichkurve 

• Immomix (Bioline, Kat. Nr. BIO-25020 für 500 Reaktionen) 

• Sybergreen I 50x (bei Bestellung des Immomix mit bestellen) 

• Primer  

• cDNA 

Verfahren 

Herstellung der Eichkurve 

Für die Eichkurven wurden die Eppendorf-Röhrchen in der numerischen Abfolge von 1 

bis 8 beschriftet. Der RT-Puffer wurde vorgelegt. In das erste Eppendorf-Röhrchen 

wurden zunächst 90 µl RT-Puffer und in das zweite 160 µl RT-Puffer eingefüllt. 

Anschließend wurden 10 µl des Standards in das erste Eppendorf-Röhrchen gegeben. Auf 

dieser Basis wurde die Verdünnungsreihe hergestellt. Das sorgfältige Vermischen erfolgte 

durch fünfzigmaliges Aufziehen und wieder Ausblasen (dabei durfte kein Vortex 

eingesetzt werden) der Eppendorf-Pipette. Im nächsten Arbeitsschritt wurden 40 µl aus 

der nunmehr gemischten Lösung entnommen und in das nächste Eppendorf-Röhrchen 

pipettiert. Dieser Prozess wurde so lange wiederholt, bis der Inhalt aller acht Eppendorf-

Röhrchen gemischt war. 

Es schloss sich die Herstellung des Primer-Mixes an, dessen Zusammensetzung in der 

nachstehenden Tabelle abgebildet ist:  

 

Primermix Ansatz 1 Probe Ansatz 60 Proben 

Immomix/SybrGreen 4,8 µl 312 µl 

Ster. dest. Wasser 2,4 µl 156 µl 

Primer 1,2 µl 72 µl 

Tabelle 10:  Primermix 

Befüllung der Real Time PCR-Röhrchen und die Real T ime PCR 

Zuerst mussten 9 µl des Primer-Mixes in die speziellen RT PCR-Röhrchen pipettiert 

werden. Dann wurde 1 µl von der cDNA dazugegeben; anschließend wurden die 



Material und Methode 

47 

Röhrchen fest verschlossen und entsprechend kodiert. Sodann wurden die Röhrchen in 

das Gerät Rotor Gene 3000 überführt. Schließlich wurde das Gerät eingeschaltet und das 

durchzuführende Programm wie nachfolgend gewählt: 

PCR-Programm Temperatur Zeit Zykluswahl 

Aktivierung der DNA-Polymerase 95 °C 10 min 1 

Denaturierung 95 °C 20 s 35 

Annealing 65 °C 30 s 35 

Annealing 72 °C 30 s 35 

Schmelzen der Amplifikate 50 °C–99 °C 6s/1 °C 1 

Tabelle 11:  Zyklen bei der RT-PCR 

3.8 Statistische Auswertung der Ergebnisse 

Die Datenerfassung und die statistische Auswertung wurden mit der Software Microsoft 

Excel 2003 und SPSS 11.0 geleistet. Es wurde für jede Versuchsreihe eine mehrfache 

Bestimmung der Messwerte vorgenommen. Bei der Genexpressionsuntersuchung wurden 

die ermittelten Daten an jene des housekeeping-Gens GAPDH angeglichen.  

Die Auswertung der Ergebnisse aus der Adhäsionsuntersuchung war rein deskriptiv und 

erfolgte visuell durch Vergleich der einzelnen Balken. 

Bei der Proliferations- und Genexpressionsuntersuchung wurden Signifikanzen mit dem 

Wilcoxon-Test bestimmt. Dieser Test ist ein Zweistichprobentest für verbundene 

Stichproben. Es handelt sich um einen nicht-parametrischen Test, d. h. dieser Test setzt 

nicht voraus, dass die Messgrößen normalverteilt sind. Die Differenzen zwischen den zu 

vergleichenden Wertepaaren werden gebildet; diesen werden wiederum nach ihrem 

absoluten Zahlenwert in wachsender Reihenfolge Rangzahlen R- und R+ zugeordnet. 

Anschließend wird jeweils aus den positiven und negativen Rangzahlen die Summe 

gebildet. Die Testgröße ist letztlich die kleinere der beiden Rangsummen R = Minimum 

R-, R+. Als signifikant (*)  wurde p = oder < 0,05 und als tendenziell (#) p = oder < 0,1 

festgesetzt. 
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4. Ergebnisse 

4.1 Untersuchung der Vitalität von primären humanen  
Osteoblasten 

Die dargestellten Zellen auf den Oberflächen am sechsten Tag des Versuchs sind 

repräsentativ für die gesamte untersuchte Zelllinie. Die Osteoblasten zeigen ein typisches 

Morphologiebild: Die Zellen weisen eine spindelförmige Struktur auf, ihre Fortsätze 

haben eine Tendenz zur Ausbreitung. Im Vergleich zu rauen Oberflächen, insbesondere 

bei SLActive, erscheinen die Osteobalsten deutlich kompakter und etwas abgekugelt. Die 

Anzahl der Zellen nimmt für das Auge sichtbar auf rauen Oberflächen ab. In keiner der 

Untersuchungsgruppen werden rot gefärbte, abgestorbene Zellen beobachtet. Die 

untersuchten Oberflächen und PTH haben folglich keinen toxischen Effekt auf primäre 

Osteoblasten. Die Stimulationsgruppen (PTH 6), ähnlich wie (PTH 48 Std.) unterscheiden 

sich von der Kontrollgruppe nicht. Die deskriptiven Resultate aus der Fluoreszenz-

mikroskopie zeigen, dass die PTH-Stimulation zum Zeitpunkt der Bestimmung keinen 

Einfluss auf Morphologie, Zellausbreitung und Proliferation hat. 



Ergebnisse 

49 

 
 

 
 

 
 

Abbildung 8:   Osteoblasten aus den Gruppen (PTH 0), (PTH 6) und (PTH 48) nach 6-tägigem 
Kontakt mit der Kunststoffoberfläche (PL) im Vergleich (200-fache 
Vergrößerung)
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Abbildung 9:   Osteoblasten aus den Gruppen (PTH 0), (PTH 6) und (PTH 48) nach 6-tägigem 

Kontakt mit der polierten Titaniumoberfläche (PT) im Vergleich (200-fache Vergrößerung)
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Abbildung 10:  Osteoblasten aus den Gruppen (PTH 0), (PTH 6) und (PTH 48) nach 6-tägigem 

Kontakt mit der SLA-Oberfläche im Vergleich (200-fache Vergrößerung)
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Abbildung 11:  Osteoblasten aus den Gruppen (PTH 0), (PTH 6) und (PTH 48) nach 6-tägigem 
Kontakt mit der SLActive-Oberfläche im Vergleich (200-fache Vergrößerung)  
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4.2 Adhäsion der Primärosteoblasten 

Der Zelladhäsion fördernde Einfluss glatter Oberflächen ist sowohl auf der PL als auch 

auf der PT deutlich sichtbar. Auf glatten Oberflächen im Vergleich zu rauen Oberflächen 

bleiben nach 24 Stunden mehr Zellen haften. Eine starke Veränderung der 

Zellmorphologie ist nicht deutlich sichtbar. Es scheint, dass die Osteoblasten nach 

24 Stunden auf rauen Oberflächen stärker ausgebreitet sind. Die Osteoblasten auf der PL- 

und PT-Oberfläche stehen in unmittelbarem Kontakt miteinander, erscheinen aber 

kompakter und mehr abgekugelt. Die Stimulationsgruppen unterscheiden sich zum 

Zeitpunkt der Mikroskopie visuell nicht stark voneinander. In den PTH-Gruppen strecken 

die Zellen ihre Fillipodien weniger zueinander, während ohne PHT auf rauen Oberflächen 

das ganz deutlich ist. 

 

    
 

    
Abbildung 12:  Adhäsion von Osteoblasten auf den Oberflächen nach 24 Stunden ohne PTH 

(200-fache Vergrößerung) 
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Abbildung 13:  Adhäsion von Osteoblasten auf den Oberflächen nach 24 Stunden im PTH 

angereicherten Medium (200-fache Vergrößerung) 
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4.2.1 Untersuchung des Adhäsionsverhaltens anhand p hotometrischer 
Methoden 

Unsere Ergebnisse aus der Proliferationsuntersuchung zum Adhäsionsverhalten haben 

einen rein deskriptiven Charakter. Sie lassen die Schlussfolgerung zu, dass sowohl nach 6 

als auch nach 24 Stunden in Relation zu den anderen drei Oberflächen (PL, SLA, 

SLActive) eine größere Menge Zellen auf dem polierten Titanium anhaften kann. Die 

übrigen Oberflächen weisen untereinander rein deskriptiv keine Unterschiede auf. Wir 

konnten keine Auswirkung auf die Osteoblasten bezüglich ihres Adhäsionsverhaltens 

durch die Stimulation mit PTH (1-34) mit unseren Ergebnissen nachweisen.  

Abbildung 14:  Daten aus der fluorometrischen Adhäsionsuntersuchung – Stimulatinsarten im 
Vergleich.  

Stimulationsarten im Vergleich anhand der Anzahl der adhärenten Osteoblasten 
nach 6 und 24 Stunden mit und ohne PTH-Stimulation. Deskriptive Darstellung, 
Dreifachbestimmung, Bildung eines Mittelwertes, n = 1 
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Abbildung 15:  Daten aus der fluorometrischen Adhäsionsuntersuchung.  

Träger im Vergleich anhand der Anzahl der adhärenten Osteoblasten nach 
6 und 24 Stunden mit und ohne PTH-Stimulation. Deskriptive Darstellung, 
Dreifachbestimmung, Bildung eines Mittelwertes, n = 1 
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4.2.2 Untersuchung der Adhäsionsmarker 

Die Resultate unserer Analyse des expressiven Adhäsionsverhaltens der Osteoblasten sind 

ebenfalls deskriptiv. Die Ergebnisse lassen nicht erkennen, dass das Expressionsverhalten 

der Adhäsionsmarker Kollagen I, Fibronectin und Osteonectin weder von den jeweiligen 

Oberflächen abhängig ist noch von der Stimulation mit PTH (1-34). 

Abbildung 16:   RT-PCR-Daten aus der Adhäsionsuntersuchung.  

Expression der Fibronectin-mRNA in Primärosteoblasten auf verschiedenen 
Trägern nach 6 und 24 Stunden in Abhängigkeit von der PTH-Stimulation. 
Deskriptive Darstellung, Dreifachbestimmung, Bildung eines Mittelwertes, n = 1 
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Abbildung 17:   RT-PCR-Daten aus der Adhäsionsuntersuchung.  

Expression der Kollagen I-mRNA in Primärosteoblasten auf verschiedenen 
Trägern nach 6 und 24 Stunden in Abhängigkeit von der PTH-Stimulation. 
Deskriptive Darstellung, Dreifachbestimmung, Bildung eines Mittelwertes, n = 1 

Abbildung 18:  RT-PCR-Daten aus der Adhäsionsuntersuchung.  

