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1 EINLEITUNG 
 

Bei komplexen Vorgängen der Reparation und Regeneration von Geweben im Bereich der 

Wirbelsäulenchirurgie, der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie sowie der Versorgung von Frakturen 

spielen Wachstumsfaktoren eine wichtige Rolle. Vom klinischen Einsatz der Bone Morphogenic Proteine 

(BMPs) werden sich eine schnellere Heilung, Stabilität und Belastbarkeit des defekten Knochens erhofft. 

Rekombinante humane BMPs (Rh-BMPs) wurden in experimentellen Modellversuchen und seit einigen 

Jahren in der Klinik eingesetzt, um die Wundheilung und den Regenerationsprozess in humanem 

Knochen und parodontalem Gewebe zu fördern (Cheng et al., 2003; Cochran et al., 2000; Nakashima 

und Reddi, 2003; Park et al., 2003; Reddi et al., 2001). Die kollagenen Trägersubstanzen für z.B. BMP-2 

sind tierischer Herkunft, besitzen keine Eigenstabilität in der Wunde und werden schnell und vollständig 

resorbiert. Trotz sehr guter klinischer Ergebnisse sind auch lokale Nebenwirkungen wie ungenügendes 

oder überschießendes Knochenwachstum und Knorpelresorptionen beschrieben worden (Poynton und 

Lane, 2002). 

 

Schmidmaier et al. (2001b) etablierten ein neues kaltes Beschichtungsverfahren von Implantaten mit Poly 

(D,L-Laktid) (PDLLA). Verschiedene Studien zeigten, dass die PDLLA-Beschichtung allein mit 

eingearbeiteten Wachstumsfaktor einen stimulierenden Effekt auf die Frakturheilungsvorgänge in vivo 

aufweist, wobei keine unerwünschten systemischen Wirkungen beobachtet wurden (Schmidmaier et al., 

2001a; 2001b; 2002a; Raschke et al., 2002; Wildemann et al., 2005; Partale et al., 2005). Die biologische 

Aktivität von Bone Morphogenic Protein-2 (BMP-2) besitzt einen potentiellen Wert bei der Behandlung 

von verschiedenen orthopädischen und craniofacialen Erkrankungen, einschließlich der Frakturheilung. 

Die lokale Applikation von BMP-2 über ein Implantat mit PDLLA als Trägermaterial wäre auch beim 

Menschen von Vorteil, da hierbei das Implantat gleichzeitig zur Stabilisierung und als Träger zur lokalen 

und kontrollierten Applikation von Wachstumsfaktoren dient.  

 

Um lokale Nebenwirkungen wie ungenügendes oder überschießendes Knochenwachstum und 

Knochenresorption zu verhindern, müssen die molekularen Mechanismen der PDLLA-BMP-2- 

Beschichtung auf die umliegenden Zellen bekannt sein. Anhand der vorliegenden in vivo Versuche ist 

jedoch keine Aussage über die Wirkung von PDLLA-BMP-2 auf einen bestimmten Zelltyp möglich. Die 

Eigenschaften der bioakiven Beschichtung wurden bereits in Vorversuchen zu dieser Studie untersucht 

(Schmidmaier et al., 2003). 
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1.1 DER ALLGEMEINE ÜBERBLICK  
 
Das skelettale System wird von Knochen- und Knorpelgewebe bestimmt. Dazu gehören verschiedene 

spezifische Zellen: Chondrozyten im Knorpelgewebe und Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten im 

Knochengewebe. Der Knochen ist ein sehr stoffwechselaktives Gewebe. Es finden ständig 

Umbauprozesse statt. Zum Knochenmetabolismus werden die Knochenbildung, die Knochenresorption 

sowie die Kopplung dieser beiden Vorgänge gezählt. Die Resorption verläuft dabei schneller als die 

Knochenneubildung (Aarden et al., 1994; Canalis et al., 1989; Hagel-Bradway und Dziak, 1989). Der 

Umbau und die Knochenentwicklung sind von der gegenseitigen Beeinflussung von Vorläuferzellen des 

Knochens, Knochenzellen, Molekülen der extrazellulären Matrix, Wachstumsfaktoren, dem 

Immunsystem, humoralen Faktoren und mechanischen Krafteinwirkungen abhängig, s. Abbildung 1.1 

(Harada und Rodan, 2003; Pavalko et al., 2003). 

 
Abb.1.1: Die Regulation der Knochenmasse 

[Abbildung übernommen von Harada, S.; Rodan, G.A. Control of osteoblast function and regulation of 

bone mass. Nature, 2003, 423: 349-355.] 

 

Knochengewebe besteht hauptsächlich aus Hydroxylapatitkristallen und verschiedenen extrazellulären 

Matrixproteinen (Young et al., 1992; Robey et al., 1993). Für die Synthese der organischen Bestandteile 

des Knochengewebes und die Regulation der Knochenresorption sind die Osteoblasten zuständig 

(Aarden et al., 1994; Hagel-Bradway und Dziak, 1989). Die Resorption des Knochengewebes erfolgt 

durch Osteoklasten (Hagel-Bradway und Dziak, 1989). Um das Knochenvolumen und die 

Calciumhomöstase zu sichern, ist eine Balance der Osteoblasten- und Osteoklastenfunktion von 

entscheidender Bedeutung. Osteoklasten leiten sich von pluripotenten, hämatopoetischen Stammzellen 

ab (Scheven et al., 1986). Die Vorläuferzellen der Osteoklasten werden in der Milz oder im Knochenmark 

gebildet. Dabei kontrollieren Osteoblasten und BMSCs (bone marrow stromal cells) die 

Osteoklastendifferenzierung (Takahashi et al., 1988; Katagiri und Takahashi, 2002).  
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1.2 DER THEORETISCHE HINTERGRUND 
 
1.2.1 Die Osteoblastogenese  
 

Pluripotente mesenchymale Stammzellen sind die Vorläuferzellen für osteoblastäre, adipöse, 

myoblastäre und chondrogene Zelldifferenzierungen (Ducy et al., 2000c; Aubin und Triffitt, 2002). Die 

Stammzellen durchlaufen sukzessive verschiedene Differenzierungsstadien mit abnehmendem 

Proliferationspotential und abnehmender Pluripotenz (Aubin, 1998). Die Grundlage von 

Zelldifferenzierungen ist die mitotische Zellteilung. Das Vorhandensein von Substraten, 

Wachstumsfaktoren und anderen Faktoren ermöglicht in der Interphase zwischen zwei Mitosen das 

zelluläre Wachstum und die Verdopplung des genetischen Materials. Unter dem Einfluss von 

Wachstumsfaktoren entwickeln sich undifferenzierte mesenchymale Vorläuferzellen zu „Inducible 

Osteoprogenitor Cells“ (IOPC) und später zu „Determined Osteoprogenitor Cells“ (DOPC), den Prä-

Osteoblasten (Millett et al., 1995), s. Abb. 1.2. Die IOPCs und DOPCs befinden sich im Knochengewebe 

und dienen der intraskelettalen Knochenneubildung. Komponenten für die Knochenbildung werden 

deponiert und später mineralisiert (Owen et al., 1990). Unter systemischen und lokalen Einflussfaktoren 

entwickeln sich die DOPCs dann zu Osteoblasten (intramembranöse Ossifikation). Die Transkription 

neuer Gene wird aktiviert, die von anderen gehemmt. Die Zellen verändern zunehmend ihre Funktion und 

ihren Phänotyp. Neben der intramembranösen Ossifikation ist die endochondrale Ossifikation von 

Bedeutung. Hierbei differenzieren mesenchymale Zellen zunächst zu Chondrozyten. Diese reifen dann zu 

hypertrophen Chondrozyten heran und entwickeln sich zu Osteoblasten (Chung et al., 1998). 

 

 
 

Abb. 1.2: Von der Stammzelle zu den verschiedenen Zelltypen 

[Abbildung entnommen aus: Aubin, J.E.; Triffitt, J.T. Mesenchymal Stem Cells and Osteoblast 

Differentiation. In: Bilezikian, J.P.; Raisz, L.G.; Rodan, G.A. Eds. Principles of Bone Biology, Volume 1, 

Inc. San Diego, Ca: Academic Press 2002: 63.]  
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1.2.2   Die Faktoren der Osteoblastogenese 
 
Die Osteoblastogenese ist ein streng kontrollierter Entwicklungsprozess, bei welchem zahlreiche 

extrinische Faktoren, wie Hormone und Wachstumsfaktoren, osteoblastenspezifische Signalproteine und 

Transkriptionsfaktoren benötigt werden (Yamaguchi et al., 2000; Ducy, 2000a). Die Genese einer 

mesenchymalen Zelle zu einem Osteoblasten und weiter zu einem reifen Osteozyten wird durch eine 

Vielzahl von Proteinen reguliert. Anhand des DNA-Expressionsmusters einer Zelle kann sie 

charakterisiert und weitere Rückschlüsse über den Phänotyp und die Funktionen getroffen werden. Im 

Folgenden soll auf eine Auswahl osteoblastenspezifischer Gene näher eingegangen werden, welche für 

die Analyse der Osteoblastenfunktion eine Relevanz zeigen. 

 

 

1.2.2.1 Die Transkriptionsfaktoren 
 

Transkriptionsfaktoren sind DNA-Bindungsproteine und beeinflussen die Transkriptionseffizienz der 

zellulären RNA-Polymerase. Die Bindung eines Transkriptionsfaktors an die Regulatorregion eines Gens 

kann entweder zu einer Aktivierung oder zu einer Repression der Transkription des entsprechenden 

Zielgenes führen. Nur auf eine koordinierte Aktivität der Transkiptionsfaktoren folgen die Expressionen 

verschiedener Gene, die charakteristisch für die Osteoblastendifferenzierung und -funktion sind. 

 

Bei der Entwicklung zum Osteoblasten nimmt der Transkriptionsfaktor CBFα 1 (Core binding factor, alpha 

subunit 1) eine Schlüsselfunktion ein (Ducy et al., 1997). Die Induktion des Transkriptionsfaktors CBFα1 

kennzeichnet die Osteoblastenlinie (Komori et al., 1997; Otto et al., 1997). Er reguliert die Expression von 

vielen Genen im Osteoblasten (Ducy et al., 1997; 1999; Korchynskyi et al., 2003; Kim et al., 2004), aber 

auch von osteoblasten-spezifischen Genen in Fibroblasten und Myoblasten (Ducy et al., 1997). 

Außerdem wird CBFα1 von Odontoblasten und hypertrophen Chondrozyten expremiert (Kim et al., 1999). 

Die temporären und lokalen Feinregulationen der CBFα1-Aktivität werden von zahlreichen Cofaktoren 

beeinflusst (Lee et al., 1999a; Kundu et al., 2002; Yoshida et al., 2002). CBFα1 ist auch als RUNX2 

(Runt-related transcription factor 2), OSF2 (osteoblast-specific cis-acting element 2), AML3 oder pebp2αA 

bekannt.  

 

Für die Entwicklung der Säuger sind zusätzlich die Homeoproteine MSX1 (Msh homeo box homolg 1; 

Hox7; Homeobox 7) und MSX2 (Msh homeo box homolog 2; Hox8.1; Homeobox 8.1) verantwortlich 

(Satokata und Maas, 1994; Satokata et al., 2000; Hoffmann et al., 1994; Towler et al., 1994) als auch der 

Basic helix-loop-helix Transkriptionsfaktor (TWIST) von Bedeutung (Lee et al., 1999; Yousfi et al., 2001). 

Interaktionen zum Transkriptionsfaktor CBFα1, zur Osteocalcin- und Alkalischen Phosphatase-

Transkription wurden für diese Faktoren nachgewiesen (Jabs et al., 1993; Hoffmann et al., 1994; Towler 

et al., 1994; Satokata et al., 2000; Ducy et al., 2000c; Yousfi et al., 2002; Kim et al., 2004). Ein weiterer 

wichtiger Transkriptionsfaktor während der Skelettogenese und enchondralen Ossifikation ist SOX9 (SRY 

(sex-determining region Y)-related HMG box gene 9) (Akiyama et al., 2002). SOX9 ist für die 
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Chondrozytendifferenzierung und die Expression verschiedener chondrogener Gene verantwortlich (De 

Crombrugghe et al., 2000).  

 

Der Transkriptionsfaktor NF-κB (nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1, 

p105) wird in vielen verschiedenen Zelltypen nachgewiesen. Er reguliert die Expression einer Vielzahl 

von Genen, die bei der Immunabwehr, bei Entzündungen und apoptotischen Prozessen beteiligt sind. 

Insgesamt 5 NF-ĸB-Proteine sind bei Säugetieren bekannt. Zahlreiche Stimuli können für die Expression 

von NF-ĸB verantwortlich sein und ebenso zahlreich sind die Wirkungen von NF-ĸB auf die Sekretion und 

Expression einer Reihe von Effektormolekülen. Die NF-ĸB1-Expression von den Osteoblasten ist 

unmittelbar mit einer Hemmung der Knochenbildung assoziiert (Matsumoto et al., 1998; Itoh et al., 2000). 

 
 
1.2.2.2  Die extrazellulären Matrixproteine 
 

Die extrazelluläre Matrix (ECM) macht etwa 90% des Gesamtgewichtes von kompaktem Knochen aus. 

Zu den Hauptbestandteilen des mineralisierten Knochens gehören die organische Matrix, zu etwa einem 

Drittel, und anorganische Salze. Die organischen Substanzen bestehen wiederum zu 90% aus 

Kollagenen und zu 10% aus nichtkollagenen Proteinen. Die Kollagenfibrillen werden miteinander und mit 

Komponenten der extrazellulären Matrix verknüpft, was die Stabilität und die strukturelle Integrität des 

Knochens aufrechterhält.  

 

 

Die Kollagene 

Die Kollagenfamilie besteht aus 27 Kollagentypen (Bornstein und Sage 1980; Cheah, 1985; Vuorio, 

1986). Die Kollagentypen I, II und III sind die drei Hauptmitglieder der Kollagengenfamilie. Einige der 

Kollagene (Typen I, II, III, V und XI) sind zu Fibrillen arrangiert. Seine Zug- und Biegefestigkeit erlangt der 

Knochen durch Kollagen Typ I, den belastungsgerechten Verlauf seiner Fibrillen, den Fasern und deren 

Assoziation mit Proteoglykanen als „Kittsubstanz“.  

 

Kollagen Typ I ist ein [α1(I)]2α2(I) Heterotrimer und das meist vorkommende Kollagen in nahezu allen 

Geweben, hauptsächlich im Knochengewebe, aber auch der Haut, Sehnen, Ligamenten, Skleren, 

Cornae, Blutgefäßen, mit Ausnahme des Knorpels. Die Synthese von Kollagen Typ I gilt als 

Osteoblastenmarker und ist kennzeichnend für das Knochengewebe (Aubin und Triffitt, 2002). Kollagen 

Typ II steht für die Charakterisierung des Knorpelgewebes. Chondroblasten und Chondrozyten 

expremieren Kollagen Typ II (Devlin et al., 1988). Kollagen Typ III wird oft auch „fetales Kollagen“ 

genannt, was auf seine Präsenz im fetalen Gewebe zurückzuführen ist (Epstein, 1972; Sykes et al., 

1976) und es ist Hauptbestandteil der fibrösen Matrix der Periostoberfläche, aber auch der Haut und der 

Gefäße. Es ist weiterhin bekannt, dass sowohl bei der Kallusbildung, der Heilung von Haut und Sehnen 

als auch der Entwicklung der Röhrenknochen die von den mesenchymalen Zellen sezernierte fibröse 
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Matrix hauptsächlich von Kollagen Typ III und Kollagen Typ I bestimmt wird (Keene et al., 1987; Silver et 

al., 1981; Von der Mark und Von der Mark, 1977).  

 

Kollagen Typ V wird im Knochen, im Bindegewebe und in den Gefäßwänden nachgewiesen und ist 

neben den Kollagentypen I, II, III für die Frakturheilung spezifisch. Die Kollagenfibrillen vom Typ I und III 

formen ein Gerüst und sind zusammen mit Kollagen Typ V für das Zellattachment, die Zellmigration und 

die Gefäßeinsprossung verantwortlich. Sowohl bei sich entwickelnden Röhrenknochen des Säugetiers als 

auch bei der Frakturheilung wurden ähliche Vorgänge gezeigt: Zunächst sind Kollagen I, III und V im 

Mesenchym anzutreffen, die später ggf. von Kollagen II und dann von Kollagen IX, charakteristisch für 

hypertrophe Chondrozyten, ersetzt werden können. Es folgt die Mineralisierung und die Resorption des 

Knorpels mit dem Ersatz durch Knochen und der Kollagen Typ I Synthese (Schmid und Linsenmayer, 

1985; Silver et al., 1981; Von der Mark et al., 1976; 1977).  

 

Die Kollagentypen IX, XII, XIV werden auch FACITs (fibril-associated collagens with interrupted tripel 

helices) genannt. Sie verbinden die Fibrillen mit anderen Matrixelementen (Gordon und Olsen, 1990). 

 

Kollagen Typ IV ist der Hauptbestandteil der Basalmembrankollagene und bekannt in den endothelialen 

Zellen der Blutgefäße. Alle anderen Kollagene sind nur in geringer Menge nachweisbar und spielen eine 

Rolle als Verbindungselemente zwischen den Gewebskomponenten (Van der Rest und Garrone, 1991).   

 

 

Die nichtkollagen Proteine 

Lamellärer Knochen enthält mehr an nichtkollagenen Proteinen als Geflechtknochen (Conn und Termine, 

1985). Zu den nichtkollagenen Proteinen gehören Osteonectin, Osteopontin, Bone Sialoproteine, kleine 

Mengen an Proteoglykanen (Biglycan, Decorin, Osteomodulin, Fibromodulin, Lumican, Osteoglycin, 

Chondroitin Sulfat Proteoglycan 2), die Matrix Gla Proteine (Osteocalcin) und Bone Acid Glycoproteine. 

Regulatorische Bedeutung bei der Osteogenese besitzen besonders Osteocalcin, Osteonectin, die Bone 

Sialoproteine und Osteopontin.  

 

Osteocalcin (OCN; Bone gamma-carboxylglutamate (gla) Protein; BGLAP) wird von Osteoblasten und 

Osteozyten synthetisiert und gilt in der späten Phase der Osteoblastenreifung und der Mineralisation als 

Marker dieser (Owen et al., 1990; Ducy et al., 2000c). Osteocalcin ist das am meisten expremierte 

nichtkollagene Protein der Knochenmatrix. Es besteht eine enorme Komplexität von vielen Klassen von 

Transkriptionsfaktoren, die mit dem Osteocalcinpromotor interagieren (Banerjee et al., 1997; Towler et 

al., 1994; Hoffmann et al., 1994; Franceschi, 1999). Zudem stimuliert 1α,25-Dihydroxy-Cholecalciferol 

über seinen spezifischen Rezeptor (VDR) die Expression von OCN (Paredes et al., 2004). 

 

Osteonectin (Homo sapiens secreted protein, acidic, cysteine-rich; SPARC) ist ein phosphoryliertes 

calcium-bindendes Glycoprotein. Osteonectin verantwortet die Erhaltung der Knochenmasse und den 

geregelten Remodellingprozess. Es bindet an Kollagen und Hydroxylapatit und induziert in vitro die 
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Bildung von Kristallisationskeimen und die Mineralisation von Kollagen zusammen mit Osteocalcin 

(Roach, 1994). Es kann Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen blocken sowie die Zellmigration und 

Chemotaxis verhindern (Sodek et al., 2002).  

 

Bone Sialoproteine (BSPs) werden bevorzugt im Osteoid unmittelbar am kalzifizierten Knorpel 

nachgewiesen und dienen als „Nukleator“ für die Hydroxylapatitbildung (Hunter und Goldberg, 1993). 

BSPs stimulieren die Differenzierung von Präosteoblasten zu „kalzifizierenden“ Osteoblasten (Zhou et. al, 

1995) und gehören somit zu den Expressionen, die in der frühen Differenzierungsphase stattfinden 

(Bianco et al., 1993). Osteopontin (OPN; SPP1; secreted phosphoprotein 1, bone sialoprotein 1, early T-

Lymphocyte activation 1) ist ein phosphoryliertes Zellbindungsprotein und wird den Bone Sialoproteinen 

zugeordnet. Es existieren verschiedene Varianten von Osteopontin, 72kDa bis 42kDa. OPN wird vor 

allem von Osteoblasten, aber auch von Osteocyten, Osteoklasten und Bone-lining Zellen synthetisiert 

(Wang et al., 2005; Chen et al., 1993a; 1994). Die OPN-Expression ist eine der frühesten und spätesten 

sekretorischen Aktivitäten der Osteoblastenlinie (McKee und Nanci, 1996). Es ist für die Wundheilung, 

das Attachment von Osteoblasten und Osteoklasten in der ECM und die Knochenbildung verantwortlich 

(Boskey et al., 1993; 1995; Reinholt et al., 1990; Roach, 1994; McKee und Nanci, 1996).  

 

 

Die Proteoglykane 

Biglycan (BGN; human hPGI mRNA encoding bone small proteoglycan 1) und Decorin (DCN) sind 

Proteoglykane der small leucine rich repeat Family (SLRP). Ihre Primärstruktur ähnelt einander und die 

Promotorregionen zeigen eine gewisse Homologie (Ungefroren und Krull, 1996). BGN und DCN 

regulieren die Gewebeorganisation, die Zellmatrixinteraktionen und spielen somit eine wichtige Rolle in 

der Wachstumskontrolle (Makogonenko et al., 2002; Wiberg et al., 2002). Sie beeinflussen die Kollagen-

Fibrillogenese: Biglycan ist bekannt für seine Interaktion mit Kollagen Typ I (Schönherr et al. 1994), 

Decorin interagiert vor allem mit Fibronectin, aber auch mit Kollagen Typ I, II und VI (Schmidt et al., 1991; 

Schönherr et al. 1994, 1995; Vogel et al., 1984). 

 

 

Das Fibronectin  

Fibronectin (FN-1) zählt zu den adhäsiven Glycoproteinen, vermittelt die Chemotaxis und die Anhaftung 

der Zellen in der Matrix. FN ist ebenso für das initiale Attachment der osteoblastären Zellen in der 

Zellkultur verantwortlich (Winnard et al., 1995; Yang et al., 2002). Es reguliert die Differenzierung und die 

Funktion der Osteoblasten und spielt eine bedeutende Rolle in der Wundheilung (Makogonenko et al., 

2002; Winnard et al., 1995; Yang et al., 2002). FN ist nicht nur Bestandteil der ECM und der 

Basalmembran, sondern zirkuliert auch im Blutplasma.  
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Das Annexin V  

Annexin V (ANXA5) wurde ursprünglich als kollagenbindendes Protein (insbesondere von Kollagen I, II 

und X) identifiziert und gehört zu der strukturellen Gruppe der calciumbindenden Proteine (Rojas et al. 

1990; Merzel et al., 2006). Es wird auch Anchorin CII genannt (Kirsch und Pfaffle, 1992; Von der Mark 

und Mollenhauer, 1997). Annexine sind an der Regulation von Membranfunktionen, an Entzündungs-, 

Proliferations- und Differenzierungsprozessen beteiligt. Auf der humanen Osteoblastenoberfläche wurden 

Annexin I, II, IV, V und VI identifiziert (Huber et al., 1992; Mohiti et al., 1995; Von der Mark und 

Mollenhauer, 1997).  

 

 

Die alkalische Phosphatase  

Die alkalische Phosphatase (ALP; orthophosphoric-monoester phosphohydrolase, alkaline optimum) ist 

ein membrangebundenes Enzym, welches als wichtiger Faktor der Mineralisierung zuerst von Robison 

(1923) entdeckt wurde. Eine wichtige Rolle bei der Mineralisation von neu gebildeten Knochen wird ihr 

zugetragen, denn ein Fehlen der Enzymaktivität ist für die Osteomalzie verantwortlich.  Sie gehört zu den 

Ubiquitin-Enzymen, katalysiert die Hydrolyse von Phosphatester und entfernt anorganisches 

Pyrophosphat. Die ALP-Familie besteht aus verschiedenen Isoenzymen, die von 4 Genen kodiert 

werden. Bekannt sind die intestinale ALP (IntALP), placentale ALP (PALP), Keimzellen-ALP (GALP) und 

nichtgewebespezifische oder Nieren- / Knochen- / Leber-ALP (TNSALP). Die ALP gilt als früher 

Osteoblasten-Differenzierungsmarker und unspezifischer Knochenbildungsmarker in vitro und in vivo 

(Turksen und Aubin, 1991; Watts, 1999; Zheng et al., 1992).  

 

 

1.2.2.3 Die Proteasen und Heat-Shock-Proteine 
 

Zu der Gruppe der Proteasen werden die Peptidasen, Proteinasen, Serinproteasen, Cystinproteasen, 

saure Proteasen und Metalloproteinasen gezählt. Sie werden je nach Angriffsort in Exopeptidasen und 

Endopeptidasen unterteilt sowie, je nach ihrer physiologischen Bedeutung, in extrazelluläre und 

intrazelluläre Proteasen eingeordnet. Die Mengenregulation eines jeden Proteins in der Zelle wird durch 

sorgfältig kontrollierten Proteinabbau unterstützt. Hierbei ist die Erkennung und Beseitigung von 

beschädigten oder fehlerhaften Proteinen ebenso wichtig wie der schnelle Abbau von Proteinen, die nur 

eine kurze Lebensdauer haben.   

 

Matrix-Metalloendoproteinasen (MMPs) sind neutrale Proteinasen und enthalten Metallionen in ihrem 

katalytischen Zentrum (Zn2+, Ca2+, Mn2+). Mehr als 25 humane MMPs sind bekannt. Sie werden eingeteilt 

in Kollagenasen, Stromelysins, Gelantinasen und Matrilysine (Stamenkovic, 2000). Die Hauptaufgabe der 

MMPs besteht im Prozess des Geweberemodellings und dessen Balance, wie es bei der embryonalen 

Entwicklung, der Ovulation und der Wundheilung wichtig ist (Bord et al., 1998; Mc Cawley und Matrisian, 

2001; Egeblad und Werb, 2002; Geoffroy et al., 2004). Hormone, Zytokine und Wachstumsfaktoren 

beeinflussen die MMP-Expressionen (Canalis et al., 1995; Varghese et al., 2000; 2005). MMPs 
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kontrollieren Zellinteraktionen sowohl physiologischer als auch pathologischer Natur und sie sind bei der 

Knochenresorption involviert (Bord et al., 1996; 1997; 1999). So kann eine anormale Expression dieser 

Proteasen zu pathologischen Prozessen beitragen (Kim et al., 1998; Bergers et al., 2000). 

 

Kollagenasen sind Zinkproteasen, die von Osteoblasten, Osteoklasten und Chondrozyten synthetisiert 

werden (Bord et al., 1996; 1997; Hill et al., 1994). Mindestens 13 Enzyme unterschiedlicher 

Substratspezifität sind bekannt. Kollagenasen werden als inaktive Proenzyme in den Extrazellularraum 

sezerniert und können durch andere Proteasen über limitierte Proteolyse aktiviert oder durch spezifische 

TIMPs (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases) gehemmt werden (Bord et al. 1996; Deryugina et al., 

2001). Kollagenasen gelten als regulierende Faktoren der Osteogenese in vitro (Filanti et al., 2000). Sie 

sind an der Eleminierung der N- und C-terminalen Peptide von den Prokollagenen und damit an der 

Schlüsselfunktion, der Aggregation zu löslichen Kollagenmolekülen, beteiligt. Es ist bekannt, dass 

Kollagenasen intakte Kollagenfibrillen spalten und Gelantinasen Kollagenfragmente danach digestiv 

abbauen (Mitchell et al., 1996).  

 

CTSK (Cathepsin K) wird zu den Cystein-Proteinasen gezählt. Es spielt neben den MMPs eine 

entscheidende Rolle bei der Frakturheilung (Uusitalo et al., 2000) und wird vor allem in multinukleären 

Chondroklasten, Osteoklasten nachgewiesen (Littlewood-Evans et al., 1997; Soderstrom et al., 1999; 

Uemura et al., 2000), aber auch in humanen Osteoblasten, bone-lining Zellen, Osteozyten, 

osteoblastenähnlichen-in vitro Zellen (Mandelin et al., 2006) und humanen Fibroblasten (Everts et al., 

2003). CTSK agiert als lysosomales Protein im Rahmen der proteolytischen Matrixdegradation und es 

baut Kollagenfibrillen von Knorpel- und Knochengewebe ab (Littlewood-Evans et al., 1997; Dodds et al., 

1998).  

 

BMP-1 (Bone Morphogenic Protein-1) ist ebenfalls eine Metalloproteinase und an Regulation der BMP-

Aktivität beteiligt (Scott et al., 2000; Sarras, 1996). Es kontrolliert die Deposition fibröser ECM, spaltet 

Probiglycan (Scott et al., 2000) und entbindet das Carboxyl-Ende vom Kollagen Typ I-Propeptid (Kessler 

et al., 1996).  

 

SERPINH1 (Genname: CBP1) und SERPINH2 (Genname: CBP2) sind Serin- (oder Cystein-) 

Proteinaseinhibitoren und zählen als clade H member 1 und 2 zu den Heat-Shock-Proteinen (HSP 47). 

Ihre spezifischen Aufgaben liegen in der Funktion als Chaperone während der Proteinbiosynthese, 

insbesondere von Kollagen Typ I, und in Reperaturmechanismen (Masuda et al., 1998; Sasaki et al., 

2002; Nagata, 1998).   
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1.2.2.4 Die Wachstums-, Differenzierungsfaktoren und Hormone 
 

Wachstumsfaktoren sind Proteine, die von Zellen sezerniert werden und auf bestimmte Zellen autokrin, 

parakrin oder endokrin wirken (Liebermann et al., 2002). Der Anteil der Wachstumsfaktoren im 

Knochengewebe beträgt weniger als 1% der nichtkollagenen Proteine. Jedoch üben sie eine wesentliche 

Kontrollfunktion auf das Knochen- und Knorpelgewebe aus. Für die Frakturheilung wichtige 

Wachstumsfaktoren sind Bone Morphogenic Proteins (BMPs), Transforming Growth Factors beta 

(TGFβs), Fibroblast Growth Factors (FGFs), Platelet-derived Growth Factors (PDGF) und Insulin-like 

Growth Factors (IGFs). Sie beeinflussen die Zellteilung, die Matrixsynthese und die 

Gewebedifferenzierung und tragen somit eine entscheidene Rolle bei der Knochen- und Knorpelbildung 

und der Reparatur muskuloskelettaler Gewebe (Bostrom et al., 1999).  

 

 
Abbildung 1.3: Die Mitglieder der TGFβ-Superfamilie 

[Abbildung übernommen von: Bramlage, C.P.; Häupl, T.; Kaps, C. et al. Bone Morphogenic Proteins – im 

Skelettsystem. Z Rheumatol 2005, 64: 416-422. 

 

 

Die BMPs 

Von Dr. Marshall Urist und Mitarbeitern wurde der osteoinduktive Effekt vom Bone Morphogenetic Protein 

(BMP) in demineralisiertem Knochen entdeckt (Urist et al. 1979; 1965). 1981 wurde der osteoinduktive 

Effekt sowohl auf die enchondrale als auf die direkte Knochenbildung beobachtet (Reddi, 1981). 1988 

identifizierten Wozney et al. die genetische Sequenz der Bone Morphogenetic Proteins (BMP-2 und -4) 
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und damit die verschiedenen Isoformen. Die Gruppe der Bone Morphogenic Proteins (BMPs) gehört zu 

der TGF-ß-Superfamilie (Abb. 1.3), zu welcher auch folgende TGF-ß-Isoformen zählen: TGF-ß1 bis TGF-

β5, GDF (Growth and Differentiation Factor), Activin, Inhibin und Müllerian Substanz (Kingsley, 1994; 

Liebermann et al., 2002). Mehr als 47 verschiedene BMPs wurden inzwischen identifiziert (Chubinskaya 

und Kuettner, 2003). Sie werden klassifiziert in: BMPs, Osteogenetic Proteins (OPs), Carilage-derived 

Morphogenic Proteins (CDMPs), Growth and Differentiation Factors (GDFs) (Ducy und Karsenty, 2000b) 

und BMP-like Molecules verschiedener Spezies (Balemans und Van Hul, 2002). Zusätzlich können die 

BMPs in drei Untergruppen eingeteilt werden. Die erste Gruppe stellen BMP-2, BMP-4 und DPP 

(Drosophila decapentaplegic), sie gehören zur DPP-Klasse. Zur zweiten Gruppe, der 60A Klasse, werden 

BMP-5, BMP-6, BMP-7 (OP-1) und BMP-8 (OP-2) und 60A gezählt. Die Gruppe drei wird von BMP-3 

(Osteogenin) gebildet. BMP-9 bis -15 werden den GDFs und CDMPs zugeschrieben (Cheng et al., 2003). 

 

BMPs sind multifunktionelle Proteine und spielen eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung von 

Wirbel- und wirbellosen Tieren. BMPs regulieren die Zellproliferation, Apoptose, Differenzierung und 

Morphogenese bei der Entwicklung fast aller Organe und Gewebe (Jena et al., 1997; Hogan, 1996; 

Goumans und Mummery, 2000). Quellen für BMPs im Knochengewebe sind die Osteoprogenitorzellen, 

die Osteoblasten und die extrazelluläre Matrix selbst. BMPs nehmen Einfluss auf knochenspezifische, 

mesenchymale und endotheliale Zellen. Sie induzieren die Expression der ECM-Proteine, insbesondere 

die alkalische Phosphataseaktivität und die Kollagensynthese (Hughes et al., 1995; Hiraki et al., 1991; 

Takuwa et al., 1991). BMPs verfügen außerdem über die Fähigkeit Stamm- und Knochenvorläuferzellen 

zu Chondrozyten bzw. Osteoblasten zu differenzieren und den Prozess der Knochenmatrixbildung zu 

beeinflussen (s. Abbildung 1.4). Je nach Differenzierungsgrad der Osteoblasten stimulieren BMPs die 

Proliferation gering differenzierter osteoblastenähnlicher Zellen und hemmen die der reifen, 

differenzierteren Zellen (Yamaguchi et al., 1991). Zusätzlich wird von den BMPs die Fähigkeit zur 

Induktion der ektopen Knochenneubildung beschrieben (Sampath et al., 1992; Reddi, 1998). 

