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1. Einleitung 
 

Gemäß der Global Burden of Disease Studie aus dem Jahr 2019 hat sich die Weltbevölkerung zwischen 

1990 und 2019 um 26% erhöht. Die durchschnittliche Lebenserwartung stieg im selben Zeitraum um etwa 

7 Jahre an (1). Schätzungen dieser Studie zufolge wird die Weltbevölkerung bis zu ihrem Höchststand im 

Jahr 2064 um weitere 25% zunehmen und die durchschnittliche Lebenserwartung der Weltbevölkerung 

wird um weitere 5 Jahre steigen. Bis zum Jahr 2100 wird sich die Zahl der Menschen über 80 Jahre etwa 

versechsfachen (2). Auch die World Health Organization (WHO) schätzt, dass sich die Anzahl der 

Menschen über 60 Jahre zwischen 2015 und 2050 nahezu verdoppeln wird (3). Mit steigender Anzahl an 

älteren Menschen und konsekutiver Zunahme an altersbedingten Erkrankungen wird die Krankheitslast 

sowohl in einer sozialen als auch wirtschaftlichen Dimension zunehmen (4). Die Krankheitslast durch 

muskuloskelettale Beeinträchtigungen hat in den letzten Jahren stetig zugenommen, wobei diese für eine 

steigende Anzahl an Behinderungen verantwortlich sind, aber gleichzeitig nur wenige Todesfälle 

verursachen (5). Die Ursache dafür ist, dass mit zunehmendem Alter das Risiko für Frakturen steigt, da 

die Knochenmasse abnimmt, während strukturelle Schäden am Knochen sowie die Sturzneigung 

zunehmen (6).  

 

 

1.1. Critical Size Defect (CSD) und Knochenersatztherapie 
 

Mit steigendem Alter zeigt Knochengewebe ein schlechteres Regenerationspotential (7,8), sodass die 

Wahrscheinlichkeit für Wundheilungsstörungen zunimmt. Heilt ein Knochendefekt nicht von alleine über 

die Lebensdauer eines Individuums aus oder ist zusätzlich zur Stabilisation der Fraktur eine operative 

Intervention notwendig, um eine Heilung zu ermöglichen, so spricht man von einem Critical Size Defect 

(CSD) (9–11). Es existieren bisher weder eine einheitliche Definition eines CSD noch ist ein einheitliches 

Therapiemanagement etabliert (12–14). Dennoch gibt es verschiedene Möglichkeiten zur Therapie eines 

CSDs. Größere Knochendefekte erfordern einen Gewebeersatz durch einen gestielten oder freien 

Gewebetransfer (15). Als Goldstandard in der Therapie von Knochendefekten wird der autologe 

Knochentransfer angesehen (14). Der autologe Transfer ist jedoch wegen einer begrenzten Verfügbarkeit 

an autologem Gewebe sowie der erhöhten spenderseitigen Morbidität, die durch den neu verursachten 

Knochendefekt an der Hebestelle entsteht, limitiert. Eine weitere Option in der Therapie von größeren 

Knochendefekten stellt ein allogener Gewebetransfer dar. Allerdings besteht bei einem allogenen Transfer 

zusätzlich zu den Limitationen des autogenen Transfers die Gefahr einer Abstoßungsreaktion von Seiten 
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des Empfängers sowie die Übertragung einer Krankheit vom Spender auf den Empfänger (16,17). Einen 

vielversprechenden Ansatz in der Therapie von großen segmentalen Knochendefekten stellt das Tissue 

Engineering von Knochengewebe dar. Vorteile dieses Verfahrens sind, dass das entstehende Gewebe 

durch Vermehrung der Zellen in vitro in nahezu unbegrenzter Menge zur Verfügung steht und die 

Vaskularisation des entstehenden Gewebes beeinflusst werden kann (18).   