Expression der Osteonectin mRNA in Primärosteoblasten auf verschiedenen 
Trägern nach 6 und 24 Stunden in Abhängigkeit von der PTH-Stimulation. 
Deskriptive Darstellung, Dreifachbestimmung, Bildung eines Mittelwertes, n = 1 
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4.3 Proliferation der Primärosteoblasten 

Die Ergebnisse aus der photometrischen Untersuchung zeigen, dass die Oberfläche die 

primären humanen Osteoblastenkulturen in signifikanter Weise hinsichtlich der Zell-

proliferation beeinflusst. Die Osteoblasten können auf glatten Oberflächen eine höhere 

Proliferationsrate aufweisen, als es auf rauen Oberflächen der Fall ist. Es lässt sich für die 

Zellproliferation die folgende Rangliste von Materialien aufstellen:  

Kontrollgruppe PTH 0:  

Zellkulturplastik: 1,0 → poliertes Titanium: 0,9 → SLA: 0,4 → SLActive: 0,3  

Gruppe PTH 6:  

Zellkulturplastik: 1,0 → poliertes Titanium: 0,7 → SLA: 0,3 = SLActive: 0,3  

Gruppe PTH 48: 

Zellkulturplastik: 1,0 → poliertes Titanium: 0,9 → SLA: 0,5 = SLActive: 0,5 

Abbildung 19:   Daten aus der fluorometrischen Untersuchung der Zellproliferation.  

Träger im Vergleich anhand durchschnittlicher Anzahl der adhärenten Primär-
osteoblasten auf cm² nach dem 2., 4., 6. und 10. Tag auf unterschiedlichen 
Trägern in Abhängigkeit von der PTH-Stimulation. Dreifachbestimmung, Bildung 
eines Mittelwertes, n = 4. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-Test) 
* = statistisch signifikant, p < 0,05  
# = statistisch tendenziell, p < 0,1 
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Eine intermittierende PTH-Gabe im Vergleich zu einer permanenten PTH (1-34) 

Stimulation wie auch der Kontrollgruppe zeigen über zehn Tage hinweg sehr deutlich 

eine Suppression der Proliferationsrate. Die Hemmung der Proliferation lag signifikant 

mit Werten von PL: 0,8; PT: 0,7; SLA: 0,6; SLActive: 0,7 deutlich unterhalb der Werte 

der Kontrollgruppe. Die Werte gegenüber der Gruppe PTH 48 waren PL: 0,8; PT: 0,7; 

SLA: 0,5; SLActive: 0,5. 

Abbildung 20:   Daten aus der fluorometrischen Untersuchung der Zellproliferation.  

Träger im Vergleich anhand durchschnittlicher Anzahl der adhärenten Primär-
osteoblasten auf cm² nach dem 2., 4., 6. und 10. Tag auf unterschiedlichen 
Trägern in Abhängigkeit von der PTH-Stimulation. Dreifachbestimmung, Bildung 
eines Mittelwertes, n = 4. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-Test)  
* = statistisch signifikant, p < 0,05  
# = statistisch tendenziell, p < 0,1  
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4.4 Genexpression von Primärosteoblasten  

Humane Primärosteoblasten wurden jeweils am 6., 10., 14., 18. und 22. Versuchstag auf 

die mRNA-Expressionen von ALP, CEMP 1, FN, KOL I, OC, ON, OP, PTH R1 und 

RUNX 2 untersucht, zu dem Housekeeping-Gen GAPDH normalisiert und grafisch 

dargestellt. Die Abbildungen (21) und (22) zeigen, dass sämtliche Marker der 

untersuchten Zelllinie unterschiedlich stark exprimiert werden. 

Abbildung 21:   Nachweis der Spezifität der angewandten Primer in der RT-PCR 

Abbildung 22:   Nachweis der Spezifität der angewandten Primer in der RT-PCR 
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4.4.1 mRNA-Expressionen von ALP 

In unserer Untersuchung wurde eine niedrige ALP-mRNA-Expression beobachtet. Sie 

betrug etwa 0.025 % der GAPDH-Expression. Die RT-PCR-Daten aus der Gen-

expressionsuntersuchung der ALP-mRNA in Primärosteoblasten zeigen nur wenige 

Signifikanzen und Tendenzen im Vergleich mit den Stimulationsarten. Auf glatten 

Oberflächen – PL und PT – konnte eine verminderte Expressionsrate von ALP in der 

Gruppe PTH 6 um den Faktor PL = 0,8, PT = 0,6 beobachtet werden.  

Abbildung 23:   RT-PCR-Daten aus der ALP-Genexpressionsuntersuchung – Stimulationsarten 
im Vergleich.  

Durchschnittliche Expression der ALP-mRNA in Primärosteoblasten auf 
verschiedenen Trägern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhängigkeit 
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und 
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)  
* = statistisch signifikant, p < 0,05  
# = statistisch tendenziell, p < 0,1  

Die Osteoblasten auf glatten Oberflächen können in den Gruppen PTH 0 und PTH 48 

tendenziell eine höhere ALP-mRNA-Genexpressionsrate aufweisen, als es bei rauen 

Oberflächen der Fall ist. In der Gruppe PTH 6 kann dieser Effekt nicht beobachtet 
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werden. Es lässt sich für die Zellproliferation die folgende Rangliste der Materialien 

aufstellen:  

Kontrollgruppe PTH 0:  

Zellkulturplastik: 1,0 = poliertes Titanium: 1,0 → SLA: 0,4 = SLActive: 0,4 

Gruppe PTH 6:  

Zellkulturplastik: 1,0 = poliertes Titanium: 1,0 = SLA: 1,0 = SLActive: 1,0  

Gruppe PTH 48: 

Zellkulturplastik: 1,0 = poliertes Titanium: 1,0 → SLA: 0,7 = SLActive: 0,7 

Abbildung 24:   RT-PCR-Daten aus der ALP-Genexpressionsuntersuchung – Träger im 
Vergleich.  

Durchschnittliche Expression der ALP-mRNA in Primärosteoblasten auf 
verschiedenen Trägern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhängigkeit 
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und 
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)  
* = statistisch signifikant, p < 0,05  
# = statistisch tendenziell, p < 0,1  
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4.4.2 mRNA-Expressionen von CEMP 1 

Bei der Untersuchung der Expression von CEMP 1 war eine starke Expression dieses 

Markers feststellbar; sie betrug das 20-Fache der GAPDH-Expression. Trotz allem 

brachte die Auswertung keinerlei signifikante Ergebnisse, die weder eine 

Regelmäßigkeiten in Bezug auf eine Stimulation oder den Einfluss der Oberflächen auf 

die Expression dieses Markers hindeuten würde. 

Abbildung 25:   RT-PCR-Daten aus der CEMP 1-Genexpressionsuntersuchung – 
Stimulationsarten im Vergleich.  

Durchschnittliche Expression der CEMP 1-mRNA in Primärosteoblasten auf 
verschiedenen Trägern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhängigkeit 
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und 
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)  
* = statistisch signifikant, p < 0,05  
# = statistisch tendenziell, p < 0,1  
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Abbildung 26:   RT-PCR-Daten aus der CEMP 1-Genexpressionsuntersuchung – Träger im 
Vergleich.  

Durchschnittliche Expression der CEMP 1-mRNA in Primärosteoblasten auf 
verschiedenen Trägern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhängigkeit 
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und 
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)  
* = statistisch signifikant, p < 0,05  
# = statistisch tendenziell, p < 0,1  
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4.4.3 mRNA-Expressionen von FN 

Auch im Falle des Fibronectins haben wir eine durchgehend hohe mRNA-Expression 

beobachtet, 40 bis 60 mal höher als die GAPDH-Expression. Jedoch zeigen Ergebnisse 

aus der Genexpressionsuntersuchung nicht in allen Fällen Signifikanzen und Tendenzen. 

Deskriptiv kann konstatiert werden, dass eine PTH-Stimulation zu einer gesteigerten 

Expression von Fibronectin auf allen Oberflächen gegenüber der Kontrollgruppe PTH 0 

führt. Lediglich ein signifikantes Ergebnis (PTH 6 gesteigert um Faktor 1,1) lässt sich auf 

der SLA anführen. 

Abbildung 27:   RT-PCR-Daten aus der FN-Genexpressionsuntersuchung – Stimulationsarten 
im Vergleich.  

Durchschnittliche Expression der Fibronectin-mRNA in Primärosteoblasten auf 
verschiedenen Trägern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhängigkeit 
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und 
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)  
* = statistisch signifikant, p < 0,05  
# = statistisch tendenziell, p < 0,1  
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Der Vergleich der Oberflächen lässt nur wenige signifikante oder tendenzielle Unter-

schiede zwischen den analysierten Oberflächen und dem Auftreten von Abhängigkeit 

vom Materialuntergrund dieses Proteins erkennen.  

Abbildung 28:   RT-PCR-Daten aus der FN-Genexpressionsuntersuchung – Träger im 
Vergleich.  

Durchschnittliche Expression der Fibronectin-mRNA in Primärosteoblasten auf 
verschiedenen Trägern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhängigkeit 
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und 
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)  
* = statistisch signifikant, p < 0,05  
# = statistisch tendenziell, p < 0,1  
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4.4.4 mRNA-Expressionen von KOL I 

Die Ergebnisse aus der Genexpressionsuntersuchung von KOL I zeigen auch in diesem 

Fall eine hohe, 1,5-fache Expression gegenüber GAPDH. Deskriptiv kann konstatiert 

werden, dass eine PTH-Stimulation zu einer gesteigerten Expression von KOL I auf allen 

Oberflächen gegenüber der Kontrollgruppe PTH 0 führt. Es lässt sich die folgende 

Rangliste der Stimulationsarten aufstellen:  

 PTH 48 PTH 6 PTH 0 

PL:   1,0 → 0,8  → 0,6 

PT:  1,0  = 1,0  → 0,8 

SLA:   1,0  = 1,0  → 0,8 

SLActive:   1,0  = 1,0  → 0,9 

Abbildung 29:   RT-PCR-Daten aus der Kol 1-Genexpressionsuntersuchung – Stimulationsarten 
im Vergleich.  

Durchschnittliche Expression der Kollagen I-mRNA in Primärosteoblasten auf 
verschiedenen Trägern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhängigkeit 
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und 
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test)  
* = statistisch signifikant, p < 0,05,  
# = statistisch tendenziell, p < 0,1  
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Die Ergebnisse aus der Genexpressionsuntersuchung von Kollagen I zeigen, dass die 

Osteoblasten auf glatten Oberflächen in den Gruppen PTH 6 und PTH 48 signifikant und 

tendenziell eine höhere Kollagen-I-mRNA-Genexpressionsrate aufweisen, als es bei rauen 

Oberflächen der Fall ist. In der Gruppe PTH 0 ist dieser Effekt nicht zu sehen. Es lässt sich 

für die Gruppen PTH 6 und PTH 48 die folgende Rangliste an Materialien erstellen:  

Kontrollgruppe PTH 0: 

Zellkulturplastik = poliertes Titanium = SLA = SLActive  

Gruppe PTH 6 

Zellkulturplastik: 1,0 →p Titanium: 0,9 → SLA: 0,8 → SLActive: 0,8 

Gruppe PTH 48 

Zellkulturplastik: 1,0 → poliertes Titanium: 0,8 = SLA: 0,8 → SLActive: 0,6  

Abbildung 30:   RT-PCR-Daten aus der Kol 1-Genexpressionsuntersuchung – Träger im 
Vergleich.  

Durchschnittliche Expression der KOL I-mRNA in Primärosteoblasten auf 
verschiedenen Trägern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhängigkeit 
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und 
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test) 
* = statistisch signifikant, p < 0,05 
# = statistisch tendenziell, p < 0,1  
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4.4.5 mRNA-Expressionen von OC 

Trotz permanenter Steigerung der OC-mRNA-Expression überschritt sie nach 21 Tagen 

0,4 % der GAPDH-Expression nicht. Die Ergebnisse zeigen eine signifikant gesteigerte 

Expression von Osteocalcin in der Gruppe PTH 6 gegenüber der Kontrollgruppe PTH 0 

und Gruppe PTH 48 auf glatten und SLActive-Oberflächen. Signifikant und tendenziell 

lässt sich die folgende Rangliste an Stimulationsarten erstellen:  

 PTH 6  PTH 48  PTH 0 

PL:  1,0 → 0,7 = 0,7 

PT:  1,0 → 0,7 = 0,7 

SLA:  1,0 = 1,0 → 0,8 

SLActive:  1,0 → 0,8  → 0,7 

Abbildung 31:   RT-PCR-Daten aus der OC-Genexpressionsuntersuchung – Stimulationsarten 
im Vergleich.  