 

Die osteogene Aktivität verschiedener BMPs bei pluripotenten Stammzellen, Präosteoblasten und 

humanen Osteoblasten wurde in vitro bewiesen (Cheng et al. 2003; Zoricic et al., 2003). Verschiedene 

BMPs induzieren die osteoblastenspezifische CBFα1-Expression (Ducy et al., 1997). BMP-2, -4 und -7 

spielen bei der Frakturheilung eine besondere Rolle und beeinflussen das Zellwachstum und die 

Knochenneubildung (Bostrom und Camacho, 1998; Onishi et al. 1998). BMP-2 und -4 sind nahezu 

homolog, können jedoch gravierende Unterschiede bei der Defektheilung in vivo bzw. in vitro provozieren 

(Wozney, 1993; Peng et al., 2005). BMP-2 wird in der fibrösen Matrix, in fibroblastären mesenchymalen 

Zellen, Fibrochondrozyten, Chondrozyten und in Osteoblasten beobachtet, BMP-7 (auch bekannt als OP-

1, Osteogenic Protein-1) in hypertrophen Chondrozyten, Osteoblasten und jungen Osteozyten der 

endochondralen und intramembranösen Knochenbildung (Nakase et al., 2003; Zoricic et al., 2003). BMP-

2 und -7 stimulieren sowohl im präklinischen Model als auch in klinischen Studien die Knochenheilung 

(Valentin-Opran et al., 2002; Friedlaender, 2001). Die Induktion der Osteoblastendifferenzierung durch 

BMPs wird in Abbildung 1.4 dargestellt.  
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Abb. 1.4: Die BMPs und die Induktion der Osteoblastendifferenzierung 

[Abbildung entnommen aus: Cheng, H.; Jiang, W.; Phillips, F.M. et al. Osteogenic Activity of the fourteen 

types of human Bone Morphogenic Proteins (BMPs). J Bone and Joint Surgey 2003, 8: 1544-1552.] 

 

BMP-5 wird als ein Schlüsselsignal für die Bildung skelettaler Elemente sowie für die Entwicklung 

verschiedener Weichgewebe betrachtet (King et al., 1994). Zusätzlich ist BMP-5 bei der Frakturheilung 

beteiligt (Kingsley et al., 1994). BMP-6 spielt eine wichtige Rolle bei der Differenzierung humaner 

Osteoblasten in vitro (Jane et al., 2002; Cheng et al., 2003) und wird in jungen Osteozyten, Osteoklasten 

sowie in der Knochenmatrix nachgewiesen (Zoricic et al., 2003). Ein BMP-6-Mangel kann durch BMP-2 

kompensiert werden (Solloway et al., 1998). BMP-8 ist auch als OP-2 bekannt (Osteogenic Protein-2) 

und bei der Spermatogenese, Epithelfunktionen und der epiphysealen Dysplasie involviert (DiLeone et 

al., 1997; Zhao et al., 2001). 

 

Das meist vorhandene BMP im Knochengewebe Erwachsener stellt BMP-3 dar. Es ist auch als 

Osteogenin bekannt und wird von Osteoblasten und Osteoklasten expremiert. Im Gegensatz zu den 

anderen BMPs ist BMP-3 als negativer Einflussfaktor der Knochendichte bekannt (Zoricic et al., 2003; 

Daluiski et al., 2001). Denn unter dem BMP-3-Einfluss wird keine osteogene Aktivität beobachtet 

(Amedee et al., 1994). BMP-3 antagonisiert mit BMP-2, -4, -6, -7 und -9 (Cheng et al., 2003; Bahamonde 

und Lyons, 2001). BMP-3B (GDF-10; Growth Differentiation Factor 10) ist ein BMP-3-verwandtes Protein 

und zu über 80% mit diesem identisch (Cunningham et al., 1995). Dennoch variieren ihre regulatorischen 

Funktionen (Takao et al., 1996; Zhao et al., 1999). BMP-3B kontrolliert u.a. die 

Osteoblastendifferenzierung (Hino et al., 1999).  

 

 

Die TGF- βs 1-3  

TGF-βs (Transforming Growth Factors-beta) sind polypetide Wachstumsfaktoren und zählen wie die 

BMPs zur TGFβ-Superfamilie (Abbildung 1.3). Sie werden von Osteoblasten, Osteoklasten und 

Chondrozyten synthetisiert (Cho et al., 2002; Joyce et al., 1990). TGFβs beeinflussen die Embryogenese, 

die Zellproliferation und Zelldifferenzierung von Osteoblasten, Osteoklasten und Chondrozyten und 

spielen eine entscheidende Rolle bei der extrazellulären Matrixproduktion und bei 

Knochenumbauprozessen (Erlebacher et al., 1998; Bostrom und Asnis, 1998; Spinella-Jaegle et al., 

2001; Fox und Lovibond, 2005). Doch die Effekte auf Osteoblasten in vitro sind je nach 

Differenzierungsstadium zahlreich und verschieden (Spinella-Jaegle et al., 2001; Bostrom und Asnis, 

1998; Alliston et al. 2001). Sie gelten als bifunktionelle Regulatoren des Zellwachstums, welche die 
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Phasen der Proliferation bis zur Matrixsynthese stimulieren, aber die Mineralisation inhibieren (Breen et 

al., 1994; Heberden et al., 1998; Spinella-Jaegle et al., 2001).  

 

 

Die IGFs   

IGF-I (Somatomedin C) und IGF-II (Somatomedin A) sind polypetide Wachstumsfaktoren und strukturell 

mit dem Insulin verwandte Peptide (Insulin like Growth Factors). Die IGFs werden vor allem von 

Hepatozyten, aber auch von anderen Zellen, wie den Osteoblasten, gebildet. Sie sind die 

weitverbreitesten Wachstumsfaktoren, die von Zellen des Skeletts sezerniert werden. In der 

extrazellulären Flüssigkeit werden sie an spezifische Proteine (IGF-Bindiungsproteine) gebunden. IGF-I 

und -II agieren als autokrine und parakrine Regulatoren der Osteoblastenfunktion (Canalis et al., 1988b; 

Frolik et al., 1988) und spielen bei der Erhaltung der Knochenmasse und der Phänotypexpression der 

Osteoblasten eine Rolle (Mc Carthy et al., 1989; Canalis, 1995). Beide IGFs stimulieren die Kollagen Typ 

I Synthese, die Matrixapposition in der Zellkultur und verhindern den Kollagenabbau im Knochen (Mc 

Carthy et al., 1989; Canalis et al., 1995).  

 

 

Die VEGFs  

VEGFs (Vascular Endothelial Growth Factors) sind dem PDGF (Platelet-derived Growth Factor alpha 

polypeptide) ähnliche Wachstumsfaktoren und werden von diversen Zellen, wie undifferenzierten 

mesenchymalen Zellen, Fibroblasten, Chondrozyten, embryonalen Zellen, Tumorzellen, Endothelzellen 

von großen Gefäßen und Tumorkapillaren, aber auch humanen Primärosteoblasten und Osteoklasten 

synthetisert (Deckers et al., 2000; Ferrara, 2001; Mayr-Wohlfahrt et al., 2002; Pufe et al., 2002). 

Osteoblasten und hypertrophe Chondrozyten besitzen VEGF-Rezeptoren (Deckers et al., 2000; 

Schlaeppi et al., 1997). Den VEGFs werden wichtige Aufgaben bei der Endothelzellproliferation im 

Rahmen der Vaskularisation, Wundheilung und damit auch in der Knochen- und Zahnentwicklung, 

Frakturheilung und endochondralen Ossifikation zugeschrieben (Pufe et al., 2002; Gerber et al., 1999; 

Ferrara, 2001). Die VEGF-Synthese von Präosteoblasten ist der Hauptmechanismus während der 

Knochenfrakturheilung, bei dem Angiogenese und Osteogenese eng miteinander gekoppelt sind 

(Deckers et al., 2002; Furumatsu et al., 2003; Street et al., 2002). VEGFs induzieren die 

Knochenneubildung in Organkulturen und in vivo, indem sie die Vaskularisation und somit die 

Osteoklasten und die Knochenresorption stimulieren und die Apoptose inhibieren (Hiltunen et al., 2003; 

Nakagawa et al., 2000; Hay et al., 2004; Peng et al., 2005). Dieses VEGF- / VEGF-Rezeptoren-System 

ist jedoch mit dessen pathologischen Steigerung auch für die rheumatoide Arthritis und Osteoarthritis 

verantwortlich (Giatromanolaki et al., 2001).  

In die Gruppe der VEGFs gehören VEGF (VEGF-A), PIGF (Placenta Growth Factor-1), VEGF-B, VEGF-

C, VEGF-D, zwei VEGF-like Proteine (wie VEGF-E) und außerdem GD-VPF, GD-VEGF und 

Vasculotropin. VEGFs wirken autokrin und parakrin (Mayer et al., 2005).  VEGF-A, -B und -C stehen für 

die Vaskularisation von Tumorgewebe, von Knochen (VEGF-B), von Skelettmuskel (VEGF-B) und für die 

Lymphangiogenese (VEGF-C) (Nicosia, 1998; Olofsson et al., 1996; Aase et al., 1999).  
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Die CSFs  

CSFs (Colony Stimulating Factors) werden in vielen unterschiedlichen Zellen synthetisiert. Zu den CSFs 

gehören Interleukin-3 (multi-CSF), GM-CSF (granulocyte-macrophage-CSF 2; CSF 2), G-CSF 

(granulocyte-CSF) und M-CSF (macrophage-CSF). Nach Zheng et al. (1991) wirken CSFs bei der 

Osteoklastogenese aus deren Vorläuferzellen mit, nach Takahashi et al. (1991) jedoch nur unter 

Anwesenheit von Vitamin D3 und von Osteoblasten. GM-CSF stimuliert die DNA-Synthese von 

Osteoblasten (Noda et al., 1990).  

 

 

Der TNFα  

TNFα (Tumor Necrosis Factor alpha) gehört der TNF-Superfamilie an. Dieses proinflammatorische 

Zytokin ist neben TGFβ, RANKL (receptor activator of nuclear factor ĸB (NF-ĸB) ligand) und IL-1β 

(Interleukin 1β) ein wichtiger Faktor für die Osteoklastogenese und agiert als ein pathologischer Aktivator 

der Knochenresorption, rheumatoiden Arthritis und Osteoporose und als ein Inhibitor der 

Knochenneubildung (Bertolini et al., 1986; Fox und Lovibond, 2005; Lam et al., 2000; Kwan Tan et al., 

2004). TNFα und IL-1β kooperieren bei der Induktion der Osteoklastogenese, einerseits unter 

inflammatorischen Bedingungen (Rifas, 1999), andererseits während der Knochenfrakturheilung 

(Gerstenfeld et al., 2001; Kon et al., 2001). TNFα wird dabei von vielen Zellen des Knochens expremiert 

(Wang et al., 2005). Es liegt in membrangebundener und löslicher Form vor. In vitro werden durch TNFα 

die Knochenbildung gehemmt, die Knochenresorption direkt stimuliert sowie die Expression des 

Transkriptionsfaktors NFκB induziert (Gilbert et al., 2000; Taichmann und Hauschka, 1992; Katagiri und 

Takahashi, 2002).  

 

 

Der PDGFα  

PDGFα (Platelet-derived Growth Factor alpha polypeptide) ist ein multifunktioneller Wachstumsfaktor und 

wird u.a von Thrombozyten, Monozyten, Fibroblasten, Endothelzellen und diversen Tumorzellen 

expremiert. PDGFα besitzt Bedeutung bei der Wundheilung, Gewebereparation, Knochenheilung und bei 

Entzündungsreaktionen (Andrew et al., 1995; Nash et al., 1994; Zhang et al., 1998). Mesenchymale 

Zellen werden durch diesen Wachstumsfaktor zur Proliferation stimuliert. Zudem bewirkt PDGFα die 

Chemotaxis von Makrophagen, Mesenchymzellen und PMNs (polymorphkernigen neutrophilen 

Granulozyten). Es konnte gezeigt werden, dass PDGF die Zellreplikation und die Synthese von 

kollagenen und nichtkollagenen Proteinen in Rattenschädelzellen stimuliert (Canalis, 1981). 

 

 

Die FGFs  

Bis zu 10 verschiedene FGFs (Fibroblast Growth Factors) sind bekannt. FGF-1 (acidic; aFGF) und FGF-2 

(basic; bFGF) werden von Osteoblasten, Fibroblasten, Myozyten, Endothelzellen, Makrophagen, T-

Zellen, Embryonalzellen, Tumorzellen, Hepatozyten und Gliazellen expremiert. Sie regulieren die 

Proliferation, Migration und Differenzierung im muskuloskelettalen System (Klagsburn 1989; Gonzalez et 
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al., 1996) und sind somit bei der endostalen Knochenbildung, postnatalen Osteogenese, Chondrogenese, 

aber auch bei der Tumorentstehung, Ontogenese, Wundheilung, Angiogenese und Hämatopoese 

involviert (Nakamura et al., 1995; Mansukhani et al., 2000; Eppley et al., 1988). In Abhängigkeit von der 

Konzentration und dem Differenzierungsstadium besitzt FGF-2 einen stimulierenden oder einen 

hemmenden Charakter auf die Proliferation von Osteoblasten (Aspenberg et al., 1991; Simmons und 

Raisz, 1991; Zellin und Linde, 2000). In Abbildung 1.5 sind die Einflüsse der verschiedenen FGFs 

während der Osteogenese dargestellt.  

 

 
Abbildung 1.5: Die Wirkungen der verschiedenen FGFs während der Osteogenese.  

[Abbildung übernommen von Marie, P.J. Fibroblast growth factor signaling controlling osteoblast 

differentiation. Gene 2003, 316: 23-32] 

 

 

Die EGFs  

EGF (Epidermal Growth Factor beta urogastrone) wirkt als Mitogen und Differenzierungsfaktor für eine 

Vielzahl von Zellen ektodermalen, mesodermalen und entodermalen Ursprungs. EGFs besitzen eine 

proinflammatorische Wirkung. Sie sind bei der Prostaglandinbildung und beim Knochenabbau beteiligt 

und besitzen chemotaktische Eigenschaften (Tashjian und Levine, 1978). Eine EGF-Applikation stimuliert 

die Osteoprogenitorproliferation (Shupnik et al., 1980; Chien et al., 2000), hemmt jedoch die 

Kollagensynthese und verringert die ALP-Aktivität (Hata et al., 1984; Kumegawa et al., 1983). 

 

  

1.2.2.5 Die Rezeptoren 
  
Die TGFß-Rezeptoren 

Alle Proteine der TGF-ß-Superfamilie binden extrazellulär an einen Komplex von Serin- / Threonin-

Kinase-Rezeptoren (Ten Dijke et al., 1994b). Die transmembranen Rezeptoren werden in Serin- / 

Threonin-Rezeptor Typ I und II eingeteilt. Bei Säugetieren sind 7 Typ I-Rezeptoren und 5 Typ II-

Rezeptoren bekannt (Wrana et al., 1994; Miyazono et al., 2000). Sie befinden sich auf Osteoblasten und 

Präosteoblasten (Ten Dijke et al., 2003). Liganden binden an ihren spezifischen Typ II-Rezeptor und 

bilden einen aktivierten heterotetrametrischen Rezeptorkomplex, bestehend aus zwei Paaren des Typ I- 

und II-Rezeptorkomplexes (Moustakas und Heldin, 2002). Während der Typ II-Rezeptor eine aktive 
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Kinase darstellt und den Typ I-Rezeptor bei einer Ligandenbindung transphosphoryliert, aktiviert der Typ 

I-Rezeptor intrazelluläre Signalmoleküle (Wrana et al., 1994). Über eine Kaskadenaktivierung wird eine 

Gruppe von intrazellulären Signaleffektoren (u.a. die SMAD-Proteine, s. Kap. 1.2.2.6) beansprucht.  

 

TGFβR-1 (Transforming growth factor beta receptor 1; ALK-5, Activin Receptor-like Kinase 5, Activin A 

Rezeptortyp II – Kinase, 53kD) gehört zu der Gruppe der Typ I-Rezeptoren und bindet TFβs und Activin. 

TGFβR-2 (Transforming growth factor, beta receptor 2; 70-80kD) stellt einen Typ II-Rezeptor der Serine- / 

Threonin-Kinase-Rezeptoren dar und zu seinen Liganden zählen die TGFßs (Chen et al., 1993c).  

Die BMPs der DPP- und 60A-Klasse nutzen unterschiedliche Rezeptorkomplexe für ihre 

Signaltransduktion, abhängig vom Typus der Zielzelle oder vom Entwicklungsstadium der Zellen (Zhao et 

al., 2001). Für die BMPs sind drei Typ II-Rezeptoren (BMP Typ II-Rezeptor (BMPR-II), Activin Typ IIA-

Rezeptor (ActR-IIA) und Activin Typ IIB-Rezeptor (ActR-IIB)) und drei Typ I-Rezeptoren (auch Activin 

Rezeptor-like Kinasen genannt: BMPR-IA/ALK-3, BMPR-IB/ALK-6 und ActR-IA/ALK-2) bekannt 

(Rosenzweig et al., 1995; Kawabata et al., 1995; Ten Dijke et al., 1994a; Macias-Silva et al., 1998). 

Während BMPR-IA, -IB und -II spezifisch für die BMPs sind, spielen ActR-IA, -II und -IIB zusätzlich eine 

Rolle beim Activin-Signalweg. Diese Rezeptoren werden in unterschiedlichen Geweben expremiert und 

sind unentbehrlich für die Signaltransduktion. Die BMPs binden mit unterschiedlicher Affinität an die 

Rezeptortypen (Liu et al., 1995; Rosenzweig et al., 1995).  

 

 

Die IGF-Rezeptoren  

Der Insulin-like Growth Factor (IGF) ist eine Komponente eines komplexen Systems von Peptidhormonen 

(IGF-I und –II), Zelloberflächenrezeptoren und zirkulierenden Bindungsproteinen. IGF-1R gehört zu den 

transmembranen Tyrosinkinaserezeptoren und wird, mit Ausnahme der Leber, in nahezu allen adulten 

Geweben synthetisiert (Okazaki et al., 1994). Durch die extrazelluläre Ligandenbindung erfolgt eine 

Konformitätsänderung mit nachfolgender Aktivierung der intrinsischen Tyrosinkinase. IGF-1R ist für die 

Proliferation, das Überleben, die Differenzierung und den Schutz vor Apoptose bzw. die Transfomation 

von Zellen verantwortlich (Pollak, 2004). Eine Deregulation der IGF-1R-Aktivität spielt eine bedeutende 

Rolle bei der Potenzierung von Tumorwachstum und der Metastasierung von Tumorzellen (Pollak, 2004; 

Bahr und Groner, 2005).  

 

 

Die VEGF-Rezeptoren 

FLT-1 ist ein Rezeptor für die Vascular Endothelial Growth Factors (Waltenberger et al., 1994). Er ist 

auch als VEGFR-1 oder fms-like tyrosine kinase receptor bekannt und für die Angiogenese, die vaskuläre 

Permeabilität und die Migration von humanen Primärosteoblasten, SaOS2-Zellen und humanen 

Monozyten bedeutend (Deckers et al., 2000; Mayr-Wohlfart et al., 2002; Barleon et al., 1996). Die 

endothelialen Zellen, Osteoprogenitorzellen und Osteoblasten synthetisieren FLT-1 (Ferrara, 2001). FLT-

1 bindet VEGF-A, -B sowie PIGF. Weitere Rezeptoren für die VEGFs sind: VEGFR-2 (FLK-1/KDR) für 



Einleitung  - 17 - 

 

VEGF-A-, -C-, -D-Bindung, außerdem VEGFR-3 (FLT-4) für VEGF-C-, -D-Bindung sowie Neuropilin-1 

und –2 als Co-Rezeptoren für VEGFR-2 (NRP1, NRP2). 

 

 

Der Vitamin D Hormon-Rezeptor  

VDR (Vitamin D Hormon-Rezeptor) ist beim skelettalen Wachstum, der Zellreifung und dem 

Remodellingprozess involviert (Martinez et al.; 2001; Paredes et al., 2004). Osteoblasten und Osteozyten 

besitzen Rezeptoren für Vitamin D3 (Narbaitz et al., 1983; Boivin et al., 1994).  

 

 

Die FGF-Rezeptoren  

Verschiedene Isoformen der FGFRs (Fibroblast Growth Factor Receptors) sind bekannt. Sie sind sowohl 

an der cranialen Knochenbildung als auch der Suturenossifikation beteiligt (Rice et al., 2000; Anderson et 

al., 1998) und spielen eine wichtige Rolle bei der Frakturheilung und der Zellapoptose (Lemonnier et al., 

2001; Rundle et al., 2002). Mesenchymzellen, Osteoblasten und Chondrozyten expremieren FGFRs 

(Rundle et al.; 2002). Wie in Abbildung 1.5, in Kapitel 1.2.2.4, dargestellt, ist die Expression der FGFRs 

vom Differenzierungstadium der Zellen abhängig.  

 

 

Die EGF-Rezeptoren 

EGFR stellt den Rezeptor des Epidermalen Growth Factors dar. Das EGF- / EGFR-System ist in den 

osteogenen Zellen bei der Phänotypausbildung und der Zellproliferation von Bedeutung (Chien et al., 

2000; Yoneda, 1996).  

 

 

Der Calcium-sensing Rezeptor  

CASR (Calcium-sensing Receptor, hypocalciuric hypercalcemia 1, severe neonatal 

hyperparathyreoidism) ist für die Regulation der Calcium-Homöstase vor allem in Geweben der Glandula 

parathyroidea, der Niere und den thyroidalen C-Zellen von Wichtigkeit (Quarles, 2003). Auch im 

Knochengewebe, insbesondere bei Osteoblasten und Knochenmarkszellen, wurde CASR nachgewiesen 

(House et al., 1997; Takeyama et al.; 2000). 

 
 
1.2.2.6 Die SMADs  
 

Eine Schlüsselfunktion in der Osteoblastendifferenzierung wird den SMADs (homo sapiens MAD (mother 

against decapentaplegic) Drosophila homolog) zugeschrieben (Katagiri und Takahashi, 2002). SMADs 

sind Proteine, die TGF-ß-induzierte Signale von der Zelloberfläche zum Nukleus vermitteln. Im Nukleus 

sind sie für die Modulation spezifischer Gene verantwortlich (Massagué und Wotten, 2000). 

Funktionsspezifisch werden die SMADs in drei Gruppen eingeteilt.  
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Es gibt die Receptor-regulated SMADs (R-SMADs: SMAD 1, -2, -3, -5, -8). Die SMADs 1, 5 und 8 sind in 

den BMP-Signalweg involviert, denn sie werden von den Typ I-Rezeptoren der Serin- / Threonin-Kinase-

Rezeptoren aktiviert (Hoodless et al., 1996; Nishimura et al., 1998; Chen et al., 1997; Kawai et al., 2000). 

SMAD 2 und 3 modulieren die TGF-ß- und Activin-Signalwege (Zhang et al., 1996). Die zweite Gruppe 

besteht aus dem Co-SMAD (Common Partner SMAD; SMAD 4; DPC4). Die R-SMADs bilden einen 

heterodimeren Komplex mit SMAD 4 und stellen somit die Verbindung zum Nukleus. Dieser Komplex ist 

essentiell für alle Signalwege (Lagna et al., 1996; Goumans und Mummery, 2000), s. Abbildung 1.6. 

Innerhalb des Nukleus kann der heterodimere SMAD-Komplex direkt oder über die Interaktion mit Co-

Aktivatoren und Co-Repressoren an spezifische Sequenzen im Promoter der verschiedenen Zielgene 

binden und die Transkription dieser Zielgene zusammen mit anderen Transkriptionsfaktoren regulieren 

(Derynck et al., 1998; Balemans und Van Hul, 2002). SMAD 6 und 7 bilden die Gruppe der Inhibitory 

SMADs (I-SMADs). Die I-SMADs werden von den Mitgliedern der TGF-ß-Superfamilie induziert und 

nehmen an der negativen Autoregulation teil, um die Intensität und die Dauer der TGF-ß-Signale zu 

kontrollieren (Afrakhte et al., 1998; Miyazono, 1999).  

 
Abb. 1.6: Die SMADs  

[Abbildung übernommen von Goumans, M.J.; Mummery, C. Functional analysis of the TGF-β receptor-/ 

Smad pathway through gene ablation in mice. Int. J. Dev. Biol. 2000, 44, 253-265.] 

 
 
1.2.2.7  Die regulierenden Moleküle auf der Zelloberfläche  
 

Interaktionen zwischen Zellen werden zum einen durch lösliche Effektormoleküle (Zytokine, Komplement, 

Immunglobuline) und zum anderen durch eine exakt abgestimmte Garnitur von Oberflächenmolekülen 

ermöglicht. Hierzu gehören MHC-Proteine, CD-Proteine, Rezeptorproteine und Adhäsionsproteine. Zu 

der Gruppe der Rezeptorproteine werden Antigen-, Immunglobulin-, Komplement- und Zytokin- / 

Interleukin-Rezeptoren gezählt.  

 

Integrine sind eine große Gruppe von transmembranösen Adhäsionsrezeptoren, bestehend aus α- und β-

Untereinheiten. Integrine regulieren unterschiedlichste zelluläre Funktionen, wie Zelladhäsion, -motilität, -
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morphologie, -wachstum, -differenzierung und -apoptose (Cowels et al., 2000; Franceschi, 1999; Shah et 

al., 1999; Carvalho et al., 2003; Cheng et al., 2001). Sie interagieren mit ECM-Proteinen (Ruoslahti und 

Pierschbacher, 1987; Damsky, 1999; Moursi et al., 1996; Globus et al., 1998). Das Zusammenspiel mit 

Komponenten des Zytosklettes und mit Signalmolekülen wird einerseits über eine extrazelluläre, aber 

auch durch eine intrazelluläre Domäne gewährleistet.  

 

CD36-Proteine sind ubiquitär vorhandene Proteine und werden von zahlreichen Zelltypen synthetisiert. 

Sie gehören als sog. Glycoprotein IV zu den transmembranen Proteinen der Scavenger Rezeptorfamilie 

Klasse B. Verschiedene Termini sind für CD36 bekannt: GP88, GPIIIb, PAS IV, FAT (fatty acid 

translocase)  (Greenwalt et al., 1992). CD36-Proteine besitzen unterschiedlichste Liganden, wie Kollagen 

Typ I oder Thrombospondin, und unterschiedlichste Funktionen, sowohl in der Zelladhäsion, 

Angiogenese, Phagozytose, Inflammation, Entfernung von Apoptosezellen als auch beim Lipidtransfer 

(Tandon et al., 1989; Febbraio et al., 2001; Ibrahimi und Abumrad, 2002).  

 

VCAM (vascular cell adhesion molecule 1; CD106) wird u.a. von Osteoblasten, Endothelzellen und 

aktivierten T-Lymphozyten expremiert. Es ist für die Osteoblastenaktivierung, aber auch für die 

Osteoklastogenese und das Homing der hämatopoetischen Progenitorzellen verantwortlich und spielt 

somit eine entscheidende Rolle beim Entzündungsprozess (Frenette et al., 1998; Tanaka et al., 1995; 

Lapidot und Petit, 2002; Rifas und Cheng, 2003). 
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1.3 PROBLEMSTELLUNG UND ZIELSETZUNG 
 

Bone Morphogenetic Protein-2 besitzt ein osteoinduktives Potential (Katagiri et al., 1994; Harris et al., 

1994; Reddi, 2001; Croteau et al., 1999). Über Typ I und Typ II Serine- / Threonin-Kinase-Rezeptoren 

(BMPR-IA, BMPR-IB, BMPR-II) wird dessen Wirkung initiiert (Rosenzweig et al., 1995; Kawabata et al., 

1995; Ten Dijke et al., 1994a; Macias-Silva et al., 1998; Miyazono et al., 2000). Viele Arbeitsgruppen 

zeigten, dass BMP-2 zur Osteoblastendifferenzierung führt und die Expression früher und später 

Osteoblastenmarker (CBFα1, Kollagen Typ I, alkalische Phosphatase und Osteocalcin) induziert 

(Lecanada et al., 1997; Yamaguchi et al., 2000; Takuwa et al., 1991). Histologische Daten von BMP-2-

behandelten Tieren zeigten eine signifikant höhere Mineralisierung des Frakturkallus (Schmidmaier et al., 

2002a; Gerhart et al., 1993). Außerdem beeinflusst BMP-2 die osteoblastäre Transdifferenzierung von 

fibrogenen, myogenen und adipogenen Zellen in vitro und in vivo (Katagiri et al., 1994; Kessler et al., 

2000; Liebermann et al., 2002).  

 

In der Arbeitsgruppe wurde eine biodegradierbare Beschichtung osteosynthetischer Materialien 

entwickelt. Mit einem sog. „kalten Beschichtungsverfahren“ wurden Implantate mit Poly (D,L-Laktid) 

(PDLLA) und aktiven Wachstumsfaktoren beschichtet. PDLLA diente als Trägersubstanz und ermöglichte 

eine genaue Dosierung und Kombination von aktiven Wachstumsfaktoren sowie deren gleichzeitige oder 

zeitlich versetzte, kontrollierte Freisetzung (Schmidmaier et al. 1999; 2001b). In verschiedenen in vivo 

Studien an der Ratte und am Schwein wurden die Eigenschaften der bioaktiven Beschichtung untersucht. 

Histologische und biomechanische Analysen bestätigten die stimulierende Wirkung der lokal 

freigesetzten Wachstumsfaktoren IGF-I, TGF-ß1 und BMP-2 auf die Frakturheilung, ohne einen 

negativen systemischen oder lokalen Effekt von PDLLA (Schmidmaier et al. 2000; 2003; 2002a; 2002b;  

2001a; 2001b; Raschke et al., 2002). Anhand der in vivo Versuche ist jedoch keine Aussage über die 

Wirkung der Wachstumsfaktoren und des PDLLAs auf einen bestimmten Zelltyp möglich. Bei der 

humanen Osteoblastenzelllinie hFOB 1.19 waren die in vitro Effekte der unbeschichteten und PDLLA-

beschichteten Titanimplantate mit denen der Kontrollgruppe vergleichbar, keine Unterschiede der 

Zellproliferation, metabolischen Aktivität, Differenzierung und Kollagen Typ I Produktion wurden 

detektiert.  

 

Die vorliegende in vitro Studie mit humanen Primärosteoblasten soll Aufschluss geben, wie diese in ihrer 

mRNA-Expression von PDLLA-BMP-2 beeinflusst werden. Genaue Untersuchungen des mRNA-

Expressionsmusters der humanen Primärosteoblasten im Hinblick auf die Osteogenese sowie deren 

Beeinflussung durch die beiden Faktoren PDLLA und BMP-2 sollen mit Hilfe der Mikroarraytechnologie 

weitere Einblicke in die Regulationsmechanismen des Osteoblasten geben. Es wird der Frage 

nachgegangen, wie sich die Expression osteoblastenspezifischer Gene unter dem Einfluss von PDLLA 

und PDLLA-BMP-2 verändert. Welche Gene werden stimuliert und welche gehemmt? Zu welchen 

Versuchszeitpunkten erfolgen die PDLLA- und PDLLA-BMP-2-induzierten Veränderungen und wie lange 

halten diese Beeinflussungen an? Zugleich wird mit dieser Arbeit untersucht, welches Expressionsmuster 

die unbeeinflussten Primärosteoblasten im Laufe des in vitro Versuches und somit während der 
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Osteoblastogenese zeigen. Der Vergleich der unbeeinflussten und der beeinflussten Primärosteoblasten 

soll die Wirkungsweise von PDLLA und PDLLA-BMP-2 näher darstellen und ggf. die positiven in vivo 

Ergebnisse unterstreichen. Denn eine genaue Kenntnis dieser PDLLA-BMP-2-induzierten Vorgänge ist 

notwendig, um durch die Applikation des Wachstumsfaktors zum richtigen Zeitpunkt die Frakturheilung 

und die Störungen des Knochenstoffwechsels optimal zu therapieren.  