 

 

1.2.  Tissue Engineering 
 

1.2.1. Definition 
 

Unter Tissue Engineering versteht man nach Skalak und Fox die „Anwendung von Prinzipien und 

Methoden der Ingenieur-, Werkstoff- und Lebenswissenschaften zur Gewinnung eines fundamentalen 

Verständnisses von Struktur-Funktions-Beziehungen in normalen und pathologischen Säuger-Geweben 

und die Entwicklung von biologischem Ersatz zur Erneuerung, Bewahrung oder Verbesserung der 

Gewebefunktion“ (19). Dabei werden lebende Zellen und strukturgebende Materialien kombiniert 

eingesetzt, um ein Gewebe zu regenerieren oder zu ersetzen. Um eine bestmögliche Funktionalität und 

Haltbarkeit zu erzielen, soll das auf diese Weise neu erstellte Gewebe dem ursprünglichen Gewebe sowohl 

in biologischer als auch mechanischer Hinsicht möglichst gleichen. Die drei Säulen des Tissue 

Engineerings sind gemäß Langer und Vacanti lebende Zellen, strukturgebendes Gerüstmaterial und 

biochemische, mechanische und physikochemische Signale (20). 

 

1.2.2. Tissue Engineering von Knochengewebe 
 

Lag zu Beginn des Tissue Engineerings der Schwerpunkt vor allem bei der Rekonstruktion von Haut und 

Knorpelgewebe, so ergaben sich mit zunehmendem Fortschritt und Weiterentwicklung der Techniken 

neue Ziele wie beispielsweise die Rekonstruktion von komplexeren Geweben wie Leber, Herz, Niere, 

Neuronen, Rückenmark, Sehnen, Muskeln sowie Knochen (21,22). 

Das Konzept des Tissue Engineerings von Knochengewebe besteht darin, dass dem Patienten zum Ersatz 

von Knochendefekten im ersten Schritt autologe Stammzellen entnommen werden. Diese werden in vitro 

kultiviert und vermehrt und dann kombiniert mit einem Gerüst in den Empfänger eingebracht, wo sie 

neues Knochengewebe bilden sollen (20). 

Beim Tissue Engineering von Knochengewebe stellt eine ausreichende Vaskularisation eine wichtige 

Voraussetzung dar, da sowohl während der Ossifikation als auch bei späteren Auf- und Umbauprozessen 
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sowie Regenerationsprozessen des Knochens eine suffiziente Vaskularisation erforderlich ist. Ein 

langfristiges Überleben des implantierten Gewebes kann somit nur mit einer ausgereiften Strategie zur 

Vaskularisation erreicht werden. Verschiedene Ansätze befassen sich mit dem Einsatz von angiogenen 

Wachstumsfaktoren, dem kombinierten Einsatz von vaskulären sowie osteogenen Zellreihen, 

chirurgischen Methoden oder der Biofabrikation neuer Gefäßnetzwerke mittels 3D-Bioprinting (23). 3D-

Bioprinting ermöglicht eine genaue Anordnung und räumliche Verteilung der Zellen im Konstrukt und ist 

daher eine vielversprechende Methode im Bereich des Tissue Engineerings, die sich in den letzten Jahren 

erheblich weiterentwickelt hat (24,25).  

Dem 3D-Bioprinting liegt die Vorstellung zu Grunde, dass das gedruckte Konstrukt statisch ist und keinen 

weiteren Änderungen nach der Herstellung und Implantation unterliegt. Im Gegensatz dazu versucht das 

4D-Bioprinting als Weiterentwicklung unter Hinzunahme der Zeit als vierter Dimension, die natürlichen 

Regenerationsprozesse, die dynamische Änderungen des Gewebes durch intrinsische und externe Stimuli 

beinhalten, nachzuahmen, um eine bestmögliche Ausreifung des Konstrukts zu ermöglichen (26). 

Rukavina et al. zeigten, dass ein kombinierter Druck von aus dem Fettgewebe gewonnenen 

mesenchymalen Stammzellen (ASCs) und menschlichen Nabelschnurvenenendothelzellen (HUVECs) 

bei anschließender Implantation in ein in vivo Mausmodell zur Ausbildung von Knochengewebe mit 

Kalzifikation der Extrazellulärmatrix und zur Ausbildung von Blutgefäßen mit unterschiedlichen 

Durchmessern führt (27). Zusammenfassend stellt das 4D-Bioprinting eine vielversprechende Technik 

insbesondere für Bereiche des Tissue Engineerings dar, die mehrere Zellarten nach einer strengen 

räumlichen Anordnung in einem Konstrukt platzieren. Je nachdem welches Gewebe oder Organ das 

Konstrukt ersetzen soll, kommen unterschiedliche Zellen zum Einsatz.  