Durchschnittliche Expression der Osteocalcin-mRNA in Primärosteoblasten auf 
verschiedenen Trägern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhängigkeit 
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und 
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test) 
* = statistisch signifikant, p < 0,05 
# = statistisch tendenziell, p < 0,1  
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Im Ergebnis der Genexpressionsuntersuchung in Primärosteoblasten konnte eine 

signifikant vermehrte Genexpression von Osteocalcin auf der SLActive-Oberfläche in der 

Gruppe PTH 48 um Faktor 1,3 gegenüber PT und 1,1 gegenüber PL gezeigt werden. 

Weder in der Kontrollgruppe PTH 0 noch der PTH 6 Gruppe konnten signifikante 

Unterschiede zwischen den Oberflächen identifiziert werden, obgleich deskriptiv die 

Genexpression Osteocalcins auf der SLActive-Oberfläche immer größer war. 

Abbildung 32:   RT-PCR-Daten aus der OC-Genexpressionsuntersuchung – Träger im 
Vergleich.  

Durchschnittliche Expression der OC-mRNA in Primärosteoblasten auf 
verschiedenen Trägern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhängigkeit 
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und 
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test) 
* = statistisch signifikant, p < 0,05 
# = statistisch tendenziell, p < 0,1  
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4.4.6 mRNA-Expressionen von ON 

In unsrer Untersuchung haben wir eine hohe Expression von ON-Expression beobachtet. 

Sie betrug 50 % der GAPDH-Expression. Die Resultate zeigen eine signifikante 

Erhöhung der Genexpression von Osteonectin in den PTH-Gruppen auf rauen SLA- und 

SLActive-Oberflächen sowie im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Erhöhte Osteonectin-

raten in den PTH 6- und PTH 48-Gruppen konnten auf allen Oberflächen beobachtet 

werden, wobei diese bei der permanenten PTH (1-34) am größten ausgeprägt war. Es lässt 

sich die folgende Rangliste von Stimulationsarten aufstellen:  

 PTH 48  PTH 6  PTH 0 

PL 1,0 → 0,9 → 0,7 

PT 1,0 = 1,0 → 0, 8 

SLA 1,0 → 0,8 → 0,6 

SLActive 1,0 → 0,8 → 0,6 

Abbildung 33:   RT-PCR-Daten aus der ON-Genexpressionsuntersuchung – Stimulationsarten 
im Vergleich.  

Durchschnittliche Expression der Osteonectin-mRNA in Primärosteoblasten auf 
verschiedenen Trägern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhängigkeit 
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und 
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Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test) 
* = statistisch signifikant, p < 0,05 
# = statistisch tendenziell, p < 0,1  

Der Vergleich der Oberflächen lässt nur wenige tendenzielle und keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den analysierten Oberflächen und dem Auftreten von 

Abhängigkeit vom Materialuntergrund auf die Expression des Proteins Osteonectin er-

kennen. 

Abbildung 34:   RT-PCR-Daten aus der ON-Genexpressionsuntersuchung – Träger im 
Vergleich.  

Durchschnittliche Expression der Osteonectin-mRNA in Primärosteoblasten auf 
verschiedenen Trägern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhängigkeit 
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und 
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test) 
* = statistisch signifikant, p < 0,05 
# = statistisch tendenziell, p < 0,1  
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4.4.7 mRNA-Expressionen von OP 

In der vorliegenden Untersuchung betrug die mRNA-Expression von OP lediglich 1 % 

der GAPDH-Expression. Im Vergleich der Stimulationsart zeigte sich in der Gruppe 

PTH 6 tendenziell eine gesteigerte Genexprimierung des Markers Osteopontin auf rauen 

Oberflächen, insbesondere auf SLA (Faktor 2, 2) und SLActive (Faktor 1,8). Auf glatten 

Oberflächen konnten solche Beobachtungen nicht gemacht werden.  

Abbildung 35:   RT-PCR-Daten aus der OP-Genexpressionsuntersuchung – Stimulationsarten 
im Vergleich.  

Durchschnittliche Expression der Osteopontin-mRNA in Primärosteoblasten auf 
verschiedenen Trägern nach dem 6., 10., 14. und 18. Tag in Abhängigkeit von 
der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und 
Standartabweichungen, n = 4. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test) 
* = statistisch signifikant, p < 0,05 
# = statistisch tendenziell, p < 0,1 
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In unserer Untersuchung wurde tendenziell festgestellt, dass Osteopontin auf rauen SLA- 

und SLActive-Oberflächen in höherem Maße genexprimiert als auf glatten PT-Ober-

flächen (Faktor 1,8) und Plastik (Faktor 2,1) wird – und dies auch nur in der Gruppe der 

Osteoblasten, die intermittierend mit PTH (1-34) stimuliert worden waren. In den 

Gruppen PTH 0 und PTH 48 sind keine deutlichen Unterschiede zu verzeichnen.  

Abbildung 36:   RT-PCR-Daten aus der OP-Genexpressionsuntersuchung – Träger im 
Vergleich.  

Durchschnittliche Expression der Osteopontin-mRNA in Primärosteoblasten auf 
verschiedenen Trägern nach dem 6., 10., 14. und 18. Tag in Abhängigkeit von 
der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und 
Standartabweichungen, n = 4. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test) 
* = statistisch signifikant, p < 0,05 
# = statistisch tendenziell, p < 0,1  
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4.4.8 mRNA-Expressionen von PTH R1 

Die Expression von PTH R1 lag im Bereich von 0,5 % des GAPDH. Die Ergebnisse aus 

der quantitativen Expressionsmessung des Markers PTH R1 verdeutlichen eine 

gesteigerte Genexpression dieses Markers in der Gruppe PTH 48. In der Kontrollgruppe 

PTH 0 gab es keine Schwankungen. In der Gruppe der Osteoblasten mit intermittierender 

PTH (1-34)-Stimulation war das Gen PTH R1 herunterreguliert worden und lag dennoch 

unterhalb des Wertes der Kontrollgruppe – wenngleich der Unterschied nicht allzu groß 

war. Tendenziell und deskriptiv lässt sich die folgende Rangliste von Stimulationsarten 

aufstellen:  

 PTH 48  PTH 0  PTH 6  

PL 1,0 → 0,8 → 0,5   

PT 1,0 = 0,9 = 0,9  

SLA  1,0 → 0,7 → 0,6  

SLActive 1,0 → 0,6 = 0,6  

Abbildung 37:   RT-PCR-Daten aus der PTH R1-Genexpressionsuntersuchung – 
Stimulationsarten im Vergleich.  
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Durchschnittliche Expression der PTH R1-mRNA in Primärosteoblasten auf 
verschiedenen Trägern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhängigkeit 
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und 
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test) 
* = statistisch signifikant, p < 0,05 
# = statistisch tendenziell, p < 0,1  

Die Expression von PTH R1 in der Gruppe PTH 0 war auf allen Oberflächen identisch. In 

den Gruppen PTH 6 und PTH 48 gab es allerdings Schwankungen zwischen den 

Oberflächen. Tendenziell war eine gesteigerte Genexpression von PTH R1 auf der 

SLActive-Oberfläche festzustellen: in der Gruppe PTH 6 um Faktor 1,4 gegenüber PL 

und in der Gruppe PTH 48 um Faktor 1,5 gegenüber PT.  

Abbildung 38:   RT-PCR-Daten aus der PTH R 1-Genexpressionsuntersuchung – Träger im 
Vergleich.  

Durchschnittliche Expression der PTH R1-mRNA in Primärosteoblasten auf 
verschiedenen Trägern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhängigkeit 
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und 
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test) 
* = statistisch signifikant, p < 0,05 
# = statistisch tendenziell, p < 0,1  
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4.4.9 mRNA-Expressionen von RUNX 2 

Auch die RUNX 2-mRNA-Expression war im Vergleich zum Hausekeeping-Gen niedrig, 

sie betrug 0,5 % der GAPDH-Expression. In der RT-PCR-Untersuchung des PTH-

Effektes auf die RUNX 2-Genexpression wurden nur einige Signifikanzen und 

Tendenzen beobachtet, die sich auf der Kunststoffoberfläche ereigneten. Hier stellten wir 

eine signifikante Erhöhung der Genexpression in der Gruppe PTH 48 um Faktor 1,4 

sowie eine tendenzielle in der Gruppe PTH 6 um Faktor 1,2 gegenüber der 

Kontrollgruppe fest. Deskriptiv konnte auf sämtlichen Oberflächen eine PTH-Stimulation 

in einer höheren Genexpressionsrate von RUNX 2 festgestellt werden. 

Abbildung 39:   RT-PCR-Daten aus der RUNX 2-Genexpressionsuntersuchung – 
Stimulationsarten im Vergleich.  

Durchschnittliche Expression der RUNX 2-mRNA in Primärosteoblasten auf 
verschiedenen Trägern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhängigkeit 
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und 
Standartabweichungen, n = 5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test) 
* = statistisch signifikant, p < 0,05 
# = statistisch tendenziell, p < 0,1  
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Im Vergleich der Oberflächen in der RUNX 2-Genexpression in verschiedenen PTH-

Gruppen waren nicht alle generierten Ergebnisse auch signifikant oder tendenziell. In der 

PTH 48-Gruppe ließen sich die meisten Signifikanzen und Tendenzen identifizieren. Auf 

der Basis dieser Relationen zwischen den Daten konnte das folgende Ranking erstellt 

werden: In der PTH 48-Gruppe: SLActive: 1,0 → SLA: 0,8 = Kunststoff: 0,8 → poliertes 

Titan: 0,6. In der Gruppe PTH 6 lag lediglich eine Tendenz dahin gehend vor, dass 

SLActive eine höhere RUNX 2-Genexpression gegenüber dem polierten Titan aufwies, 

und zwar um Faktor 1,3. In der Kontrollgruppe PTH 0 war die Expression bezüglich 

RUNX 2 signifikant um Faktor 1,2 höher auf SLA- und polierten Titanimplantat-

oberflächen als auf Kunststoff .  

Abbildung 40:   RT-PCR-Daten aus der RUNX 2-Genexpressionsuntersuchung – Träger im 
Vergleich.  

Durchschnittliche Expression der RUNX 2-mRNA in Primärosteoblasten auf 
verschiedenen Trägern nach dem 6., 10., 14., 18. und 22. Tag in Abhängigkeit 
von der PTH-Stimulation. Zweifachbestimmung, Mittelwerte und 
Standartabweichungen, n=5. Statistische Auswertung mit SPSS (Wilcoxon-
Test) 
* = statistisch signifikant, p < 0,05 
# = statistisch tendenziell, p < 0,1  
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5. Diskussion 

Der Wirkung des Parathormons auf die Osteoblasten sowie das Knochengewebe wird im 

Zusammenhang mit dem Knochenmetabolismus eine erhebliche Bedeutung zugeschrie-

ben (Georg Löffler, 2007). Jedoch war es bisher nicht möglich, die exakten zellulären und 

molekularen Wirkmechanismen hinreichend zu analysieren und zu erklären (Ishizuya et 

al., 1997, Kano et al., 1993). Dank zahlreicher tierexperimentell durchgeführter Studien 

war es schließlich möglich, die anabole Wirkung dieses Hormons auf den Knochen 

identifizieren zu können. Die weitere Erforschung dieser positiven PTH-Effekte richtet 

sich nach der weiteren Entwicklung von Behandlungsmethoden der Osteoporose (Fujita 

et al., 1999, Lindsay et al., 1997), und Optimierung von Heilungsmethoden bei Frakturen 

(Holzer et al., 1999). Es ist naheliegend, dass neue Erkenntnisse über PTH für die 

Verbesserung der Osteointegration von dentalen Implantaten auch wichtig sein können.  