 

Ziel des in vitro Versuches ist es, von humanen Primärosteoblasten die Genexpressionsveränderungen 

im Hinblick auf die Osteogenese unter dem Einfluss von PDLLA-BMP-2 zu analysieren. Zu den 

Versuchszeitpunkten Tag 0, 5, 10 und 15 werden die mRNA-Expressionsmuster der humanen 

Primärosteoblasten mit Hilfe der Mikroarraytechnologie nach der Applikation von unbeschichteten, 

PDLLA-beschichteten und PDLLA-BMP-2-beschichteten Titan-Kirschnerdrähten untersucht. Es gilt die 

Hypothese zu untersuchen, dass PDLLA-BMP-2-beschichtete Titan-Kirschner-Drähte die Genexpression 

humaner Primärosteoblasten in vitro stimulieren. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 
 
2.1 MATERIAL 
 
2.1.1 Geräte, Software 
 

 CO2-Inkubator                  Fa. Heraeus® KendroLab. Prod. GmbH, Hanau,D 

 Lichtmikroskop Axioskop 2 plus // Axiovert 200   Fa. Carl Zeiss Mikroskopie, Jena, D 

 Digitalkamera Coolpix 990          Fa. Nikon GmbH, Düsseldorf, D 

 Laminar-Flow-bank HERAsafe®                  Fa. Heraeus® KendroLab. Prod. GmbH, Hanau,D  

 Zentrifuge ROTANTA / P                                     Fa. A. Hettich GmbH&CoKG, Tuttlingen, D 

 Minispin-Zentrifuge           Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, D  

 Zentrifuge für PCR-Tubes          Fa. Neo Lab®, Heidelberg, D 

 Autoclav Varioklav®          Fa. H+P LabortechnikGmbH, Oberschleißheim, D 

 Präzisionsfeinwaage, Typ 370-13         Fa. Kern Gottlieb&Sohn GmbH, Albstadt, D 

 Vortex-Gerät Reax Control          Fa. Heidolph Elektro GmbH&CoKG, Keilheim, D 

 Speed Vac Plus Savant®          Fa. Life Sciences International, Frankfurt, D 

 Wasserbad WB/WO 7-45          Fa. Memmert GmbH & Co KG, Schwabach, D 

 Vakuumpumpe            Forschungswerkstatt, Charité-Virchow, D 

 Hämocytometer, Neubauer Optik         Fa. Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, D 

 Hybridisierungsofen          Fa. Heraeus® KendroLab. Prod. GmbH, Hanau,D 

 Hybridisierungszylinder          Fa. Biometra GmbH, Göttingen, D 

 Thermocycler, Mastercycler          Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, D  

 Pipettierhilfe, akkubetrieben          Fa. Hirschmann® Laborgeräte, Eberstadt, D 

 Variable Pipettierhilfe          Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, D 

 Regulierbare 8-Kanal-Multipipette          Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, D 

 Quarzglas-Küvette, 105.202 QS         Fa. Hellma Optik GmbH, Jena, D 

 Spectral Photomter Gene Quant II (01-04/94)     Fa. Pharmacia Biotech, Cambridge, GB 

 Mikrotiterplatten-Enzymimmunoassayreader      Fa. BIO RAD Laboratories GmbH, München, D 

 Immuno Wash Microplatewasher (Model 1575)  Fa. BIO RAD Laboratories GmbH, München, D 

 Röntgenkassette Dupont Quanta Detail (Cronex)Fa. Du Pont Building, Bad Homburg, D 

 Röntgenfolien Hyperfilm™ ECL™         Fa. Amersham Pharmciabiotech,    

(High performance chemiluminescence film)       Buckinghamshire,GB 

 Röntgenentwicklungsgerät Protec 45 compact   Fa. Protect-Gerätebau GmbH, Obere Ölmühle, D 

 Scanner Plustek, Optic Plus ST48         Fa. Plustek Technology GmbH, Norderstedt, D 

 GEArrayAnalyzer, Version 1.3                             Fa. SuperArray Bioscience Corp., Frederick, USA 

 ACDSee™            Fa. ACDSee, Miami, USA 

 Digital Imaging System, Image Quant 5.2        Fa. Panasonic, Wiesbaden, D 

 Microplate Manager™ PC (Version 5.2 ©1996)  Fa. BIO RAD Laboratories GmbH, München, D 

 Plastikschweißgerät          Fa. Hit® Company, D 
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2.1.2  Verbrauchsmaterialien 
 

 Einmal-Spritzen (5,0 ml)          Fa. B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D 

 Einmal-Sterilfilter; 0,2 µm LM-fest         Fa. Sartorius AG, Göttingen, D 

 gelbe Einmal-Kanülen          Fa. B. Braun Melsungen AG, Melsungen, D 

 Gewebekulturflaschen (25 cm², 75 cm², 150 cm²)  Fa. Biosciences, Bedford, USA 

 6-, 12-, 24-, 96-Wellplatten          Fa. Falcon Becton Dickinson&Company, NJ, USA 

 Mikrotiterplatten / 96-Wellplatten         Fa. Nalge Nunc International, Wiesbaden, D 

 Falcontubes (15 ml; 50 ml)          Fa. Falcon Becton Dickinson&Company, NJ, USA 

 Eppendorfreaktionsgefäße 1,5 ml und 2,0 ml      Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, D 

 Cryoröhrchen 1,8 ml Nalgene® Cryoware™        Fa. Nalge Company, Rochester, NY, USA 

 Micro-PCR-Tubes (0,2 ml)          Fa. Biozym Scientific GmbH, Hess.Oldendorf, D 

 Combitips plus 0,5 ml; 1,0 ml         Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, D  

 Einmal-Pipetten, steril verpackt, (1;2;5;10;25ml) Fa. Falcon Becton Dickinson&Company, NJ, USA 

 Pipettenspitzen (1-5 ml; 100-1000 µl;10-100 µl;  Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, D 

50-200 µl; 2-20 µl; 0,2-10 µl; 0,1-2,5 µl) 

 Pipettenspitzen Filter Tips 10E         Fa. Greiner Bio-one GmbH, Kremsmünster, A 

 Pasteurpipetten           Fa. Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe, D 

 Nunc Tissue Culture Inserts (Porengr. 0,4 µm)   Fa. NUNC™ Brand Products, Naperville, USA 

 Titan-Kirschner-Drähte          Fa. Synthes, AO/ASIF, AG Chur, CH 

 Universalindikator (pH 0-14)           Fa. Merck, Darmstadt, D 

 Satin Plus® Einmalhandschuhe         Fa. Safeskin GmbH, Neufahrn, D 

 fusselfreies Filterpapier Kimwipes-Lite        Fa. Safeskin GmbH, Neufahrn, D          

 Klarsichtfolie 

 

 

2.1.3 Chemikalien 
 

 Kollagenase II           Fa. Seromed Biochrom AG, Berlin, D     

 DEPC (Diethylpyrocarbonat)         Fa. Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Taufkirchen, D  

 Ethanol 70%; 80% und 96%-100%         Fa. Merck, KgaA, Darmstadt, D 

 Fötales Kälberserum (FBS) 50ml/500ml(S0115) Fa. Seromed Biochrom AG, Berlin, D 

 20%-ige (D-)Glucoselösung          Fa. Merck, KgaA, Darmstadt, D    

 DMSO (Dimethylsulfoxide)          Fa. Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Taufkirchen, D  

 MEM-Earle            Fa. Seromed Biochrom AG, Berlin, D  

 HAM’s F12            Fa. Seromed Biochrom AG, Berlin, D 

 DMEM (Dulbecco’s MEM)          Fa. Seromed Biochrom AG, Berlin, D 

 DULBECCO PBS w/o (Phosphat Buffered Saline) Fa. Seromed Biochrom AG, Berlin, D 

ohne Mg 2+, Ca 2+    

 Penicillin- / Streptomycin-Lösung         Fa. Seromed Biochrom AG, Berlin, D 
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 ß-Glycerophosphat           Fa. Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Taufkirchen, D 

 L-Ascorbat-2-Phosphat          Fa. Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Taufkirchen, D 

 Trypsinlösg. 2,5% w/v, in PBS w/o (Ca2+, Mg2+-frei) Fa. Seromed Biochrom AG, Berlin, D  

 EDTA-Lösung (0,5 M)          Fa. Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island,  

                                N.Y., USA  

 Trypanblaulösung T6146          Fa. Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Taufkirchen, D 

 isotone Natrium-Chloridlösung 0,9%        Fa. Merck, KgaA, Darmstadt, D 

 Methanol             Fa. Merck, KgaA, Darmstadt, D 

 3% Silbernitrat           Fa. Merck, KgaA, Darmstadt, D 

 5% Natriumthiosulfat          Fa. Merck, KgaA, Darmstadt, D 

 Pikro-Fuchsin 2E 050           Fa. Chroma®Waldeck GmbH&CoKG, Münster, D 

 0,9 g Trizma Base           Fa. Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Taufkirchen, D 

 6,6 g Trizma Hydrochlorid          Fa. Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Taufkirchen, D 

 NaOH            Fa. Merck, KgaA, Darmstadt, D 

 HCl             Fa. Merck, KgaA, Darmstadt, D 

 25 ml 0,1 M Acetat-Puffer (pH 9,4)         Fa. Dr.K.Hollborn&Söhne, Leipzig, D 

 25 mg Echtblausalz           Fa. Chroma®Waldeck GmbH&CoKG, Münster, D 

 12,5 mg Naphtol-AS-MX-Phosphat         Fa. Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Taufkirchen, D 

 ß-Mercaptoethanol           Fa. Merck KgaA, Darmstadt, D 

 Albumin-Standard (BSA 2,0 mg/ml)         Fa. Pierce; Perbio Sience GmbH, Bonn, D 

 RLT-Puffer für den RNeasy Mini Kit         Fa. Qiagen, Hilden, D 

 Poly (D,L-Laktid)           Fa. Boehringer IngelheimPharmaGmbH&CoKG,D 

 rekombinantes-humanes BMP-2          Fa. Osteogenetics GmbH, Würzburg, D 

 

     

2.1.4 Kits und Mikroarray-Reagenzien 
 

 RNeasy Mini Kit (Cat. No. 74104)         Fa. Qiagen, Hilden, D 

 GEArrayTM  Q Series KIT for non-radioactive       Fa. SuperArray Bioscience Corp., Frederick, USA 

(chemiluminescent) Detection,  

Human Osteogenesis Gene Array    

 Desoxyribonuclease I (DNase I), Ampl. Grade    Fa. Life Technologies, Grand Island, N.Y., USA  

 MMLV (Reverse Transcriptase) (200 U/ml)         Fa. Promega GmbH, Mannheim, D 

 RNase Inhibitor (40 U/ml) Cat.No.N2511        Fa. Promega GmbH, Mannheim, D  

 DTT (1 M) (Dithiothreitol)          Fa. Sigma-Aldrich, Chemie GmbH, Taufkirchen, D     

 dNTP Mix (5 mM dATP, 5 mM dGTP,                  Fa. Promega GmbH, Mannheim, D 

5 mM dCTP, 500 µM dTTP) 

 Sheared salmon sperm DNA          Fa. Life Technologies, Grand Island, N.Y., USA  

 Non-radioactive Biotin-16-dUTP (1 mM)        Fa. Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, D 
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2.1.5  Lösungen, Medien, Puffer 
 

Primärosteoblastenmedium: 

Zu MEM-Earl und HAM’s F12 (1:1) wurden 10%-iges hitzeinaktiviertes FBS (Fötales Bovines Serum),  ß-

Glycerophosphat (0,05 mM) und L-Ascorbat-2-Phosphat (0,05 mM) beigemengt. Zusätzlich wurden 

Antibiotika Penicillin / Streptomycin (100 U/ml und 10.000 E / 10.000 µg/nl) in einer 1:100 Verdünnung 

zugegeben.  

 

RNAse freies Wasser:  

Zur Herstellung von RNase-freiem Wasser inkubierten Aqua Dest mit 0,1% DEPC (Diethylpyrocarbonat) 

über Nacht bei Raumtemperatur. Danach musste der Ansatz 3x autoklaviert werden, um Spuren von 

DEPC zu zersetzen.  

 

Puffer-BN für Mikroarray:   

Der Puffer-BN wurde für den RT-Cocktail (Mikroarray) aus 50 µl 10X RT-Puffer, 1 µl DTT (1M) und 50 µl 

dNTP-Mix hergestellt. Die Lagerung erfolgte bei –20°C. Im GEArrayTM  Q Series KIT for non-radioactive 

(chemiluminescent) Detection von Fa. SuperArray Bioscience Corp. (Frederick, USA) war der 10X RT-

Puffer inbegriffen. Für den dNTP-Mix wurden in 84,5 µl deionisiertem Wasser jeweils 5 µl dATP (100 

mM), dCTP (100 mM), dGTP (100 mM) und 0,5 µl dTTP (100 mM) gegeben. DTT (Dithiothreitol) ist ein 

Reagenzium, welches Disulfidbindungen von Enzymen und anderen Proteinen reduziert und Monothiole 

in ihrem reduzierten Zustand erhält.  

 

TRIZ-Puffer 

In 1 l DEPC-Wasser wurden 8,78 g NaCl, 0,9 g Trizma Base und 6,6 g Trizma Hydrochlorid gegeben. Ein 

pH-Wert von 9,4 bzw. von 7,4 wurde mit NaOH bzw. HCl eingestellt.  

 

20X SSC-Lösung:  

175,3 g NaCl und 88,2 g Na3Citrat·2H2O wurden in 900 ml destH2O gelöst. Mit HCl (1M) wurde ein pH 

von 7,0 eingestellt und mit destilliertem H2O auf 1000 ml aufgefüllt.  

 

20% SDS-Lösung: 

200 g SDS wurde mit H2O auf 1000 ml aufgefüllt. Um das SDS zu lösen, wurde es auf 65°C erhitzt. 

 

Waschlösung I und II für Mikroarray: 

Für 10 ml Waschlösung I wurden 1 ml SSC und 0,5 ml SDS in 8,5 ml deionisiertes Wasser gegeben. 

Für 10 ml Waschlösung II wurden 0,05 ml SSC und 0,25 ml SDS in 9,7 ml deionisiertes Wasser gegeben. 
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2.2   METHODEN 
 
2.2.1   Die Isolierung und Kultivierung humaner Primärosteoblasten 
   
Die Primärzellen wurden im Rahmen einer Operation (Knie-TEP und Hüft-TEP) von normalerweise zu 

verwerfenden Gewebe gewonnen (Spender: weiblich, Geburtsjahr: 1916, keine Anzeichen oder 

Symptome einer Knochen- oder Autoimmunkrankheit). Dabei wurde keine zusätzliche Materialentnahme 

benötigt und es entstanden für den Patienten keine zusätzlichen Schmerzen oder längere OP-Zeiten. Die 

Entnahme wurde von der zuständigen Ethikkomission genehmigt (Nr.: 193/2002). 

 

Modifiziert nach Freschney (1990a) wurde das Knochengewebe fein zerkleinert. Fettgewebe und 

nekrotisches Gewebe wurden grob entfernt, wobei darauf geachtet wurde, die Schädigung des 

Knochengewebes so gering wie möglich zu halten. Es folgten Waschvorgänge mit PBS, um Fettgewebe 

und Erythrozyten zu entfernen. Die Knochengewebsstückchen wurden mit Kollagenase II (0,7 g/ml; 170 

U/mg) für 1 Stunde bei 37°C vorbehandelt. Nach Zentrifugation (600xg, 10 min) wurde die Kollagenase II 

von der dispergierten Zellsuspension entfernt, das Zellsediment mit Medium resuspendiert und in 

geeigneten Zellkulturflaschen ausgesät.  

 

Die isolierten primären Zellen wurden in Zellkulturschalen unter Zellkulturbedingungen (95% 

Luftfeuchtigkeit; 5% CO2 gesättigt; 37°C) und mit Medium für Primärosteoblasten kultiviert. Auf die 

Zugabe von Hormonen wurde verzichtet, um den Einfluss von Wachstumsfaktoren in einem 

Versuchsansatz besser überprüfen zu können. Die Zelldichte wurde dabei so gewählt, dass die Zellen 

wenig Zell-Zell-Kontakte besaßen (104 Zellen pro cm²). Dieses semikonfluente Wachstum ermöglichte die 

Proliferation. Die Zellzahl, Vitalität und Morphologie wurden regelmäßig überprüft. Der Medienwechsel 

erfolgte alle 2 - 3 Tage, wobei in der ersten Woche nur die Hälfte des Mediums ersetzt wurde, um die 

Adhäsion der Primärosteoblasten zu ermöglichen. Blieb ihre Vitalität über einen längeren Zeitraum 

erhalten, wurden sie kryokonserviert. Alle Lösungen und Medien wurden bei 37°C eingesetzt. 

 

 

2.2.2 Der Stimulationsversuch 
 

Die Kultivierung der primären osteoblastenartigen Zellen erfolgte in 24-Well-Kulturschalen. In einem 15-

Tageversuch wurden vier Versuchsgruppen mit je fünf Wells untersucht. Zwei Wells dienten der RNA-

Isolierung und drei Wells der Zellzahlbestimmung. Die Zelldichte betrug zum Zeitpunkt der Aussaat 1x105 

Zellen / Well (konfluente Aussaat). Es folgte eine Adaptationsphase, in welcher die Zellen die Glycocalyx 

wieder aufbauten und sich an der Unterlage lagerten, das Zytoskelett reorganisierten und Enzyme und 

Strukturproteine synthetisierten (Freschney, 1990b). Das Prinzip der Kontakthemmung, erstmals 

beschrieben von Abercombie und Heaysman (1954), sorgte für das Erlöschen der proliferativen Aktivität, 

die Differenzierung wurde induziert und die Zellen konnten Zellmatrix bilden. Drei Tage nach Start der 

Kultur erfolgte die Applikation der Titan-Kirschner-Drähte mit Hilfe von Nunc Tissue Culture Membranen, 
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wie in Abbildung 2.1 dargestellt. Die Drähte waren unbeschichtet, mit Poly (D,L-Laktid) (PDLLA) 

beschichtet oder mit  PDLLA inkorporierten BMP-2 (5% w/w; 25 µg bei einer Gesamtlänge von 1,4 cm) 

beschichtet. Die Membranen besaßen eine Porengröße von 0,4 µm. Somit blieben die Drähte vom 

Zellmonolayer abgegrenzt und die Zellen konnten nicht das Implantat bewachsen, die Lösungskinetik 

beeinflussen und wurden keinen Scherwirkungen ausgesetzt. 

 

 

Abb. 2.1: Der Versuchsaufbau 

 

Tabelle 2.1: Die Versuchsgruppen 

Kontrollgruppe   Tissue Culture Membran ohne Drähte 

Titangruppe   Tissue Culture Membran mit Titan-Kirschner-Drähten 

PDLLA-Gruppe  Tissue Culture Membran mit PDLLA-beschichteten Titan-Kirschner-Drähten 

PDLLA-BMP-2-Gr.  Tissue Culture Membran mit PDLLA-BMP-2-beschichtetenTitan-Kirschner-Drähten 

 

Die Zellen inkubierten unter Zellkulturbedingungen im Brutschrank (5% CO2, 95% Luftfeuchtigkeit und 

37°C). Die Analysen erfolgten zu den Zeitpunkten Tag 0, 5, 10 und 15 nach Applikation der Titan-

Kirschner-Drähte. Die Mediumentnahme und der Mediumwechsel wurden täglich zu einem Drittel 

vorgenommen. Es wurde nicht das gesamte Mediumvolumen (1,34 ml) des jeweiligen Wells gewechselt, 

damit das BMP-2 und die von den Zellen produzierten Proteinmengen nicht zu stark verdünnt wurden.  

 

 
2.2.3 Die RNA - Isolierung 
 

Die Isolierung der RNA erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit von Quiagen an den Versuchstagen 0, 5, 10 

und 15. Es wurde nach dem Protokoll „RNeasy Mini Protocols for Isolation of Total RNA from Animal 

Cells“ aus dem RNeasy Mini Handbook (Third Edition, Juni 2001; S. 30-35) gearbeitet. Bei diesem Kit 

wurde durch ein spezielles Salz-Puffer-System (RLT-Puffer) die Hydrathülle der RNA entzogen. Nach 

Angaben des Herstellers enthielt dieser verwendete RLT-Puffer Guanidin-Isothiocyanate (GITC), welche 

RNasen inaktivierte. Die RNA-Moleküle lagerten sich dann an die OH-Gruppen einer Silikat-Membran. Es 

folgten Waschvorgänge, bei denen die restlichen ungebundenen Bestandteile entfernt wurden. Zum 

Schluss konnte mit Hilfe von RNase-freiem Wasser die RNA eluiert werden.  

 

Titan-Kirschner-Draht

Nunc Tissue Culture 
Membran  

humane 
Primärosteoblasten 
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2.2.4 Die Bestimmung der RNA-Konzentration 
 

Am Spektralphotometer erfolgten die Quantifizierung und die Bestimmung der Reinheit der isolierten 

RNA. Es wurde eine Dreifachbestimmung der gleichen Probe durchgeführt. Die RNA-Lösung wurde mit 

TRIZ-Puffer 1:40 verdünnt und gut durchgemischt. Das Minimalvolumen für eine Messung betrug 80 µl. 

Als Referenzwert dienten 80 µl TRIZ-Puffer. Das Absorptionsmaximum für Nukleinsäuren wurde bei einer 

optischen Dichte (OD) von  260 nm und das für Proteine bei einer OD von 280 nm angenommen. Der 

OD-Wert von 260 nm wurde für die Quantifizierung der RNA herangezogen. Die Reinheit ergab sich aus 

dem Verhältnis der OD-Werte von 260 nm zu 280 nm und sollte zwischen 1,7 und 2,0 liegen. 

 

 

2.2.5 Die DNase I – Behandlung  
 

Für die qualitativen und quantitativen Untersuchungen der Genexpression war es wichtig, dass die 

verwendete RNA keine DNA-Kontamination enthielt, da diese zu falsch-positiven Ergebnissen führen 

würde. Die DNase I –Behandlung erfolgte mit Desoxyribonuclease I (DNase I), Amplification Grade der 

Firma Life Technologies, Invitrogen, nach Herstellerangaben, wobei die einzel- und doppelsträngigen 

DNAs in Oligo-Desoxyribonukleotide gespalten wurden. Die verwendeten Puffer, die deaktivierten 

DNasen und das EDTA verblieben in der Lösung zusammen mit der RNA und wurden damit Bestandteile 

der nachfolgenden Untersuchungen. Laut Herstellerangaben sollen diese Bestandteile die RNA-Reinheit 

nicht beeinträchtigen. 

 

 
2.2.6 Die Lyophilisierung 

 

Bei der Lyophilisierung erfolgte die Konservierung labiler biologischer Substanzen durch Einfrieren und 

anschließender Entwässerung unter Hochvakuumbedingungen. Die Voraussetzung für das 

Mikroarrayverfahren war eine RNA-Menge von 1,5 µg in maximal 9 µl RNase-freiem Wasser.  

 

 
2.2.7 Die Mikroarraytechnologie zur Analyse der Genexpressionen 
 

Der verwendete Mikroarray, GEArray™ Q Series (Superarray Inc., USA), war speziell für humane Gene 

der Osteogenese ausgelegt. An den Versuchstagen 0, 5, 10 und 15 wurden mit Hilfe der 

Mikroarraytechnologie die Genexpressionen qualitativ untersucht. Die Durchführung der Mikroarrays von 

den jeweiligen Gruppen eines Versuchstages erfolgte gleichzeitig. Für den Tag 10 der PDLLA-BMP-2-

Gruppe wurde ein zweiter Array ausgerichtet um die Reproduzierbarkeit der Methode zu evaluieren. 
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2.2.7.1  Das Prinzip der Mikroarraytechnologie 
 
Beim Mikroarrayverfahren wurden die extrahierten mRNA-Moleküle mit einer Reversen Transkriptase in 

eine komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben. Mit Hilfe einer linearen Polymerase-Reaktion (LPR) 

erfolgte deren Amplifizierung. Im Gegensatz zur Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden bei der LPR 

nur forward-Primer benutzt. In jedem Zyklus wurde nur der Strang der „originalen cDNA“ als Schablone 

(Template) genutzt und repliziert. Während eines Hybridisierungsprozesses fanden komplementäre 

Basenpaarungen statt, dazu band die cDNA an komplementären DNA-Sonden, welche auf einer Nylon-

Trägermembran befestigt waren. Die DNA-Sonden entsprachen den humanen Genen der Osteogenese. 

Es folgten Waschvorgänge und die Markierung der gebundenen DNA-Stränge. Über chemilumineszente 

Darstellung konnten die Gene dann durch ein Röntgenbild analysiert werden. Das Prinzip des 

Mikroarrayverfahrens wird in Abbildung 2.2 verdeutlicht. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2.2: Das Prinzip des Mikroarrayverfahrens 

[übernommen vom User Manual GEArray™ Q and S Series Kits; Superarray Bioscience Corp. USA; 

Version 7.1]  

 
Mit jeder GEArray™ Q Series Membran konnten 96 humane Gene der Osteogenese analysiert werden. 

Zusätzlichen waren die Membranen mit drei Negativkontrollen (pUC 18 DNA), drei Blanks und zehn 

Housekeepinggenen, wie ß-Actin, Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase (GAPDH), Cyclophilin A 

und dem ribosomalen Protein L13a, versehen. Housekeepinggene (HKGs) sind Gene, die in jeder 

Körperzelle konstant expremiert werden und für universelle Proteine kodieren, welche der 

Aufrechterhaltung des Stoffwechsels dienen, für Proteine des Zytoskletts, für ribosomale RNA oder 

Histone stehen. Sie dienten als Vergleichswert bei der Auswertung verändert expremierter Gene.  
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2.2.7.2  Die Mikroarraymethode 
 

a) Die cDNA-Synthese mit Biotin-16-dUTP 
 

Die Reverse-Transkriptase-Reaktion (RT-Reaktion) 

 

Die Herstellung der cDNA lief nach folgendem Schema ab:  

Ein kurzes Thymin-Oligonukleotid (Primer), das zum Poly(A)-Schwanz am 3’Ende der mRNA 

komplementär war, wurde zunächst an die mRNA hybridisiert. Dieses Oligonukleotid fungierte als 

Ausgangssequenz für die Reverse Transkriptase. Die Reverse Transkriptase, eine RNA-abhängige 

DNA-Polymerase, kopierte dann die mRNA in eine komplementäre DNA-Kette (cDNA).  

 

Zur Vorbereitung des Annealing-Mixes wurde benötigt:  

Tabelle 2.2: Die Zusammensetzung des Annealing-Mixes   

 Gesamt-RNA 1,5 µg 

 Puffer P 1 µl 

 RNase-freies Wasser zum Auffüllen auf 10 µl 

 

• Die Reagenzien wurden in ein steriles PCR-Röhrchen gegeben, gut mit der Pipette gemischt und 

kurz zentrifugiert.  

• Der Annealing-Mix wurde für 3 Minuten im Thermocycler auf 70°C erhitzt. 

• Danach wurde der Mix für 10 Minuten auf 37°C warm gehalten. 

 

Für den RT-Cocktail eines Mikroarrays wurde benötigt:  

Tabelle 2.3: Die Zusammensetzung des RT-Cocktails   

  1 Array 2 Arrays 4 Arrays

 Puffer BN  4 µl 8 µl 16 µl 

 RNase-freies Wasser 4 µl 8 µl 16 µl 

 RNase Inhibitor (RI) 1 µl 2 µl 4 µl 

 Reverse Transkriptase (MMLV) 1 µl 2 µl 4 µl 

 Endvolumen 10 µl 20 µl 40 µl 

 

• Der RT-Cocktail wurde für 1 Minute im Thermocycler auf 37°C erwärmt. 

• Für jeden Array wurden 10 µl des RT-Cocktails zu 10 µl des Annealing-Mix gegeben. Mit der 

Pipette wurde gut gemischt, dann kurz zentrifugiert.  

• Das RT-Reaktionsgemisch inkubierte 25 Minuten bei 37°C im Thermocycler.   

• Danach wurde der Mix für 5 Minuten auf 85°C erwärmt, um die Hydrolyse der RNA zu 

ermöglichen und die Reverse Transkriptase zu inaktivieren. Das Produkt der RT-Reaktion wurde 

bis zum nächsten Schritt auf Eis gestellt. 
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Die Lineare Polymerase Reaktion (LPR)  

 

Zunächst wurden die vorliegenden einzelsträngigen cDNAs von der DNA-Polymerase in 

doppelsträngige cDNAs kopiert. Die Anzahl der Zyklen betrug 30 bei allen durchgeführten 

Mikroarrays.  

Die Lineare Polymerase Reaktion wurde über Temperaturführung gesteuert. Jeder Reaktionszyklus 

begann mit einem kurzen Erhitzen, um die beiden Stränge der DNA zu trennen. Nach der Trennung 

wurde die DNA in Gegenwart von forward-Primern abgekühlt. Dabei lagerten sich diese an 

komplementären Sequenzen der „originalen cDNA“. Ausgehend von den Primern erfolgte die DNA-

Synthese mit Hilfe der DNA-Polymerase und den vier Desoxyribonukleosidtriphosphaten. In jedem 

Zyklus wurde nur der Strang der „originalen cDNA“ als Schablone genutzt und repliziert. Die 

neusynthetisierte Menge nahm mit zunehmender Zykluszahl linear zu. Die cDNA-Proben wurden mit 

Biotin-16-dUTP markiert. 

 

Zur Vorbereitung des LPR-Cocktails wurden in einem sterilen PCR-Röhrchen gemischt: 

Tabelle 2.4: Die Zusammensetzung des LPR-Cocktails 

  1 Array 2 Arrays 4 Arrays

 Puffer L 18 µl 36 µl 72 µl 

 Puffer AF 9 µl 18 µl 36 µl 

 Biotin-16-dUTP 2 µl 4 µ 8 µl 

 DNA Polymerase (LE) 1 µl 2 µl 4 µl 

 Endvolumen 30 µl 60 µl 120 µl 

 

• Dieser Cocktail wurde gut mit der Pipette gemischt und kurz zentrifugiert. 

• Für jeden Array wurden 30 µl des LPR-Cocktails zu jedem RT-Reaktionsprodukt beigemengt, gut 

gemischt und kurz zentrifugiert.  

• Für die Lineare Polymerase Reaktion wurde der Thermocycler programmiert:   

   85°C für 5 Minuten 

   30 Zyklen: 85°C, 1 Minute; 50°C, 1 Minute; 72°C, 1 Minute  

und zum Schluss einmalig nochmals 72°C für 5 Minuten.  

• Danach musste die Lineare Polymerase Reaktion sofort mit 5 µl Puffer C pro Tube gestoppt und 

auf Eis gestellt werden. 

• Die cDNA wurde für 2 Minuten im Thermocycler bei 94°C denaturiert.  

• Danach wurden die Proben sofort auf Eis gestellt oder bei –80°C lagert, sie waren für die 

Hybridisierung vorbereitet. 
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b) Die Hybridisierungen 
 

Die Bildung eines Duplexmoleküls aus zwei komplementären Nukleinsäuresträngen wird als 

Hybridisierung bezeichnet (Mikosch, 1999). Die Hybridisierung ist demnach das Resultat der 

Wiederherstellung komplementärer Wasserstoffbrückenbindungen. 

Auf einer Nylonträgermembran befanden sich die humanen DNA-Sonden der osteogenesespezifischen 

Gene. Um unspezifische Bindungen der Target-Gen-DNA (cDNA) zu verhindern, wurde die 

Nylonträgermembran mit Lachssperma-DNA beschichtet. In einem Prehybridisierungsprozess wurde die 

Lachssperma-DNA zunächst hitzedenaturiert und dann auf der Nylonträgermembran fixiert. Die 

immobilisierten Moleküle wurden anschliessend mit der cDNA-Probe hybridisiert. Die Target-Gen-DNA 

band ausschließlich an die spezifischen Sonden des Arrays. Nicht gebundene und nicht hybridisierte 

Moleküle wurden durch Waschschritte entfernt. 

 

Die Prehybridisierung: 

 
• Die GEAhyb-Hybridisierungslösung wurde auf 60°C im Hybridisierungsofen erwärmt. Dabei 

wurde die Flasche mehrmals gewendet, um eine komplette Lösung der Komponenten zu 

ermöglichen. 

• 30 µl Lachssperma-DNA pro Array wurde für 5 Minuten bei 100°C im Thermocycler denaturiert 

und anschliessend auf Eis gelagert. 

• Die Nylonträgermembran, die sich in einem Hybridisierungsröhrchen befand, wurde mit 5 ml 

deionisiertem Wasser befeuchtet, während GEAprehyb-Lösung vorbereitet wurde. 

• Für jeden Array wurden die 30 µl hitzedenaturierte Lachssperma-DNA in 3 ml vorgewärmte 

GEAhyb-Lösung gegeben. Die Endkonzentration der GEAprehyb-Lösung betrug 100 µg/ml.  

• Diese GEAprehyb-Lösung wurde bis zu ihrem Gebrauch im Hybridisierungsofen auf 60°C warm 

gehalten. 

• Das deionisierte Wasser wurde aus den Hybridisierungsröhrchen entfernt.  

• 2 ml der GEAprehyb-Lösung wurden in ein Hybridisierungsröhrchen mit Nylonträgermembran 

gefüllt und für ein paar Sekunden vorsichtig geschüttelt.  

• Die Röhrchen wurden in den Hybridisierungszylinder gegeben. Für 1 bis 2 Stunden erfolgten 

dann die Prehybridisierungen im Hybridisierungsofen bei 60°C mit einer Umdrehung von 5 bis 10 

rpm. 

 

Die Hybridisierung: 

 
• 0,75 ml vorgewärmte GEAprehyb-Lösung wurden für jeden Array in ein steriles Eppendorfgefäß 

vorgelegt. Dazu wurde die gesamte cDNA eines jeden Arrays gegeben, gut gemischt und bei 

60°C im Hybridisierungsofen warm gehalten. 

• Die GEAprehyb-Lösung wurde aus den Hybridisierungsröhrchen verworfen.  
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• Das gesamte Volumen der GEAhyb-Lösung (mit dem beinhalteten Untersuchungsmaterial) 

wurde in das jeweilige Hybridisierungsröhrchen gegeben.  

• Im Hybridisierungsofen erfolgte über Nacht die Hybridisierung bei 60°C mit einer Umdrehung von 

5 bis 10 rpm. 

 

Die Waschvorgänge: 

 
• Die Membranen wurden je zweimal in ihrem Hybridisierungsröhrchen mit 5 ml Waschlösung I und 

danach mit 5 ml Waschlösung II gewaschen. Jeder Waschschritt wurde 15 Minuten lang, bei 

60°C und einer Umdrehung von 20-30 rpm durchgeführt. 

 

 

c) Die chemilumineszente Darstellung 
 

Die Detektion der Biotin-16-dUTP markierten Nukleotide erfolgte mit Streptavidin. Streptavidin war mit 

dem Enzym Alkalische Phosphatase konjugiert. Das Substrat bestand aus dem chemilumineszenten 

Substrat CDP-Star. Die Aktivität der alkalischen Phosphatase bewirkte die Abspaltung einer 

Phosphatgruppe vom Substrat. Dabei wurde Licht emittiert, was auf Röntgenfilmen detektiert wurde. Alle 

Schritte erfolgten bei Raumtemperatur. Die GEA-blocking-Solution Q und der 5X Puffer F wurden vor 

Gebrauch kurz im Wasserbad auf 37°C erwärmt und mehrmals gewendet. 

 

Das Stoppen der Reaktion 

 

• Nach dem letzten Waschschritt wurden 2 ml GEA-blocking-Solution Q in das 

Hybridisierungsröhrchen gegeben. Die Inkubation erfolgte 40 Minuten lang, bei einer Umdrehung 

von 20-30 rpm.  

 

Die Bindung des Alkalische Phophatase-konjugierten Streptavidins 

 

• Es wurde der 1X Puffer F vorbereitet: Dazu wurden in ein Falcon Tube 40 ml deionisiertes 

Wasser und 10 ml 5X Puffer F gefüllt.  

• Für den Bindungspuffer wurde in einem zweiten Falcon Tube die Alkalische Phosphatase 1:7500 

in 1X Puffer F verdünnt.  

• Die GEA-blocking-Solution Q wurde aus dem Hybridisierungsröhrchen verworfen und 2 ml des 

Bindungspuffers wurden hinein gefüllt. Die Inkubation erfolgt für 10 Minuten, bei einer 

Umdrehung von 5-10 rpm.  
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Der Waschvorgang 

 

• Jede Membran wurde viermal mit 4 ml 1X Puffer F für 5 Minuten mit geringer Umdrehung 

gewaschen.  

• Danach erfolgte zweimal eine kurzzeitige Einwirkung von 3 ml Puffer G. Die Röhrchen wurden 

dabei langsam gewendet.  

 

Die Detektion 

     

• 1 ml CDP-Star Chemilumineszenz-Substrat wurde in das Hybridisierungsrörchen gegeben. Unter 

vorsichtigem Umwenden des Rörchens inkubierte das Substrat bei Raumtemperatur für 2 bis 5 

Minuten. Hierbei war es besonders wichtig, dass die Membran gleichmäßig mit dem Substrat 

bedeckt und für jeden Array das gleiche Zeitintervall gewählt wurde. Nur so konnte eine 

gleichmäßige Detektion der Gene gewährleistet werden.  

• Das Substrat wurde danach verworfen. Mit Handschuhen und einer sterilen Pinzette wurde die 

Membran aus dem Röhrchen genommen und mit fusselfreiem Filterpapier abgetupft. Die 

Membranen wurden faltenfrei zwischen zwei Klarsichtfolien gelegt. Mit einem Folienschweißgerät 

wurden die Folienkanten zu geschweißt.  