 

 

1.3. Mesenchymale Stammzellen (MSCs) 
 

1.3.1. Definition und Kriterien mesenchymaler Stammzellen 
 

Multipotente mesenchymale Stromazellen, auch als mesenchymale Stammzellen bezeichnet (MSCs), 

werden häufig im Bereich des Tissue Engineerings verwendet, da sie sich als multipotente Stammzellen 

zu verschiedenen Geweben differenzieren lassen, dabei in ausreichender Menge in adulten Organismen 

vorhanden sind und aus diesen isoliert werden können. Sie stellen somit eine reichhaltige Quelle 

multipotenter Stammzellen dar (28,29). Die erste Isolation von MSCs erfolgte aus dem Knochenmark 

(30). Inzwischen können mesenchymale Stammzellen aus unterschiedlichsten weiteren Geweben wie 
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beispielsweise der Nabelschnur, Blut, Muskelgewebe, Fettgewebe und weiteren Geweben isoliert werden 

(31,32).  

Gemäß der International Society for Cellular Therapy müssen multipotente mesenchymale Stammzellen 

verschiedene Kriterien erfüllen. Dazu gehört erstens die Fähigkeit, adhärent an Plastikoberflächen zu 

wachsen, zweitens müssen die Oberflächenmarker CD105, CD73 and CD90 exprimiert werden, während 

die Oberflächenmarker CD45, CD34, CD14 oder CD11b, CD79a oder CD19 und HLA-DR nicht 

exprimiert werden dürfen und drittens müssen sie sich in vitro zu Osteoblasten, Adipozyten und 

Chondrozyten differenzieren (33). Diese Kriterien erfüllen auch MSCs, die aus dem Fettgewebe isoliert 

werden (34–36). Sie werden als Adipose-tissue-derived stromal cells (ASCs) bezeichnet (37).  

ASCs können mittels unterschiedlicher Techniken aus Fettgewebe gewonnen werden. Zum einen ist eine 

Isolation aus exzidiertem Fettgewebe und zum anderen eine Isolation aus Lipoaspirat möglich. Die 

Differenzierungsfähigkeit der einzelnen Zellen wird dabei nicht beeinflusst, allerdings ist die Ausbeute an 

vitalen Zellen bei Isolation aus dem Exzidat höher als beim Aspirat. Insgesamt ist dennoch die Gewinnung 

aus Liposaspirat für den Patienten zu bevorzugen, da die Entnahme weniger invasiv ist (38). Somit stellen 

ASCs einen vielversprechenden Ansatz im Bereich des Tissue Engineering dar, da sie minimalinvasiv in 

großen Mengen gewonnen werden können (39). 

 

1.3.2. Mesenchymale Stammzellen verschiedener Isolationsquellen im 

Vergleich 
  

Die bisher am besten erforschten und am häufigsten eingesetzten MSCs im Tissue Engineering und in der 

regenerativen Medizin sind aus dem Knochenmark isolierte mesenchymale Stammzellen (BMSCs) (40–

42). BMSCs eignen sich aufgrund ihrer osteogenen Differenzierungsfähigkeit mit resultierender 

Mineralisation der Extrazellulärmatrix insbesondere für das Bone Tissue Engineering (43). ASCs besitzen 

die Fähigkeit zur Mineralisation und Ossifikation in vitro und stellen somit eine vielversprechende Quelle 

für Stammzellen im Bone Tissue Engineering dar (44). Im Vergleich zu BMSCs zeigen ASCs eine 

identische Expression von relevanten Oberflächenmarkern und sind den BMSCs in Hinblick auf die 

Multipotenz und die Differenzierungsfähigkeit ebenbürtig (45–48). Mohamed-Ahmed et al. stellten fest, 

dass ASCs den BMSCs in Hinblick auf die osteogene Differenzierung unterlegen sind (49). Allerdings 

zeigten sich in einer vorangegangenen Arbeit unserer Arbeitsgruppe ASCs speziell in Hinblick auf die 

osteogene Differenzierung gegenüber BMSCs überlegen (31). Außerdem können ASCs mit einer 

geringeren Morbidität während der Isolation und in einer höheren Menge als BMSCs gewonnen werden 

(46,50), sodass sie in Zusammenschau aller Ergebnisse als geeignete Quelle für das Tissue Engineering 

von Knochengewebe angesehen werden können. ASCs bewirken weiterhin in Kombination mit 
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verschiedenen Gerüstmaterialien eine Verstärkung der Mineralisation der Extrazellulärmatrix im 3D-

Modell und zeigen diese Fähigkeit sowohl in vivo als auch in vitro (51–53). 