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war es, eine qualitative sowie quantitative Analyse 

des Genexpressions-, Adhäsions- und Proliferationsverhaltens der Osteoblasten auf unter-

schiedlichen Oberflächen durchzuführen. Die dabei auftretenden Interaktionen zwischen 

Osteoblasten, dem PTH und den unterschiedlichen Oberflächen wurde im Rahmen einer 

Vergleichsuntersuchung analysiert.  

In einigen Studien wurde ausschließlich der Einfluss des Parathormons auf Osteoblasten 

(Ishizuya et al., 1997) untersucht; andere Studien beschäftigten sich nur mit dem Einfluss 

der Oberflächeneigenschaften des Substrats auf Osteoblasten (Zhao et al., 2005). In der 

vorliegenden Studie wurden erstmalig beide Parameter in einem Zellkulturmodell 

zusammengeführt und auf diese Weise die Reaktion der Osteoblasten auf eine bestimmte 

Stimulationsart von der Oberflächenbeschaffenheit eines Substrates abhängig untersucht.  

5.1 Diskussion der Methodik 

Die Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) ermöglicht sowohl eine qualitative 

als auch quantitative Analyse knochenspezifischer Genexpressionen humaner 

Primärosteoblasten. Die RT-PCR-Technologie bietet eine hohe Sensitivität und wird 

weltweit in der Forschung angewandt (www.genequantification.info).  

Im Rahmen unserer Untersuchungen wurde ein Korrelationskoeffizient der 

Standardkurven von (r=0,97) bis (r=0,99) und eine Effizienz der RT-PCR von etwa 90 % 

erreicht. Bei zu starken Intensitätsschwankungen sowie einem Korrelationskoeffizient 
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von unter 92 % wurde die RT-PCR wiederholt. Insgesamt kann also festgehalten werden, 

dass trotz einzelner Abweichungen ein hoher positiver linearer Zusammenhang zwischen 

zwei durchgeführten RT-PCR-Läufen innerhalb einer Versuchsgruppe besteht und 

zuverlässige Daten generiert werden können. 

Mithilfe der PCR-Technologie können Expressionsmuster der Osteoblasten wieder-

gegeben werden. Ein Vergleich mit Expressionsmustern anderer Studien ist jedoch häufig 

nicht möglich (Qi et al., 2009), da 

1. keine Standards in der Methodik existieren,  

2. zahlreiche Methoden und Auswertungsmöglichkeiten existieren, 

3. es eine Vielzahl von Zellmodellen, verschiedene Stimulationsprotokolle und 

verschiedene Kriterien zur Definition einer Expressionsveränderung gibt.  

Eine weitere Schwierigkeit besteht darin, dass keine spezifischen Empfehlungen 

existieren, die zu einer korrekten biologischen Interpretation der gewonnenen Ergebnisse 

führen (Qi et al., 2009). Daher gestaltet sich die Diskussion der generierten Daten aus 

PCR-Studien sehr schwer, insbesondere wenn es darum geht, eine Aussage bezüglich der 

Auswirkung der Veränderung in der Expression einzelner Gene auf den Phänotyp einer 

Zelle zu treffen, oder zu beurteilen, wie groß diese Genexpressionsveränderung sein 

muss, um einen Einfluss auf besagten Phänotyp zu haben. Bislang gibt es keine Studie, 

die diese Problematik ausreichend klären konnte, ebenso unklar bleibt, ob die 

Veränderungen der mRNA-Expression ein aussagekräftiger Index für die Wichtigkeit 

eines Genes für die Proteinbiosynthese oder die Zellfunktion ist.  

Zur Bestimmung der Zellanzahl existieren unterschiedliche Ansätze. Die einfachste 

Methode ist die folgende: Eine definierte Anzahl von Zellen wird auf einer Oberfläche 

ausgesät. Nach einer bestimmten Zeit werden die nichtadhärierte Zellen gezählt, bzw. 

könnten Zellen abgelöst, und deren Anzahl ermittelt werden (El-Ghannam et al., 1999, 

Lotz et al., 1989). Eine weitere Möglichkeit besteht darin, die Adhäsion mithilfe von 

Eichkurven zu errechnen. Hierbei handelt es sich um die genaueste Methode zur Messung 

der Zellanzahl (Yamamoto et al., 2000, Yamamoto et al., 1998).  

In der vorliegenden Studie wurde die letztgenannte Methode angewandt. Die 

Quantifizierung der Anzahl der Zellen, die sich auf den zu prüfenden Oberflächen befand, 

wurde mithilfe des grün fluoreszierenden Farbstoffs CyQUANT NF (Molecular Probes, 

California, USA) durchgeführt. Der CyQUANT® NF-Assay beruht auf der Messung 
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zellulärer DNA. Da die zelluläre DNA in der Zelle unverändert bleibt, kann die 

Zellanzahl mithilfe dieses Verfahrens sehr genau ermittelt werden. In der vorliegenden 

Untersuchung lag der Korrelationskoeffizient der Eichkurve bei (r=0,98).  

In Anbetracht des gewählten Zellkulturmodells muss angeführt werden, dass die Ex-

pressionsstärke der Gene zwischen unterschiedlichen Zellen prinzipiell unterschiedlich 

ist (Aigner et al., 2003). Die genetische Vielfältigkeit einzelner Individuen verleitete 

viele Arbeitsgruppen dazu, die Proben von mehreren Spendern zu mischen (Chen et al., 

2000). Andere Studien hingegen haben Proben separat ausgewertet (Qi et al., 2009). Im 

Rahmen unserer Studie verwendeten wir humane Primärosteoblasten aus dem Alveolar-

kamm eines Probanden. Das Expressionsmuster der Gene von Osteoblasten sind in 

zahlreichen Studien beschrieben (Ducy et al., 1996, Qi et al., 2009). Hieraus resultiert 

unsere Auswahl der Marker (ALP, FN, KOL I, OC, OP, ON, RUNX 2, CEMP 1, PTH 

R 1).  

Wegen der Bereitschaft der Zellen zur Proliferation und Differenzierung, lassen sich die 

Primärosteoblasten für wissenschaftliche Untersuchungen adäquat nutzen (Fillies et al., 

2005). Puleo und Nanci (1999) vertraten die Auffassung, dass sich Osteoblasten aus 

unterschiedlichen Entnahmestellen selbst bei einem Individuum unterscheiden können 

(Knochenmark vs. Schädeldach). Bei Verwendung von tierischen Primärosteoblasten 

wurde von Mustafa et al. (2001) angenommen, dass dies negative Auswirkungen auf die 

Verlässlichkeit des Testergebnisses habe, weil es sich nicht um menschliches Zellgut 

handelte. Ferner wiesen Mustafa et al. darauf hin, dass selbst bei miteinander verwand-

ten Tieren wie etwa bei Ratten und Mäusen sich erhebliche Differenzen hinsichtlich der 

Genexpression ergeben können. Daher ist anzuzweifeln, ob die Reaktionen von Zellen 

von Versuchstieren tatsächlich eine verlässliche Aussage auf das prognostizierte Resul-

tat beim Menschen zulässt (Fillies et al., 2005, Mustafa et al., 2001) 

Die Ergebnisse unserer Untersuchung geben Hinweise darauf, dass PTH (1-34) nicht 

dazu in der Lage ist, die Adhäsion, die Proliferation und die Genexpression in gleichem 

Maße zu erhöhen oder zu reduzieren. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen den Schluss 

zu, dass diese Eigenschaften von der Stimulationsart und ihrer Dauer abhängig sind. 

Wir konnten zeigen, dass sowohl die intermittierte (PTH 6) als auch die permanente 

PTH-Stimulation (PTH 48) die Zahl einiger spezifischer Marker ansteigen lässt. Auf 

andere Marker hingegen hat PTH keinen Einfluss, es kann sogar die Genexpression von 

Knochenmarkern inhibieren. Der Einfluss von PTH 1-34 auf die Osteoblasten korrelier-
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te nicht mit der topographischen Beschaffenheit der ausgewählten Oberflächen der 

Prüfkörper. Die Untersuchung des Zellverhaltens auf unterschiedlichen Oberflächen 

ergab für die vorliegende Osteoblastenzellkultur, dass die Oberflächentopographie 

Auswirkungen auf Adhäsion, Proliferation als auch Genexpression der Zellen hat.  

5.2 Untersuchung der Adhäsion von Osteoblasten  

Die Zelladhäsion – die erste Interaktion mit der Oberfläche – spielt eine bedeutende Rolle 

für das Überleben der Osteoblasten (Globus et al., 1998). Proteine wie Fibronectin, Bone 

sialoprotein (BSP), Osteopontin (OPN), Annexin V oder Kollagen Typ I und Osteonectin 

regulieren nicht nur die Adhäsion der Knochenzelle; sie sind ebenfalls für die 

Differenzierung von Osteoblasten in vitro notwendig (Moursi et al., 1996). Als 

Schlüsselfaktoren für die Vermehrung und Differenzierung von Zellen gelten deren 

Anheftung und Ausbreitung (Globus et al., 1998). Die Tatsache, wie fest Osteoblasten auf 

einer Implantatoberfläche haften können, kann demnach als Maßstab für die 

Materialverträglichkeit dienen (Anselme et al., 1999).  

In der vorliegenden Studie wurde die Adhäsion der Osteoblasten auf Basis einer 

fotometrischen Untersuchung der Zellanzahl direkt auf den Titaniumplättchen mittels des 

CyQUANT® NF-Assay bestimmt. Des Weiteren wurden die Osteoblasten auf Expression 

der Adhärenzmarker Fibronectin, Kollagen I und Osteonectin geprüft. 

Ungeachtet der Tatsache, dass Osteonectin ein Mineralisationsmarker ist (Anselme et al., 

1999), konnte eine starke Expression des Markers während der ersten Stunden im 

Anschluss an die Zellaussaat beobachtet werden. Diese Beobachtungen werden von 

anderen Studien untermauert, bei denen ebenfalls eine Expression des Osteonectins 

während der Adhäsionsphase festgestellt wurde. Der Wirkmechanismus dieses Proteins in 

der Adhäsionsphase ist nicht umfassend geklärt (Calvo et al., 1996, Lian and Gundberg, 

1988). Angesichts dessen wurde Osteonectin in die Untersuchung der Zelladhäsion 

miteinbezogen. 

Die vorliegenden Resultate der Zellzählung haben einen rein deskriptiven Charakter. Sie 

lassen die Schlussfolgerung zu, dass sowohl nach sechs als auch nach 24 Stunden in 

Relation zu den anderen drei Oberflächen (PL, SLA, SLActive) eine größere Menge 

Zellen auf poliertem Titanium (PT) anhaften konnten. Die übrigen Oberflächen wiesen 

untereinander keine Unterschiede auf. Es konnte keine Auswirkung auf die Osteoblasten 



Diskussion 

84 

bezüglich ihres Adhäsionsverhaltens durch die Stimulation mit PTH (1-34) nachgewiesen 

werden.  