• Im Dunkeln inkubierten die Mikroarrays dann 2 bis 4 Stunden.  
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2.2.8  Die Datenverarbeitung und die Auswertung der Mikroarrays 
 

Die Nylonträgermembran war 3,8 x 4,8 cm groß. Auf der blanken Arrayseite waren die Gene gebunden. 

Sie zeigte zum Detektor, der Röntgenfolie. Je nach Qualität des Röntgenbildes verblieben die Folien 10-

30 Sekunden in der Röntgenkassette. Es folgte die Entwicklung. Das Röntgenbild wurde eingescannt. Mit 

Hilfe des ACDSee-Programms wurde eine erste Bildbearbeitung zur optimalen Intensitäts-, Helligkeits-, 

Kontrasteinstellung vorgenommen. Mit dem Image Quant 5.2-Programm wurden die unterschiedlichen 

Grauintensitäten analysiert. Abbildung 2.3 zeigt ein beispielhaftes Rötgenbild der Nylonträgermembran 

und Abbildung 2.4 das Vorgehen bei der Auswertung des Röntgenbildes. 

 

 

Abb. 2.3: Ein Röntgenbild einer Mikroarray- Abb. 2.4: Die Auswertung eines Mikroarrays 

Nylonträgermembran [übernommen von   [übernommen von GEArray; Superarray Inc. 

GEArray; Superarray Inc. USA]    USA] 

 

 
a) Die Hintergrundkorrektur 
 

Die chemilumineszente Substanz wurde bei allen durchgeführten Arrays mit der gleichen Einwirkzeit 

appliziert. Die Expositionsdauer des Röntgenfilmes war ebenfalls identisch, um eine vergleichbare 

Hintergrundintensität zu erlangen. Auf dem Röntgenbild waren unterschiedliche Grauintensitäten, als 

Folge variierender Genexpression, zu erkennen. Alle 112 cDNA-Fragmente wurden als „Tetraspotformat“ 

abgebildet (s. Abb. 2.3). Die Analyse mit dem Image-Quant 5.2 Programm ergab u.a. den mittleren 

Pixelwert (Averagewert). Diese Averagewerte wurden gegen den Hintergrund korrigiert, indem jeweils der 

geringste Averagewert der Negativkontrollen bzw. der Blanks subtrahiert wurde. Der Intensitätsbereich 

 
Tetraspot 
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zwischen dem kleinsten Intensitätswert von den auszuwertenden 96 mRNA-Expressionen und dem 

jeweiligen geringsten Negativ- / Blankwerte wurde somit nicht in die Auswertung einbezogen.  

 

  

 

 
b) Die Normalisierung gegenüber Housekeepinggenen 
 

Die meisten Arbeitsgruppen beziehen ihre Ergebnisse auf den Mittelwert mehrere Housekeepinggene 

(HKGs), die auf der Mikroarraymembran vertreten sind (Beck et al., 2001; Pacicca et al., 2003; 

Vandesompele et al., 2002). Bei dem verwendeten GEArrays waren diese 4 Housekeepinggene 

insgesamt 10mal vertreten, von diesen 10 wurde der Mittelwert für die Normalisierung verwendet.  

 

  

 

 
 
c) Die Auswertung der Ergebnisse 
 

Die hintergrundkorrigierten und normalisierten Ergebnisse dienten als Ausgangswerte: Für die Analyse 

der unbeeinflussten Primärosteoblasten wurde von den 96 zu untersuchenden mRNA-Expressionswerten 

jeweils die Ratio gegenüber dem Versuchsbeginn (Tag 0) ermittelt. Für die Analyse der Versuchsgruppen 

(Titan-, PDLLA-, PDLLA-BMP-2-Gruppen) wurde die Ratio derer mRNA-Expressionen gegenüber den 

Kontrollgruppenexpressionen berechnet.   

 

 

 

 

 

 

 

Um Veränderungen und damit Tendenzen der mRNA-Expressionsquantität gegenüber einer 

Vergleichsgruppe besser einzuschätzen, wurde für die Ratio ein Schwellenwert > 2 bzw. < 0,5 festgelegt. 

Es erfolgte eine Einteilung der Ratioergebnisse: 2,0 bis 5,0 (+), 5,1 bis 10,0 (++) und > 10,1 (+++) sowie 

< 0,5 (-), s. Tabelle 2.5, Zeile 1-4.  

 

Für eine abgesicherte Aussage der erhöht expremierten mRNAs (Ratio > 2) wurde zusätzlich ein 

subjektiver optischer Vergleich der Expressionen vorgenommen (optischer Score 1-5). Dazu wurden die 

eingescannten Röntgenbilder am PC analysiert. Der Scorewert 1 stand für keine sichtbare Intensität, der 

Wert 5 hingegen für eine stark sichtbare Intensität des jeweiligen Genes auf dem Röntgenbild. Alle 

hintergrundkorrigierter Wert = Averagewert – kleinster Negativ- bzw. Blankwert 

normalisierter Wert =  hintergrundkorrigierter Wert       

   Mittelwert der 10 Housekeepinggene 

Ratio =  Kontrollgruppenergebnis des Versuchstages x 

 Ergebnis des Versuchsbeginns Tag 0 

Ratio = Versuchsgruppenergebnis des Versuchstages x 

 Kontrollgruppenergebnis desselben Versuchstages x 
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mRNA-Expressionen wurden mit diesem optischen Scorewert 1 bis 5 bewertet, wobei nur die Scorewerte 

2 bis 5 aufgelistet wurden, wenn zusätzlich eine Ratio > 2 bestand (Zeile 5 bis 8; Tabelle 2.5). So konnten 

Intensitätsänderungen von geringen Messwerten, die eine große Ratio ergaben, besser validiert werden, 

wenn sie optisch auf dem Array bestätigt (Scorewert > 2) bzw. nicht bestätigt wurden (Scorewert < 2). 

Eine starke Expressionssteigerung wurde nur eingeschränkt bestätigt, wenn kein optischer Scorewert > 2 

registriert wurde.  

 

Neben dieser optischen Bewertung wurden die Ergebnisse mit einer Ratio > 2 erneut analysiert, um 

Veränderungen gegenüber GAPDH gesondert darzustellen und mit anderen Studienergebnissen 

vergleichbar zu machen. Die 96 hintergrundkorrigierten Averagewerte wurden zum Mittelwert des 

hintergrundkorrigierten Housekeepinggens GAPDH betrachtet. Kriterium war eine mindestens 50%-ig 

hohe Expression von GAPDH (Zeile 9; Tabelle 2.5). GAPDH ist ein sehr hoch expremiertes 

Housekeepinggen. Wenn eine erhöhte Expression (Ratio > 2) ermittelt wurde und zusätzlich diese 

mRNA-Expression mehr als der 50%-igen GAPDH-Expression entsprach, so war daraus dessen 

besondere Relevanz für weitere moleklare Funktionen in den Primärosteoblasten ersichtlich. 

 

 

 

Tabelle 2.5: Die Zeichenerläuterung für die Darstellung der Mikroarrayergebnisse 

+ erhöhte Expression; Ratio 2,0fach bis 5,0fach 
++ erhöhte Expression; Ratio 5,1fach bis 10fach 
+++ erhöhte Expression; Ratio größer als 10,1fach 
 -  verminderte Expression; Ratio kleiner 0,5fach 
2 optischer Scorewert von 2 
3 optischer Scorewert von 3 
4 optischer Scorewert von 4 
5 optischer Scorewert von 5 
X mindestens 50% der GAPDH-Expression 
 

Zur Überprüfung der Reproduzierbarkeit der Mikroarraytechnologie wurden von der PDLLA-BMP-2-

Gruppe des 10. Versuchstages zwei Mikroarrays angefertigt. Verglichen wurden die Ergebnisse der 

optischen Scoreauswertungen sowie die hintergrundkorrigierten, normalisierten Intensitäten. Es wurde 

die Differenz der Intensitäten berechnet, die Ratio der Intensitäten ermittelt und Mittelwerte gebildet. Ziel 

war es außerdem für jeden optischen Scorewert einen Intensitätsbereich der hintergrundkorrigierten, 

normalisierten Werte zu bestimmen. Zusätzlich wurden die mRNA-Intensitäten der beiden Gruppen mit 

dem Korrelationskoeffizienten nach Bravais-Pearson bewertet. 

 

Korrelationskoeffizient nach Bravais-Pearson =  

hintergrundkorrigierter Wert > die 50%-ige GAPDH-Expression 
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3   DIE MIKROARRAYERGEBNISSE 
 

3.1 Das Genexpressionsmuster humaner Primärosteoblasten in vitro 

- Die Kontrollgruppe im Verlauf des 15-Tageversuches 
 

Humane Primärosteoblasten (hPOBs) wurden mit einem speziellen Primärosteoblastenmedium für drei 

Tage vorkultiviert. Danach erfolgten zu den Versuchstagen 0, 5, 10 und 15 die Isolierung der RNA und 

die Analyse der mRNA-Expressionen mit der Mikroarraytechnologie. In den Diagrammen III.1 bis III.12 

werden die einzelnen Mitglieder der Genfamilien mit ihren hintergrundkorrigierten und zu den 

Houskeepinggenen normalisierten mRNA-Expressionen zu den jeweiligen Versuchstagen grafisch im 

Verlauf dargestellt. 

 
 
3.1.1 Die Transkriptionsfaktoren 
 

In der Genfamilie der Transkriptionsfaktoren waren eine mRNA-Expressionssteigerung des 

Osteoblastenmarkers CBFα1 bis zum Maximalwert am Tag 10 und eine Abnahme zum Tag 15 zu 

beobachten. Beim Expressionsverlauf vom Transkriptionsfaktor MSX1 zeigte sich ein erhöhter Wert zum 

Tag 15. Neben CBFα1 (Tag 10 und Tag 15) wurde auch MSX1 (Tag 15) zu einem Prozentsatz von mehr 

als 50% der GAPDH-Expression expremiert. Die NFĸB1-mRNA-Expressionen waren zu den Tagen 5 und 

15 gering erhöht, ähnlich verhielt es sich mit der MSX2-mRNA-Expression. Die Expressionen von SOX9 

und TWIST sanken vom Tag 0 bis zum Tag 10 und stiegen danach zum Tag 15 leicht an. Die Ergebnisse 

der auf dem Array vertretenden Transkriptionsfaktoren sind im Diagramm III.1 dargestellt.   
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Diagramm III.1 Grafische Darstellung der Genfamilie der Transkriptionsfaktoren der 
Kontrollgruppe über den Versuchsverlauf 

Cbfα1 Msx1 
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3.1.2 Die extrazellulären Matrixproteine 
 

Die mRNA-Ergebnisse der ECM-Proteine sind in den Diagrammen III.2 bis III.4 dargestellt. In der 

Genfamilie der nichtkollagenen ECM-Proteine besaßen Fibronectin-1 (FN1) und Decorin (DCN) zum Tag 

0 die höchsten Expressionen der ECM-Proteine (Diagramm III.2). Diese beiden zeigten als einzige 

mRNA-Expressionen am Versuchsbeginn eine Expressionshöhe von mehr als 50% der GAPDH-

Expression. Am Tag 5 wurde bei der mRNA-Expression von Fibronectin ein Maximum und von Decorin 

ein Minimum beobachtet. Die Werte näherten sich zum Tag 10 einander an und fielen dann zum Tag 15. 

Über den gesamten Versuchsverlauf vom Tag 0 bis zum Tag 15 waren Decorin und Fibronectin mit einer 

größer als 50%-igen hohen Expression im Vergleich zur GAPDH-Expression vertreten. Am Versuchstag 

5 wurde, neben Decorin und Fibronectin, auch bei Biglycan (BGN) und Osteonectin (SPARC) eine größer 

als 50%-ige GAPDH-Expression beobachtet. Am Versuchstag 10 gehörten zu diesem Kriterium Decorin, 

Fibronectin und Osteonectin (SPARC). Die am höchsten expremierte mRNA der ECM-Proteine am Tag 

10 war Osteonectin. Dessen Expression stieg vom Tag 0 an und fiel zum Tag 15 wieder ab. Biglycan 

(BGN) und Annexin V (ANXA5) besaßen ähnliche mRNA-Expressionsverläufe mit jeweils einem 

Maximum an den Tagen 5 und 15. Die mRNA-Expressionen von Osteopontin, ARSE und ALP waren mit 

dem Osteocalcin (BGLAP)-Verlauf vergleichbar, wobei sich wenig Expressionsveränderungen über den 

15-Tageversuch herauskristallisierten. Am Versuchstag 15 zeigten dann Decorin, Fibronectin, Annexin, 

Biglycan und Osteonectin eine Expressionshöhe von mehr als der 50%-igen GAPDH-Expression.  
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Die mRNA-Expressionen für die Kollagentypen 1A1, 2A1, 4A3, 4A4, 4A5, 7A1, 9A2, 10A1, 12A1, 15A1, 

16A1, 17A1, 18A1 und 19A1 zeigten alle einen ähnlichen Expressionsverlauf über den 15-Tageversuch 

(s. Diagramm III.3). Minimalwerte waren an den Versuchstagen 0 und 10 und Maximalwerte an den 

Versuchstagen 5 und 15 zu verzeichnen. Vor allem die mRNA-Expression von Kollagen 12A1 hob sich 

deutlich mit erhöhten Expressionen von den anderen Expressionsverläufen ab. Die Kollagentypen 16A1 

und 18A1 spiegelten zum Tag 15 ebenfalls gesteigerte mRNA-Expressionen wider. 

FN1 SPARC 

DCN 

BGN 

Diagramm III.2 Grafische Darstellung der Genfamilie der ECM-Proteine der Kontrollgruppe 
über den Versuchsverlauf 

ANXA5 
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Die mRNA-Expressionen für die Kollagentypen 3A1, 5A1, 11A1 und 14A1 (Diagramm III.4) zeigten ein 

abweichendes Verhalten gegenüber den im Diagramm III.3 dargestellten Kollagentypen. Die 

Kollagentypen 11A1 und 14A1 besaßen über den gesamten Versuchsverlauf hinweg steigende mRNA-

Expressionsstärken. Auch Kollagen 5A1 zeigte einen erhöhten mRNA-Expressionsverlauf, jedoch nur bis 

zum Tag 10 und eine, gegenüber dem Tag 10, gleichbleibende Expression zum Tag 15. Die Kollagen 

3A1-mRNA-Expression fiel zum Tag 5 und wies am Tag 10 sein Maximum auf. Im Vergleich zur GAPDH-

Expression lassen sich mit einer Expressionsstärke von mehr als 50% aufzählen: Kollagen 3A1 am Tag 

5; Kollagen 3A1 und 5A1 am Tag 10; Kollagen 3A1, 5A1, 11A1, 12A1, 14A1 und 16A1 am Tag 15.  
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(Aus Gründen der Übersichtlichkeit wurde auf die römische Bezifferung der Kollagentypen in den 

Diagrammen verzichtet und auf arabische Zahlen zurückgegriffen.) 

  

Diagramm III.3 Grafische Darstellung der Genfamilie der Kollagene, Typen 1A1, 2A1, 4A3, 
4A4, 4A5, 7A1, 9A2, 10A1, 12A1, 15A1, 16A1, 17A1, 18A1, 19A1, der Kontrollgruppe über den 
Versuchsverlauf 

COLL12A1 
COLL16A1 

Diagramm III.4 Grafische Darstellung der Genfamilie der Kollagene, Typen 3A1, 5A1, 11A1, 
14A1, der Kontrollgruppe über den Versuchsverlauf 

COLL3A1 
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3.1.3 Die Proteasen und Heat-Shock-Proteine 
 

In der Genfamilie der Proteasen war besonders MMP2 zu den Tagen 5 und 15 hoch expremiert. 

Minimalwerte wurden an den Tagen 0 und 10 verzeichnet. MMP13, MMP10 und BMP-1 nahmen 

gemeinsam einen fast identischen Verlauf an: mit leicht erhöhten mRNA-Expressionen an den Tagen 5 

und 15. Die MMP9-mRNA-, MMP8-mRNA- und CTSK-mRNA-Expressionen sanken zu den Tag 5 und 10, 

die von MMP9 und CTSK stiegen dann zum Tag 15 wieder. Die Grafen sind im Diagramm III.5 

dargestellt. Im Vergleich zur GAPDH-Expression zeigte sich zum Tag 15 eine mehr als 50%-ige 

Expression bei CTSK und MMP2.  
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Die Expressionen der Heat-Shock-Proteine sind im Diagramm III.6 dargestellt. Bei den beiden SERPINHs 

(CBPs) waren ähnliche Verläufe zu beobachten. Zum Versuchsbeginn war die Expression von 

SERPINH2 noch höher als die von SERPINH1. Zum Tag 15 war eine deutliche Expressionssteigerung 

beider mRNAs zu verzeichnen. SERPINH1 und 2 waren ab dem Tag 15 mit einer Expressionsstärke 

größer als  50% in Relation zur GAPDH-Expression vertreten. 
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Diagramm III.5 Grafische Darstellung der Genfamilie der Proteasen der Kontrollgruppe über 
den Versuchsverlauf 

MMP2 CTSK 

Diagramm III.6 Grafische Darstellung der Genfamilie der Heat-Shock-Proteine der 
Kontrollgruppe über den Versuchsverlauf 
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3.1.4 Die Wachstumsfaktoren 
 

In der Gruppe der Wachstumsfaktoren wurden für die mRNA-Expressionen der BMPs (Diagramm III.7) 

Maximalwerte zu den Tagen 5 und 15 und Minimalwerte zu den Tagen 0 und 10 berechnet. Nur BMP-2 

und BMP-3 folgten einem abweichenden Expressionsverlauf mit sinkenden Werten zum Tag 10 und 

gering steigenden zum Tag 15. Die Maximalwerte von BMP-2 und -3 waren am Tag 0 zu messen.  
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Bei den IGFs, TGFs und VEGFs zeichneten sich steigende Werte zu den Tagen 5 und 15 ab. Nur VEGF-

B zeigte ein anderes Verhalten am Tag 5, wo ein Minimum zu verzeichnen war. Vom Tag 0 bis zum Tag 

10 war VEGF-C das höchst expremierte Gen der im Diagramm III.8 dargestellten Wachstumsfaktoren. 

IGF-I und VEGF (VEGF-A) zeigten zum Tag 15 einen starken Anstieg. 
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Diagramm III.7 Grafische Darstellung der Genfamilie der Wachstumsfaktoren BMPs der 
Kontrollgruppe über den Versuchsverlauf 

BMP-3B 

BMP-8 
BMP-7 

Diagramm III.8 Grafische Darstellung der Genfamilie der Wachstumsfaktoren IGFs, TGFs, 
VEGFs der Kontrollgruppe über den Versuchsverlauf 
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Bei den mRNA-Expressionen von GM-CSF, G-CSF, PDGFa, TNFa, EGF, FGF-1, FGF-2, FGF-3 und 

GDF-10 ergaben sich die gleichen Kurvenverläufe wie bei den anderen Wachstumsfaktoren: steigende 

Werte zu den Tagen 5 und 15 und abfallende Werte zum Tag 10 (Diagramm III.9). Erst zum Versuchstag 

15 entsprachen die Expressionshöhen von FGF-1, FGF-2, IGF-1 und VEGF mehr als der 50%-igen 

GAPDH-Expression. 
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Diagramm III.9 Grafische Darstellung der Genfamilie der Wachstumsfaktoren CFSs, FGFs, 
EGF, TNFα, PDGFα der Kontrollgruppe über den Versuchsverlauf 

FGF-1 
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3.1.5 Die Rezeptoren 
 

Zum Versuchsbeginn waren die mRNA-Expressionen von TGFßR-2, EGFR, TGFßR-1, ALK-3 und FLT-1 

in der Genfamilie der Rezeptoren am höchsten zu messen. Auffällig war der zum Tag 5 steigende Verlauf 

der EGFR-mRNA-Expression. Wohingegen ALK-3, FLT-1, VDR, FGFR-1 und IGF-1R nur schwach 

ansteigende und TGFßR-2, TGFßR-1, CASR und FGFR-2 sinkende bzw. keine sich ändernden (FGFR-

3) mRNA-Expressionen zeigten. Am Tag 10 erhöhten sich besonders die mRNA-Expressionen von 

TGFßR-1 und TGFβR-2. Die anderen Expressionen waren fallend bzw. stiegen nur schwach. Zum Tag 

15 sank die TGFßR-2-mRNA-Expression als einzige der Rezeptoren. Die anderen Expressionsverläufe 

waren steigend, wobei die Expressionen von VDR, EGFR, FGFR-1 und TGFßR-1 besonders ausgeprägt 

waren und mehr als der 50%-igen Expressionshöhe von GAPDH entsprachen. Die Verläufe der 

Rezeptorexpressionen sind aus dem Diagramm III.10 ersichtlich.  
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Diagramm III.10 Grafische Darstellung der Genfamilie der Rezeptoren der Kontrollgruppe über 
den Versuchsverlauf 
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3.1.6 Die SMADs 
 

Die Verläufe der mRNA-Expressionen für die SMADs 1, 3, 6, 7 und 9 zeigten alle einen gleichen 

Expressionsverlauf über den 15-Tageversuch (Diagramm III.11). Minimalwerte wurden an den 

Versuchstagen 0 und 10 und Maximalwerte an den Versuchstagen 5 und 10 verzeichnet. Die 

Expressionshöhen von SMAD 1, 3, 6 und 7 waren so hoch, dass sie mehr als der 50%-igen Expression 

von GAPDH entsprachen. SMAD 2 stieg leicht bis zum Tag 10 und stärker zum Tag 15. SMAD 4 und 5 

sanken mit ihren mRNA-Expressionen bis zum Tag 10 und stiegen zum Tag 15.  

 

 

 

mRNA-Expressionen der SMADs
(Kontrollgruppe)

-0,2

0,2

0,6

1,0

1,4

1,8

Ta
g 

0

Ta
g 

5 

Ta
g 

10
 

Ta
g 

15
 no

rm
al

is
ie

rt 
zu

 d
en

 H
K

G
s

SMAD 1 SMAD 2 SMAD 3 SMAD 4
SMAD 5 SMAD 6 SMAD 7 SMAD 9

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Diagramm III.11 Grafische Darstellung der Genfamilie der SMADs der Kontrollgruppe über den 
Versuchsverlauf 
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3.1.7 Die Zelladhäsionsmoleküle 
 

In der Gruppe der Zelladhäsionsmoleküle (Diagramm III.12) zeigte ITGB1 über den gesamten Versuch 

eine erhöhte Expression gegenüber den anderen mRNA-Expressionen der Zelladhäsionsmoleküle. Die 

ICAM-1-mRNA und ITGAV-mRNA wurden am 5.Versuchstag erhöht expremiert, die mRNA von ITGA1 

zum Tag 10 und die von VCAM-1, ITGAV, ITGA1 und ITGA3 zum Versuchtag 15. Während bei ITGA1 

vom Tag 0 bis zum Tag 10 eine steigender Verlauf verzeichnet wurde, zeigten VCAM-1, ITGA2 und 

CD36 einen sinkenden bis zum Tag 10. Die mRNAs von ITGA3, ITGAM, ITGAV, aber auch ICAM-1, 

CD36L1 und L2 wiesen ihre Maximalwerte zu den Tagen 5 und 15 und ihre Tiefpunkte zu den Tagen 0 

und 10 auf.  Die drei höchsten expremierten mRNAs (ITGB1 zu den Tagen 10 und 15, ITGAV und 

VCAM-1 zum Tag 15) entsprachen dabei mehr als der 50%-igen Expressionsstärke vom 

Housekeepinggen GAPDH.  
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Diagramm III.12 Grafische Darstellung der Genfamilie der Zelladhäsionsmoleküle der 
Kontrollgruppe über den Versuchsverlauf 
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3.2 Die Kontrollgruppe im Vergleich zum Tag 0 
 
Mit Hilfe der Mikroarraytechnologie wurde das mRNA-Expressionsmuster der  hPOBs analysiert.  

Zum Versuchsbeginn (Tag 0) konnten insgesamt 14 mRNAs auf der Arraymembran optisch bestätigt 

werden (optischer Score > 2). Das Expressionsmuster war gekennzeichnet durch eine gesteigerte 

CBFα1-mRNA, SMAD 1- und SMAD 6-mRNA. Außerdem waren der Wachstumsfaktor BMP-3 sowie die 

ECM-Proteine Biglycan, Fibronectin, Decorin, Osteonectin, Kollagentyp 3A1 und Kollagentyp 12A1 mit 

erhöht expremierten mRNA-Intensitäten vertreten. Weiterhin gehörten die Gelantinase A (MMP2) und B 

(MMP9) dazu, aber auch die Zelloberflächenmoleküle ITGA1 und ITGB1 waren zum Tag 0 optisch stark 

expremiert.  

 

Die Ergebnisse der unbeeinflussten humanen POB der Versuchstage 5, 10 und 15 wurden zum 

Versuchsbeginn (Tag 0) in Beziehung gesetzt, um eine Verlaufskontrolle der Genexpressionen während 

des 15 Tageversuches zu erhalten. Die Tabelle 3. 1 zeigt die einzelnen Versuchstage von der 

Kontrollgruppe und die Anzahl der veränderten mRNA-Expressionen von insgesamt 96 zu 

untersuchenden Expressionen. 

 

Tabelle 3.1: Die Kontrollgruppe im Vergleich zum Tag 0 

  Tag 0 Tag 5 Tag 10 Tag 15 
     
optischer Score > 2 14 15 17 53 
50% von GAPDH 2 5 7 32 
Steigerung (Ratio > 2) / 39 9 46 
Verminderung (Ratio < 0,5) / 4 16 11 
 

Während die Anzahl der optisch sichtbaren Intensitäten an den Tagen 0, 5 und 10 zwischen 14 bis 17 

lagen, waren zum Tag 15 insgesamt 53 mRNAs zu registrieren. Dabei blieben besonders die mRNA-

Expressionen von CBFα1, SPARC, FN, DCN, BGN, COLL3A1, ITGA1 und ITGB1 vom Tag 0 über den 

gesamten Versuchsverlauf bei der Kontrollgruppe optisch stark ausgeprägt. Ähnlich verhielt es sich mit 

den rechnerisch ermittelten Intensitäten im Vergleich zu Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase 

(GAPDH) (Zeile 2). Zu den Tagen 0, 5 und 10 wiesen insgesamt 2, 5 bzw. 7 mRNA-Expressionen ein 

mindestens 50%-iges Ergebnis im Vergleich zu den GAPDH-Expressionen auf. Zum Tag 15 waren es 32 

mRNAs. Die Expressionen, welche schon zum Tag 0 mehr als 50% der Expression von GAPDH 

entsprachen, waren DCN und FN. Am Tag 5 kamen zusätzlich BGN, SPARC, COLL3A1 dazu und am 

Tag 10 ITGB1, CBFα1, COLL5A1 (jedoch ohne BGN). 

Am Versuchstag 5 wurden bei der Kontrollgruppe 39 gesteigerte und 4 verminderte mRNA-Expressionen 

gegenüber dem Versuchsbeginn berechnet. Optisch bestätigt wurde diese große Anzahl der erhöhten 

Expressionen nicht und auch gegenüber der GAPDH-Expression blieb der Tag 5 ehr unauffällig. Anders 

verhielt es sich zu den späteren Versuchszeitpunkten, wo sich miteinander vergleichbare Ergebnisse der 

berechneten und optischen Auswertung ergaben. Während am 10. Versuchstag 9 erhöhte und 16 

verminderte mRNA-Expressionen gegenüber dem Tag 0 registriert wurden, zeigten sich am 15. 

Versuchstag 46 gesteigerte und 11 verminderte mRNAs. 
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3.2.1 Der Versuchstag 5 
 

Am Versuchstag 5 wurde bei der Kontrollgruppe von insgesamt 39 mRNAs eine deutlich erhöhte 

Expression im Vergleich zum Tag 0 nachgewiesen.  

 Eine mRNA-Expressionen war um mehr als das 10-fache im Vergleich zum Tag 0 erhöht: SMAD 

9.  

 Bei 8 mRNA-Expressionen wurden Steigerungen zwischen 5,1 und 10,0 registriert. Dazu zählten 

von der Genfamilie der Wachstumsfaktoren FGF-1, GDF-10 und TGF-β2, von der Rezeptorfamile 

der FGF-Rezeptor-1, von den SMADs SMAD 1 und SMAD 6. Der Transkriptionsfaktor NF-ĸB1 

und die mRNA-Expression von ITGAV wurden ebenfalls in diesem Maße erhöht.  

 30 Intensitäten waren bis zu einer 5-fachen Expression, im Vergleich zum Tag 0, erhöht. So 

waren eine 2- bis 5-fach höhere Intensität bei den ECM-Proteinen BGN, COLL1A1, 2A1, 7A1, 

9A2, 10A1, 11A1, 12A1, 16A1, 18A1, 19A1 und OPN berechnet worden. In der Gruppe der 

Wachstumsfaktoren zeigte sich diese Steigerung bei BMP-4, -5, -7, -8, GM-CSF (CSF-2), FGF-2, 

TGF-β1 und -β2, außerdem bei den Proteinasen MMP2 und MMP13, den Rezeptoren EGFR und 

VDR und dem SMAD 3. Die mRNA des Transkriptionsfaktors MSX1 und der 

Zelloberflächenmoleküle CD36L1 und L2, ITGA1 und ITGA3 wurden ebenfalls erhöht berechnet.  

 

Verminderte Expression (< 0,5) gegenüber dem Tag 0 wurden bei 4 mRNA-Intensitäten berechnet: 

MMP8, MMP9, SERPINH2 und TGFβR-2.  

 

Optisch deutlich sichtbar waren 15 der 96 Gene. Sie wiesen einen Scorewert größer als 1 auf. Von den 

erhöhten mRNA-Intensitäten mit einer Ratio > 2 wurden 6 Expressionen auch mit einem optischen 

Scorewert > 1 bestätigt. Es waren BGN, COLL12A1, TGF-β3, MMP2, SMAD 6, ITGA1. Fünf der 15 

sichtbaren Spots zeigten im Vergleich zum Tag 0 einen erhöhten Scorewert: TGF-β3, VEGF-C, 

COLL5A1, COLL12A1 und TNFα, wobei VEGF-C, COLL5A1 und TNFα keine Ratio > 2 gegenüber dem 

Tag 0 aufwiesen. Alle anderen 45 mRNA-Expressionen besaßen optisch keinen Unterschied im Vergleich 

zum Tag 0. 

 

Bei 5 der optisch presenten mRNA-Expressionen entsprachen die hintergrundkorrigierten Werte mehr als 

50% des Mittelwertes von den GAPDH-Expressionen: BGN, COLL3A1, DCN, FN-1 und SPARC.  

 

Im Vergleich zum Tag 0 zeigte sich bei der Kontrollgruppe des 5. Versuchstages, dass 3 Spots nicht 

detektiert wurden (Scorewerte > 1), obwohl dies am Tag 0 möglich war: MMP9, BMP-3, SMAD 1. Eine 

verminderte Expression konnte jedoch nur von MMP9 berechnet werden (Ratio < 0,5), bei BMP-3 zeigte 

sich keine Veränderung und bei SMAD 1 wurde die Expression sogar um den Faktor 5,6 erhöht.  
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3.2.2 Der Versuchstag 10 
 

Am Versuchstag 10 wurden insgesamt 9 mRNAs der Kontrollgruppe deutlich erhöht expremiert (Ratio > 

2) im Vergleich zum Tag 0.  

 Alle mRNA-Expressionen wurden bis zu einer 5-fachen Expression gesteigert: die ECM-Proteine 

COLL11A1, 14A1, 3A1, 5A1, SPARC, der Transkriptionsfaktor MSX1, der TGFβR-1 und die 

Zelloberflächenmoleküle ITGA1 und ITGAV.  

 

Eine Intensitätsverminderung (Ratio < 0,5) gegenüber dem Versuchsbeginn wurde bei 16 mRNA-

Expressionen registriert.  Dazu gehörten die ECM-Proteine OCN, COLL2A1, die Wachstumsfaktoren 

BMP-7 und -8, TGF-β2, TNFα, VEGF, die Proteinasen CTSK, MMP2, MMP8, außerdem die Inhibitoren 

SERPINH1 und 2, die SMADs SMAD 4 und 5, die Transkriptionsfaktoren SOX9 und TWIST.    

 

17 Gene waren auf dem Mikroarray deutlich sichtbar, sie wiesen einen Scorewert größer von 1 auf. Von 

den erhöhten mRNA-Intensitäten mit einer Ratio > 2 wurden alle 9 Expressionen mit einem optischen 

Scorewert > 1 bestätigt. Erhöhte Scorewerte im Vergleich zum Tag 0 zeigten: MSX1, SPARC, ANXA5, 

COLL5A1, 11A1, 14A1, TGFβR-1, TGFβR-2, SMAD 2 und  ITGAV. Mit der Ausnahme von ANXA5, 

TGFβR-2 und SMAD 2 wurden alle dieser mRNAs auch mit einer erhöhten Ratio bestätigt. Die restlichen 

mRNA-Expressionen zeigten optisch keine Veränderung im Vergleich zum Tag 0.  

 

Mit einem geringeren Scorewert als zum Tag 0 wurden die Expressionen von DCN, FN, COLL12A1, 

MMP2, MMP9, BMP-3, SMAD 1 und SMAD 6 bewertet. Rechnerisch ergab sich, dass nur MMP2 auch 

vermindert expremiert wurde (Ratio < 0,5).  

 

Bei 7 optisch presenten Gene entsprachen die hintergrundkorrigierten Werte mehr als dem 50%-igen 

Mittelwert vom Housekeepinggen GAPDH: COLL3A1, DCN, FN-1, SPARC, aber auch COLL5A1, CBFα1 

und ITGB1.  
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3.2.3 Der Versuchstag 15 
 

Am Versuchstag 15 zeigten 46 mRNAs der Kontrollgruppe eine deutlich erhöhte Intensitätsveränderung 

im Vergleich zum Tag 0.  

 Wobei 12 mRNA-Expressionen um mehr als das 10-fache gesteigert wurden. Dazu zählten aus 

der Genfamilie der Wachstumsfaktoren FGF-1, die Proteinase MMP13, der Inhibitor SERPINH1, 

die Rezeptoren FGFR-1 und VDR, die SMADs SMAD 1, 3, 6 und 9 sowie die 

Transkriptionsfaktoren MSX1 und NF-ĸB1 und das Zelladhäsionsmoleküle ITGAV.  