 

1.3.3. Sekretom der mesenchymalen Stammzellen 
 

Die Erkenntnis, dass mesenchymale Stammzellen auch Zytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren, und 

Moleküle der Extrazellulärmatrix produzieren können, führte zu der Hypothese, dass die Regeneration 

von Geweben nicht nur von den Stammzellen selbst ausgehend durch Proliferation und Remodelling 

erfolgt, sondern dass die Stammzellen zusätzlich durch sekretiere Moleküle die bereits im Gewebe 

vorhandenen Zellen beeinflussen können. Dabei wirken sie nicht nur parakrin, sondern auch autokrin. Das 

bedeutet, dass sie sowohl auf körpereigene Zellen als auch auf die anderen implantierten Zellen und zuletzt 

auf sich selbst eine Wirkung ausüben können. Sie können zusätzlich die angeborene und die adaptive 

Immunantwort beeinflussen und zeigen in verschiedenen Arbeiten eine neuroprotektive und eine 

kardioprotektive Wirkung. Zusätzlich haben sie einen Einfluss auf die Heilung von Wunden der Haut und 

spielen eine Rolle bei der Regeneration von Knochen (54). Auch ASCs als Unterform der MSCs können 

Wachstumsfaktoren und andere Moleküle sekretieren, die einen Einfluss auf die Zellen des umliegenden 

Gewebes haben (55–59). Zu den von den ASCs sezernierten Wachstumsfaktoren zählen unter anderem 

Vascular endothelial growth factor (VEGF), Hepatocyte growth factor (HGF) und Basic fibroblast 

growth factor (bFGF) (60,61). Gleichzeitig werden ASCs auch durch Wachstumsfaktoren beeinflusst. 

Kilroy et al. konnten zeigen, dass ASCs, denen Epidermal growth factor (EGF) und bFGF zugesetzt wird, 

vermehrt HGF sekretieren (59). Zusätzlich können verschiedene Wachstumsfaktoren sowie 

Umwelteinflüsse die Differenzierung von ASCs in unterschiedliche Zelltypen beeinflussen (62). So 

konnten Chen et al. zeigen, dass die adipo-osteogene Differenzierung sowohl von biologischen, 

chemischen, als auch physikalischen Faktoren beeinflusst wird (63).  

Um den Einfluss der Wachstumsfaktoren im Prozess der Knochenentstehung verstehen zu können, 

werden im folgenden Abschnitt wesentliche Grundlagen und Charakteristika des Knochengewebes 

erläutert. 
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1.4. Entstehung und Regeneration von Knochengewebe 
 

1.4.1. Physiologie des Knochenstoffwechsels 
 

Knochen besteht aus verschiedenen Zelltypen, darunter Osteoblasten, Osteoklasten und Osteozyten sowie 

einer mineralisierten Extrazellulärmatrix, die zum größten Teil aus Hydroxylapatit-Kristallen als 

anorganische Komponente und Kollagenfibrillen als organische Komponente besteht (64–66). Bei 

Hydroxylapatit handelt es sich um ein hydroxyliertes Calciumphosphatsalz. Die Kombination aus 

druckfesten Hydroxylapatitkristallen sowie zugfesten Kollagenfibrillen sorgt dafür, dass der Knochen 

biegefeste Eigenschaften aufweist. Aus mesenchymalen Stammzellen entstehen durch Differenzierung 

Osteoprogenitorzellen, die weiter zu Osteoblasten differenzieren (67). Die Osteoblasten synthetisieren 

schließlich Kollagen und regulieren die Mineralisation der Extrazellulärmatrix durch Calciumfreisetzung 

und tragen somit wesentlich zur Produktion der Extrazellulärmatrix bei (68). Gustavsson et al. konnten 

passend dazu in vitro zeigen, dass bei Kultivierung von osteoblastenähnlichen Saos-2-Zellen in 

osteogenem Differenzierungsmedium die Konzentration an freiem Calcium im Medium abnimmt, 

während die Konzentration an gebundenem Calcium in der Extrazellulärmatrix zunimmt (69). Für eine 

erfolgreiche Mineralisation der Extrazellulärmatrix sind ausreichend hohe Konzentrationen an Calcium 

und Phosphat erforderlich (70). Nach Mineralisation der Extrazellulärmatrix differenziert ein Teil der 

Osteoblasten zu Osteozyten, die von mineralisiertem Osteoid umgeben sind, während andere Osteoblasten 

durch Apoptose zugrunde gehen. Knochen unterliegt stetigen Umbauprozessen, wobei die 

Extrazellulärmatrix von Osteoklasten, die aus monozytären Vorläuferzellen entstehen (71), abgebaut und 

anschließend von Osteoblasten wieder aufgefüllt wird. So kann eine stetige Erneuerung zur Vorbeugung 

gegen Materialermüdung sowie eine funktionelle Anpassung des Knochengewebes an Beanspruchung 

erfolgen.  