Die Resultate der Analyse zum Genexpressionverhalten in der Adhäsionsphase sind 

ebenfalls deskriptiv. Es konnte jedoch verifiziert werden, dass das Adhäsionsverhalten der 

Osteoblasten von den jeweiligen Oberflächen unabhängig ist und die Stimulation mit 

PTH (1-34) keinen Einfluss auf die Expression der Adhäsionsmarker hatte.  

Es existieren wenige Studien, die die Zelladhäsion auf hydrophilen Oberflächen 

untersucht haben. Ebenso finden sich nur wenige Daten, die auf die Rolle des PTH bei der 

Zellanhaftung hindeuten. Hinsichtlich des PTH liegt eine Korrelation mit Daten aus der 

Studie von Ishizuya et al. vor, in der gezeigt werden konnte, dass PTH keine 

Auswirkungen auf die Adhäsion von Osteoblasten hat (Ishizuya et al., 1997). Dagegen 

zeigen Davies und Chambers anhand von koloniebildenden Fibroblasten, dass PTH genau 

wie PGE 2 bereits nach zwei Stunden einen positiven Effekt auf die Adhäsion hat (Davies 

and Chambers, 2004). 

Rupp et al. gehen davon aus, dass die Zelladhäsion auf hydrophilen Oberflächen schneller 

verläuft, da die Zellen auf eine unverschmutzte Oberfläche (SLActive) treffen. Bei 

hydrophoben Oberflächen treten die Osteoblasten mit chemischen und biologischen 

Verbindungen in Konkurrenz, die zunächst aufgespaltet werden müssen (Rupp et al., 

2006). In einer Studie aus dem Jahr 2007 berichten Qu et al., dass es keine Unterschiede 

zwischen der SLA- und SLActive-Oberflächen gab. Danach waren über 90 % der 

Osteoblasten nach vier Stunden auf beiden Implantatoberflächen adhärent geworden (Qu 

et al., 2007). Bei In-vitro- aber auch In-vivo-Studienbedingungen treffen die Osteoblasten 

nie auf eine völlig saubere Oberfläche (Lai HC, 2010). Weiterhin ist zu beachten, dass 

Proteine um die begrenzt verfügbaren Oberflächenbindungsstellen konkurrieren. Bei der 

Frage, welche Menge des Proteins sich auf der Oberfläche ablagern kann, ist die 

Oberflächenaffinität der entscheidende Faktor. Dabei ist es möglich, dass bereits 

adsorbierte Proteine durch solche verdrängt werden, die sich durch eine höhere 

Oberflächenaffinität auszeichnen (Davies, 1996, Green et al., 1999).  

Auch in der vorliegenden Arbeit kamen sämtliche Oberflächen noch vor der Zellaussaat 

mit proteinreichem Medium in Berührung. Daher kann nicht versichert werden, dass die 

SLActive-Oberfläche zu Beginn der Untersuchung die ursprünglichen Eigenschaften 

besaß. Außerdem soll bei In-vitro-Studien mit einer Stimulation beachtet werden, dass 
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fetales Kälberserum per se hohe Mengen unterschiedlicher Wachstumsfaktoren aufweist. 

Diese können in eine Interaktion mit zelleigenen Proteinen oder auch PTH treten und auf 

diese Weise die Ergebnisse verzerren. 

5.3 Untersuchung der Zellproliferation von Osteobla sten 

Mittels der Zellproliferationstestung können Rückschlüsse auf die Bioverträglichkeit von 

Oberflächen als auch von Stimulatoren gezogen werden (Anselme et al., 1999). 

In der vorliegenden Studie wurde die Quantifizierung der Zellen auf den Prüfkörpern am 

zweiten, vierten, sechsten und am zehnten Tag mithilfe des grün fluoreszierenden 

Farbstoffes CyQUANT NF durchgeführt. Dabei sollte die Zellanzahl auf 

unterschiedlichen Oberflächen ermittelt und verglichen werden. Weiterhin sollte geprüft 

werden, inwiefern die PTH-Stimulation einen Einfluss auf die Proliferation von 

Osteoblasten hat. 

In der hier vorliegenden Untersuchung konnte sowohl die Stimulation mit PTH (1-34) als 

auch die Oberflächentopografie die primären humanen Osteoblastenkulturen in deren 

Zellproliferation signifikant (p<0,05) beeinflussen. Es konnte gezeigt werden, dass die 

Osteoblasten auf glatten Oberflächen eine höhere Proliferationsrate aufweisen als auf 

rauen. Eine intermittierte PTH-Gabe hat im Vergleich zu der permanenten PTH (1-34)-

Stimulation und der Kontrollgruppe in deutlicher Weise eine Suppression der 

Proliferationsrate über zehn Tage hinweg hervorgerufen.  

Zahlreiche Arbeiten beschäftigen sich mit dem Einfluss der Rauhigkeit von 

Titanoberflächen auf das Verhalten von Knochenzellen. Im Allgemeinen wird davon 

ausgegangen, dass glatte Oberflächen die Zelladhäsion und Proliferation begünstigen. 

Außerdem werden bei In-vitro-Studien seit der Einführung der SLActive-Oberfläche 

gegenüber der SLA-Oberfläche erhöhte Proliferationsraten registriert (Boyan et al., 1999, 

Schwarz et al., 2009). Die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie stimmen weitgehend 

mit denen der Arbeitsgruppe von Boyan überein. Wir konnten sowohl in der Gruppe mit 

PTH alsauch ohne PTH-Stimulation keine signifikanten Unterschiede (p>0,1) zwischen 

den rauen SLA und Slactive-Oberflächen aufzeigen. Das ist ein Indiz dafür, dass im 

vorliegenden Studienmodell die Benetzbarkeit einer Oberfläche auf die Proliferation von 

Osteoblasten keine Rolle spielt und dass eher die Rauhigkeit der entscheidende Faktor ist. 
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Im Gegensatz zu unseren Resultaten fanden Anselme et al. eine geringere Adhäsion und 

Differenzierung von Osteoblasten an relativ glatten, polierten Oberflächen mit einer 

mittleren Rauhigkeit von 0,2 µm als an rauen, gesandstrahlten Oberflächen mit einem 

Rauhigkeitswert von 3,4 µm (Anselme et al., 1999).  

Bezüglich der PTH-Stimulation ist festzuhalten, dass während der Untersuchung trotz 

identischer Konzentrationswahl und ähnlichen Kultivierungskonditionen Ergebnisse 

erzielt wurden, die sich von denen anderer Studien (Ishizuya et al., 1997, Kano et al., 

1993) unterscheiden. Der Unterschied bestand in der Wahl der Zelllinie. Während für die 

hier vorliegende Untersuchung primäre humane Osteoblasten verwendet wurden, griffen 

beispielsweise Ishizuya et. al auf Rattenosteobalsten zurück. Ishizuya et al. konnten 

deutlich zeigen, dass eine intermittierende, sechsstündige PTH-Stimulation in einem 48-

Stunden-Zyklus eine deutliche Proliferationssteigerung hervorruft. Eine permanente 

Stimulation wirkte sich dagegen negativ auf die Zellproliferation aus. Dieser Unterschied 

kann durch einen unterschiedlichen Effekt von Osteoblasten anderer Herkunft auf das 

PTH interpretiert werden.  

5.4 Untersuchung der Genexpression der Osteoblasten  

Die Osteoblasten durchlaufen verschiedene Stadien der Differenzierung mit einherge-

hender hoher Ausprägung spezifischer Marker (Martin et al., 1993; Owen et al., 1990; 

Stein et al., 1990). Während der Proliferationsphase handelt es sich um Fibronectin und 

Kollagen I, in der Matrixentwicklungs- und Matrixreifungsphase um die alkalischen 

Phosphatase, Osteopontin, Osteonectin und RUNX 2 bzw. in der Mineralisierungsphase 

um Osteocalcin.  

5.4.1 Genexpression ALP (alkalische Phosphatase) 

Die alkalische Phosphatase (ALP) ist ein früher Osteoblasten-Differenzierungsmarker 

(Magnusson et al., 1999). In verschiedenen Zellkulturen konnte gezeigt werden, dass 

Ascorbinsäure und β-Glycerophosphat entscheidenden Einfluss auf die Expression von 

ALP hat (Owen et al., 1990). Daher wurden ab dem sechsten Kultivierungstag dem 

Medium Askorbat und β-Glycerophosphat hinzugefügt. Zu keinem Versuchszeitpunkt 

wurde in allen Gruppen, trotz Ascorbat- und β- Glycerophosphatzusatz, eine erhöhte 

ALP-mRNA-Expression beobachtet, sie überschritt nie die 0.025 %-Marke der GAPDH-

Expression. Ein Grund für die niedrige mRNA-Expression der ALP könnte darin liegen, 
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dass es sich noch um junge Osteoblasten handelte. Junge Osteoblasten expremieren noch 

keine ALP. Sie differenzieren sich zunächst zu reifen Osteoblasten, die erst zum späteren 

Zeitpunkt ALP expremieren (Aubin, 1998).  

In der vorliegenden Studie konnten keine Differenzen im Expressionsmuster von ALP 

zwischen den Implantatoberflächen SLA und SLActive festgestellt werden. Eine 

vermehrte Expression von ALP auf glatten Oberflächen trat in der Kontrollgruppe sowie 

in der Gruppe mit der permanenten PTH-Stimulation (PTH 48) auf. In der Gruppe der 

intermittierenden PTH-Stimulation (PTH 6) war der Effekt nicht nachweisbar. Insgesamt 

konnte weder ein signifikanter Einfluss der PTH-Stimulation noch der 

Oberflächenmorphologie auf die ALP-Expression nachgewiesen werden. 

Aufgrund der niedrigen ALP-Expression sowie der Unterschiede im Studiendesign lassen 

sich die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie mit anderen nur schwer vergleichen. Des 

Weiteren widersprechen sie den Daten aus der Fachliteratur. Es ist unstrittig, dass 

Osteoblasten auf rauen Oberflächen mehr ALP bilden als auf glatten Oberflächen (Boyan 

et al., 2002, Schwarz et al., 2009, Zhao et al., 2005). Lincks et al. beispielsweise 

beobachteten sowohl auf glatten als auch auf rauen Titanlegierungen keine divergierenden 

ALP-Aktivitäten, wobei die Aktivität der Zellen auf glattem Reintitan jedoch unterhalb 

der Aktivitätswerte von denen auf rauen Reintitanproben lag (Lincks et al., 1998). 

Teilweise verwendeten die erwähnten Autoren in ihren Studien die gleichen Zellen und 

Titandisks, erhielten dennoch voneinander abweichende Ergebnisse. Aus diesem Grund 

besteht weiterhin Klärungsbedarf bezüglich des Einflusses der Oberflächengestaltung auf 

die ALP-Aktivität im Zusammenhang mit der Osteoblastendifferenzierung und der 

Materialzusammensetzung. 

Eine gesteigerte ALP-Expression bei intermittierender Gabe von PTH (PTH 6) wurde von 

(Ishizuya et al., 1997) an Calvarie-Osteoblasten von neugeborenen Ratten demonstriert. 