 8 mRNA-Expressionen wiesen eine Erhöhung zwischen 5,1 und 10,0 auf: COLL11A1, 14A1, 

16A1, G-CSF (CSF-3), GDF-10, PDGFα, TGF-β2 und ITGA3.  

 Bei 26 Genen wurden 2- bis  5-fache Expressionssteigerungen gemessen. Aus der Genfamilie 

der ECM-Proteine zählten dazu BGN, COLL2A1, 5A1, 7A1, 12A1, 15A1, 18A1, SPARC, ANXA5, 

OPN, aus der Genfamilie der Wachstumsfaktoren BMP-8, FGF-2, TGF-β1, -β3, VEGF, VEGF-B 

und bei den mRNAs der Proteinasen BMP-1, CSTK und MMP2, außerdem  SERPINH2, der 

EGF-Rezeptor, TGFβR-1, SMAD 2, der Transkriptionsfaktor TWIST sowie die 

Zelloberflächenmolekülen ITGA1 und VCAM-1.  

 

Eine verminderte mRNA-Expression im Vergleich zum Tag 0 (Ratio < 0,5) wurde bei 11 Genen ermittelt. 

Es waren die mRNA-Expressionen von OCN, ALP, COLL4A5, COL19A1, BMP-7, EGF, MMP8, FLT-1, 

CD36, CD36L1 und ITGA2.  

 

Zum 15. Versuchstag waren bei den unbeeinflussten Primärosteoblasten 53 Gene auf dem Mikroarray 

deutlich sichtbar, sie wiesen einen Scorewert größer als 1 auf. Von den 53 zeigten 50 einen erhöhten 

Scorewert im Vergleich zum Tag 0. Von diesen zeigten wiederum nur 36 auch eine erhöhte Expression 

(Ratio > 2) im Vergleich zum Tag 0. Die deutlich sichtbar erhöhten Expressionen (Scorewert > 2) von 

ITGB1, SMAD 5, SMAD 4, ALK-3, TGFβR-2, TNFα, VEGF-C, COLL3A1, DCN und CBFα1 wurden nicht 

mit einer erhöhten Ratio berechnet.  
 

Optisch vermindert wurde BMP-3 im Vergleich zum Tag 0 expremiert (Tag 0: Scorewert 2; Tag 15: 

Scorewert 1), rechnerisch ergab sich jedoch keine deutlich Abweichung.  

 

Bei 32 dieser optisch presenten Gene wurden Ergebnisse von mehr als 50% des Mittelwertes vom 

Housekeepinggen GAPDH festgestellt. Zu diesen mit GAPDH vergleichbaren Expressionen zählten 

neben BGN, COLL3A1, 5A1, DCN, FN-1, SPARC auch COLL11A1, 12A1, 14A1, 16A1, ANXA5 sowie die 

Wachstumsfaktoren FGF-1 und -2, IGF-1 und VEGF. Außerdem wurden diese großen 

Intensitätsänderungen bei den mRNAs von CTSK, MMP2, SERPINH1 und 2, den Rezeptoren EGFR, 

FGFR-1, TGFβR-1, VDR, den SMADs SMAD 1, 3, 6, 7, den Transkriptionsfaktoren MSX1, CBFα1 und  

den Zelloberflächenmolekülen ITGAV, ITGB1 und VCAM-1 beobachtet.  
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3.3  Die Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe 
 
Drei Tage nach dem Start der Zellkultur wurden Titan-Kirschner-Drähte mit den Nunc Tissue Culture 

Membranen zugegeben (=Tag 0). Die Drähte waren unbeschichtet (=Titan-Gruppe), mit Poly (D,L-Laktid) 

(PDLLA) beschichtet (=PDLLA-Gruppe) bzw. mit Poly (D,L-Laktid) (PDLLA) und inkorporierten BMP-2 

beschichtet (=PDLLA-BMP-2-Gruppe). An den Versuchstagen 0, 5, 10 und 15 erfolgte die Isolierung der 

RNA und die Analyse des mRNA-Expressionsmusters mit Hilfe der Mikroarraytechnologie. Die mRNA-

Expressionen der Versuchsgruppen (Titan-, PDLLA-, PDLLA-BMP-2-Gruppe) wurden mit den mRNA-

Expressionen von der Kontrollgruppe des identischen Versuchstages verglichen, um die 

Expressionsveränderung der Genfamilie genauer zu analysieren. Tabellarisch wurden nur die mRNA-

Expressionen aufgelistet, wenn eine Ratio > 2,0 im Vergleich zur Kontrollgruppe bestand (s. Kapitel 3.3.1 

bis 3.3.3).  

 
Tabelle 3.2: Die Versuchsgruppen im Vergleich zur Kontrollgruppe des jeweiligen Versuchstages 

    Tag 5 Tag 10 Tag 15 
          
Titan optischer Score > 2 11 12 40 
  50% von GAPDH 1 4 20 
  Steigerung (Ratio > 2) 0 3 16 
  Verminderung (Ratio < 0,5) 43 6 6 
          
PDLLA optischer Score > 2 11 47 67 
  50% von GAPDH 3 16 44 
  Steigerung (Ratio > 2) 4 26 14 
  Verminderung (Ratio < 0,5) 16 2 1 
          
PDLLA-BMP-2 optischer Score > 2 26 54 58 
  50% von GAPDH 7 32 38 
  Steigerung (Ratio > 2) 5 32 11 
  Verminderung (Ratio < 0,5) 38 1 8 
 

 

Anhand der Tabelle 3.2 wird der Einfluss der unbeschichteten und PDLLA- bzw. PDLLA-BMP-2-

beschichteten Titan-Kirschnerdrähte auf die humanen Primärosteoblasten in vitro deutlich.  
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3.3.1 Der Versuchstag 5 
 

Die Titangruppe 
 

Am Versuchstag 5 zeigten insgesamt 43 mRNAs von 96 zu untersuchenden mRNAs der Titan-Gruppe 

eine veränderte Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe desselben Versuchstages (Tabelle 3.2). Es 

wurden nur verminderte mRNA-Expressionen mit einer Ratio von < 0,5 berechnet. 11 Gene der 96 waren 

auf dem Mikroarray deutlich sichtbar, sie wiesen einen Scorewert größer von 1 auf. Von diesen optisch 

presenten Genen entsprach FN1 mehr als 50% des Mittelwertes von GAPDH.  

 

Im Vergleich zur Kontrollgruppe des 5. Versuchtages verringten sich die mRNA-Expressionen von CBFα1 

und TWIST. In der Gruppe der ECM-Proteine waren es die Expressionen von OPN, COLL1A1 und 2A1, 

sowie die Kollagene 5A1, 7A1, 9A2, 10A1, 11A1, 14A1, 18A1 und 19A1. Außerdem verminderte sich die 

Intensität von CBP1 (SERPINH1) und in der Gruppe der Wachstumsfaktoren von BMP-4, BMP-5, BMP-6, 

BMP-7, BMP-8 sowie von BMP-3B, TGF-β1, TGF-β3, IGF-1, VEGF-C, GM-CSF, TNFα, PDGFα, FGF-1, -

2 und -3. In der Genfamilie der Rezeptoren verringerte sich unter dem Einfluss der unbeschichteten 

Titan-Kirschner-Drähte die mRNA-Expressionen von TGFβ-R1, -R2, FLT1, VDR und EGFR. Von den 

SMADs veränderte sich die Expression von SMAD 9 und von den Zelloberflächenmolekülen die von 

ITGA1, ITGA3, ITGAV, VCAM-1, ICAM-1, CD36L1, CD36L2 mit einer Verminderung. Alle anderen 

mRNA-Expressionen zeigten keine oder nicht auswertbare Veränderungen gegenüber der 

Kontrollgruppe.  
 
 

 
Die PDLLA-Gruppe 
 
Bei der PDLLA-Gruppe wurden am 5. Versuchstag 4 mRNAs mit veränderten Expressionen im Vergleich 

zur Kontrollgruppe berechnet (Tabelle 3.3). Wobei die FGFR-3-mRNA-Expression eine Erhöhung von 8,4 

aufwies und bei 3 Genen die Expression unter dem Einfluss von PDLLA beschichteten Titan-Kirschner-

Drähten bis zu einer Ratio von 5 gesteigert wurden (MMP10, TGF-β2, IGF-2). Keine dieser erhöhten 

mRNA-Expressionen war auf dem Array optisch deutlich sichtbar (s. Tabelle 3.3).   

 

Tabelle 3.3: Die PDLLA-Gruppe Tag 5 – Die Gegenüberstellung der mRNA-Expressionen mit einer Ratio 

> 2,0 im Vergleich zur Kontrollgruppe 

  Expression optisch sichtbar 50% relativ
   zu GAPDH 
TGFβ2  +    
IGF2  +    
FGFR3  ++    
MMP10  +    
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Legende der Tabelle: 

+ erhöhte Expression; Ratio 2,0fach bis 5,0fach 
++ erhöhte Expression; Ratio 5,1fach bis 10fach 
+++ erhöhte Expression; Ratio größer als 10,1fach 
 

16 mRNA-Expressionen wurden, im Vergleich zur Kontrollgruppe, unter dem PDLLA-Einfluss vermindert 

gemessen (Ratio < 0,5). Bei den Transkriptionsfaktoren gehörte MSX1 dazu und bei der Genfamilie der 

ECM-Proteine verringerten sich die mRNA-Expressionen von COLL2A1, 5A1, 9A2, 12A1 und 14A1. Bei 

den Wachstumsfaktoren sanken gegenüber der Kontrollgruppe die mRNA-Expressionen von BMP-7, 

BMP-3B und FGF-2 und in der Genfamilie der Rezeptoren die von TGFβR-1 und EGFR. Bei den SMADs 

zeigten SMAD 3, 6 und 7 verringerte Intensitäten und bei den Zelloberflächenmolekülen ITGAV und 

ICAM-1.    

 

11 Gene der 96 relevanten osteogenesespezifischen Genexpressionen waren auf dem Mikroarray 

deutlich sichtbar, sie wiesen einen Scorewert größer von 1 auf. Bei 3 von diesen optisch presenten 

Genen entsprachen die hintergrundkorrigierten Werte mehr als 50% des Mittelwertes von GAPDH: 

SPARC, DCN, FN1. Im Vergleich zur Kontrollgruppe desselben Versuchstages zeigten diese mRNA-

Expressionen jedoch keine Ratio > 2,0.  

 

 

 
Die PDLLA-BMP-2-Gruppe 
 

Am Versuchstag 5 wurden insgesamt 5 mRNAs der PDLLA-BMP-2-Gruppe mit einer deutlich erhöhten 

Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe berechnet (Tabelle 3.4). Dazu gehörten die Rezeptoren 

TGFβR-1 und TGFβR-2, die Wachstumsfaktoren IGF-2 und G-CSF und der Proteinase-Inhibitor CBP1 

(SERPINH1). TGFβR-1, TGFβR-2 und CBP1 waren auf dem Array auch optisch deutlich sichtbar und 

wurden mit einem Scorewert >1 bewertet. Außerdem wurde für TGFβR-1 berechnet, dass dessen 

Expression mehr als 50% der von GAPDH entsprach.  

 

Tabelle 3.4: Die PDLLA-BMP-2-Gruppe Tag 5 – Die Gegenüberstellung der mRNA-Expressionen mit 

einer Ratio > 2,0 im Vergleich zur Kontrollgruppe 

 Expression  optisch sichtbar 50% relativ
   zu GAPDH 
IGF2 +   
G-CSF  +   
TGFβR1  + 4 X 
TGFβR2  +  2  
CBP1  +  2  
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Legende der Tabelle: 

+ erhöhte Expression; Ratio 2,0fach bis 5,0fach 
++ erhöhte Expression; Ratio 5,1fach bis 10fach 
+++ erhöhte Expression; Ratio größer als 10,1fach 
2 optischer Scorewert von 2 
3 optischer Scorewert von 3 
4 optischer Scorewert von 4 
5 optischer Scorewert von 5 
X mindestens 50% der GAPDH-Expression 
 

Von 38 mRNAs wurden verminderte Intensitäten (Ratio < 0,5) berechnet. In der Gruppe der 

Transkriptionsfaktoren verringerte sich MSX2 und NF-ĸB1. Bei den ECM-Proteinen wurden von OCN, 

OPN, Arylsulfatase (ARSE), COLL1A1, 2A1, 7A1, 9A2, 10A1, 11A1, 18A1 und 19A1 am 5. Versuchstag 

verminderte mRNA-Expressionen ermittelt. Von den MMPs sanken gegenüber der Kontrollgruppe 

desselben Versuchstages die Expressionen von MMP9 und MMP10 und von den Wachstumsfaktoren die 

von BMP-6, -8, -3, -3B, TGF-β1, TGF-β3, IGF-1, VEGF, GM-CSF, FGF-1, -2 und -3. Auch die mRNA-

Expressionen der Rezeptoren ALK-3, IGF-R1 und EGFR wurden geringer expremiert. In der Gruppe der 

SMADs gehörten SMAD 1, 5, 7 und 9 dazu und in der Gruppe der Zelloberflächenmoleküle ITGA1, 

ITGA3, ITGAM und ITGAV.   

 

26 Gene waren auf dem Mikroarray deutlich sichtbar, sie wiesen einen Scorewert größer als 1 auf. 

Außerdem entsprachen bei 7 dieser optisch presenten mRNAs die hintergrundkorrigierten Werte mehr 

als 50% des Mittelwertes von GAPDH: SPARC, BGN, DCN, FN1, COLL3A1, MMP2, TGFβR-1.   
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3.3.2 Der Versuchstag 10 
 
Die Titangruppe 
 
Am Versuchstag 10 zeigten 3 mRNAs der Titangruppe eine erhöhte Expression im Vergleich zur 

Kontrollgruppe desselben Versuchstages (Tabelle 3.5). Dazu gehörten MMP2, TWIST und TNFα. Keine 

dieser erhöhten Expressionen war optisch sichtbar. 

 

Tabelle 3.5: Die Titan-Gruppe Tag 10 – Die Gegenüberstellung der mRNA-Expressionen mit einer Ratio 

> 2,0 im Vergleich zur Kontrollgruppe 

 Expression  optisch sichtbar 50% relativ
   zu GAPDH 
TWIST +   
TNFα +    
MMP2 +    
 

Legende der Tabelle: 

+ erhöhte Expression; Ratio 2,0fach bis 5,0fach 
++ erhöhte Expression; Ratio 5,1fach bis 10fach 
+++ erhöhte Expression; Ratio größer als 10,1fach 
 

Bei 6 mRNA-Expressionen zeigten sich verminderte Intensitäten mit einer Ratio < 0,5 im Vergleich zur 

Kontrollgruppe: TGFβR-2, MSX1, COLL11A1, CBP1 (SERPINH1), VDR und ITGA1.  

 

12 Gene der 96 relevanten waren auf dem Mikroarray deutlich sichtbar, sie wiesen einen Scorewert 

größer von 1 auf. Bei 4 dieser optisch presenten Gene entsprachen die hintergrundkorrigierten Werte 

mehr als 50% des Mittelwertes von GAPDH: SPARC, DCN, FN1, COLL3A1.   

 

 

 
Die PDLLA-Gruppe 
 

Bei der PDLLA-Gruppe des 10. Versuchstages wurden 26 mRNAs mit einer deutlich veränderten 

Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe des 10. Versuchstages berechnet (Tabelle 3.6). Davon waren 

7 mRNA-Expressionen über das 10,1-fache erhöht, 10 mRNA-Expressionen zeigten eine Erhöhung 

zwischen dem 5,1- bis 10,0-fachen und 9 Gene waren bis zu einer 5-fachen Expression gesteigert. 

Optisch sichtbar (Scorewert > 2) waren alle dieser erhöht expremierten mRNAs, mit Ausnahme von 

SOX9, OCN, COLL2A1, VEGFC, BMP-8 und SMAD 4.  
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Tabelle 3.6: Die PDLLA-Gruppe Tag 10 – Die Gegenüberstellung der mRNA-Expressionen mit einer 

Ratio > 2,0 im Vergleich zur Kontrollgruppe 

 Expression optisch sichtbar 50% relativ
   zu GAPDH 
TWIST +++ 2  
MSX1 ++ 4 X 
SOX9 ++   
BGN + 4 X 
OCN +   
ANXA5 + 3  
COLL2A1 +++   
COLL12A1 ++ 4 X 
MMP2 +++ 4 X 
CTSK ++ 2  
CBP1 +++ 3  
CBP2 ++ 3  
VEGF +++ 3  
VEGFB + 3  
VEGFC +   
TGFβ3 ++ 2  
FGF1 + 2  
FGF2 ++ 3 X 
TNFα  +++ 3  
BMP8 +++   
VDR ++ 3  
SMAD2 + 2  
SMAD4 ++   
SMAD5 + 2  
SMAD9 ++ 2  
VCAM + 2  
 

Legende der Tabelle: 

+ erhöhte Expression; Ratio 2,0fach bis 5,0fach 
++ erhöhte Expression; Ratio 5,1fach bis 10fach 
+++ erhöhte Expression; Ratio größer als 10,1fach 
2 optischer Scorewert von 2 
3 optischer Scorewert von 3 
4 optischer Scorewert von 4 
5 optischer Scorewert von 5 
X mindestens 50% der GAPDH-Expression 
 

Zwei mRNA-Expressionen wurden, im Vergleich zur Kontrollgruppe, unter dem Einfluss PDLLA-

beschichteter Titandrähten vermindert gemessen: TGFβR-2 und ITGA1 (Ratio < 0,5).  
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47 Gene waren auf dem Mikroarray deutlich sichtbar, sie wiesen einen Scorewert von größer 1 auf. 

Außerdem entsprachen bei 16 dieser optisch presenten Gene die hintergrundkorrigierten Werte mehr als 

50% des Mittelwertes von GAPDH. Dazu zählten bei den Tanskriptionsfaktoren CBFα1 und MSX1. In der 

Gruppe der ECM-Proteine gehörten SPARC, BGN, DCN, FN1, COLL3A1, 5A1, 12A1 und 14A1 dazu.  

Zudem wurde eine mindestens 50%-ige Expression von GAPDH bei der Proteinase MMP2, dem 

Wachstumsfaktor FGF-2, dem Transkriptionsfaktor MSX1, dem Kollagen COLL12A1, dem Biglykan 

(BGN), den Rezeptoren TGFβR-1, FGFR-1, EGFR und dem Zelloberflächenmolekül ITGB1 gemessen.       

 

Im Diagramm III.13 sind die mRNA-Expressionen mit ihren Ratiowerten > 2 dargestellt, die gleichzeitig 

optisch sichtbar waren (Scorewert > 2) und dessen Expressionen mehr als der 50%-igen GAPDH-

Expression entsprachen. 
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Die PDLLA-BMP-2-Gruppe 
 

Am Versuchstag 10 zeigten 32 mRNAs der PDLLA+BMP-2-Gruppe eine deutliche 

Expressionsveränderung im Vergleich zur Kontrollgruppe desselben Versuchstages (Tabelle 3.7). Wobei 

11 mRNA-Expressionen um mehr als das 10,1-fache erhöht waren, 11 mRNA-Expressionen eine 

Erhöhung zwischen dem Faktor 5,1 und 10,0 aufwiesen und 10 Gene bis zu einer 5-fachen Expression 

gesteigert wurden. Optisch sichtbar waren alle dieser 32 mRNA-Expressionen mit Ausnahme von 

COLL2A1, BMP-7, SOX9, MMP8 und OCN. 

Diagramm III.13 PDLLA-Gruppe Versuchstag 10: Grafische Darstellung der erhöhten mRNA-
Expressionen  
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Tabelle 3.7: Die PDLLA-BMP-2-Gruppe Tag 10 – Die Gegenüberstellung der mRNA-Expressionen mit 

einer Ratio > 2,0 im Vergleich zur Kontrollgruppe 

 Expression optisch sichtbar 50% relativ
   zu GAPDH 
TWIST +++ 2  
MSX1 ++ 4 X 
SOX9 ++   
BGN + 4 X 
OCN +   
ANXA5 + 3 X 
COLL2A1 +++   
COLL11A1 + 4 X 
COLL12A1 ++ 4 X 
COLL14A1 + 4 X 
MMP2 +++ 4 X 
MMP8 +   
CTSK +++ 3 X 
CBP1 +++ 2  
CBP2 ++ 3  
VEGF +++ 3 X 
VEGFB ++ 3 X 
VEGFC + 3  
TGFb3 +++ 3 X 
FGF1 ++ 3 X 
FGF2 ++ 3 X 
TNFα ++ 2  
BMP7 ++   
BMP8 +++ 2  
VDR ++ 3  
SMAD2 ++ 4 X 
SMAD4  +++ 3 X 
SMAD5 +++ 3 X 
SMAD9 +++ 3 X 
VCAM + 3  
ITGA1 + 4 X 
ITGAV + 2  
 

Legende der Tabelle: 

+ erhöhte Expression; Ratio 2,0fach bis 5,0fach 
++ erhöhte Expression; Ratio 5,1fach bis 10fach 
+++ erhöhte Expression; Ratio größer als 10,1fach 
2 optischer Scorewert von 2 
3 optischer Scorewert von 3 
4 optischer Scorewert von 4 
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5 optischer Scorewert von 5 
X mindestens 50% der GAPDH-Expression 
 

Die Intensität von TGFβR-2 wurde im Vergleich zur Kontrollgruppe des 10. Versuchstages vermindert 

gemessen (Ratio < 0,5). 

 

54 Gene der 96 zu untersuchenden waren auf dem Mikroarray deutlich sichtbar, sie wiesen einen 

Scorewert von größer als 1 auf. Bei  32 dieser optisch presenten Gene entsprachen die 

hintergrundkorrigierten Werte mehr als 50% des Mittelwertes von GAPDH. In der Gruppe der 

Transkriptionsfaktoren gehörten CBFα1 und MSX1 dazu, bei den ECM-Proteinen SPARC, BGN, DCN, 

FN1, ANXA5, COLL3A1, 5A1, 11A1, 12A1, 14A1 und 16A1. Außerdem wurden diese erhöhten 

Expressionen auch bei MMP2, CTSK, TGF-β3, VEGF, VEGF-B, FGF-1, -2, den Rezeptoren TGFβR-1, 

FGFR-1 und EGFR beobachtet. Die Zelloberflächenmoleküle ITGA1 und ITGB1 und alle auf dem Array 

vertretenden SMADs gehörten in diese Gruppe, mit Ausnahme von SMAD 6.   

 

Im Diagramm III.14 sind die mRNA-Expressionen mit ihren Ratiowerten > 2 dargestellt, die gleichzeitig 

optisch sichtbar waren (Scorewert > 2) und dessen Expressionen mehr als der 50%-igen GAPDH-

Expression entsprachen. 
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38 

Diagramm III.14 PDLLA-BMP-2-Gruppe Versuchstag 10: Grafische Darstellung der erhöhten 
mRNA-Expressionen  
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3.3.3 Der Versuchstag 15 
 

Die Titangruppe 
 

Am Versuchstag 15 zeigten 16 mRNAs der Titangruppe eine deutlich veränderte Expression im Vergleich 

zur Kontrollgruppe (Tabelle 3.8). Bei zwei mRNA-Expressionen wurde eine Erhöhung zwischen dem 

Faktor 5,1 und 10,0 gemessen und 14 Gene waren bis zu einer 5-fachen Expression gesteigert. Keine 

dieser 16 erhöhten mRNA-Expressionen war jedoch optisch sichtbar. 

 

Tabelle 3.8: Die Titan-Gruppe Tag 15 – Die Gegenüberstellung der mRNA-Expressionen mit einer Ratio 

> 2,0 im Vergleich zur Kontrollgruppe 

 Expression optisch sichtbar 50% relativ
   zu GAPDH 
OCN +    
ALP +    
COLL1A1 +    
COLL4A5 +    
COLL9A2 +    
COLL10A1 +    
COLL19A1 ++    
MMP8 +    
BMP1 +    
BMP7 +    
GM-CSF +    
EGF +    
FLT1 +    
ITGA2 +    
CD36 ++    
CD36L1 +    
 

Legende der Tabelle: 

+ erhöhte Expression; Ratio 2,0fach bis 5,0fach 
++ erhöhte Expression; Ratio 5,1fach bis 10fach 
+++ erhöhte Expression; Ratio größer als 10,1fach 
 

Im Vergleich zur Kontrollgruppe wurden bei der Titangruppe am 15.Versuchstag 6 mRNA-Expressionen 

vermindert expremiert. Dazu gehörten: TWIST, COLL16A1, CBP2 (SERPINH2), PDGFα, SMAD 3 und 

SMAD 7.  

 

40 Gene waren auf dem Mikroarray deutlich sichtbar, sie wiesen einen Scorewert von größer 1 auf. 

Außerdem entsprachen bei 20 dieser optisch presenten Gene die hintergrundkorrigierten Werte über 

50% des Mittelwertes vom Housekeepinggen GAPDH. Dazu zählten CBFα1, MSX1, SPARC, BGN, DCN, 

FN1, ANXA5, die Kollagene COLL3A1, 5A1, 11A1, 12A1 und 14A1. Bei den Proteinasen gehörte MMP2, 
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bei den Rezeptoren TGFβR-1, VDR und  EGFR dazu. Auch SMAD 2 und die Zelloberflächenmoleküle 

ITGA1, ITGB1 und VCAM-1 wurden in diesem Ausmaß expremiert.  

   

 

 

Die PDLLA-Gruppe 
 
Bei der PDLLA-Gruppe vom 15.Versuchstag wurden 14 mRNAs mit einer deutlich veränderten 

Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe desselben Versuchstages berechnet (Tabelle 3.9). Wobei 2 

mRNA-Expressionen um mehr als das 10,1-fache erhöht waren (ITGA2, CD36), 2 mRNA-Expressionen 

eine Erhöhung zwischen dem Faktor 5,1 und 10,0 aufwiesen (CD36L1, MMP8) und die restlichen 10 

mRNAs bis zu einer 5-fachen Expression gesteigert waren. Optisch sichtbar waren 9 von diesen erhöht 

expremierten mRNAs. Optisch nicht bestätigt wurden: OCN, COLL19A1, MMP8, TGF-β2 und BMP-7. 

 

Tabelle 3.9: Die PDLLA-Gruppe Tag 15 – Die Gegenüberstellung der mRNA-Expressionen mit einer 

Ratio > 2,0 im Vergleich zur Kontrollgruppe 

 Expression optisch sichtbar 50%relativ 
   zu GAPDH 
OCN +   
COLL9A2 + 2  
COLL10A1 + 2  
COLL19A1 +   
MMP8 ++   
TGFβ1 + 3  
TGFβ2 +   
TGFβ3 + 4 X 
VEGFB + 4 X 
BMP7 +   
SMAD4 + 4 X 
ITGA2 +++ 3  
CD36 +++ 3  
CD36L1 ++ 3  
 

Legende der Tabelle: 

+ erhöhte Expression; Ratio 2,0fach bis 5,0fach 
++ erhöhte Expression; Ratio 5,1fach bis 10fach 
+++ erhöhte Expression; Ratio größer als 10,1fach 
2 optischer Scorewert von 2 
3 optischer Scorewert von 3 
4 optischer Scorewert von 4 
5 optischer Scorewert von 5 
X mindestens 50% der GAPDH-Expression 
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Die mRNA-Expression von COLL18A1 wurde im Vergleich zur Kontrollgruppe als einzige mRNA 

vermindert expremiert (Ratio < 0,5).  

 

67 mRNAs der 96 relevanten waren auf dem Mikroarray optisch deutlich sichtbar, sie wiesen einen 

Scorewert von größer 1 auf. Außerdem entsprachen bei 44 dieser optisch presenten Gene die 

hintergrundkorrigierten Werte mehr als 50% des Mittelwertes von GAPDH. In der Gruppe der 

Transkriptionsfaktoren waren es CBFα1, MSX1, NF-ĸB1, bei den ECM-Proteinen SPARC, BGN, DCN, 

FN1, ANXA5, COLL3A1, 5A1, 11A1, 12A1, 14A1 und 16A1. Zudem zeigten die Proteinasen MMP2 und 

CTSK und die Proteinase-Inhibitoren CBP1 und 2 (SERPINH1 und 2) diese erhöhten Expressionen. In 

der Genfamilie der Wachstumsfaktoren gehörten BMP-3, TGF-β3, IGF-1, VEGF, VEGF-B, VEGF-C, 

PDGFα, FGF-1 und FGF-2 dazu. Bei den Rezeptoren waren es TGFβR-1, VDR, FGFR-1, EGFR, 

außerdem die vertretenen SMADs (1-9) und die Zelloberflächenmoleküle ITGA1, ITGA3, ITGAV, ITGB1 

und VCAM-1.  

 

Im Diagramm III.15 sind die 3 mRNAs abgebildet, die alle 3 tabellarisch aufgestellten Kriterien (s. Tabelle 

3.9) erfüllten. 
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Die PDLLA-BMP-2-Gruppe 
 
Am Versuchstag 15 zeigten 11 mRNAs der PDLLA-BMP-2-Gruppe deutlich veränderte Expressionen im 

Vergleich zur Kontrollgruppe desselben Versuchstages (Tabelle 3.10). Eine mRNA-Expression war um 

mehr als das 10,1-fache erhöht (CD36), eine mRNA-Expression zeigte eine Steigerung um 9,9 (ITGA2) 

und 7 waren bis zu einer 5-fachen Expression gesteigert. Optisch deutlich sichtbar waren mit Ausnahme 

von MMP8 alle der erhöht gemessenen mRNA-Expressionen. 

Diagramm III.15 PDLLA-Gruppe Versuchstag 15: Grafische Darstellung der erhöhten mRNA-
Expressionen  
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Tabelle 3.10: Die PDLLA-BMP-2-Gruppe Tag 15 – Die Gegenüberstellung der mRNA-Expressionen mit 

einer Ratio > 2,0 im Vergleich zur Kontrollgruppe 

 Expression optisch sichtbar 50%relativ 
   zu GAPDH 
MMP8 +   
TGFβ1 + 3  
TGFβ3 + 3 X 
VEGFB + 3 X 
SMAD2 + 4 X 
SMAD4 + 4 X 
SMAD5 + 4 X 
ITGA1 + 4 X 
ITGA2 ++ 3  
CD36 +++ 3  
CD36L1 + 2  
 

Legende der Tabelle:  

+ erhöhte Expression; Ratio 2,0fach bis 5,0fach 
++ erhöhte Expression; Ratio 5,1fach bis 10fach 
+++ erhöhte Expression; Ratio größer als 10,1fach 
2 optischer Scorewert von 2 
3 optischer Scorewert von 3 
4 optischer Scorewert von 4 
5 optischer Scorewert von 5 
X mindestens 50% der GAPDH-Expression 
 

8 mRNA-Expressionen zeigten gegenüber der Kontrollgruppe unter dem Einfluss von PDLLA-BMP-2 eine 

verminderte Intensität mit einer Ratio < 0,5. Dazu gehörten die ECM-Proteine OCN, COLL4A4 und 

COLL18A1, die Wachstumsfaktoren FGF-3, EGF, die Rezeptoren FGFR-1, -2 und -3.  

 

58 Expressionen der 96 zu untersuchenden waren auf dem Mikroarray deutlich sichtbar, sie zeigten 

einen Scorewert von größer als 1. Außerdem entsprachen bei 38 dieser optisch presenten Gene die 

hintergrundkorrigierten Werte mehr als 50% des Mittelwertes von GAPDH. In der Genfamilie der 

Transkriptionsfaktoren zählte CBFα1, MSX1, bei den ECM-Proteinen SPARC, BGN, DCN, FN1, ANXA5, 

COLL3A1, 5A1, 11A1, 12A1, 14A1 und 16A1 und die Proteinasen MMP2, CTSK sowie die Proteinase-

Inhibitoren CBP1 und 2 dazu. In der Gruppe der Wachstumsfaktoren konnten ebenfalls entsprechend 

hohe Expressionen bei BMP-3, TGF-β3, VEGF, VEGF-B, FGF-1 und FGF-2 registriert werden und in der 

Gruppe der Rezeptoren bei TGFβR-1, VDR und EGFR. Auch alle SMADs zeigten diese größer als 50%-

ige Intensität im Vergleich zur GAPDH-Expression sowie die Zelloberflächenmoleküle ITGA1, ITGAV, 

ITGB1 und VCAM-1.    
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Im Diagramm III.16 sind die 3 mRNAs abgebildet, die alle 3 tabellarisch aufgestellten Kriterien (s. Tabelle 

3.10) erfüllten. 
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Diagramm III.16 PDLLA-BMP-2-Gruppe Versuchstag 15: Grafische Darstellung der erhöhten 
mRNA-Expressionen  
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3.4 Das Genexpressionsmuster humaner Primärosteoblasten in vitro  
- Die PDLLA- und PDLLA-BMP-2-Versuchsgruppen im Verlauf des 15-
Tageversuches  

 
Die Induktionen von PDLLA-BMP-2 und PDLLA auf die relevanten mRNAs jeder Genfamilie, die eine 

Ratio > 2 gegenüber der Kontrollgruppe desselben Versuchstages aufwiesen, werden grafisch in den 

Diagrammen III.17-III.28 gegenübergestellt. Bezugsgrößen sind die hintergrundkorrigierten und zu den 

HKGs normalisierten mRNA-Intensitäten der einzelnen Versuchstage. 

 

 

3.4.1 Die Transkriptionsfaktoren 
 

TWIST und MSX1 zeigten in der Genfamilie der Transkriptionsfaktoren ein von der Kontrollgruppe 

abweichendes Expressionsverhalten. Beim Vergleich von den Diagrammen III.17 und III.18 wurde 

deutlich, dass die Verläufe der beiden Grafen bei der PDLLA- und PDLLA-BMP-2-Gruppe ähnlich waren.  
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Diagramm III.17 PDLLA-Gruppe: Grafische Darstellung der erhöhten mRNA-Expressionen der 
Transkriptionsfaktoren  

Diagramm III.18 PDLLA-BMP-2-Gruppe: Grafische Darstellung der erhöhten mRNA-
Expressionen der Transkriptionsfaktoren  
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3.4.2 Die extrazellulären Matrixproteine 
 
 

In der Genfamilie der ECM-Proteine spiegelten sich vergleichbare mRNA-Expressionen von BGN, 

ANXA5, COLL11A1, COLL12A1, COLL14A1 und COLL16A1 in der PDLLA- und PDLLA-BMP-2-Gruppe 

wider (Diagramm III.19 und III.20). Sinkende Expressionen waren bei der PDLLA-Gruppe, mit der 

Ausnahme von BGN, am Tag 5 zu verzeichnen, währenddessen bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe nur die 

Expression von COLL12A1 vermindert wurde. Starke Expressionssteigerungen wurden am Tag 10 

besonders bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe deutlich. Zum 15. Versuchstag schienen sich die Expressionen 

von allen 5 dargestellten mRNAs denen von der Kontrollgruppe anzunähern (1 < Ratio < 1,5). 
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Diagramm III.20 PDLLA-BMP-2-Gruppe: Grafische Darstellung der erhöhten mRNA-
Expressionen der ECM-Proteine  

Diagramm III.19 PDLLA-Gruppe: Grafische Darstellung der erhöhten mRNA-Expressionen der 
ECM-Proteine  
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3.4.3 Die Proteasen und Heat-Shock-Proteine 
 

Die Diagramme III.21 und III.22 zeigen die gegenüber der Kontrollgruppe deutlich veränderten mRNA-

Expressionen der Genfamilie der Proteasen und Heat-Shock-Proteine (CBPs). Auffällig war der starke 

Expressionsanstieg von MMP2 bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe am Tag 5. Diese deutliche Erhöhung 

wurde auch bei der PDLLA-Gruppe beobachtet, jedoch zu einem späteren Versuchszeitpunkt (Tag10). 