 

1.4.2. Osteogene Differenzierung  
 

Unter osteogener Differenzierung versteht man die Entwicklung von mesenchymalen Stammzellen über 

Osteoprogenitorzellen zu Preosteoblasten und deren Maturation zu Osteoblasten (67). Verschiedene 

biologische, chemische und physikalische Faktoren beeinflussen die Differenzierung von Stammzellen zu 

Osteoblasten (63). Eine Zugabe von Dexamethason, ß-Glycerophosphat und Ascorbat zu Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium (DMEM) als Basismedium fördert die osteogene Differenzierung (43). 

Während der osteogenen Differenzierung verändern sich die Morphologie der mesenchymalen 

Stammzellen, die Aktivität bestimmter Enzyme, die Genexpression sowie die Mineralisation der 
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Extrazellulärmatrix (43). Wichtige Transkriptionsfaktoren für die osteogene Differenzierung sind RUNX-

2 und Osterix (72–77). Die beiden Transkriptionsfaktoren sind essentiell für die osteogene Differenzierung 

(78). RUNX-2 ist ein Mastertranskriptionsfaktor und der frühste Marker der osteogenen Differenzierung 

(67,68,79). Osterix hingegen tritt erst im Verlauf als später Marker der osteogenen Differenzierung auf 

(68). Die Gene COL1A1, SPP1, IBSP, BGLAP, ALP sind assoziiert mit der osteogenen Differenzierung 

und werden währenddessen häufig verstärkt exprimiert (68,80). Die Expression der verschiedenen Gene 

ändert sich im Verlauf der osteogenen Differenzierung (52). Als Endpunkt der osteogenen 

Differenzierung kann eine verstärkte Formation von mineralisierten Noduli betrachtet werden (67). 

 

1.4.3. Prozesse der Knochenentstehung – desmale und enchondrale 

Ossifikation 
 

Knochengewebe kann durch zwei verschiedene Prozesse entstehen: durch desmale und enchondrale 

Ossifikation.  

Bei der desmalen Ossifikation entstehen knochenbildende Zellen direkt aus mesenchymalen 

Vorläuferzellen. Im embryonalen Bindegewebe proliferieren Vorläuferzellen, während zur selben Zeit an 

der gleichen Stelle eine ausgeprägte Angiogenese stattfindet. Die mesenchymalen Vorläuferzellen 

verdichten sich anschließend innerhalb eines durch die Angiogenese entstandenen engmaschigen 

Kapillarplexus und differenzieren dort zu Osteoblasten. Durch Sekretion und Mineralisation der 

Knochenmatrix bilden sich an verschiedenen Stellen Ossifikationszentren, die durch appositionelles 

Wachstum weiter an Substanz und Größe zunehmen und nach und nach miteinander fusionieren, sodass 

unreifer Geflechtknochen entsteht. Auf diese Art entstehen das Schlüsselbein, der Ober- und der 

Unterkiefer sowie Knochen der Schädelkalotte (65,81).  

Im Gegensatz dazu entsteht bei der enchondralen Ossifikation Knochengewebe, indem eingewanderte 

MSCs zunächst zu Chondroblasten differenzieren und anschließend hypertrophieren. Die 

hypertrophierten Chondrozyten sezernieren Extrazellulärmatrix und gehen danach unter. Dadurch 

entstehen Spalten in der Extrazellzulärmatrix, in die Blutgefäße, Vorläufer von Osteoblasten und 

Osteoklasten einwandern, sodass sekundär ein Umbau des Knorpelskeletts zu Knochen erfolgt (65,79,81–

83).  