Eine kontinuierliche (PTH 48) und intermittierende Exposition (PTH 1) hatten dagegen 

eine stark hemmende Wirkung auf die ALP- Expression. Die intermittierende (PTH 3) 

und die Exposition (PTH 24) wiesen keine signifikante Erhöhung der ALP-Expression 

auf. Die Resultate zeigen, dass sich die Wirkung von PTH auf die Genexpression von 

ALP auswirkt. Diese Wirkung wird maßgeblich von der Dauer, der Häufigkeit und dem 

Zeitpunkt der Stimulation des Hormons in vitro beeinflusst.  
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5.4.2 Genexpression CEMP 1 Cementoblastoma-Zellenpr otein 

Es existiert offenbar nur eine einzige Studie zum Thema Genexpression CEMP 1. Sie 

wurde 2002 von Arzate et al. publiziert. In dieser Studie wurde CEMP 1 sowohl bei der 

Zelldifferenzierung als auch der Adhäsion eine zentrale Relevanz zugeschrieben (Arzate 

et al., 2002). Obgleich ein Mangel an Fachliteratur herrscht und eine damit einhergehende 

Diskussion der Resultate fehlt, wurde CEMP 1 dennoch in die hier vorliegende Studie 

einbezogen, um weitere Erkenntnisse über den  Knochenmarker zu gewinnen.  

Im Rahmen der hier vorliegenden Studie konnte eine starke Expression des CEMP 1 

festgestellt werden; sie war 20 Mal stärker als die des GAPDH. Die Auswertung der 

Ergebnisse brachte jedoch keinerlei signifikante Effekte von PTH (1-34) in Bezug auf 

eine Stimulation oder den Einfluss der Oberflächen auf die Expression dieses Markers 

zum Ausdruck. In Anbetracht der Tatsache, dass dieses Protein erst kürzlich erstmals 

beschrieben worden ist und es gegenwärtig kaum Literatur dazu gibt, muss von einer 

kritischen Diskussion der Ergebnisse an dieser Stelle abgesehen werden. 

5.4.3 Genexpression von Fibronectin (FN)  

Fibronectin zählt zu den adhäsiven Glycoproteinen. Es ist an der Chemotaxis und der 

Anhaftung der Zellen, darunter auch Osteoblasten auf Oberflächen beteiligt. Es reguliert 

die Differenzierung und die Funktion der Osteoblasten und spielt eine bedeutende Rolle 

bei der Wundheilung (Globus et al., 1998, Moursi et al., 1996). 

Im Rahmen der hier beschriebenen Studie wurde eine durchgehend hohe Fibronectin-

mRNA-Expression beobachtet: 40 bis 60 Mal höher als die GAPDH-Expression. Es 

wurden jedoch marginale deskriptive Differenzen zwischen den Oberflächen und 

Stimulationsmodi festgestellt. Es konnte auf sämtlichen Oberflächen eine geringe 

Expressionsteigerung in Stimulationsgruppen PTH 6 und PTH 48 beobachtet werden. 

Mit der Adsorption von Fibronectin auf verschiedenen Oberflächen haben sich 

Pegueroles et al. beschäftigt. Sie kamen zum Ergebnis, dass Zellen auf rauen Oberflächen 

nicht unbedingt mehr Fibronectin sezernieren, dafür ist aber das Fibronectin anders, sehr 

unregelmäßig angeordnet. Es wird vermutet, dass die Eigenschaften einer Oberfläche die 

Anordnung des Fibronectins bestimmt (Pegueroles et al. 2010). 

Derzeit gibt es in der Literatur nur wenige Studien zur Wirkung von PTH auf die 

Expression von Fibronectin. Einige Rückschlüsse konnten auf der Grundlage der Studie 
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von Davies  und Chambers gezogen werden, die eine positive Wirkung von PTH auf die 

Adhäsion von koloniebildenden Fibroblasten gezeigt hat (Davies and Chambers, 2004).  

5.4.4 Genexpression von Kollagen I (KOL I)  

Das Kollagen Typ I (KOL I) ist als Osteoblastenmarker bekannt, da es bereits bei 

unreifen Osteoprogenitorzellen bis zum reifen Osteoblasten in großen Mengen expremiert 

wird (Aubin, 1998). Auch im Rahmen der hier beschriebenen Studie wurde eine 1,5-fache 

Expression gegenüber GAPDH beobachtet. Die Expression von Kollagen Typ I lag bei 

der Stimulation sowohl bei intermittierender (PTH 6) als auch permanenter (PTH 48) 

Stimulation deutlich höher als in der Kontrollgruppe. In beiden Gruppen war die 

Expression von KOL I auf glatten Oberflächen stärker als auf rauen. Da die Kollagen-

Typ I-mRNA-Expression in der Kontrollgruppe (PTH 0) unauffällig war, wird ein 

Einfluss von PTH auf die mRNA-Expression von Kollagen I vermutet.  

Während Steinert et al. (Steinert et al., 2000) eine stärkere Kollagensynthese auf 

Kunststoffen demonstrierten, zeigten Masaki und seine Forschergruppe, dass die 

Genexpression von Kollagen des Typs I auf rauen und insbesondere auf der SLActive-

Titaniumoberflächen stärker auftritt als auf glatten Oberflächen oder Kunststoff (Masaki 

et al., 2005).  

Der Effekt von PTH auf Kollagen I-Expression wird in der Literatur kontrovers diskutiert. 

Eine Studie von (Watson et al., 1999) zeigt, dass PTH die Kollagensynthese durch die 

Stimulation von IGF-1 inhibieren kann. Dieses Prinzip ist bereits von Canalis et al. und 

Jones et al. untersucht worden. Beide Autorengruppen waren jedoch der Auffassung, dass 

PTH nicht direkt auf IGF-1, sondern über IGF-BP auf die Kollagensynthese wirkt. 

Auffällig war in dieser Studie von Canalis et al. auch, dass die jeweilige Bildung von 

Fibronectin und Kollagen I miteinander korrelierte. Mit Blick auf zukünftige 

Untersuchungen resultiert daraus, dass es auszureichen scheint, ausschließlich einen der 

beiden Parameter zu untersuchen (Canalis, 1983c). (Ishizuya et al., 1997) haben 

beschrieben, dass lediglich eine permanente PTH-Stimulation die Kollagensynthese 

hemmt.  

5.4.5 Genexpression Osteocalcin (OC) 

In zahlreichen Studien wird Osteocalcin (OC) als Osteoblastenmarker der voll 

ausdifferenzierten Zellen bezeichnet. OC wird in der späten Phase der 
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Osteoblastenreifung expremiert. Es bindet Calciumionen und Hydroxylapatit mit hoher 

Affinität und kontrolliert Größe sowie Geschwindigkeit der Kristallbildung (Ducy et al., 

1996). 

Im Rahmen der vorliegenden Studie konnte eine permanente Steigerung der OC mRNA-

Expression beobachtet werden; sie überschritt jedoch nach 21 Tagen nie 0,4 % der 

GAPDH-Expression. Eine Tendenz der Differenzierung zu reifen Osteoblasten und der 

beginnenden Mineralisation ist aufgrund der Steigerung zu vermuten. Es bleibt dennoch 

fraglich, ob die verwendeten Osteoblasten die Mineralisationsphase erreicht haben. Es ist 

bekannt, dass die OC-Expression in humanen Primärosteoblasten abhängig von den 

Kulturbedingungen und jeweiliger Zellkultur selbst bis zum Tag 35 nicht einsetzt, 

wohingegen die Rattenosteoblasten die Mineralisationsphase bereits nach dem 10. Tag 

erreichen können (Ducy et al., 1996).  

In der hier vorliegenden Studie konnte eine signifikant vermehrte Genexpression von 

Osteocalcin (p<0.05) auf der SLActive-Oberfläche in der Gruppe jener Osteoblasten 

beobachtet werden, die eine permanente Stimulation mit PTH (1-34) erfuhren. Weder in 

der Kontrollgruppe (PTH 0) noch in der (PTH 6) Gruppe konnten Unterschiede im 

Expressionsmuster auf den Oberflächen entdeckt werden.  

Dass die PTH-Stimulation einen deutlichen Effekt auf die Genexpression von Osteocalcin 

hat, konnten Ishizuya et al. nachweisen. Auch im Falle von OC erwies sich die 

intermittierende PTH-Stimulation (PTH 6) auf die Genexpression als förderlich (Ishizuya 

et al., 1997). Im Widerspruch zu Ishizuya et al. stehen die Befunde aus der Gruppe der 

permanenten Stimulation der hier vorliegenden Untersuchung. Während Ishizuya et al. 

(1997) eine suppressive Wirkung einer permanenten PTH-Stimulation feststellten, war 

die Expression von Osteocalcin in der hier vorliegenden Untersuchung sogar etwas 

erhöht. Möglicherweise kann der Unterschied im Reaktionsmuster des jeweils 

verwendeten Zelltyps (Ratten-vs. Primärosteoblasten) liegen.  

In der vorliegenden Studie konnte kein deutlicher Einfluss der Oberfläche auf die m-

RNA-Expression von OC festgestellt werden. Dieses Ergebnis deckt sich teilweise mit 

Ergebnissen von Masaki et al. Auch dort wurde in Untersuchungen an humanen 

palatinalen mesenchymalen Stammzellen keine Differenzen unter verschiedenen rauen 

Oberflächen (SLA und SLActive) hinsichtlich der Osteocalcinexpression festgestellt 

(Masaki et al., 2005). Zhao et al. hingegen identifizierten auf SLActive-Oberflächen bei 
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MG-63-Osteoblasten eine signifikant höhere Expression von Osteocalcin (OC) sowie der 

alkalischen Phosphathase (ALP) und lokaler Wachstumsfaktoren (PGE2 und TGF-β 1) 

(Zhao et al., 2005).  

5.4.6 Genexpression Osteonectin (ON) 

Osteonectin ist ein phosphoryliertes calciumbindendes Glycoprotein, das in vitro an 

Kollagen sowie Hydroxylapatit bindet und zusammen mit Osteocalcin die Bildung von 

Kristallisationszonen sowie die Mineralisation von Kollagen induziert (Lane and Sage, 

1994). Im Rahmen der hier beschriebenen Studie wurde eine erhebliche ON-Expression 

beobachtet; sie betrug mehr als 50 % der GAPDH-Expression. 

In der vorliegenden Studie konnte eine Abhängigkeit in der Expression von Osteonectin 

von der Materialoberfläche nicht nachgewiesen werden. Es existieren nur wenige Studien 

zu Osteonectin-Expression auf den Implantatoberflächen. Marinucci et al. analysierten 

Primärosteoblasten auf die Genexpression von unter anderem Osteonectin mittels RT-

PCR (Marinucci et al., 2006). Es wurden drei Titan-Oberflächentopografien in Relation 

zueinander gesetzt: poliertes Titan, mikrosandgestrahltes Titan und sandgestrahltes Titan. 

Das Ergebnis zeigte eine ähnliche Osteonectin-mRNA-Expression auf allen Oberflächen, 

wie in der hier vorgestellten Studie. 

In Bezug auf die PTH-Stimulation war die Osteonectinexpression zwischen den Modi 

unterschiedlich. Es konnten erhöhte Osteonectin-Werte auf allen Oberflächen beobachtet 

werden, wobei diese bei der permanenten PTH (1-34) am ausgeprägtesten war. Eine 

signifikante Erhöhung der Genexpression von Osteonectin war in den PTH-Gruppen auf 

rauen SLA- und SLActive-Oberflächen im Vergleich zu der Kontrollgruppe nachweisbar. 

Onyia et al. konnten im Rahmen einer Mikro-Array-Studie an Rattenosteobalsten zeigen, 

dass das Osteonectin 1,9-fach bei intermittierter und 2,6-fach bei der permanenten PTH-

Stimulation überexpremiert wird (Onyia et al., 2005).  