Erst zum Tag 10 wurden sowohl bei der PDLLA- als auch bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe alle 

Steigerungskriterien (s. Tabellen 3.6 und 3.7) erfüllt. Die Verläufe von CBP1 und 2 blieben bei der 

PDLLA- und PDLLA-BMP-2-Gruppe ohne große abweichende Unterschiede. Die CTSK-Expression 

zeigte bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe nur am Tag 10 sowohl grafisch als auch optisch und rechnerisch 

alle Kriterien einer mRNA-Steigerung. 
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Diagramm III.21 PDLLA-Gruppe: Grafische Darstellung der erhöhten mRNA-Expressionen der 
Proteasen und Heat-Shock-Proteine  

Diagramm III.22 PDLLA-BMP-2-Gruppe: Grafische Darstellung der erhöhten mRNA-
Expressionen der Proteasen und Heat-Shock-Proteine  
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3.4.4 Die Wachstumsfaktoren 
 

In der Genfamilie der Wachstumsfaktoren wurden die deutlichen Expressionssteigerungen sowohl bei der 

PDLLA- als auch bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe zum Tag 10 deutlich. Während bei der PDLLA-Gruppe 

zum Tag 10 die FGF-2- und zum Tag 5 die VEGF-Expression einen starken Anstieg aufwiesen, waren es 

bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe am Tag 10  die FGF-1- und FGF-2- und am Tag 5 die TNFα-

Expressionen. Alle tabellarisch aufgelisteten Kriterien (s. Tabellen 3.6 und 3.7 in Kapitel 3.3) konnten in 

der Genfamilie der Wachstumsfaktoren erst zum Tag 10 erfüllt werden. In der PDLLA-Gruppe war es 

FGF-2 und in der PDLLA-BMP-2-Gruppe gehörten VEGF, VEGF-B, TGF-β3, FGF-1 und FGF-2 dazu. 

Wohingegen VEGF-C, TNFα, BMP-8 nicht alle gestellten Kriterien erfüllten. Im weiteren Verlauf waren bei 

der PDLLA-BMP-2-Gruppe weniger Veränderungen zu verzeichnen als bei der PDLLA-Gruppe.  
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Diagramm III.23 PDLLA-Gruppe: Grafische Darstellung der erhöhten mRNA-Expressionen der 
Wachstumsfaktoren  

Diagramm III.24 PDLLA-BMP-2-Gruppe: Grafische Darstellung der erhöhten mRNA-
Expressionen der Wachstumsfaktoren 
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3.4.5 Die SMADs 
 
Der Unterschied zwischen der PDLLA- und PDLLA-BMP-2-Gruppe wurde grafisch besonders bei der 

Genfamilie der SMADs verdeutlicht. Starke mRNA-Expressionssteigerungen waren am Tag 10 bei der 

PDLLA-BMP-2-Gruppe zu verzeichnen, währenddessen der Anstieg bei der PDLLA-Gruppe zu den 

Tagen 10 und 15 moderat verlief. Am Tag 15 wurde bei der PDLLA-Gruppe nur der Anstieg von SMAD 4 

mit den drei gesetzten Kriterien bestätigt (Tabelle 3.9). Bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe wurden, trotz einer 

am Tag 15 grafisch sinkenden SMAD 2-Expression, nochmals gegenüber der Kontrollgruppe gesteigerte 

Expressionen für SMAD 2, 4 und 5 ermittelt (Tabelle 3.10). 
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Diagramm III.25 PDLLA-Gruppe: Grafische Darstellung der erhöhten mRNA-Expressionen der 
SMADs  

Diagramm III.26 PDLLA-BMP-2-Gruppe: Grafische Darstellung der erhöhten mRNA-
Expressionen der SMADs 

SMAD2 

SMAD2 



Die Mikroarrayergebnisse  - 70 - 

 

3.4.6 Die Rezeptoren und Zelladhäsionsmoleküle 
 

In den Genfamilien der Rezeptoren und Zelladhäsionsmoleküle war bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe am 

Tag 5 besonders die TGFβR-1-mRNA-Expression grafisch auffällig. Auch am Tag 10 blieb der Verlauf 

des TGFβR-1-Grafen erhöht. Sowohl die PDLLA-BMP-2- als auch die PDLLA-Gruppe zeigten von 

TGFβR-1 einen grafischen Anstieg. Rechnerisch und optisch bestätigte sich nur die TGFβR-1-Expression 

zum Tag 5 bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe. Zum Versuchstag 10 war außerdem die ITGA1-mRNA-

Expression bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe gesteigert. Bei den restlichen Mitgliedern der Rezeptoren- und 

Zelladhäsionsmolekül-Genfamilien wurden grafisch keine vergleichbar starken Veränderungen wie bei 

TGFβR-1 und ITGA1 beobachtet.  
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Diagramm III.27 PDLLA-Gruppe: Grafische Darstellung der erhöhten mRNA-Expressionen der 
Rezeptoren und Zelladhäsionsmoleküle 

Diagramm III.28 PDLLA-BMP-2-Gruppe: Grafische Darstellung der erhöhten mRNA-Expressionen 
der Rezeptoren und Zelladhäsionsmoleküle 
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3.5 Die Überprüfung der Reproduzierbarkeit der Mikroarraytechnologie  
- Am Beispiel der PDLLA-BMP-2-Gruppe des 10. Versuchstages  

 

Neben der Etablierung der Mikroarraytechnologie als Methode für die Analyse der PDLLA-BMP-2-

beeinflussten humanen Primärosteoblasten war es das Ziel die Reproduzierbarkeit des 

Mikroarrayverfahrens einzuschätzen. Dazu wurden von der PDLLA-BMP-2-Gruppe des Versuchstages 

10 zwei Mikroarrays unter den gleichen Bedingungen durchgeführt. Verglichen wurden die 96 

hintergrundkorrigierten, normalisierten Intensitäten und die Ergebnisse der optischen Scoreauswertung.  

 

 Als Differenz für die berechneten Intensitätsabweichungen ergaben sich Werte zwischen 0 bis 

0,86 (Mittelwert 0,17).  

 Es wurde eine Ratio zwischen 0,65 und 26,2 (Mittelwert 1,88) ermittelt.  

 Der Korrelationskoeffizient nach Bravais-Pearson ergab einen Wert von 0,95. 

 

Außerdem waren mRNA-Expressionen vertreten, bei denen keine Angabe der Differenz oder der Ratio 

möglich war: ALP, COLL17A1, BMP-2, -4, -5 und EGF. Hier ergaben sich nach der Normalisierung 

gegenüber der Housekeepinggene negative Intensitäten. Die Werte lagen demnach außerhalb des 

festgelegten Messbereiches, d.h. sie waren kleiner als der geringste Negativ- bzw. Blankwert. Eine 

Berechnung der Ratio war nicht möglich. Sie wurden in der Bewertung nicht berücksichtigt.   

 

Bei der optischen Scoreauswertung wurden, unabhängig von den rechnerisch ermittelten Werten, 54 

Übereinstimmungen und 42 Abweichungen festgestellt. Von den 42 Abweichungen wurden 39 mit einem 

erhöhten Scorewert in der Wiederholung registriert und 3 mit einem verringerten Scorewert. Der 

Unterschied lag bei 3 mRNAs bis zu 2 Scoreintensitäten. 8 Expressionen zeigten auf dem 

Wiederholungsarray einen Scorewert von 2, die bei der Ausgangsgruppe jedoch nicht sichtbar waren 

(Scorewert=1). 

  

Der Vergleich der rechnerisch ermittelten und der optisch sichtbaren Ergebnisse lässt tendenziell 

folgende Aussage zu:  

Scorewert 1: hintergrundkorrigierter, normalisierter Intensitätswerte > 0 und < 0,43;  

Scorewert 2: hintergrundkorrigierter, normalisierter Intensitätswerte > 0,18 und < 0,76;  

Scorewert 3: hintergrundkorrigierter, normalisierter Intensitätswerte > 0,23 und < 1,34;  

Scorewert 4: hintergrundkorrigierter, normalisierter Intensitätswerte > 0,70 und < 1,82;  

Scorewert 5: hintergrundkorrigierter, normalisierter Intensitätswerte > 1,22  
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4  DISKUSSION    
 

Der Wachstumsfaktor BMP-2 ist zur Behandlung von Frakturen langer Röhrenknochen seit 2002 in der 

Klinik zugelassen (Govender et al., 2002; Mc Kay, 2004; Poynton und Lane, 2002; Boden et al., 2000; 

Valentin-Opran et al., 2002). Präklinische und klinische experimentelle Daten sprechen für die 

osteoinduktive Wirksamkeit der rekombinanten humanen BMPs (Rh-BMPs). Schon 1965 entdeckte Urist 

das osteoinduktive Potential (Urist et al., 1965). In zahlreichen Studien wurde die Wirkungsweise von 

BMP-2 auf Osteoblasten (Kessler et al., 2000), auf die ektope Knochenbildung (Katagiri et al., 1994; 

Kessler et al., 2000; Liebermann et al., 2002) und auf die Knochenregeneration analysiert (Schmidmaier 

et al., 2002a; Kandziora, et al., 2002d; Yasko et al., 1992; Gerhart et al., 1993). BMP-2 besitzt eine 

wichtige Funktion in der Kontrolle des Schicksals der Zellen und spielt eine Schlüsselrolle als parakrin 

und autokrin wirkendes Molekül bei der Knochenentwicklung. BMP-2 ist dafür bekannt, die 

Differenzierung pluripotenter mesenchymaler Stammzellen zu Osteoprogenitorzellen (Urist et al., 1983) 

und wiederum deren Differenzierung zu reifen Osteoblasten zu stimulieren (Vaes et al., 2002; Yamaguchi 

et al., 1991; Cheng et al., 2003).  

 

Schmidmaier et al. (2002a) zeigten in einem Rattenmodell anhand radiologischer, biomechanischer und 

histologischer Untersuchungen einen stimulierenden Effekt von lokal appliziertem BMP-2 auf die 

Frakturheilung. Der Wachstumsfaktor wurde in dieser Studie lokal aus einer Implantatbeschichtung auf 

Basis von Poly (D,L-Laktid) freigesetzt. Die Effekte auf die humanen Osteoblastenzelllinie hFOB 1.19 in 

vitro waren bei den unbeschichteten und den PDLLA-beschichteten Tiatn-Kirschner-Drähten mit denen 

der Kontrollgruppe vergleichbar. Es wurden keine Unterschiede der Zellproliferation, metabolischen 

Aktivität, Differenzierung und Kollagen Typ I Produktion detektiert (Schmidmaier et al., 2003). Doch der 

genaue Wirkmechanismus des Trägermaterials PDLLA und des Wachstumsfaktors BMP-2 auf die 

Frakturheilung und die für die Knochenbildung notwendigen humanen Primärosteoblasten ist noch nicht 

eindeutig geklärt. Um dies genauer zu analysieren wurden in der vorliegenden Arbeit humane 

Primärosteoblasten unter dem Einfluss des Trägermaterials PDLLA und des Wachstumsfaktors BMP-2 

hinsichtlich der Expression von 96 osteogeneserelevanten Genen in vitro untersucht. Für die Beurteilung 

der Osteoblastogenese im zeitlichen Verlauf, wurden die Versuchszeitpunkte Tag 0, 5, 10 und 15 

festgelegt. Es wurden die mRNA-Expressionsmuster von humanen unbeeinflussten Primärosteoblasten, 

von humanen Primärosteoblasten unter dem Einfluss von unbeschichteten Titan-Kirschner-Drähten, unter 

dem Einfluss von PDLLA-beschichteten Titan-Kirschner-Drähten und unter dem Einfluss von PDLLA-

BMP-2-beschichteten Titan-Kirschner-Drähten untersucht. Mit Hilfe der Mikroarraytechnologie konnten 

Tendenzen der mRNA-Expressionsveränderungen von 7 Genfamilien analysiert werden. Kriterien waren 

eine Ratio > 2 gegenüber dem Versuchsbeginn bzw. der Kontrollgruppe. Neben der Analyse der 

rechnerisch ermittelten Ergebnisse wurden die Röntgenbilder der Mikroarrays subjektiv optisch bewertet. 

Dazu wurde eine optische Intensitätsskala mit den Abstufungen 5, 4, 3, 2 und 1 festgelegt, wobei 5 für 

eine stark sichtbare Intensität und damit positive Hybridisierungsreaktion auf der Mikroarraymembran 

stand und 1 keine sichtbare Veränderung gegenüber dem Hintergrund bedeutete. Aufgrund der Menge 
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an Daten beschränkt sich die Diskussion auf die Osteoblastenmarker und die eindeutig veränderten 

Ergebnisse. Diese mRNA-Ergebnisse wiesen als   

1.  Kriterium eine Ratio > 2 gegenüber dem Tag 0 bzw. der Kontrollgruppe desselben  

Versuchstages auf. Gleichzeitig waren sie  

2.  auch optisch auf dem Array deutlich sichtbar (Scorewert > 2) und hoben sich  

3.  in der grafischen Gegenüberstellung von den anderen Genfamilienmitgliedern ab.  

4.  Zusätzlich wurden die mRNA-Expressionen gegenüber der 50%-igen Expression vom 

Housekeepinggen GAPDH verglichen, um die Relevanz der Expressionsveränderung besser 

einschätzen zu können. 

 

Es wurde folgenden Fragen nachgegangen: Welche Gene werden im Rahmen des Versuchsverlaufes 

durch die PDLLA- und PDLLA-BMP-2-Beschichtung stimuliert? Welche Genfamilien werden am ersten 

Versuchszeitpunkt expremiert, welche mRNAs sind erst am Ende des Versuches hoch reguliert? Ist aus 

den gewonnenen Ergebnissen ein zeitliches Muster der expremierten Genfamilien unter dem Einfluss von 

PDLLA-BMP-2 abzulesen? Die gewonnenen Erkenntnisse sollen Aufschluss für  die Weiterentwicklung 

biologischer Einflussmöglichkeiten auf den Knochenstoffwechsel liefern.  

 

Die optischen Scoreergebnisse der unbeeinflussten Primärosteoblasten zeigten schon zum 

Versuchsbeginn erhöhte Werte vom Transkriptionsfaktor CBFα1, von verschiedenen ECM-Proteinen, wie 

Osteonectin (SPARC), Decorin, Biglykan, von verschiedenen Kollagentypen (III, XII), Fibronectin, aber 

auch von den SMADs (1 und 6), verschiedenen Zelladhäsionsproteinen (ITGA1, ITGB1), Proteasen, wie 

Gelantinase A (MMP2) und B (MMP9), und vom Wachstumsfaktor BMP-3. Am 5. Versuchstag stellten 

sich gegenüber dem Versuchsbeginn 39 gesteigerte mRNA-Expressionen (Ratio > 2) in der Genfamilie 

der Transkriptionsfaktoren, der ECM-Proteine (Kollagene, Biglycan, Osteopontin), der Proteasen, 

Wachstumsfaktoren, Rezeptoren, SMADs und Zelladhäsionsproteine dar. Doch viele dieser mRNA-

Expressionsveränderungen besaßen keinen optischen Scorewert > 2 oder hoben sich nicht gegenüber 

dem GAPDH-Kriterium ab. Sie wurden demnach nicht eindeutig bestätigt. Am 10. Versuchstag waren bei 

den unbeeinflussten Primärosteoblasten weniger Steigerungen im Vergleich zum Tag 0 zu verzeichnen. 

Erst ab dem Versuchstag 15 wurden die Ratioergebnisse (gegenüber dem Tag 0) sowohl optisch als 

auch gegenüber der GAPDH-Expression stark erhöht. Zum 15. Versuchstag waren die gleichen 

Genfamilien vertreten wie zum Tag 5, jedoch mit mehr eindeutigen Ergebnissen. Zusätzlich wurden die 

Heat Shock Proteine (CBPs / SERPINHs) expremiert. Insgesamt 46 mRNAs steigerten am 15. 

Versuchstag im Vergleich zum Tag 0 ihre Expressionen (Ratio > 2), was auf eine gesteigerte 

Syntheseleistung am Versuchstag 15 und somit auf die Proliferations- bzw. Matrixreifungsphase 

hindeutet. Somit wurde deutlich, dass humane Primärosteoblasten in vitro ab dem Versuchstag 15 

erhöhte mRNA-Expressionen gegenüber dem Versuchsbeginn in verschiedenen Genfamilien aufwiesen. 

 

Bei der PDLLA- und der PDLLA-BMP-2-Gruppe kristallisierten sich über den 15-Tageversuch deutliche 

Unterschiede gegenüber den unbeeinflussten Primärosteoblasten heraus. Während sich zum Tag 5 bei 

der Titan- und bei der PDLLA-Gruppe keine erhöhten mRNA-Expressionen gegenüber der Kontrollgruppe 
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abzeichneten, waren bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe schon die Rezeptor- und Heat Shock Protein-

Genfamilien mit gesteigerten mRNA-Expressionen vertreten: TGFβR-1, TGFβR-2 und CBP1 

(SERPINH1) waren erhöht expremiert. Insbesondere die TGFβR-1-mRNA-Expression stieg bei der 

PDLLA-BMP-2-Gruppe auf einen Wert an, der mehr als der 50%-igen Expression von GAPDH entsprach.  

Vor allem zum Versuchstag 10 bestätigte sich die Hypothese, dass PDLLA-BMP-2-beschichtete Titan-

Kirschner-Drähte die mRNA-Expressionen spezifischer Gene in humanen Primärosteoblasten in vitro 

stimulieren. 27 der 96 untersuchten mRNA-Expressionen zeigten bei PDLLA-BMP-2-Gruppe eine Ratio > 

2 im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei der PDLLA-Gruppe waren 20 mRNA-Expressionen gegenüber der 

Kontrollgruppe erhöht. Wie bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe wurden auch bei der PDLLA-Gruppe am 10. 

Versuchstag ähnliche Genfamilien expremiert: Transkriptionsfaktoren, ECM-Proteine, HSP, Proteasen, 

Wachstumsfaktoren, Rezeptoren, SMADs und Zelladhäsionsmoleküle.  

Am 15. Versuchstag war das Expressionsmuster zwischen der PDLLA- und PDLLA-BMP-2-Gruppe 

unterschiedlich. Während bei der PDLLA-Gruppe die mRNA-Expressionen von den Genfamilien der 

ECM-Proteine, der  Wachstumsfaktoren, der SMADs und der Zelloberflächenmoleküle weiterhin 

gegenüber der Kontrollgruppe gesteigert blieben, wurden bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe dagegen keine 

ECM-mRNAs mehr erhöht expremiert. Starke Expressionssteigerungen, die sich bei der PDLLA-BMP-2-

Gruppe am Tag 10 ergaben und auch noch am Tag 15 erhöht blieben, waren TGF-β3, VEGF-B, SMAD 2, 

SMAD 4, SMAD 5 und ITGA1. Insgesamt konnten vier mRNA-Expressionen nach den gestellten Kriterien 

festgelegt werden, die nur bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe und bei keiner anderen Versuchsgruppe erhöht 

wurden: COLL11A1, COLL14A1, ITGA1 und TGFβR-1. Bei der Titangruppe änderte sich während des 

gesamten Versuchsverlaufs das mRNA-Expressionsmuster nicht wesentlich im Vergleich zur 

Kontrollgruppe. Die veränderten Expressionen der Titangruppe wurden weder mit dem optischen 

Scorewert > 2 bestätigt noch hoben sie sich grafisch von den Expressionen der Kontrollgruppe ab. Auf 

der molekularen Ebene wurde somit die deutliche Beeinflussung von PDLLA-BMP-2 und von PDLLA am 

10. Versuchstag auf humane Primärosteoblasten in vitro bewiesen. Die Ergebnisse mit den erfüllten 

Kriterien sind zusammenfassend in der Abbildung 4.1. dargestellt.  
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Abbildung 4.1: Die Zusammenfassung der erhöhten mRNA-Expressionen von den Versuchsgruppen  

(Rot dargestellt sind die mRNA-Expressionen, die neben der erhöhten Ratio > 2 (im Vergleich zur 

Kontrollgruppe desselben Versuchstages) und dem erhöhten optischen Scorewert > 2, zusätzlich eine 

Expressionshöhe von mehr als der 50%-igen Expression vom Housekeepinggen GAPDH aufzeigten.) 
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4.1  DIE DISKUSSION DER MIKROARRAYERGEBNISSE   
 

Die Diskussion der Mikroarrayergebnisse beinhaltet die Osteoblastenmarker sowie die deutlichen 

PDLLA-BMP-2- bzw. PDLLA-induzierten mRNA-Expressionsveränderungen. Nur 

Expressionsveränderungen, bei denen folgende Kriterien zutrafen, sind in Abildung 4.1 hervorgehoben 

und werden gegenüber den Literaturergebnissen näher beleuchtet: eine Ratio > 2 gegenüber der 

Kontrollgruppe desselben Versuchstages, einen Scorewert von > 2, einen deutlichen grafischen 

Unterschied gegenüber den anderen Genfamilienmitgliedern sowie eine mRNA-Expression von > 50% 

der GAPDH-Expression.  

 

 

4.1.1  Die Charakterisierung der Primärosteoblasten: Die Osteoblastenmarker 
 

Der Transkriptionsfaktor CBFα1 gilt als der frühste und meist spezifische, expremierte Marker der 

Osteoblastogenese. Verschiedene Arbeitsgruppen bewiesen anhand von in vivo und in vitro Studien, 

dass die CBFα1-Expression streng auf skelettale Strukturen beschränkt ist und dass CBFα1 die 

Expression von vielen osteoblastären Genen reguliert und somit die Knochenbildungsrate von 

differenzierten Osteoblasten kontrolliert (Ducy et al., 1997; Korchynskyi et al., 2003; Komori et al., 1997; 

Otto et al., 1997). CBFα1 wird von Osteoprogenitorzellen schwach expremiert. Die Expression steigt 

jedoch mit der Osteoblastendifferenzierung an und sinkt bei Osteozyten wieder ab (Ducy et al., 1997; Kim 

et al., 1999). Während des Versuches wurden bei der unbeeinflussten Kontrollgruppe und bei den 

beeinflussten Versuchsgruppen eine hohe mRNA-Expression des osteoblastenspezifischen Markers 

CBFα1 über den gesamten Versuchsverlauf beobachtet. In allen vier Versuchsgruppen zeigte sich 

grafisch ein Anstieg der Expressionen zu den Tagen 10 und 15, rechnerisch ergab sich jedoch keine 

Ratio > 2.  

BMP-2 induziert die CBFα1-Expression und die Osteoblastendifferenzierung (Gori et al., 1999; Viereck et 

al., 2002). Viereck et al. (2002) beobachteten, dass die CBFα1-mRNA bei unbeeinflussten 

Primärosteoblasten in der Zellkultur erst zum Tag 21 und unter BMP-2-Einfluss zum Tag 14 (Maximum 

am Tag 21) erhöht wird, wobei eine schnellere und höhere CBFα1-Expression mit einer beschleunigten 

Matrixreifung korreliert. Eine Expressionssteigerung unter dem PDLLA-BMP-2-Einfluss gegenüber der 

Kontrollgruppe wurde in diesem 15-Tageversuch jedoch nicht festgestellt. Unter dem Aspekt, dass 

CBFα1 schon zum Versuchsbeginn hoch expremiert war und die Expression sich nicht wesentlich unter 

dem Einfluss von den beschichteten Titan-Kirschner-Drähten erhöhte, ist zu vermuten, dass bei allen 

Versuchsgruppen dieselben CBFα1-abhängigen Strukturproteine expremiert und dieselben 

physiologischen osteoblastären Funktionen erfüllt werden wie am Versuchsanfang.  

 

In vielen Studien wird Osteocalcin (OCN) als der „einzige wahre Osteoblastenmarker der voll 

differenzierten Osteoblasten“ bezeichnet (Price et al., 1980; Ducy et al., 2000c). OCN wird in der späten 

Phase der Osteoblastenreifung expremiert (Owen et al., 1990; Ducy, 2000a, Viereck et al., 2002; 

Siggelkow et al., 1999). Es bindet Calcium-Ionen und Hydroxylapatit mit hoher Affinität und kontrolliert die 
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Größe sowie die Geschwindigkeit der Kristallbildung (Romberg et al., 1986; Roach, 1994). Jedoch ist 

OCN nicht essentiell für die Mineralisation (Ducy et al., 1996). In der vorliegenden Studie zeigten sich 

während des gesamten Versuchsverlaufs keine Steigerungen bei der Kontrollgruppe. Es wurden zwar 

sowohl bei der PDLLA- als auch der PDLLA-BMP-2-Gruppe erhöhte Expressionen zum Tag 10 und zum 

Tag 15 gegenüber der Kontrollgruppe berechnet (Ratio > 2), jedoch waren diese Expressionen weder 

grafisch noch optisch belegbar. Viereck et al. (2002) und Diefenderfer et al. (2003) beobachteten, dass 

BMP-2 allein keinen wesentlichen Einfluss auf die OCN-Expression bei humanen POBs und bei humanen 

BMSCs besitzt. Eine nicht deutlich erhöhte mRNA-Expression von OCN über den 15-Tageversuch 

könnte demnach bedeuten, dass die Zellen das Stadium der Mineralisation am 15.Tag noch nicht 

erreichten. Eine Tendenz der Differenzierung zum reifen Osteoblasten und der beginnenden 

Mineralisation ist jedoch aufgrund der geringen Steigerung zu vermuten. Siggelkow et al. (1999) 

belegten, dass in einer in vitro Kultur mit humanen Primärosteoblasten die OCN-Expression und somit die 

Mineralisationsphase selbst bis zum Tag 35 nicht zu verzeichnen war, wohingegen diese Beobachtungen 

bei Rattenosteoblasten möglich waren. Bekannt ist weiterhin, dass eine OCN-Expression nicht allein von 

CBFα1 abzuhängen scheint (Viereck et al., 2002; Banerjee et al., 1997; Franceschi, 1999). MSX1 gilt als 

Co-Transkriptionsfaktor für CBFα1 und reguliert somit ebenfalls die Osteocalcin-Transkription (Hoffmann 

et al., 1994; Towler et al., 1994; Ducy et al., 2000c). Eine Steigerung von MSX1 zum Tag 10 unter dem 

PDLLA- bzw. PDLLA-BMP-2-Einfluss könnte mit der beginnenden gering erhöhten Osteocalcin-

Expression korrelieren und diese erklären. Um besser einschätzen zu können, ob und wann die humanen 

Primärosteoblasten das Stadium der Mineralisierung erreichen, bleibt der Zeitraum nach dem Tag 15 

interessant.  

 

Osteopontin (OPN) ist ein multifunktionelles ECM-Molekül und ebenfalls ein Osteoblastenmarker. OPN ist 

für die Regulation der Calciumbindung und die Verlängerung der Hydroxylapatitkristalle bei der 

Knochenbildung und somit für die Kalzifizierung wichtig (Chen et al., 1993b; Reinholt et al., 1990; Boskey 

et al., 1993; 1995). OPN reguliert außerdem das Zellattachment und die Migration von Osteoblasten und 

Osteoklasten über verschiedene Integrinrezeptoren (Sodek et al., 2002; Teitelbaum, 2000; Chen et al., 

1994; McKee und Nanci, 1996). Die unbeeinflussten Primärosteoblasten expremierten zum Tag 5 erhöht 

mRNA von Osteopontin. Am Tag 15 steigerte sich die mRNA von Osteopontin erneut. Doch sowohl 

grafisch als auch optisch waren die OPN-mRNA-Expressionen an beiden Tagen nicht auffällig. Bei den 

anderen Versuchsgruppen veränderten sich die mRNA-Expressionsmuster von Osteopontin gegenüber 

der Kontrollgruppe ebenfalls nicht. Lecanda et al. (1997) beobachteten hingegen unter BMP-2-Einfluss 

bei humanen MDSC (marrow-drived stromacells) eine erhöhte Osteopontin-mRNA zwischen dem 1. und 

3. Tag. Beck et al. (2000) zeigten wiederum, dass die Osteopontinexpression stark von der ALP-Aktivität 

an der Zelloberfläche und zusätzlich von der Ascorbinsäure- und der β-Glycerophosphat-Anwesenheit im 

Medium abhängt, da freies Phosphat die OPN-RNA-Expression reguliert. Es wird vermutet, dass OPN, in 

Abhängigkeit vom intrazellulären Phosphatgehalt, einen entscheidenden Beitrag beim Calciumtransport 

spielt (Beck et al., 2000; Chen et al., 1992) und die Hydroxylapatitbildung inhibiert (Boskey et al., 1993; 

1995). Die Induktion der ALP findet jedoch solange nicht statt, bis die Proliferation nicht abgeschlossen 
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ist. PDLLA- und PDLLA-BMP-2 besitzen in dem beobachteten Zeitraum keinen induzierenden Effekt auf 

die OPN-mRNA-Expressionen von humanen Primärosteoblasten in vitro. 

 

Die alkalische Phosphatase (ALP) ist ein früher Osteoblastendifferenzierungsmarker (Turksen und Aubin, 

1991; Watts, 1999; Zheng et al., 1992). In verschiedenen Zellkulturen konnte gezeigt werden, dass 

Ascorbat, β-Glycerophosphat (Siggelkow et al., 1999), aber auch Dexamethason (Diefenderfer et al., 

2003) zu einer gesteigerten ALP-mRNA-Expression bzw. -Aktivität führen. Der BMP-Einfluss wird 

hingegen kontrovers diskutiert (Diefenderfer et al., 2003; Takuwa et al., 1991; Komori et al., 1997; 

Lecanda et al., 1997; Kim et al., 2004). Es wurde zu keinem Versuchszeitpunkt, weder bei der 

Kontrollgruppe noch bei den PDLLA- bzw. PDLLA-BMP-2-Versuchsgruppen, trotz Ascorbat- und β-

Glycerophosphatzusatz, eine erhöhte ALP-mRNA-Expression beobachtet. Kim et al. (2004) ermittelten, 

dass eine Überexpression vom BMP-2-stimulierten Transkriptionsfaktor MSX2 mit einer verminderten 

ALP-Expression korreliert. In dem vorliegenden Versuchsaufbau wurde jedoch keine veränderte 

Homeoprotein-mRNA-Expression von MSX2 unter PDLLA-BMP-2 festgestellt. Hu et al. (2001) bewiesen 

in kultivierten primären Hühnerchondrozyten und Hühnerosteoblasten, dass MSX1 die ALP-Expression 

supprimiert. Eine Interaktion zwischen MSX1 und den Osteoblastenmarkern, ähnlich wie bei MSX2, kann 

demnach vermutet werden. Ein anderer Grund für die noch nicht erhöhte mRNA-Expression von ALP 

könnte darin liegen, dass es sich noch um junge Progenitorzellen handelt. Junge Progenitorzellen 

expremieren noch keine Osteoblastenmarker, sie differenzieren zunächst über eine definierte Anzahl von 

Zellteilungen zu reifen Osteoblasten, die erst postmitotisch, in der Phase der Matrixreifung, 

Osteoblastenmarker, wie ALP, expremieren (Aubin et al., 1993; Owen et al., 1990; Siggelkow et al., 

1999).  

 

 
4.1.2  Der Transkriptionsfaktor MSX1  
 

MSX1 (Hox 7) ist für die spezifischen zeitlichen und räumlichen Veränderungen des 

Genexpressionsmusters verantwortlich. MSX1 beeinflusst als Co-Transkriptionsfaktor die mRNA-

Expressionen direkt oder indirekt über CBFα1 (Hu et al., 2001). Gendefekte von MSX1 verursachen 

craniale und craniofaciale Anomalien (Jabs et al., 1993; Satokata und Maas, 1994). Während die 

Kontrollgruppe eine Expressionssteigerung zum Versuchstag 15 zeigte, erhöhte sich bei den beiden 

Gruppen mit den beschichteten Drähten (PDLLA- und PDLLA-BMP-2-Gruppe) die MSX1-mRNA-

Expression gegenüber der Kontrollgruppe zum Tag 10 zusätzlich. Verschiedene Arbeitsgruppen 

bestätigten, dass MSX1 durch BMPs induziert wird (Jones et al., 1991; Lyons et al., 1995), zudem 

konnten 3 Bindungsstellen für SMAD am MSX1-Genpromotor nachgewiesen werden (Martinez et al., 

2002). Binato et al. (2006) beobachteten, dass BMP-2, BMP-4, die SMAD 8- sowie die SMAD 4-

Signalübermittlung für die Aktivierung von MSX1 notwendig sind. Demnach könnte in der Proliferations- 

und Matrixsynthesephase eine PDLLA- und PDLLA-BMP-2-induzierte SMAD-Expressionssteigerung mit 

einer erhöhten Expression von MSX1 korrelieren. Grafisch kristallisierte sich ein geringer Anstieg der 

MSX1-mRNA-Expression bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe schon am Tag 5 heraus. In diesem 

Versuchsaufbau wurde jedoch erst am Tag 10 rechnerisch und optisch bewiesen, dass sowohl PDLLA 
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als auch PDLLA-BMP-2 die MSX1-mRNA-Expressionen gegenüber der Kontrollgruppe erhöhen. Ein 

deutlicher Unterscheid zwischen der PDLLA- und PDLLA-BMP-2-Gruppe wurde nicht beobachtet. 

 

 

4.1.3  Die Kollagene 
  

Die Vielfältigkeit, die Repräsentanz der Kollagentypen in verschiedenen Geweben sowie ihre 

Interaktionen untereinander wurden in zahlreichen Studien untersucht (Van der Rest und Garrone, 1991). 

Kollagene besitzen eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung und der Heilung von Geweben in 

Säugetieren. Sie wurden im vorliegenden Versuch über den gesamten Zeitraum von 15 Tagen erhöht von 

den Osteoblasten expremiert.  