 

1.4.4. Knochenheilung 
 

Während der physiologischen Reparatur von Knochengewebe finden in Abhängigkeit des mechanischem 

Stimulus sowohl desmale als auch enchondrale Ossifikation statt (84,85). Beim Knochengewebsersatz 
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mittels Tissue Engineering findet enchondrale Ossifikation statt (86). Bruder et al. zeigten im 3D-Modell 

in vivo im Critical Size Defect im Femur der erwachsenen athymischen Ratte, dass mit humanen MSCs 

besiedelte Scaffolds, wie sie auch im Tissue Engineering von Knochengewebe verwendet werden, eine 

Knochenentstehung durch desmale Ossifikation mit direkter Differenzierung der MSCs zu Osteoblasten 

bewirken (87). Es tragen im Tissue Engineering also beide Prozesse zur Regeneration des 

Knochengewebes bei. 

Die Reparatur von verletztem Knochengewebe weist einige Parallelen zu den stetigen Umbauprozessen 

von gesundem Knochen mit Abbau von Knochengewebe durch Osteoklasten und mit Knochenaufbau 

von Osteoblasten auf (88). Dabei zählt Knochen zu einem der wenigen Gewebe, die postnatal ohne 

Narbenbildung ausheilen können (84,85). Im Wesentlichen unterscheidet man drei Phasen in der 

Frakturheilung des Knochens: 1.) Die frühe inflammatorische Phase, 2.) Die proliferative Phase und 3.) 

Das Remodeling des Knochens. In der frühen inflammatorischen Phase kommt es als Begleiterscheinung 

der Fraktur zu Gefäßverletzungen. Als Folge davon treten Blutbestandteile in der Frakturlokalisation aus 

und es kommt zur Hämatombildung. Dabei kommt es auch zur Freisetzung von inflammatorischen 

Zytokinen und konsekutiv zur Infiltration von weiteren inflammatorischen Zellen. Durch die Freisetzung 

von Signalmolekülen wie BMP -2, -5 und -7 sowie VEGF, bFGF, TGF-ß, PDGF und IGF kommt es zur 

Migration und Proliferation von mesenchymalen Stammzellen im Frakturbereich und zur Vaskularisation 

und Bildung von Granulationsgewebe. In der proliferativen Phase wird nach Differenzierung der 

mesenchymalen Stammzellen bei fortschreitender Vaskularisation ein fibrokartilaginärer Kallus gebildet, 

Osteoid sekretiert und Kollagen in der Extrazellulärmatrix angelagert. Der Kallus wird mineralisiert und 

zu Geflechtknochen umgebaut. In der Phase des Remodelings wird der Geflechtknochen zu 

Lamellenknochen umgewandelt und der Knochen an seine ursprüngliche Form, Größe und Festigkeit 

angepasst (85,88–90).  

Essentiell für eine suffiziente Reparatur und Knochenheilung ist dabei eine ausreichende Vaskularisation 

(23,86,91). Ideale Eigenschaften eines Implantats zur Regeneration von Knochen sind Osteoinduktion, 

Osteokonduktion und Osseointegration, da diese Eigenschaften die Knochenheilung fördern und 

beschleunigen können. Als Osteoinduktion wird die Fähigkeit des Implantats bezeichnet, durch 

Stimulation von mesenchymalen Stammzellen eine Differenzierung ebendieser zu Osteoblasten zu 

bewirken (92). Unter Osteokonduktion versteht man die Fähigkeit eines Materials, Knochenbildung auf 

und entlang der Oberfläche zu ermöglichen. Die Osteokonduktion ist abhängig vom Material des 

Implantats und von seiner Interaktion mit dem Empfängergewebe (93). Osseointegration bezeichnet die 

Entstehung eines funktionellen und strukturellen Verbandes durch Verankerung eines Implantats an 

neugebildetem Knochengewebe um das Implantat herum, ohne dass sich eine bindegewebigen Narbe 

ausbildet (94). 
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An der Regulation der Auf- und Umbauprozesse im Knochen sind verschiedene Signalmoleküle, 

beispielsweise Zytokine und Wachstumsfaktoren, beteiligt (79,81,88,95–97). Einige dieser 

Wachstumsfaktoren können eingesetzt werden, um osteoinduktive Eigenschaften des Knochengewebes 

zu verstärken und dadurch die Wundheilung zu verbessern (66,98). 

Zu den Proteinen, die eine wichtige Rolle im Knochenstoffwechsel spielen, gehören BMP, TGF-ß, 

VEGF, FGF, PDGF und IGF (99,100). VEGF ist dabei essentiell für eine funktionierende Vaskularisation, 

ohne die kein vitaler Knochen entstehen kann (23,81,95,96). Auch PDGF spielt eine wichtige Rolle im 

Reparaturprozess von Knochengewebe (101).  