5.4.7 Genexpression Osteopontin (OP) 

Osteopontin (OP) ist ein multifunktioneller Osteoblastenmarker. Es ist für die Regulation 

der Calcium- und Hydroxylapatitbildung wichtig (Chevallier et al., 2009). OP reguliert 

die Migration und das Zellattachment von Osteoblasten über verschiedene 

Integrinrezeptoren (Davies, 1996). In der vorliegenden Arbeit exprimierten die 

Primärosteoblasten in allen Gruppen nur wenig OP-mRNA; sie betrug lediglich 1 % der 
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GAPDH-Expreession. Beck et al. konnten zeigen, dass die Osteopontinexpression stark 

von der ALP-Aktivität abhängt, da das freie Phosphat die OP-Expression reguliert (Beck 

et al., 2000). Dieses Phänomen lässt sich auch in der hier vorliegenden Untersuchung 

beobachten; auch hier waren beide, die ALP- und OP-Expression niedrig.  

Es konnte eine Tendenz der Osteoblasten beobachtet werden, dass das Osteopontin auf 

rauen SLA- und SLActive-Oberflächen in höherem Maße exprimiert wird als auf glatten 

PT-Oberflächen und auf Kunststoff – und dies auch nur in der Gruppe der Osteoblasten, 

die intermittierend mit PTH (1-34) stimuliert wurden. In der Gruppe der permanenten 

Stimulation (PTH 48) zeigten die Zellen im Expressionsmuster keine Unterschiede.  

Eine verstärkte Expression von Osteopontin auf rauen Oberflächen bestätigt die jüngste 

In-vitro-Studie aus dem Jahr 2010 von (Klein et al.)Sie untersuchten neben ALP, OC, 

KOL I auch das Osteopontin und fanden heraus, dass OP über die Zeit (1 bis 21 Tage) 

mehr auf rauen und insbesondere auf der SLActive-Oberfläche exprimiert wird als auf 

glatten (Klein et al. 2010)  

Es existieren zum heutigen Zeitpunkt keine In-vitro-Studien, die die von uns gezeigten 

Tendenzen hinsichtlich der Zusammenhänge zwischen PTH-Stimulation und der 

Osteopontin-Expression bestätigen oder widerlegen können. Eine tierexperimentelle 

Studie an Mäusen von Ono et al. zeigt, dass bei einem Maximum der anabolen Wirkung 

von PTH bei einer optimalen Dosierung die Osteopontin m-RNA-Expression ausblieb. Es 

wurde daraufhin vermutet, dass OP eine Rolle als lokaler Antagonist zu PTH spielt (Ono 

et al. 2010). 

5.4.8 Genexpression runt-related transcription fact or-2 (RUNX2) 

Der Transkriptionsfaktor RUNX 2 gilt als der spezifischste exprimierte 

Osteoblastenmarker. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten in In-vivo- und in In-vitro-

Studien den Nachweis erbrignen, dass RUNX 2 die Expression vieler osteoblastären 

Marker steuert (Aubin, 1998, Ducy et al., 1996, Ducy et al., 1997, Komori, 2005). 

RUNX 2 wird von Osteoprogenitorzellen schwach expremiert. Die Expression steigt 

jedoch mit der Osteoblastendifferenzierung an und sinkt beim Osteozyten wieder ab 

(Ducy et al., 1997). Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung konnte in allen Gruppen 

eine niedrige RUNX 2-mRNA-Expression (0,5% der GAPDH-Expression) beobachtet 

werden, dass möglicherweise ein Zeichen für die niedrige Differenzierung der 

Versuchsosteoblasten sein kann.  
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Des Weiteren wurden während der Untersuchung des PTH-Effektes auf die RUNX-2-

Expression geringe Signifikanzen auf den Kunststoffoberflächen beobachtet. In der 

Gruppe PTH 48 war die Erhöhung der Genexpression signifikant, während in der Gruppe 

PTH 6 gegenüber der Kontrollgruppe auf einzelnen Oberflächen nur ein Trend beobachtet 

wurde. Bezogen auf die Stimulationsart war die Expression von RUNX 2 in den Gruppen 

mit einer PTH-Stimulation auf sämtlichen Oberflächen erhöht. 

In der Literatur wird die Meinung vertreten, dass PTH einen Effekt auf die RUNX 2-

Expression hat. Bei der Recherche konnte jedoch keine Studie gefunden werden, die 

humane Primärosteoblasten verwendeten oder ähliche Versuchsbedingungen hatten. Es ist 

durchaus denkbar, dass das PTH über mehrere Reaktionskaskaden verfügt, die zu einem 

höheren Maß an RUNX-2-Expression führen. Venkatesh et al. erklärten den endogenen 

Anstieg von RUNX 2 anhand der Aktivierung des PKA-vermittelten 6XOSE-Reporters. 

Eine durch Aktivierung der PKA vermittelte erhöhte Aktivität der ALP könnte an der 

veränderten Genregulation von RUNX2 in Osteoblasten beteiligt sein (Venkatesh et al., 

2003). Tintut et al. stellten anhand einer MC3T3-Osteoblasten-Zelllinie fest, dass eine 

kontinuierliche Stimulation mit PTH mittels der Aktivierung von CAMP nur über einen 

Zeitraum von 32 Stunden hinweg zu einer stärkeren Genexpression des RUNX 2 führt; 

nach 32 Stunden wurde ein Abfall derselben beobachtet (Tintut et al., 1999). Xiao et al. 

erklärten die genexpressionssteigernde Wirkung von PTH auf RUNX 2 mit der 

Aktivierung des MAPK-Transduktionsweges. Es reichen deshalb bereits geringste Dosen 

von PTH, um einevermehrte RUNX-Expression hervorzurufen (Xiao et al., 1998).  

Bezüglich des Vergleichs der RUNX 2 Genexpression auf verschiedenen Oberflächen 

waren nicht alle generierten Ergebnisse signifikant. In der Gruppe (PTH 48) ließen sich 

die meisten Signifikanzen und Tendenzen identifizieren. Danach kam es auf der SLActive 

zu mehr RUNX 2-Genexpression als auf der SLA und zu noch mehr auf glatten 

Oberflächen. In der Gruppe (PTH 6) lag diese Tendenz weiterhin vor, aber der Effekt war 

deutlich geringer ausgeprägt. In der Kontrollgruppe (PTH 0) war die Expression 

bezüglich RUNX 2 nur gegenüber Kunststoff signifikant höher. Rein deskriptiv kann 

festgehalten werden, dass die hydrophile Titanoberfläche (SLActive) bezüglich der 

RUNX-2-Expression gegenüber SLA förderlicher ist, dabei war die war die 

Genexpression um Faktor 1,2 höher. Ebenso konnten Marinucci et al. in ihrer Studie 

zeigen, dass auf rauen Oberflächen die Osteoblasten mehr RUNX 2 m-RNA exprimieren 

(Marinucci et al., 2006). Die Ergebnisse von Masaki et al. fielen so aus, dass RUNX 2 auf 
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der SLActive-Oberfläche geringfügig mehr RUNX 2 exprimiert wurde als auf der SLA, 

jedoch deutlich weniger als auf poliertem Titan oder einer Kunststoffoberfläche (Masaki 

et al., 2005).  

5.4.9 Genexpression PTH R1 

Das PTH wirkt am PTH-1-Rezeptor über mindestens zwei verschiedene Signalwege. 

Zum einen kommt es über guanosintriphosphat-(GS)-bindende Proteine interzellulär zu 

einem Anstieg des zyklischen Adenosinmonophosphats (CAMP) sowie zu einer 

Aktivierung der Proteinkinase A (PKA). Zum anderen kommt es zu einer GS-Protein-

vermittelten Aktivierung der Phospholipase C (PLC) und zu einer interzellulären 

Erhöhung des Inositoltriphosphats (IP3). Die Aktivierung des eingesetzten PTH-2-

Rezeptors geschieht einerseits durch seinen vermutlich physiologischen Liganden, das 

tuberoinfundibuläre Peptid (TIP39), andererseits anhand von PTH. Im Vergleich zu 

PTH R1 wirkt PTH R2 lediglich über den CAMP (Short and Taylor, 2000). 

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung lag die Expression des PTH R1 im Bereich 

von 0,5 % des GAPDH, und damit als gering einzuschätzen. Diesbezüglich findet sich 

keine Literatur und somit fehlt auch die Grundlage für die Diskussion der Bedeutung der 

erniedrigten m-RNA-Expression des PTH R1. Die erheblichen Schwankungen unter den 

einzelnen Gruppen PTH 6 und PTH 48 sowie die ausbleibenden Effekte in der Kon-

trollgruppe PTH 0 belegen aber ganz klar die Affinität der Osteoblasten gegenüber dem 

stimulierenden Hormon. Dennoch konnten zwar keine Signifikanzen, jedoch Trends 

ausgemacht werden, die eine Wirkung des PTH (1-34) auf die PTH-R1-Expression 

erklären können. 

Während der Untersuchung konnte eine gesteigerte Genexpression von PTH R1 in der 

Gruppe PTH 48 beobachtet werden, wogegen in der Kontrollgruppe PTH 0 hinsichtlich 

der Expression keine Effekte sichtbar waren. In der Gruppe mit intermittierender PTH-(1-

34)-Stimulation war das Gen PTH R1 im Vergleich zu der Kontrollgruppe weniger 

exprimiert – wenngleich der Unterschied nicht allzu groß war. 

Tendenziell war eine gesteigerte Genexpression von PTH R1 auf der SLActive-

Oberfläche festzustellen; die Ergebnisse hinsichtlich der übrigen Oberflächen waren 

hingegen nicht eindeutig. Aus diesem Grund konnte keine Korrelation zwischen den 

Oberflächengruppen aufgestellt werden.  
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Die Literatur bestätigt die Ergebnisse der hier beschriebenen Untersuchung dahin gehend, 

dass die Osteoblasten einen PTH-Rezeptor besitzen und die Affinität der Osteoblasten 

zum PTH auf diesem Wege determiniert wird. Die Expression dieses Gens ist abhängig 

von PTH von der Art der angesetzten Stimulation. Von Ishizuya et al. wurde eine 

intermittierende PTH-Stimulation (PTH 6) mit einer größeren Expression von 

PTH/PTHrP-Rezeptor 1 gegenüber einer permanenten assoziiert. Eine intermittierende 

Stimulation mit einer Stunde pro 48 Stunden (PTH 1) bewirkte hingegen einen leichten 

Rückgang der PTH-R1-Expression. Eine kontinuierliche Exposition (PTH 48) bedeutete 

einen deutlichen Rückgang der Expression des PTH/PTHrP-Rezeptors 1 (Ishizuya et al., 

1997). Diese Ergebnisse deuten ein sehr fein abgestimmtes frequenzabhängiges System 

an. 

5.5 Überlegungen zur Rolle von PTH bei der Integrat ion 
eines Implantats  

Skripitz et al. zeigten mittels physikalischer Tests, dass die dreimal wöchentliche 

Injektion einer PTH-Dosis von 60 µg/kg Körpergewicht die Implantation von Schrauben 

und Metallstäben bei Ratten verbessert (Skripitz et al., 2000b). Zwar ist der 

Rattenknochen im Unterscheid zum menschlichen Knochen nicht aus Osteonen aufgebaut 

und besitzt keine intrakortikalen Haversʼschen Systeme (Hirano et al., 1999, Vickery et 

al., 1996), gleichwohl existiert eine Phase des Bone Remodeling, d. h. eine 

Knochenresorption und -formation, die mit 31 Tagen gegenüber drei bis fünf Monaten 

beim Menschen deutlich kürzer ausfällt und aus diesem Grund für Studien gut geeignet 

ist. Zhang et al. untersuchten den PTH-Effekt auf den fünften Lendenwirbelkörper an 

20 Monate alten Beagles und erreichten auch hier eine Verbesserung der 

Spongiosaformation, vor allem in der stärker belasteten Region des Wirbelkörpers (Zhang 

et al 1997).  