 

Das ubiquitär vorkommende Kollagen Typ I (COLL1A1) wird schon bei unreifen Osteoprogenitorzellen bis 

zum reifen Osteoblasten expremiert (Aubin und Triffitt, 2002) und ist deshalb ebenfalls als 

Osteoblastenmarker bekannt. Seine Expression wurde in der Differenzierungsphase beobachtet und 

verminderte sich zum Zeitpunkt der Mineralisation (Aubin und Triffitt, 2002). Die unbeeinflussten 

Primärosteoblasten expremierten in diesem Versuchsaufbau zum Tag 5 erhöht mRNA von Kollagen Typ 

1A1. Doch sowohl grafisch als auch optisch (Score=1) war die Kollagen Typ 1A1-mRNA-Expression 

wenig auffällig. Bei den anderen Versuchsgruppen veränderten sich das mRNA-Expressionsmuster von 

Kollagen Typ 1A1 gegenüber der Kontrollgruppe ebenfalls nicht. Lecanda et al. (1997) beobachteten 

unter BMP-2-Einfluss bei humanen MDSCs hingegen eine erhöhte Kollagen Typ 1A1-mRNA-Expression 

ab dem 4. Tag. Aus diesen gewonnenen Erkenntnissen wird deutlich, dass PDLLA- und PDLLA-BMP-2 in 

dem beobachteten Zeitraum keinen induzierenden Effekt auf die Kollagen Typ I-mRNA-Expressionen von 

humanen Primärosteoblasten in vitro besitzen. 

 

Anders verhielt es sich mit den Kollagentypen III und XII. Schon zum Versuchsbeginn waren die 

Kollagene Typ III und Typ XII deutlich sichtbar auf dem Mikroarray vertreten. Kollagen Typ XII geht mit 

Kollagen Typ I-Fibrillen eine Verbindung ein und moduliert die Interaktion mit anderen 

Matrixkomponenten (Bateman et al., 1996). Auch Kollagen Typ III steht für die Modulation der Fibrillen, 

welche es aber zusammen mit Kollagen Typ V durchführt (Niyibizi und Eyre, 1989). Kollagen Typ III spielt 

eine entscheidende Rolle bei der Wundheilung in Kollagen Typ I-basierenden Geweben, wo es zusätzlich 

auch von Chondrozyten expremiert wird (Eyre, 2002). Alle drei mRNAs der Kollagentypen (III, V, XII) 

waren bei der unbeeinflussten Kontrollgruppe im Versuchsverlauf gegenüber dem Tag 0 erhöht 

expremiert und blieben auch bei den anderen Versuchsgruppen gesteigert. Wie die Kollagentypen I und II 

sind auch die Kollagentypen III und V für die Frakturheilung von besonderer Bedeutung (Eyre, 2002; 

Lane et al., 1987; Keene et al., 1987; Von der Mark et al., 1976).  

Zu den späteren Versuchszeitpunkten wurden bei der Kontrollgruppe zusätzlich die mRNAs der 

Kollagene Typ XI, XIV und XVI gesteigert (Tag 10 und 15). Das Kollagen Typ XIV gehört neben Kollagen 

Typ XII zu den FACIT-Kollagene, welche Sequenzähnlichkeiten mit Kollagen Typ I besitzen und so eine 
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Kooperation untereinander bzw. zu verschiedenen anderen fibrillenbindenden Proteinen, wie Decorin und 

Biglykan, eingehen können (Watt et al., 1991; Gordon und Olsen, 1990; Gordon et al., 1991).  

 

Neben diesen gewonnenen Kollagen-Ergebnissen der unbeeinflussten Primärosteoblasten in vitro waren 

besonders die Kollagene XI, XII und XIV bei den anderen Versuchsgruppen interessant. Diese Kollagen-

mRNAs zeigten unter dem PDLLA- und dem PDLLA-BMP-2-Einfluss eine zusätzliche Steigerung. Die 

Expressionen von Kollagen Typ XI und XIV wurden nur unter dem PDLLA-BMP-2-Einfluss gegenüber der 

Kontrollgruppe nochmals erhöht. Wichtig in diesem Zusammenhang scheint die Erkenntnis, dass 

Kollagen Typ XI die Regulation der Kollagenfibrillogenese im Knorpelgewebe übernimmt (Warner et al., 

2007). Kollagen Typ XI kann sowohl mit den Kollagentypen II und IX im Knorpelgewebe als auch mit dem 

Kollagen Typ I im Knochengewebe assoziiert sein (Morris und Bächinger, 1987; Niyibizi und Eyre, 1989; 

Nishiyama et al., 1994; Eyre et al., 2006). Kollagen Typ XII wurde dagegen bei beiden Gruppen mit den 

beschichteten Titan-Kirschner-Drähten gesteigert.  

Kollagen Typ XVI-mRNA wurde aufgrund des negativen Referenzwertes von der Kontrollgruppe (am Tag 

10) nicht berechnet, doch anhand des optischen Scores und in der grafischen Auswertung zeigte sich ein 

starker Expressionsanstieg unter dem PDLLA-BMP-2-Einfluss am Tag 10. Die Kollagentypen IX und X 

wurden nur unter dem PDLLA-Einfluss erhöht. Beide Kollagentypen wurden zu einem geringen Anteil 

auch bei der Frakturheilung beobachtet (Ashhurst, 1990). Kollagen Typ IX wurde hauptsächlich in 

Knorpelgewebe und Kollagen Typ X in kalzifizierten Regionen, in der Nähe von Chondrozyten und 

hypertrophen Chondrozyten von verschiedenen Arbeitsgruppen nachgewiesen (Ashhurst, 1990; Sekiya 

et al., 2005; Hegert et al., 2002).  

 

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass Kollagene zu jedem Versuchszeitpunkt hoch expremiert 

waren. Prinzipiell erhöhten sich in jeder Versuchsgruppe die gleichen Kollagentypen wie bei der 

Kontrollgruppe. Gesteigerte mRNAs von Kollagentypen unter dem PDLLA- bzw. PDLLA-BMP-2-Einfluss 

lassen eine positive Korrelation zu den biomechanischen in vivo Ergebnissen von Schmidmaier et al. 

(2002a) vermuten. Insbesondere die Kollagentypen XI, XII, XIV und wahrscheinlich auch XVI erhöhten 

unter dem PDLLA-BMP-2-Einfluss ihre mRNA-Expressionen gegenüber der Kontrollgruppe. 

Möglicherweise sind durch den PDLLA-BMP-2-Einfluss verfrühte mRNA-Expressionen in der 

Kollagenfamilie zu erwarten. 

 

 

4.1.4  Die nichtkollagenen extrazellulären Matrixproteine 
 

Die Expressionen von Matrixproteinen hängen vom Differenzierungsstatus der Osteoblasten ab und 

spielen eine Rolle im Mineralisierungsprozess. Bei den nichtkollagenen extrazellulären Matrixproteinen 

waren sowohl grafisch als auch optisch (Score >2) Fibronectin, Osteonectin (Sparc), Decorin und 

Biglycan (BGN), aber auch AnnexinV (ANXA5) bei allen Versuchsgruppen stark expremiert. Während 

Fibronectin, Decorin und Sparc über den gesamten Versuchsverlauf unverändert hoch blieben, wurden 

BGN und ANXA5 unter dem PDLLA- und PDLLA-BM-2-Einfluss gesteigert expremiert.  
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Decorin und Biglycan spielen eine bedeutende Rolle während der Osteoblastogenese in der 

Matrixsynthesephase, insbesondere der Kollagenfibrillenformation. Decorin und Biglycan konkurrieren um 

die Bindung an Kollagen, wobei Biglycan Decorin kompensieren kann (Schönherr et al. 1994; Corsi et al., 

2002). In dem vorliegenden Versuch waren Decorin und Biglycan sowohl bei der Kontrollgruppe als auch 

bei den anderen Versuchsgruppen stark expremiert. Die Wichtigkeit der Decorinexpression wird von dem 

Aspekt unterstrichen, dass Decorin die TGF-ß-Aktion moduliert (Ruoslahti und Yamaguchi, 1991; 

Yamaguchi et al., 1990). BMP-2 beeinflusst die Decorin- und Biglycan-Expressionen (Takagi et al., 1999). 

Für Biglycan wird ebenfalls eine Interaktion mit dem BMP-4-Signalweg diskutiert (Moreno et al., 2005). In 

diesem Versuch zeigte sich eine mRNA-Expressionssteigerung von Biglycan unter dem PDLLA- und dem 

PDLLA-BMP-2-Einfluss am Versuchstag 10. Decorin blieb unbeeinflusst hoch expremiert. 

Entgegengesetzt verhielt es sich bei der Arbeitsgruppe von Lecanda et al. (1997). Sie zeigten unter dem 

BMP-2-Einfluss bei humanen Primärosteoblasten einen geringen Effekt auf die Biglycan-mRNA-

Expression, wohingegen Decorin stärker expremiert wurde. Beide Expressionen waren hoch, jedoch nur 

die von Biglycan war im beobachteten Versuchsverlauf durch PDLLA und PDLLA-BMP-2 beeinflussbar. 

Sowohl grafisch, optisch als auch rechnerisch ergaben sich zwischen diesen beiden Versuchsgruppen 

keine wesentlichen Unterschiede. Im Hinblick auf die Aufgaben der Proteoglykane und der unverändert 

hohen Expressionen während des Versuchsverlaufes, bleiben die mRNA-Expressionsverläufe und vor 

allem die Proteinexpressionen nach dem 15. Tag, aber auch zwischen den gewählten Versuchstagen zu 

untersuchen, um eine genaue Aussage über die regulierenden Funktionen unter dem PDLLA- und 

PDLLA-BMP-2-Einfluss zu ermitteln.  

  

Annexin V (ANXA5) fungiert als Calciumionenkanal bzw. als eine Komponente des Ca2+-Signalweges 

und  stellt einen Mechanosensor im Osteoblasten dar (Mohiti et al., 1995; Haut Donahue et al., 2004; 

Rojas et al., 1990; Merzel et al., 2006). Eine Interaktion zum Integrinrezeptor beta 5 wurde beschrieben 

(Andersen et al., 2002). Außerdem regulieren Annexine die Exozytose, Endozytose, 

Membranproteinaktivität und Signaltransduktion (Huber et al., 1992; Mohiti et al., 1995; Von der Mark und 

Mollenhauer, 1997). Bei der unbeeinflussten Kontrollgruppe stellte sich zu den Tagen 10 und 15 eine 

Annexin-Expressionssteigerung gegenüber dem Versuchsbeginn ein. Dass BMP-2 die Annexin V-mRNA 

von humanen Primärosteoblasten beeinflusst, wurde bisher in keiner Studie beobachtet. Unter dem 

PDLLA-BMP-2-Einfluss erhöhte sich die Annexin V-mRNA gegenüber der Kontrollgruppe am Tag 10. 

Möglicherweise wird somit auch hier, anhand der Annexin-Expression, eine verfrühte und erhöhte mRNA-

Expressionssteigerung und damit Funktionsaufnahme der humanen POBs unter dem PDLLA-BMP-2-

Einfluss unterstrichen. Annexin V wurde auch unter dem PDLLA-Einfluss erhöht (Ratio > 2, optischer 

Scorewert > 2). Aber nur unter dem PDLLA-BMP-2-Einfluss wurde eine Expression ermittelt, die größer 

als die 50%-ige Expression von GAPDH war. Auch grafisch kristallisierte sich bei der PDLLA-BMP-2-

Gruppe ein deutlich verändertes Annexin V-Expressionsmuster zu den Tagen 5 und 10 heraus. 
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4.1.5  Die Proteasen 
 

Proteasen sind bedeutend bei der Knochenmatrixsynthese und der Aktivierung des Knochenumbaus 

(Eeckhout und Delaisse, 1988; Einhorn und Majeska, 1991). Sie sind an der Schlüsselfunktion, der 

Aggregation zu löslichen Kollagenmolekülen, beteiligt. Bei der Analyse der Proteasengenfamilie war 

besonders die mRNA-Expression von MMP2 auffällig. MMP2 (72kD Gelantinase A, 72kD Kollagenase IV) 

ist als regulierender Faktor der Osteogenese in vitro bekannt (Filanti et al., 2000). Während die 

Expressionsverläufe von MMP2 bei der Kontrollgruppe und der Titangruppe über den gesamten 

Versuchsverlauf nahezu vergleichbar blieben, stiegen unter den PDLLA- und PDLLA-BMP-2-Einflüssen 

die MMP2-Expressionen zum Tag 10 stark an. Alle Kriterien wurden erfüllt, wobei die Ratiowerte in 

beiden Gruppen größer als 10 waren. Grafisch zeigten sich jedoch schon am Tag 5 deutlich veränderte 

Expressionen zwischen der PDLLA- und PDLLA-BMP-2-Gruppe. Eine verfrühte Expressionssteigerung 

ließ sich unter dem PDLLA-BMP-2-Einfluss gegenüber den anderen Versuchsgruppen am Tag 5 

beobachten.  

Der Tag 15 war dadurch gekennzeichnet, dass in den PDLLA- und PDLLA-BMP-2-Gruppen die MMP2-

Expressionen wieder absanken, wobei bei der Kontrollgruppe und der Titangruppe zu diesem Zeitpunkt 

erst die Expressionssteigerungen verzeichnet wurden. Spezifische TIMPs und andere Proteasen können 

MMPs hemmen (Bord et al. 1996; Deryugina et al., 2001) und müssen besonders unter dem PDLLA- und 

dem PDLLA-BMP-2-Einfluss weiter mit untersucht werden, um den genauen Wirkmechanismus und 

deren Folgen besser einzuschätzen. Dieses fein regulierte Gleichgewicht steht in der Abhängigkeit vom 

Zelltyp und von der Verfügbarkeit der Substrate und ist für das Geweberemodelling verantwortlich (Bord 

et al., 1999; Mc Cawley und Matrisian, 2001; Egeblad und Werb, 2002). Das Ziel weiterer Forschungen 

könnte in diesem Zusammenhang die genau dosierte PDLLA-BMP-2-Konzentration für eine kontrollierte 

MMP-Synthese sein.  

 

Cathepsin K (CTSK) ist für die proteolytischen Matrixdegradationen der Kollagenfibrillen von Knorpel- und 

Knochengewebe verantwortlich (Littlewood-Evans et al., 1997; Dodds et al., 1998). Die CTSK-mRNA-

Expression wurde unter dem PDLLA-BMP-2-Einfluss am Versuchstag 10 stark erhöht (Ratio > 10), 

wohingegen die mRNA bei der Kontrollgruppe erst zum Tag 15 anstieg. Die Expression war am Tag 10 

unter dem PDLLA-BMP-2-Einfluss größer als die 50%-ige GAPDH-Expression. Eine PDLLA-induzierte 

CTSK-Expression wurde ebenfalls am Tag 10 beobachtet, wobei die Ratio größer als 5 war. Jedoch 

wurden keine Werte größer als die 50%-ige GAPDH-Expression erreicht. Bekannt ist, dass die 

Osteoblasten fähig sind, die Cathepsin K-Expression je nach Differenzierungsstadium zu kontrollieren 

(Mandelin et al., 2006). Außerdem wird CTSK eine bedeutende Rolle während der Frakturheilung 

zugesprochen (Uusitalo et al., 2000). Es besteht durch CTSK eine Kopplung der Osteoblasten- und 

Osteoklastenaktivität und diese wird unterstrichen, durch den Fakt, dass eine Überexpression von 

Cathepsin K zu einer Knochenneubildung führt (Kiviranta et al., 2001). PDLLA-BMP-2 könnten durch eine 

starke Expressionssteigerung der CTSK-mRNA in humanen Primärosteoblasten möglicherweise zur 

Beschleunigung der Osteogenese ab dem 10. Versuchstag beitragen. Osteoblasten-Osteoklasten-
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Cokulturen könnten in diesem Zusammenhang eine Auskunft geben, wie CTSK die Osteoblasten- und 

Osteoklastenaktivität beeinflusst und welche zusätzlichen Faktoren hierbei eine Rolle spielen.  

 

 

4.1.6  Das VEGF- / VEGF-Rezeptor-System  

 
VEGFs und VEGF-Rezeptoren spielen eine zentrale Rolle bei der Angiogenese und Osteogenese 

(Deckers et al., 2000; Ferrara, 2001; Furumatsu et al., 2003). Die Expressionen von VEGF und seiner 

Rezeptoren ändern sich mit dem jeweiligen Differenzierungsstadium (Deckers et al., 2000). Osteoblasten 

synthetisieren VEGF als Antwort auf verschiedene Stimuli, aber auch als Antwort auf VEGF über einem 

autokrinen Weg in der späten Phase der Osteoblastendifferenzierung (Mayr-Wohlfahrt et al., 2002; Mayer 

et al., 2005; Decker et al., 2000). Verschiedene Studien zeigten einen induzierenden Effekt von VEGF auf 

die Proliferation, Migration und Differenzierung von Osteoblasten (Deckers et al., 2000; Mayr-Wohlfahrt et 

al., 2002). Dennoch ist die VEGF-Synthese nicht in die Osteoblastendifferenzierung involviert, sondern 

koppelt nur die Vorgänge der Angiogenese und der Knochenneubildung (Deckers et al., 2002), wobei 

auch Osteoklasten stimuliert werden (Kakudo et al., 2006; Peng et al., 2005; Hiltuen et al., 2003). 

Furumatsu et al. (2003) beobachteten hingegen keinen proliferationssteigernden Effekt auf Osteoblasten 

im frühen Differenzierungsstadium, sie sahen VEGF aber als einen induzierenden Marker der 

Knochenformation. Pufe et al. (2002) wiesen im Rattenfrakturkallus die Expression von VEGF vor allem 

in der Frühphase der Frakturheilung (Tag 5-10) nach. Die Bedeutung der VEGF-Expression wurde 

unterstrichen durch die Erkenntnis der VEGF-induzierten Hemmung der Osteoblastendifferenzierung in 

vitro. Außerdem blockierte VEGF die BMP-2-induzierte Angiogenese, die BMP-induzierte Mineralisation 

hingegen nicht (Street et al., 2002; Deckers et al., 2002).  

 

Während des Versuchs zeigte sich bei der Kontrollgruppe am Tag 5 eine VEGF-C-mRNA-

Expressionssteigerung gegenüber dem Versuchsbeginn. Von VEGF-A und -B erhöhten sich die mRNAs 

am 15. Versuchstag. Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten eine BMP-2-induzierte Angiogenese über die 

VEGF-Synthese bei Osteoblasten zwischen dem 4. und 14. Tag (Deckers et al., 2000; 2002; Kakudo et 

al., 2006). In diesem Versuchsaufbau wurde ab dem 10. Versuchstag eine deutliche Steigerung der 

VEGFs-Expressionen unter dem Einfluss von PDLLA-BMP-2 beobachtet. Während die VEGF-A- und 

VEGF-B-Expressionen unter dem PDLLA-BMP-2-Einfluss am Tag 10 größer als die 50%-igen GAPDH-

Expressionen waren, wurde bei der PDLLA-Gruppe zwar eine Ratio > 2 und ein optischer Scorewert > 2 

registriert, eine mit GAPDH vergleichbare Expression war jedoch nur unter dem PDLLA-BMP-2-Einfluss 

zu sehen. Somit wurde verdeutlicht, dass PDLLA-BMP-2 die VEGF-A- und VEGF-B-mRNA-Expressionen 

ab dem 10. Versuchstag in einem gesteigerten Maße beeinflusst, was bei den anderen Versuchsgruppen 

zu diesem Versuchszeitpunkt nicht zu erkennen war. Dieser Expressionsanstieg könnte eine 

Schlüsselfunktion in der BMP-2-induzierten Angiogenese darstellen. Die Wichtigkeit dieser Beobachtung 

wird durch den Aspekt unterstrichen, dass VEGF-A das Überleben und die Aktivität von Endothelzellen, 

Osteoblasten und Osteoklasten reguliert (Ferrara, 2001; Mayr-Wohlfahrt et al., 2002; Deckers et al., 

2000; Engsig, 2000). Am Tag 10 war zusätzlich die VEGF-C-mRNA bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe 

erhöht (Ratio > 2, optischer Scorewert > 2), was im weiteren Versuchsverlauf nicht mehr zu messen war. 
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Am 15. Versuchstag waren sowohl die PDLLA- als auch die PDLLA-BMP-2-Gruppe durch eine 

gesteigerte VEGF-B-Expression gekennzeichnet. In beiden Gruppen entsprachen die VEBF-B-mRNAs 

mehr als der 50%-igen GAPDH-Expression.    

 

Durch die gesteigerten VEGFs-mRNA-Expressionen ab dem 10. Versuchstag konnte ein sich änderndes 

Differenzierungsstadium der humanen POBs unter dem Einfluss von PDLLA und PDLLA-BMP-2 bestätigt 

werden. Für weitere Untersuchungen müssten zunehmend die VEGF-A- und die VEGF-B-Synthese mit 

Hilfe der ELISA-Methode analysiert werden, um genauere Aussagen über die PDLLA-BMP-2- bzw. 

PDLLA-induzierten Vaskularisationsfunktionen zu treffen. 

 

 

4.1.7  Die Wachstumsfaktoren TGF-β3 und FGFs 

 
Mitglieder der TGFβ-Superfamilie werden als die wichtigsten Regulatoren der Osteoblasten- und 

Osteoklastenaktivität betrachtet. Sie besitzen eine Schlüsselfunktion bei der Inflammation, der Heilung 

und dienen als chemotaktischer Mediator. TGFβs können die Proliferation und die frühe Differenzierung 

der Osteoblasten steigern, jedoch die terminale Differenzierung, die OCN-Expression und damit die 

Mineralisation der Knochenmatrix beeinträchtigen (Breen et al., 1994; Heberden et al., 1998; Spinella-

Jaegle et al., 2001).  

 

Im vorliegenden Versuch erhöhten die humanen Primärosteoblasten der unbeeinflussten Kontrollgruppe 

ihre mRNA-Expressionen von TGF-β3 am Tag 5 und am Tag 15. Die Applikation von PDLLA-BMP-2 

steigerte schon ab Tag 10 die mRNA-Expression von TGF-β3 gegenüber der Kontrollgruppe, wobei diese 

Steigerung in der PDLLA-Gruppe erst am Tag 15 deutlich wurde. TGFβs werden als latente Form von 

Knochenzellen sezerniert und können je nach Stadium der Knochenbildung durch z.B. MMPs (Karsdal et 

al., 2002) aktiviert bzw. inaktiviert werden (Bonewald und Dallas, 1994). Der wechselnde biologische 

Effekt der TGFβs in den verschiedenen Stadien der Gewebeneubildung ist von zentraler Bedeutung und 

muss weiterhin im Hinblick auf die Rezeptorenexpressionen betrachtet werden. Denn die Expression der 

TGFβs ist ein zeitlich genau abgestimmtes Geschehen und die TGFβs können die osteoinduktive 

Aktivität der BMPs potenzieren (Carrington et al., 1988). Zudem koppeln sie die Knochenneubildung und 

die Knochenresorption während des Remodellingprozesses (Erlebacher et al., 1998). Möglicherweise 

wird durch diese zeitliche TGFβ-Induktion die Osteoblastendifferenzierung und -reifung unterdrückt und 

es könnte somit die geringe OCN-Expression des Versuches aufgeklärt werden (Spinella-Jaegle et al., 

2001). Auf Basis dieser mRNA-Ergebnisse lässt sich nur vermuten, dass eine PDLLA- bzw. PDLLA-BMP-

2-induzierte TGFβ-mRNA-Expression in einen Feedbackmechanismus involviert ist. Einerseits könnten 

diese Expressionssteigerungen für eine kontrollierte Resorption (Fox und Lovibond, 2005) und 

Osteogenese sorgen und andererseits könnten sie eine verminderte Fähigkeit von BMP-2, nämlich die 

Mineralisierung zu induzieren, bedeuten. Für eine beschleunigte und verbesserte Osteogenese sollten 

zunehmend die stark erhöhte und verfrühte TGF-β3-mRNA-Expressionssteigerung sowie die 

Wachstumsfaktorenerhöhung von VEGF-A und VEGF-B unter dem PDLLA-BMP-2-Einfluss in den 
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Mittelpunkt des Interesses gerückt werden. Wichtig bleiben weiterhin die entsprechenden MMPs, welche 

zur Aktivierung bzw. Inaktivierung des TGFβs beitragen. 

 

Die proliferationsfördernde Wirkung der FGFs auf die Osteoblasten wurde hauptsächlich in der frühen 

Phase der Skelettogenese bei der Kallusbildung beschrieben, während FGFs in der späten Phase 

besonders die Chondrozytendifferenzierung beeinflussen (Canalis et al., 1988a; Mansukhani et al., 2000; 

Mayr-Wohlfart et al., 2002). Es wurde ein positiver Effekt auf die Angiogenese festgestellt (Eppley et al., 

1988; Folkman und Klagsbrun, 1987) sowie ein modulierender Effekt auf die Osteoklastogenese und die 

Knochenheilung (Aspenberg et al., 1991; Chikazu et al., 2000). Doch FGFs können auch die 

Differenzierung von Osteoblasten verhindern, die Expression verschiedener wichtiger 

Knochenbildungsmarker, wie Kollagen Typ I und ALP, vermindern und die Knochenresorption aktivieren 

(Simmons und Raisz, 1991; Hurley et al., 1993). Erhöhte FGF-1- und FGF-2-mRNA-Expressionen waren 

bei den unbeeinflussten Primärosteoblasten am 15. Versuchstag zu beobachten. Zwischen der TGFβ-

Familie und den FGF-Expressionen wurde eine Interaktion nachgewiesen (Nakamura et al., 1995). In 

einer in vitro Studie wurde eine bFGF-induzierte TGFβ-mRNA-Expression ermittelt (Noda und Vogel, 

1989). In diesem Versuchsaufbau konnte dagegen gezeigt werden, dass sowohl PDLLA als auch PDLLA-

BMP-2 die FGF-1- und FGF-2-mRNA-Expressionen am Tag 10 erhöhten, wobei nur bei der PDLLA-BMP-

2-Gruppe alle Kriterien der Expressionssteigerung bei FGF-1 und FGF-2 erfüllt wurden. Bei der PDLLA-

Gruppe hingen wurde keine erhöhte Expression gegenüber der 50%-igen GAPDH-Expression bei FGF1 

beobachtet, jedoch bei FGF-2. Anhand dieser mRNA-Ergebnisse ist festzuhalten, dass bei den PDLLA-

BMP-2- und PDLLA-Versuchsgruppen die FGF-Expressionen mit den Hochpunkten der mRNA-

Expressionsmaxima korreliert, denn die Anzahl der gesamten erhöhten mRNA-Expressionen war bei der 

Kontrollgruppe am Tag 15, bei der PDLLA- und bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe jeweils am Tag 10 am 

größten.  

 

 

4.1.8  Der Rezeptor ALK-5 (TGFβR-1)  
 

Beim Signalweg der TGFβs fungiert der Typ II-Rezeptor als Primärrezeptor, während der Typ I-Rezeptor 

sein Substrat darstellt und vom Typ II-Rezeptor phosphoryliert wird (Wrana et al., 1994). Die Expression 

des BMP-RII ist für die BMP-Bindung an den BMPR-IA, -IB bzw. ActR-I notwendig (Liu et al., 1995). Der 

verwendete GEArray beinhaltete von den BMP-Rezeptoren jedoch nur die Analyse von BMPR-IA (ALK-

3). Während des gesamten Versuchs wurde keine deutliche BMPR-IA-mRNA-Expressionsveränderung 

bei den vier Versuchsgruppen nachgewiesen. 

 

Die Rezeptortypen TGFβR-1 und TGFβR-2 werden ebenfalls in die Rezeptorklassen Typ I und II 

eingeteilt, besitzen jedoch unterschiedliche Antworten (Chen et al., 1993c). Denn der TGFβ Typ I-

Rezeptor ist fähig, beide Typen von Rezeptorenantworten unabhängig vom Liganden oder vom Typ II-

Rezeptor zu vermitteln (Wieser et al., 1995). Bei der Kontrollgruppe wurde eine Steigerung der mRNA-

Expressionen von TGFβR-1 und TGFβR-2 zum Versuchstag 10 beobachtet. Diese Steigerungen der 
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beiden mRNAs waren zum Tag 10 bei allen vier Versuchsgruppen am höchsten, demnach änderte sich 

auch die Ratio nicht wesentlich. Im Vergleich zum BMP-Rezeptor wurde ein weitaus größerer Effekt unter 

dem PDLLA-BMP-2-Einfluss beim TGFβ-Rezeptor-1, aber auch beim TGFβ-Rezeptor-2 am Versuchstag 

5 erzielt. Dabei entsprach die mRNA-Expression vom TGFβR-1 gegenüber der Kontrollgruppe zum Tag 5 

als einzige von den veränderten Expressionen schon mehr als der 50%-igen Expression von GAPDH. 

Eine unter dem PDLLA-BMP-2-Einfluss verfrühte und gegenüber der Kontrollgruppe stark erhöhte 

mRNA-Expression wurden somit zum Tag 5 bestätigt. Weder zu den anderen Versuchstagen noch bei 

den anderen Versuchsgruppen wurde eine so deutliche Expressionssteigerung der TGFβR-1-mRNA 

analysiert. Eine BMP-Bindung an den TGFβR-1 wurde nie festgestellt (Liu et al., 1995). Ebenso sind 

BMPR-II und TGFβR-1 keine physiologischen Partner (Liu et al., 1995). Diese Tatsache deutet darauf 

hin, dass unter dem PDLLA-BMP-2-Einfluss zwar die mRNA-Expression des TGFβ-Rezeptors-1 

besonders stimuliert wurde, jedoch über diesen stimulierten Rezeptortypen keine verstärkte PDLLA-BMP-

2-induzierte Proteinbiosynthese erreicht würde. TGFβR-1 und TGFβR-2 sind für die TGFβ-Antwort 

verantwortlich. Möglicherweise wird durch PDLLA-BMP-2-beschichtete Titan-Kirschner-Drähte ein TGFβ-

Einfluss gefördert.  

 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass bei dem vorliegenden Versuch unter dem PDLLA-

BMP-2-Einfluss eine erhöhte BMPR-IA-mRNA (ALK-3) nicht bestätigt wurde. Eine Expression von 

BMPR-IB (ALK-6) oder BMPR–II konnte in diesem Versuchsaufbau nicht überprüft werden. PDLLA-BMP-

2 steigerte jedoch die mRNA von TGFβR-I (ALK-5) in erhöhtem Maße am Tag 5. Es ist bekannt, dass 

BMP-2 selbst nicht an die TGFβ-Rezeptoren bindet, sondern nur TGFβ oder Activin. Interessanterweise 

erhöhte sich die mRNA von TGFβ3 unter dem PDLLA-BMP-2-Einfluss am Tag 10 und von TGF-β1 und 

TGF-β3 am Tag 15 ebenso gegenüber der Kontrollgruppe, wobei nur TGF-β3 eine Expression größer als 

die 50%-ige GAPDH-Expression erreichte. Dieser Zusammenhang lässt eine PDLLA-BMP-2-induzierte 

TGFβR-1-, TGFβR-2-Antwort, aber auch eine TGF-β1-, TGF-β3-Antwort bei den humanen 

Primärosteoblasten annehmen.   

 

 

4.1.9  Die SMADs  
 

Bei der Stimulierung des Wachstumsfaktoren-Signalweges spielen neben den Rezeptoren die SMADs 

eine entscheidende Rolle (Ten Dijke et al., 1994a; Rosenzweig et al., 1995). R-, I- und Co-SMADs sind 

wichtig für die Regulation von den Zielgenexpressionen, denn sie kooperieren im Zellkern mit 

Transkriptionsfaktoren, Co-Aktivatoren und -Repressoren.  

 

Die Receptor-regulated SMADs 2 und -3 modulieren den TGF-ß- und Activin-Signalweg über den ALK-5- 

(TGFβR-I) bzw. ALK-4-Rezeptor (Zhang et al., 1996; Goumans und Mummery, 2000). Der TGFβ-

Signalweg kann auch über einen zweiten Weg, über ALK-1-Rezeptor und SMAD 1, induziert werden 

(Goumans und Mummery, 2000; Abbildung 1.6) oder aber über einen ERK1/2- abhängigen und somit 

SMAD 3-unabhängigen Weg (Spinella-Jaegle et al., 2001; Pannu et al., 2007). Für den BMP-2-Weg sind 
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dagegen die ALK-2, -3 und -6-Rezeptoren und die SMADs 1, 5 und 8 sehr bedeutend (Goumans und 

Mummery, 2000; Hoodless et al., 1996; Nishimura et al., 1998; Chen et al., 1997; Kawai et al., 2000; 

Massagué und Wotten, 2000). Alle SMADs, mit Ausnahme von SMAD 8, waren auf dem verwendeten 

Mikroarray vertreten. (Anstelle von SMAD 8 wurde SMAD 9 analysiert, über dessen humanspezifische 

Funktionen in der Literatur keine Hinweise gefunden wurden.)  

Im Versuchsverlauf änderte sich das Expressionsmuster der unbeeinflussten Kontrollgruppe gegenüber 

dem Tag 0 dahingehend, dass am Tag 10 die SMAD 2-mRNA gesteigert wurde und am Tag 15 die 

mRNAs von SMAD 1, 2, 3, und 9. Diese Ergebnisse machen eine sich steigernde Signalantwort über den 

Versuchsverlauf bei der unbeeinflussten Versuchsgruppe deutlich. Unter den PDLLA- und PDLLA-BMP-

2-Einflüssen veränderte sich das mRNA-Expressionsmuster bei den R-SMADs nochmals. Am Tag 10 

waren die R-SMAD-Expressionen von SMAD 2, 5 und SMAD 9 stark erhöht gegenüber der 

Kontrollgruppe. Es konnte unter dem PDLLA-BMP-2-Einfluss von diesen erhöhten SMADs Intensitäten 

ermittelt werden, die zudem mehr als 50% der GAPDH-Expression entsprachen. Singhatanadgit et al. 

(2006) zeigten bei humanen POB ebenfalls eine BMP-2-induzierte SMAD 5-mRNA-

Expressionserhöhung. Aber auch die SMAD 1- und SMAD 8-mRNAs wurden bei dieser Arbeitsgruppe 

gesteigert, was hier nicht zu beobachten war. Am 15. Versuchstag waren nur noch bei der PDLLA-BMP-

2-Gruppe erhöhte mRNA-Expressionen von SMAD 2 und 5 gegenüber der Kontrollgruppe zu messen. 

Die Ergebnisse unterstreichen die gesteigerten und verfrühten mRNA-Expressionen unter dem PDLLA-

BMP-2-Einfluss, auch in der Genfamilie der R-SMADs.  

 

SMAD 4 (DPC4) agiert als Co-SMAD. Der phosphorylierte R-Smad-Co-Smad-Komplex stellt die 

Schlüsselfunktion in der Signaltransduktion der TGFβ-Familie von der Zellmembran zum Nukleus dar 

(Wrana, 2000; Derynck et al., 1998). SMAD 4 ist dafür bekannt, einen Cbfα1-unabhängigen Weg über die 

direkte Interaktion mit den Zielgenen zu nutzen (Jonk et al., 1998; Hanei et al., 1999). Diese Erkenntnisse 

unterstreichen die Wichtigkeit von SMAD 4 sowohl als „Common Partner“ als auch in der direkten 

Signalübermittlung von BMP-2, über einen Cbfα1-unabhängigen Weg. Die mRNA von SMAD 4 wurde 

während des Versuchsverlaufes bei der unbeeinflussten Kontrollgruppe gegenüber dem Versuchsbeginn 

nicht erhöht expremiert. Die Schlüsselfunktion von SMAD 4 bei der Komplexbildung mit den R-SMADs 

könnte somit unverändert gegenüber dem Versuchsbeginn sein. Es lässt sich daraus eine 

gleichbleibende Signaltransduktion in der TGFβ-Familie während des Versuchsverlaufes bei der 

unbeeinflussten Kontrollgruppe ableiten. Anders verhielt es sich dagegen bei der PDLLA- und PDLLA-

BMP-2-Gruppe. Bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe war die SMAD 4-mRNA-Expression ab dem Tag 10 und 

bei der PDLLA-Gruppe ab dem Tag 15 gegenüber der Kontrollgruppe gesteigert. Diese Erhöhung spricht 

für eine mögliche veränderte Signaltransduktionen in den TGFβ-, Aktivin- und BMP-Signalwegen. Die 

wachstumsfaktoreninduzierte Signaltransduktionen könnten so wohlmöglich effizienter vermittelt werden. 
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4.1.10  Die Zelladhäsionsmoleküle 
 

Verschiedene Integrinuntereinheiten (α1, α2, α3, α4, α5, αv, β1 und β5) wurden in Knochenzellen 

nachgewiesen (Clover et al., 1992; Hughes et al., 1993; Saito et al., 1994). Die Interaktionen der 

Zelladhäsionen spielen eine kritische Rolle beim Überleben der Osteoblasten, der Matrixmineralisation 

und der Knochenneubildung (Moursi et al., 1996; Globus et al., 1998). Integrine regulieren 

unterschiedlichste zelluläre Funktionen, dabei werden Transkriptionsfaktoren aktiviert (Giancotti und 

Ruoslahti, 1999). Während der Osteoblastogenese interagieren Integrine mit verschiedenen ECM-

Proteinen, wie Fibronectin, Bone Sialoproteinen, Osteopontin, Annexin V oder Kollagentyp I, aber auch 

MMPs (Andersen et al., 2002; Ruoslahti und Pierschbacher, 1987; Damsky, 1999; Moursi et al., 1996; 

Globus et al., 1998). So binden die Integrine α5β1 Fibronectin, während α1β1, α2β1, α3β1 und αvβ1 mit 

Kollagen Typ I assoziert sind (Ganta et al., 1994). Es ist bekannt, dass die FN-Fibrillogenese mit einer 

Anhäufung von α5- und ß1-Integrinen nachzuweisen ist (Shah et al., 1999; Tang et al., 2003). Zusätzlich 

sind Integrine für die Differenzierung von Osteoblasten in vitro notwendig (Moursi et al., 1996). Die 

mRNA-Expressionen der Integrine waren über den gesamten in vitro Versuchsverlauf deutlich erhöht. 

Eine zeitlich regulierte Expression ließ sich an den Versuchszeitpunkten ablesen. So waren bei der 

unbeeinflussten Kontrollgruppe ITGA1- und -B1-mRNAs schon zum Versuchsbeginn gesteigert, die von 

ITG-AV ab dem 10. und von ITGA3 ab dem 15. Versuchstag (optischer Score). Es wurde bewiesen, dass 

die Integrinexpressionen durch BMP-2 erhöht werden (Shah et al., 1999; Tang et al., 2003). Während 

ITGB1 fast über den gesamten Versuchsverlauf die am stärksten expremierte mRNA blieb, wurde unter 

dem PDLLA-BMP-2-Einfluss keine weitere Steigerung der mRNA-Expression von ITGB1 beobachtet. 

Stattdessen wurden die ITGA1-mRNA nach der Applikation von PDLLA-BMP-2-beschichteten Titan-

Kirschner-Drähten am Tag 10 bzw. 15 gegenüber der Kontrollgruppe stark erhöht. Somit wurde 

bewiesen, dass PDLLA-BMP-2 nicht nur die mRNA-Expression von ECM-Proteinen erhöht, sondern auch 

in der Genfamilie der Zelladhäsionsmoleküle die Integrine, insbesondere von ITGA1, steigert. Kein 

anderes Zelladhäsionsmolekül erreichte dabei eine mRNA-Expressionssteigerung, welche größer als die 

50%-ige GAPDH-Expression war, weder bei der PDLLA- noch bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe. Integrine 

sind zusätzlich für das Attachment an Implantaten verantwortlich (Gronowicz und McCarthy, 1996; Sinha 

und Tuan, 1996). Möglicherweise wird durch die PDLLA-BMP-2-induzierte Integrinexpression diese 

attachmentfördernde Eigenschaft ebenfalls positiv beantwortet. 
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4.2 DIE DISKUSSION DER METHODIK 
 
4.2.1 Die Etablierung der Mikroarraytechnologie zur Analyse von 

Genexpressionen humaner Primärosteoblasten 
 
Die cDNA-Mikroarray-Technologie ermöglichte eine simultane Analyse zahlreicher knochenspezifischer 

Genexpressionen humaner Primärosteoblasten. In dieser experimentellen Arbeit erfolgte das mRNA-

Studium eines einzelnen Individuums. Anhand des untersuchten Genexpressionsmusters sollten 

Rückschlüsse auf den Zustand, die Funktion und damit den Phänotyp einer Zelle gewonnen werden. 

Interindividuelle Abweichungen, die sich in den Vorversuchen ergaben (Daten dazu sind nicht in der 

Arbeit enthalten), beobachteten auch andere Arbeitsgruppen (Qi et al., 2003). Die genetische Variabilität 

bei Individuen ließ viele Arbeitsgruppen dazu übergehen, ihre RNA-Proben von verschiedenen Spendern 

zu poolen, bevor sie diese mit Hilfe der Mikroarraytechnologie analysierten (Chen et al., 2000). In 

anderen Studien wurden die RNA-Proben separat untersucht und im Anschluss erfolgte die Bildung der 

Mittelwerte ihrer Ergebnisse (Qi et al., 2003; Tanaka et al., 2000). Prinzipiell muss davon ausgegangen 

werden, dass die Expressionsstärke der Gene zwischen verschiedenen Patienten eine enorme 

Variabilität aufweisen kann (Aigner et al., 2003; Chen et al., 2004). Zunehmend wird auch das Alter der 

Spender in diesem Zusammenhang diskutiert (Desai et al., 2003; Meyer et al., 2003). Somit können die 

Ergebnisse nur tendenziell den Einfluss von PDLLA-BMP-2 auf die mRNA-Expressionen 

verschiedenener Genfamilien widerspiegeln. 

 

Die cDNA-Mikroarraytechnologie ist laut Hersteller sowohl eine qualitative als auch eine quantitative 

Methode um Genexpressionen mit hoher Sensitivität zu untersuchen. Das Ziel der Arbeit war es, einen 

Überblick über erhöhte mRNA-Expressionen zu erhalten und Veränderungen innerhalb der 

Versuchsgruppen darzustellen. Bei der Analyse der Reproduzierbarkeit des Mikroarrayverfahrens 

ergaben sich jedoch Abweichungen, die sich in den optisch ermittelten Intensitäten und den gemessenen 

Genexpressionswerten niederschlugen.  

Starke Intensitätsschwankungen sind bei der Mikroarraytechnologie vereinzelt möglich. So wurden bei 

den hintergrundkorrigierten und normalisierten Werten derselben mRNAs in der Wiederholung 

Abweichungen bis zu einem Wert von 0,86 ermittelt. Die Quotienten zwischen den Werten der PDLLA-

BMP-2-Gruppe vom Tag 10 und der Wiederholung dieses Mikroarrays wurde berechnet (Ratio). Die 

Ratiowerte der Intensitätsmessungen schwankten zwischen 1 (=100%ige Übereinstimmung der 

Messergebnisse) bis 26,2 (keine Übereinstimmung der Messergebnisse). Qi et al. (2003) berechneten bei 

der Analyse der Reproduzierbarkeit von Hybridisierungsstudien einen Korrelationskoeffizienten zwischen 

0,5 und 0,92. In diesem Versuchsaufbau lag der Korrelationskoeffizient (nach Bravais-Pearson) bei 0,95. 

Das bedeutet, dass trotz einzelner starker Abweichungen ein hoher positiver linearer Zusammenhang 

zwischen zwei durchgeführten Mikroarrays von derselben Versuchsgruppe besteht.  

 

Um die Vergleichbarkeit des mRNA-Expressionsmusters von der unbeeinflussten Kontrollgruppe mit 

denen der PDLLA- / PDLLA-BMP-2-Gruppen zu analysieren, ist die Mikroarraytechnologie eine geeignete 
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qualitative (Shi et al., 2001), jedoch kritisch zu bewertende Methode. Intensitätsveränderungen von 

kleinen Messwerten könnten fehl gedeutet werden, weil für sie eine erhöhte Ratio gegenüber einem 

Vergleichswert berechnet wurde. Der Hersteller gibt deswegen an, dass geringe Signalintensitäten nicht 

gut reproduzierbar sind, insbesondere wenn die Signalintensität weniger als 1% der Intensität von 

GAPDH entspricht. Ein Ergebnis gilt hingegen als zuverlässig, wenn mindestens 10% der Signalintensität 

von GAPDH erreicht werden. Dieses Kriterium (>10%) lag in der vorliegenden in vitro Studie bei allen 

Expressionen vor. Es war dennoch notwendig, jede einzelne Expression dahingehend zu überprüfen und 

zusätzlich stark erhöhte Ratiowerte von relativ geringen Intensitätsveränderungen herauszusuchen. Mit 

Hilfe des optischen Scores (1 bis 5) sollte einer Fehldeutung von Messergebnissen entgegen gewirkt 

werden, indem die berechneten Ergebnisse zusätzlich optisch bewertet wurden. Neben den quantitativen 

Ergebnissen in Form der Ratiowerte konnte somit eine genauere tendenzielle Aussage getroffen werden. 

Für die Diskussion der Expressionsveränderungen wurden nur Ergebnisse mit einbezogen, die sowohl 

eine Ratio > 2 als auch einen optischen Scorewerte > 2 besaßen, sich grafisch von den anderen 

Genfamilienmitgliedern abhoben und zusätzlich einen Expressionswert aufwiesen, der größer als die 

50%-ige GAPDH-Expression war.  

Es wurde versucht, die optischen subjektiven Scorebewertungen mit einem gemessenen 

Intensitätswertebereich zu belegen. Dabei wurden jedoch Überschneidungen im Wertebereich 

beobachtet, so dass mit der optisch subjektiven Score-Auswertung nur eine tendenzielle Aussage zu 

treffen ist. Es zeigte sich, dass es nur schwer möglich ist, von einem Scorewert auf den ungefähren 

Intensitätswert zu schließen.  

Die optisch ermittelten Scoreergebnisse der Mikroarrays vom Tag 10 der PDLLA-BMP-2-Gruppe ließen 

tendenziell eine reproduzierbare Aussage über das mRNA-Expressionsmuster zu. Der 

Wiederholungsarray wurde insgesamt mit einer höheren Scoreintensität bewertet. Das lag an der 

höheren Hintergrundintensität, weil die Arrays nicht zum gleichen Zeitpunkt durchgeführt wurden. Von 

den 96 zu bewertenden mRNA-Expressionen bekamen auf dem Wiederholungsarray zusätzlich 8 

Expressionen einem Scorewert > 2. Die Mirkoarraytechnologie ist ein geeignetes Verfahren, um einen 

qualitativen Vergleich spezifischer mRNA-Expressionsveränderungen zu studieren. Eine 100%-ige 

Korrelation bei der Analyse der Reproduzierbarkeit ergab sich in diesem Versuch nicht und auch bei den 

anderen Arbeitsgruppen nicht (Qi et al., 2003; Luo et al., 2002). Eine größere Anzahl von 

unterschiedlichen Spendern wäre sowohl bei den rechnerisch ermittelten Intensitäten als auch bei den 

optisch ermittelten notwendig um Variabilitäten der Ergebnisse zu vermindern.  

 

Zahlreiche Studien benutzen die Mikroarraytechnologie um einen Überblick über das Transkriptionsprofil 

von Zellen zu erhalten. Interindividuelle Abweichungen und Kultivierungsunterschiede konnten in diesem 

Versuch ausgeschlossen werden. Für definitive Aussagen sollte jedoch zusätzlich ein quantitatives 

Verfahren, wie die real-time Reverse-Transcription-PCR (RT-PCR) oder Northern Blot Analysen, 

durchgeführt werden (Flück et al., 2005; Chuaqui et al., 2002; Tan et al., 2003), denn die Messergebnisse 

von cDNA-Mikroarrays weichen meisten von den Ergebnissen dieser konventionellen Methoden ab (Luo 

et al., 2002; De Jong et al., 2002). Luo et al. (2002) beobachteten eine 96%-ige Konkordanz zwischen 

den RT-PCR-Ergebnissen und den Mikroarray-Ergebnissen. Die Northern Blot- bzw. RT-PCR-Methoden 
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waren sensitiver und ergaben höhere Werte als sie bei der Mikroarrayanalyse ermittelt wurden (Luo et al., 

2002). Jedoch können die Ergebnisse eines Genarrays auch gänzlich von den Ergebnissen einer RT-

PCR abweichen. Locklin et al. (2001) zeigten, dass BMP-2 zwar keinen Einfluss auf die ALP-mRNA 

besitzt, jedoch die RT-PCR-Ergebnisse von der ALP erhöht gemessen wurden. Mit der cDNA-Mikroarray-

Technologie können Veränderungen, im Gegensatz zur RT-PCR oder zum ADGE-Mikroarray, 

unterschätzt werden (Chen et al., 2003).  

Probleme ergaben sich zusammenfassend bei kleinen Intensitätsänderungen mit großen 

Ratioergebnissen sowie bei Intensitätsmessungen, die kleiner als die Negativ- bzw. Blankwerte waren 

und demnach für weitere Analysen nicht mehr einbezogen wurden (Bsp.: Kollagen Typ XVI, 

Kontrollgruppe Tag 10). Kleine Expressionsveränderungen wurden weniger akkurat identifiziert und 

falsche negative Werte wurden dargestellt (Chen et al., 2003). Das Mikroarrayverfahren eignet sich zum 

Vergleich relativer Expressionshöhen, ist jedoch ungeeignet für absolute Intensitätsmessungen.  

 

Mit Hilfe der Mikroarraytechnologie werden Expressionsmuster der Osteoblastogenese wider gespiegelt. 

Doch die Vergleichbarkeit mit anderen Studien ist oft schwer möglich. Es existieren viele verschiedene 

Arraymethoden und Auswertungsmöglichkeiten. Divergierende Ergebnisse zwischen verschiedenen 

cDNA- und Oligonukleotid-Mikroarrays sind die Folge (Chen et al., 2004; Tan et al., 2003; Mah et al., 

2004). Einen entscheidenden Anteil bei den Ergebnissen besitzen die verschiedenen 

Normalisierungsmethoden, die Normalisierungsfaktoren sowie die Statistik (Vandesompele et al., 2002; 

Flück et al., 2005; Smyth und Speed, 2003). Die Datenanalyse ist aufgrund fehlender Standards komplex 

(Flück et al., 2005; Quackerbush, 2002). Zahlreiche Studien wiesen auf variable Expressionen von 

Houskeepinggenen hin und versuchten das optimale Kontrollgen heraus zu finden (Spanakis, 1993; 

Thellin et al., 1999; Eisenberg und Levanon, 2003; Beck et al., 2001; Pacicca et al., 2003). 

Vandesompele et al. (2002) zeigten, dass der Mittelwert mehrerer Housekeepinggene den besten 

Referenzwert darstellt. Ein weiteres Problem besteht darin, dass keine spezifischen Empfehlungen 

existieren, um eine korrekte biologische Interpretation aus den gewonnenen Ergebnissen zu erlangen 

(Quackerbush, 2002). Somit bleiben bei der Auswertung der mRNA-Expressionen mit Hilfe des 

Mikroarraymethode Fragen offen: Wie hoch ist der Faktor (Ratio) um zu entscheiden, ob die mRNA-

Veränderung signifikant ist? Ist die Veränderung der mRNA ein wahrer Index für die Wichtigkeit eines 

Genes mit Zellfunktion? Bislang ist es noch nicht geklärt, was die Expressionshöhe einer mRNA über 

deren Wichtigkeit bei der Proteinbiosynthese aussagt. Die Probleme mit den verschiedenen Arrays, 

verschiedenen Methoden der Datenanalyse, verschiedenen Zellmodellen, verschiedenen Zellstimulatoren 

und den verschiedenen Kriterien zur Definition einer Veränderung bringen eine große Variabilität der 

Ergebnisse mit sich.  
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4.3  DER AUSBLICK 
 
Wachstumsfaktoren spielen eine wichtige Rolle bei komplexen Vorgängen der Reparation und 

Regeneration von Geweben. Sie beschleunigen biologische Effekte wie die Chemotaxis, die 

Angiogenese, die Zelldifferenzierung und -proliferation. Die biologische Aktivität von BMP-2 besitzt einen 

potentiellen Wert bei der Behandlung von verschiedenen orthopädischen und craniofacialen 

Erkrankungen, einschließlich der Frakturheilung. Rh-BMPs wurden in experimentellen Modellversuchen 

und in der Klinik eingesetzt, um die Wundheilung und den Regenerationsprozess in humanen Knochen 

und parodontalen Gewebe zu fördern (Cheng et al., 2003; Cochran et al., 2000; Nakashima und Reddi, 

2003; Park et al., 2003; Reddi, 2001). Jedoch sind die kollagenen Trägersubstanzen tierischer Herkunft, 

besitzen keine Eigenstabilität in der Wunde und werden schnell und vollständig resorbiert. Trotz sehr 

guter klinischer Ergebnisse wurden auch lokale Nebenwirkungen wie ungenügendes oder 

überschießendes Knochenwachstum und Knorpelresorptionen beschrieben. Nach klinischen 

Anwendungen wurde über transiente Antikörperbildungen gegen die xenogenen 

Kollagenträgermaterialien, aber auch gegen rh-BMP2 in 0,7% und gegen rh-OP-1 in 38% der 

behandelten Patienten berichtet (Poynton und Lane, 2002). Schmidmaier et al. (1999; 2000; 2001a; 

2001b; 2002a; 2002b; 2003) etablierten das neue kalte Beschichtungsverfahren von Implantaten mit 

PDLLA. Kandziora et al. (2002b; 2002c; 2002d) analysierten im Schafmodell die PDLLA-Beschichtung als 

Carriersystem. Im Vergleich zum Kollagenträger wurden mit dem PDLLA-Carriersystem signifikant 

höhere  Knochenkallusvolumina beobachtet (Kandziora et al. 2002a; 2002c; 2002d). Verschiedene 

Studien bewiesen, dass die PDLLA-Beschichtung ohne eingearbeiteten Wachstumsfaktor einen 

stimulierenden Effekt auf die Frakturheilungsvorgänge in vivo besitzt, wobei keine unerwünschten 

systemischen Wirkungen der biodegradierbaren PDLLA-Beschichtung beobachtet wurden (Schmidmaier 

et al., 1999; 2000; 2001a; 20021b 2002a; 2002b; 2003; Raschke et al., 2002; Kandziora et al., 2002a; 

2002b; 2002c; 2002d; Wildemann et al., 2005; Partale et al., 2005). Die lokale Applikation von BMP-2 

über ein Implantat mit PDLLA als Trägermaterial wäre auch beim Menschen wünschenswert. 

Insbesondere in der Wirbelsäulenchirurgie, der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie sowie in der 

Versorgung therapierefraktärer Frakturen erhofft man sich vom klinischen Einsatz der BMPs eine 

schnellere Heilung, mehr Stabilität und Belastbarkeit des defekten Knochens.   

 

Aufgrund des zukünftigen Potentials bei der Nutzung von PDLLA-BMP-2 zur Behandlung humaner 

Knochenerkrankungen, besteht die Notwendigkeit der Analyse der Osteoblastenantwort auf BMPs. Die 

Aufgabe des vorliegenden Versuchs war es gewesen anhand von 96 mRNA-Expressionen 

herauszufinden, welche davon klinisch relevant für die Osteogenesewirksamkeit beim Einwachsen eines 

beschichteten Nagels sein könnten. Um lokale Nebenwirkungen, wie ungenügendes oder 

überschießendes Knochenwachstum und Knochenresorption zu verhindern, müssen die molekularen 

Mechanismen der PDLLA-BMP-2-Beschichtung auf die umliegenden Zellen bekannt sein. Anhand der 

Mikroarrayergebnisse wurden die Grundlagen zu mRNA-Expressionsveränderungen und zur 

Weiterentwicklung des therapeutischen Einsatzes von PDLLA-BMP-2 analysiert. Die in vitro 

Untersuchungen haben gezeigt, dass PDLLA-BMP-2-beschichtete Titan-Kirschner-Drähte auf die 
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Expression osteoblastärer Gene einen stimulierenden Effekt besitzen. Genfamilien wie 

Transkriptionsfaktoren, ECM-Proteine, Heat-Shock-Proteine, Wachstumsfaktoren, Proteasen, SMADs, 

Rezeptoren und Zelladhäsionsmoleküle erhöhten unter dem PDLLA-BMP-2-Einfluss ihre mRNA-

Expressionen. TGFβR-1 (ALK-5) war die erste stark erhöhte mRNA-Expression, die am Tag 5 berechnet 

wurde. Herauskristallisiert haben sich in dieser Arbeit weiterhin 6 mRNAs, die einen deutlichen Anstieg 

erstmals am Tag 10 gegenüber den anderen zeigten: TGF-β3, VEGF-B, SMAD 2, SMAD 4, SMAD 5 und 

ITGA1. Eine weitere Testung ergab, dass von diesen 6 mRNAs alle am Tag 15 eine weitere Steigerung 

gegenüber der Kontrollgruppe besaßen. TGFβR-1 wurde dagegen weder am Tag 10 noch am Tag 15 

nochmals erhöht gemessen. Neben den ITGA1- und TGFβR-1-mRNA-Expressionen waren COLL11A1 

und COLL14A1 die einzigen mRNAs, die allein in der PDLLA-BMP-2-Gruppe erhöht wurden. Für die 

Absicherung und Quantifizierung der erhöhten mRNA-Expressionen sind RT-PCRs bzw. Northern Blot 

Analysen notwendig. Zusätzlich müssen eventuelle Unterschiede zwischen mRNA-Ergebnissen und 

posttrankriptionalen Ergebnissen beachtet werden (Spinella-Jaegle et al., 2001). Somit stehen die 

Analysen des posttranskriptionalen und posttranslationalen Effektes im Mittelpunkt zukünftigen 

Interesses. Um eine Aussage über die klinische Wirksamkeit der Nagelbeschichtung und deren 

Wirksamkeit auf die Osteogenese beim Patienten zu bekommen, wäre die Frage nach der 

Blutkonzentration dieser 6 bis 9 Faktoren ein nächster Schritt. Praeoperative 

Konzentrationsbestimmungen für Ausgangswerte sowie Konzentrationsbestimmungen vom Tag 10 bis 

zum Tag 15 von diesen Faktoren wären klinisch relevant und ökonomisch zu vertreten. Somit zeigt die 

Arbeit, dass nicht die Vielfalt aller Faktoren bestimmt werden muss, sondern eine 

Konzentrationsbestimmung auf maximal 9 Faktoren beschränkt werden kann. 

 

Vom biomedizinischen Standpunkt aus besteht die dringende Notwendigkeit die 

Regulationsmechanismen des Knochenremodellings zu verstehen, um die Erkenntnisse pharmakologisch 

zu nutzen. Der BMP-2-Effekt kann in Abhängigkeit von der BMPR-I-Expression variieren (Miyazono, 

1999; Chen et al., 1998). BMPR-I ist einerseits an der Aktivierung der BMP-2-induzierten 

Osteoblastendifferenzierung beteiligt (Yamaguchi et al., 2000). Andererseits wird angenommen, dass die 

Aktivierung des BMP-Rezeptors-IB (ALK-6) eine Hauptrolle bei der Regulation der BMP-2-induzierten 

Apoptose der Osteoblasten spielt, die während der späten Phase des Differenzierungsstadiums beginnt 

(Hay et al., 2004). Die Wichtigkeit der Apoptose für die Osteoblastenfunktion wurde bei der 

Knochenentwicklung und dem Remodellingprozess bestätigt (Lynch et al., 1998; Manolagas, 2000). 

Jedoch ist es noch unbekannt, ob BMP-2 über einen selektiven BMP-R Typ I die Apoptose in den 

Osteoblasten induziert. Weiterführende Studien über die Beziehungen zwischen Rezeptoren, SMADs, 

Cbfa1 und Co-Transkriptionsfaktoren könnten die Induktion der Osteoblastendifferenzierung durch 

PDLLA-BMP-2 erklären. 

 

Ein weiteres Kriterium zukünftiger Forschungen sind Kokulturen von Osteoblasten und Osteoklasten, die 

in den folgenden Untersuchungen mit einbezogen werden sollten. Denn Osteoblasten synthetisieren und 

sezernieren Moleküle, welche die Osteoklastendifferenzierung initiieren und kontrollieren (Teitelbaum, 

2000; Amling et al., 2000). Zunehmend müssten auch das Alter des Patienten, die Zellteilungsfähigkeit 
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und die Syntheseaktivität der Zellen in den Fokus gerückt werden, das zeigten verschiedene 

Untersuchungen von Meyer et al. (2003). Es herrschen noch Unklarheiten in den Punkten: Wie 

beeinflussen Wachstumsfaktoren die Zellseneszenz? Wie wirken Wachstumsfaktoren auf 

Kontrollmechanismen? Welche Wachstumsfaktoren halten die Proliferation und die Apoptose im 

Gleichgewicht? Fest steht, dass Primärosteoblasten Faktoren synthetisieren, die für die 

Osteoklastogense essentiell sind und umgekehrt Osteoklasten auch welche expremieren, die für die 

Osteoblastogenese benötigt werden. Nur über weiterreichende Untersuchungen können Veränderungen 

der Knochenbildung und –resorption unter dem Einfluss von PDLLA und PDLLA-BMP-2 auf Osteoblasten 

und Osteoklasten verstanden werden.  

 

Ziel ist es, aus den gewonnenen in vivo und in vitro Ergebnisse eine verbesserte und beschleunigte 

Frakturheilung auch beim Menschen zu erreichen. PDLLA-beschichtete Implantate dienen dabei nicht nur 

der mechanischen Stabilisierung, sondern auch als Wachstumsfaktorenträger. Die vorliegenden 

Erkenntnisse von PDLLA-BMP-2-beeinflussten Regulationsmechanismen der 

Osteoblastendifferenzierung, der Matrixsynthese und Matrixdeposition könnten neue 

Behandlungsmöglichkeiten für die Frakturheilung, verschiedene Erbkrankheiten und orale Krankheiten 

bereitstellen. 
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4.4  DIE ZUSAMMENFASSUNG 
 

Der Wachstumsfaktor BMP-2 ist zur Behandlung von Frakturen langer Röhrenknochen seit 2002 in der 

Klinik zugelassen. Präklinische und klinische experimentelle Daten sprechen für die osteoinduktive 

Wirksamkeit der rekombinanten humanen BMPs (Govender et al., 2002; Mc Kay, 2004; Poynton und 

Lane, 2002; Boden et al., 2000; Valentin-Opran et al., 2002; Schmidmaier et al., 2002; Gerhart et a., 

1993). Mit einem sog. „kalten Beschichtungsverfahren“ konnten Implantate mit Poly (D,L-Laktid) (PDLLA) 

und aktiven Wachstumsfaktoren beschichtet werden. PDLLA diente dabei als Trägersubstanz und 

ermöglichte eine Kombination und genaue Dosierung von aktiven Wachstumsfaktoren (Schmidmaier et 

al. 1999; 2001b). In verschiedenen in vivo Studien an der Ratte, am Schwein und am Schaf wurden die 

osteoinduktiven Eigenschaften der bioaktiven Beschichtung untersucht. Das Trägermaterial PDLLA trug 

dabei zu positiven Effekten bei der Frakturheilung bei (Schmidmaier et al., 1999; 2000; 2001a; 20021b 

2002a; 2002b; 2003; Raschke et al., 2002; Kandziora et al., 2002a; 2002b; 2002c; 2002d; Wildemann et 

al., 2005; Partale et al., 2005). Anhand der in vivo Versuche ist jedoch keine Aussage über die Wirkung 

der Wachstumsfaktoren und des PDLLAs auf einen bestimmten Zelltyp möglich.  

 

Die vorliegende in vitro Studie mit humanen Primärosteoblasten sollte Aufschluss geben, wie die mRNA-

Expressionsmuster von PDLLA-BMP-2-beschichteten Titan-Kirschner-Drähten beeinflusst werden. 

Genaue Untersuchungen der humanen Primärosteoblasten im Hinblick auf die Osteogenese sowie deren 

Beeinflussung durch die beiden Faktoren PDLLA und BMP-2 sollten mit Hilfe der cDNA-

Mikroarraytechnologie zu den Versuchstagen 0, 5, 10 und 15 erbracht werden. Ziel war es, Erkenntnisse 

bei den Regulationsmechanismen des Osteoblasten zu erhalten. Dazu wurde, mit der Ausnahme von 

Ascorbat, β-Glycerophosphat und Antibiotika, auf die Zugabe weiterer osteoblastogenesebeeinflussender 

Faktoren verzichtet. 

 

In der Studie wurde bestätigt, dass die Mikroarraytechnologie eine geeignete qualitative Methode ist, um 

einen Überblick über das mRNA-Expressionsmuster der humanen Primärosteoblasten in vitro zu 

erhalten. Die mRNA-Expressionen von Wachstumsfaktoren, deren Rezeptoren, von SMADs, 

Transkriptionsfaktoren, matrixassoziierten Proteinen und Zelladhäsionsmolekülen wurden analysiert. 

Aufgrund der Menge an Daten wurde die Diskussion auf die Analyse der deutlich veränderten mRNAs 

beschränkt. Diese Ergebnisse besaßen die Kriterien, dass eine mRNA-Expressionsveränderung mit einer 

Ratio > 2 gegenüber der Kontrollgruppe vorlag, dass die Expression mit einem optischen Scorewert > 2 

bewertet wurde und damit optisch auf dem Röntgenbild der Arraymembran deutlich sichtbar war, dass 

sich die Expression grafisch von den anderen Mitgliedern derselben Genfamilie deutlich unterschied und 

dass die Expression mindestens 50% der GAPDH-Expression entsprach. 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit bewiesen eine Beeinflussung der humanen Primärosteoblasten durch die 

PDLLA-BMP-2- und durch die PDLLA-Beschichtungen auch auf der molekularen Ebene. Die 

stimulierende Wirkung der PDLLA-BMP-2-beschichteten Titan-Kirschner-Drähte gegenüber den mRNA-

Expressionen der Kontrollgruppe zeigte sich ab dem 5. Versuchstag, bei der PDLLA-Gruppe ab dem 
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10.Tag. Die erste mRNA-Expression, die sich unter dem PDLLA-BMP-2-Einfluss gegenüber der 

Kontrollgruppe abhob, war die des Rezeptors TGFβR-1. Das Ausmaß der Stimulierung durch PDLLA und 

PDLLA-BMP-2 war dann am 10. Versuchstag besonders deutlich. 18 mRNA-Expressionen entsprachen 

bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe mehr als 50% der GAPDH-Expression, während es bei der PDLLA-

Gruppe 5 Expressionen waren. Zu den stark erhöhten mRNA-Expressionen unter der PDLLA-

Beschichtung gehörten der Transkriptionsfaktor MSX1, die ECM-Proteine Kollagen 12A1, Biglycan, die 

Proteinase MMP2 und der Wachstumsfaktor FGF-2. Neben diesen erhöhten sich unter dem PDLLA-

BMP-2-Einfluss zusätzlich die mRNAs von COLL11A1, COLL14A1, Annexin V, TGF-β3, FGF-1, VEGF-A, 

VEGF-B, den SMADs 2, 4, 5 und 9, ITGA1 und CTSK.  

 

Möglicherweise sind anhand der gewonnenen in vitro Ergebnisse die positiven in vivo Ergebnisse von der 

PDLLA- und der PDLLA-BMP-2-Gruppe zu erklären. Anhand der gewonnenen m-RNA-Expressionsmuster 

zeigte sich, dass alle erhöht expremierten mRNAs von der PDLLA-Gruppe auch in der PDLLA-BMP-2-

Gruppe gesteigert wurden. Neben den Zeitunterschieden und den scheinbaren variierenden 

Expressionshöhen bei den beiden Gruppen kristallisierte sich außerdem heraus, dass einige mRNAs nur 

unter dem PDLLA-BMP-2-Einfluss erhöht expremiert wurden. Unter diesen Aspekt fielen der Rezeptor 

TGFβR1, die Kollagene 11A1, 14A1 und das Zelladhäsionsmolekül ITGA1. Starke Expressionssteigerungen, 

die sich bei der PDLLA-BMP-2-Gruppe am Tag 10 ergaben und auch noch am Tag 15 erhöht blieben, waren 

TGFβ3, VEGFB, SMAD 2, 4, 5 und ITGA1. Es konnte in der in vitro Studie bestätigt werden, dass durch die 

PDLLA-Beschichtung von Titan-Kirschner-Drähten mRNA-Expressionen bei humanen Primärosteoblasten 

erhöht werden. Durch die zusätzliche BMP-2-Beschichtung werden weitere mRNA-Expressionssteigerungen 

bzw. frühere Expressionszeitpunkte erzielt. Die PDLLA- und PDLLA-BMP-2-beschichteten Titan-Kirschner-

Drähte induzieren bei von humanen Primärosteoblasten in dem beobachteten Versuchszeitraum von 15 

Tagen eine erhöhte Expression osteogeneserelevanter mRNAs.  
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