Die Ergebnisse der photometrischen Untersuchung der Proliferation der vorliegenden 

Studie zeigen, dass eine intermittierende PTH-Gabe im Vergleich zu einer permanenten 

PTH-(1-34)-Stimulation auch im Vergleich zu der Kontrollgruppe eine deutliche Sup-

pression der Proliferationsrate über zehn Tage hinweg hervorgerufen hat.   

Gleichwohl konnte anhand von Ergebnissen der Genexpressionsuntersuchung gezeigt 

werden, dass die PTH-Stimulation jedes Markers von der Stimulationsart abhängig ist. So 

sind einige Marker wie ALP auf glatten Oberflächen, KOL I, ON, PTH R1, RUNX 2 bei 
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der permanenten Stimulation stärker exprimiert als bei einer intermittierenden. Das 

Osteopontin und das Osteocalcin zeigen einen umgekehrten Effekt. Auf die alkalische 

Phosphatase auf rauen Oberflächen, sowie auf CEMP 1 und Fibronectin hat das PTH (1-

34) offensichtlich keinen Einfluss. In der Gruppe PTH 6 konnte eine leicht 

inhibierende Wirkung der Genexpression von PTH R1 beobachtet werden.  

Ausgehend von den Ergebnissen der vorliegenden Untersuchung kann eine stimulierende 

Wirkung von PTH (1-34) in-vitro auf einige Marker festgestellt werden; es können jedoch 

keine eindeutigen Aussagen zu der Rolle des PTH auf die Oseointegration in vivo 

gemacht werden. Grundsächlich und speziell bei der vorliegenden Studie muss 

berücksichtigt werden, dass Ergebnisse aus In-vitro-Untersuchungen nicht direkt mit 

denen aus In-vivo-Untersuchungen vergleichbar sind. Weiterhin muss angemerkt sein, 

dass wir einem konkreten Stimulationsprotokoll von Ishizuya et al. unter Verwendung 

humaner Primärosteobalsten gefolgt sind, die Ergebnisse könnten bei abweichenden 

Versuchsbedingungen oder Auswahl anderer Marker auch unterschiedlich ausfallen.  

5.6 Überlegungen zur Rolle der Hydrophilität bei de r 
Oseointegration  

Es existieren bereits wissenschaftliche Erkenntnisse aus In-vivo-Studien, die hydrophile 

SLActive-Oberflächen mit hydrophoben Titaniumoberflächen vergleichen. 

Die modSLA-Implantate weisen nach einer Einheilphase von zwei, vier und acht Wochen 

bedeutsam höhere Ausdrehmomente (8 bis 21 %) als die entsprechenden Implantate der 

SLA-Kontrollgruppe (Ferguson et al., 2006) auf. 

Im Rahmen einer tierexperimentellen Studie konnten die dynamischen Vorgänge der 

frühen Einheilphasen enossaler SLA- und modSLA-Titanimplantate beschrieben werden. 

So konnte anhand der MG-Färbung gezeigt werden, dass das Blutkoagulum an 

hydrophilen modSLA-Implantatoberflächen deutlich stabiler ist. Die Werte für die 

Knochenimplantatkontakte an modSLA-Implantaten nach sieben und nach 14 Tagen 

waren signifikant höher als an SLA-Implantaten; sogleich ging die Anlagerung lamellarer 

Knochenstrukturen auf modSLA-Implantaten schneller als bei SLA-Implantaten 

vonstatten (Schwarz et al., 2007b, Schwarz et al., 2009).  

Die Ergebnisse aus den In-vitro-Studien geben im Vergleich zu den In-vivo-Studien die 

Rolle der Hydrophilität in ihrer Wirkung auf das Verhalten von Osteoblasten im kleineren 
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Umfang wieder. Zhao et al. konnten zeigen, dass auf SLActive-Implantatoberflächen ein 

signifikant höheres Zell-Attachment sowie eine ebenso signifikant höhere 

Zellproliferationsrate von MG63-Osteoblasten im Vergleich zur SLA-Oberfläche erreicht 

wird (Zhao et al., 2005). Die Synthese der alkalischen Phosphathase (ALP), das 

Osteocalcin (OC) sowie der lokaler Wachstumsfaktoren (PGE2 und TGF-β 1) waren in 

der SLActive-Gruppe ebenfalls höher als auf der SLA-Oberfläche (Masaki et al., 2005, 

Schwarz et al., 2009, Zhao et al., 2005).  

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen keine Unterschiede in der 

Genexpression zwischen der SLA- und SLActive-Oberflächen – bis auf leichte 

Tendenzen in der Expression von RUNX 2. Trotz dieser Beobachtung waren die 

Expressionsraten auf den SLA und SLActive mit denen auf glatten Oberflächen 

vergleichbar und bei einigen Markern nur geringfügig höher. Somit konnte gezeigt 

werden, dass die Genexpression im vorliegenden Fall nicht von der hydrophilen 

Eigenschaften einer Oberfläche abhängt.  
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6. Zusammenfassung 

In mehreren Studien konnte der Nachweis erbracht werden, dass die 

Oberflächenrauhigkeit eine direkte Wirkung auf die Osteoblastenadhärenz, Proliferation 

sowie Differenzierung hat. Die SLActive-Oberfläche weist in der Mehrzahl dieser 

Arbeiten im Vergleich zu der SLA-Oberfläche ein signifikant höheres Zell-Attachement 

sowie eine ebenso signifikant höhere Zellproliferationsrate von Osteoblasten 

unterschiedlichen Ursprungs auf. Darüber hinaus ist in der SLActive-Gruppe die Synthese 

osteoblastärer Marker wie alkalische Phosphathase, Osteocalcin, RUNX 2, Kollagen 

Typ I oder lokaler Wachstumsfaktoren (PGE2 und TGF-β 1) signifikant erhöht. Diese 

Daten deuten darauf hin, dass Oberflächeneigenschaften wie Mikrostruktur oder 

Oberflächenenergie das Potenzial haben, auf die Osteoblastendifferenzierung Einfluss zu 

nehmen. 

Der Wirkung des Parathormons auf die Osteoblasten und auf den Knochenmetabolismus 

des Körpers wird wachsende Aufmerksamkeit geschenkt. Viele tierexperimentell geführte 

Studien konnten eine anabole Wirkung des Hormons auf den Knochen identifizieren. 

Bisher allerdings vermochten einzelne Versuchsmodelle und -ansätze nicht, die exakten 

zellulären und molekularen Mechanismen dieser anabolen Wirkung hinreichend zu 

erklären. Die Erkenntnisse aus diesen Studien lassen das PTH als einen 

vielversprechenden, aber nocht nicht hinreichend erforschten Hoffnungsträger auf dem 

Gebiet der Knocheninduktion erscheinen. Demnach hätten tiefer gehende Kenntnisse über 

die hormonelle Stimulierung des Knochens weitreichende Konsequenzen auf den 

Gebieten der dentalen Implantologie und der Alveolarknochenforschung. 

Vor diesem Hintergrund bestand das primäre Ziel der vorliegenden Dissertation darin, 

erstmalig in einem Zellkulturmodell eine quantitative und qualitative Untersuchung des 

Genexpressions-, Adhäsions- und Proliferationsverhaltens der Osteoblasten auf 

verschiedenen Oberflächen in Abhängigkeit von der Stimulation mit dem Parathormon 

durchzuführen. Zu diesem Zweck wurden Primärosteoblasten herangezüchtet und auf 

verschiedenen Oberflächen angesiedelt. Die zu untersuchenden Oberflächen waren: 

Kunststoffoberfläche, maschinenhergestellte polierte Titaniumoberfläche, sandgestrahlte 

und säuregeätzte Titanoberfläche; chemisch veränderte, sandgestrahlte, säuregeätzte 

Titanoberfläche. Die Zellen auf den Versuchsträgern wurden mit PTH 1-34 entweder gar 

nicht (PTH 0), intermittierend (PTH 6) oder permanent (PTH 48) stimuliert. Die 
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Konzentration von 10 bis 11 Mol/ml oder 50 ng/ml wurde in Anlehnung an die Studie 

von Ishizuya et al. verwendet. 

Die Ergebnisse aus den Adhäsionsuntersuchungen zeigen, dass auf glatten Oberflächen, 

insbesondere auf der polierten Titaniumoberfläche mehr Osteoblasten anhaften, sie jedoch 

im gleichen Maße Adhäsionsmarker wie Kollagen von Typ I, Fibronectin oder 

Osteonectin exprimieren. Die PTH-Stimulation scheint keinen Einfluss auf das 

Adhäsionsverhalten der Osteoblasten zu haben.  

Die Proliferationsuntersuchungen zeigen, dass sowohl die Stimulation mit PTH (1-34), als 

auch die jeweilige Oberfläche die primären humanen Osteoblastenkulturen in 

signifikanter Weise beeinflussen. In unserem Versuch weisen die Osteoblasten auf glatten 

Oberflächen eine höhere Proliferationsrate als auf rauen Oberflächen auf; eine 

intermittierende PTH-Stimulation scheint sogar die Zellen in ihrer Proliferation zu 

hemmen. Die Ergebnisse aus der Adhäsion- und Proliferationsuntersuchung wurden 

anhand von Bildern aus der Fluoreszenzmikroskopie zusätzlich visualisiert.  

Bei der Genexpressionsuntersuchung wurde die mRNA-Expression der knochen-

assoziierten Marker ALP, FN, KOL I, OC, OP, ON, RUNX 2, CEMP 1, PTH R1 

qualitativ und quantitativ durch RT-PCR ermittelt. Die Ergebnisse aus der 

Genexpressionsuntersuchung legen nahe, dass die PTH-Stimulation nicht aller Marker 

und nicht im gleichen Maße von der intermittierenden oder permanenten Stimulationsart 

abhängt. In Kombination aus statistisch berechneten Daten und diskriptiver Beobachtung 

kommen wir zu den Ergebniss, dass der Marker alkalische Phosphatase auf den glatten 

Oberflächen, sowie KOL I, ON, PTH R1 und RUNX 2 auf allen Oberflächen bei der 

permanenten Stimulation stärker exprimiert werden. Umgekehrt wurden die Marker 

Osteopontin und Osteocalcin bei der intermittierenden PTH-Stimulation verstärkt 

exprimiert. Die Expression der alkalischen Phosphatase auf rauen Oberflächen, CEMP 1 

und Fibronectin auf allen Oberflächen zeigten sich von der PTH-Stimulation unabhängig. 

Schließlich haben wir in der Gruppe (PTH 6) sogar eine leicht inhibierende Wirkung bei 

der Genexpression von PTH R1 beobachtet. Insgesamt kann unsere Studie belegen, dass 

PTH eine Wirkung auf die Osteoblasten in vitro hat. Die Oberflächenbeschaffenheit des 

Substrats hat ebenfalls Einfluss auf die Zellen. Interessamt bei dem Vergleich der 

Genexpression auf verschiedenen Oberflächen war, dass sich in der Kontrollgruppe 

(PTH 0) nur wenige signifikante Unterschiede zeigten. Dagegen konnten größere 

Schwankungen zwischen den Oberflächen in den Gruppen (PTH 6) und (PTH 48) 
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beobachtet werden. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die Genexpression von 

Osteoblasten im vorliegenden Fall nicht alleine von der Oberflächenmorphologie 

abhängig ist, sondern ein Zusammenspiel der Faktoren voraussetzt, bei der vorliegender 

Arbeit also die Kombination mit der PTH-Stimulation.  
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