 

 

1.5. PDGF-BB 
 

1.5.1. Aufbau und Struktur von PDGF 
 

Vor nahezu 50 Jahren wurde zum ersten Mal in Experimenten ein Faktor entdeckt, der aus Thrombozyten 

freigesetzt wurde (102–104). Der Wachstumsfaktor wurde wegen seiner Freisetzung aus Thrombozyten 

Platelet-derived growth factor (PDGF) genannt. 

Es existieren verschiedene Isoformen vom Wachstumsfaktor PDGF. Diese setzen sich aus vier 

verschiedene Polypeptidketten zusammen: PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C und PDGF-D. Ein Protein 

besteht jeweils aus zwei Polypeptidketten, die ein Dimer bilden. Meist liegt der Wachstumsfaktor als 

Homodimer vor, lediglich zwischen PDGF-A und PDGF-B kann sich auch ein Heterodimer ausbilden. 

Die resultierenden Isoformen sind PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB, PDGF-CC und PDGF-DD (105–

108).  

 

1.5.2. Rezeptoren und Signaltransduktion von PDGF 
 

PDGF vermittelt seine Wirkung über den PDGF-Rezeptor (PDGFR). Von diesem 

Tyrosinkinase-Rezeptor gibt es wiederum zwei Unterformen: alpha und beta (PDGFRα und PDGFRβ). 

PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB und PDGF-CC können an PDGFRα binden und darüber ihre 

Wirkung entfalten. An PDGFRβ können lediglich PDGF-BB und PDGF-DD binden und eine 

Aktivierung des Rezeptors bewirken (105–109). Nach Binden der jeweiligen Isoform von PDGF an den 

entsprechenden Rezeptor kommt es zur Dimerisierung des Rezeptors und anschließend zur 

Autophosphorylierung, wodurch eine Signalkaskade in Gang gesetzt wird. Viele der Moleküle, die vom 

aktivierten Rezeptor im Rahmen der Signalkaskade phosphoryliert werden, sind selbst Kinasen. Bei den 
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im Rahmen der Signaltransduktion aktivierten Molekülen handelt es sind unter anderem um die p38-

MAPK, PI3-Kinase, Akt, ERK 1/2, PLCγ, STAT und JNK (108,110,111). 

 

1.5.3. Effekte von PDGF 
 

Ein wesentlicher Effekt von PDGF ist die Proliferationsförderung von unterschiedlichen Zellreihen wie 

Fibroblasten, arteriellen glatten Muskelzellen oder glialen Zellen (102–104). 

Experimente mit Mäusen, die einen genetischen Knockout im Gen für PDGF-A, PDGF-B, PDGFRα oder 

PDGFRβ aufwiesen, konnten darüber hinaus zeigen, dass PDGF eine wichtige Rolle in der embryonalen 

Entwicklung von Säugetieren spielt und an der Entstehung verschiedenster Organe mitwirkt (112,113).  

Weiterhin spielt PDGF allgemein eine wichtige Rolle in der Wundheilung, insbesondere jedoch bei der 

Frakturheilung von Knochen (113,114). PDGF stellt einen der wesentlichen Wachstumsfaktoren, die in 

der direkten Umgebung von Knochengewebe vorliegen, dar (115). Mehrere Studien zeigten eine 

Verbesserung der Knochenheilung durch PDGF (101,114). Passend dazu können PDGF und seine 

Rezeptoren bei der physiologischen Heilung von Frakturen im Frakturspalt gefunden werden (108,116).  

Neben der zuvor erwähnten mitogenen Wirkung sind weitere durch PDGF vermittelte Effekte für die 

verbesserte Frakturheilung verantwortlich. So bewirkt der Wachstumsfaktor durch Chemotaxis eine 

Migration von Zellen ins Zielgebiet (117). Diesen chemotaktischen Effekt übt PDGF vor allem auf 

mesenchymale Stammzellen und Osteoblasten aus (118–121).  

Ein weiterer relevanter Effekt von PDGF ist, dass es die Bildung neuer Blutgefäße und das Wachstum 

endothelialer Zellen in Kapillaren fördert (108,122–124). Ebenfalls von großer Bedeutung ist, dass PDGF 

die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in osteogene, adipogene oder chondrogene 

Vorläuferzellen beeinflussen kann (125–127). Die Effekte von PDGF wirken insgesamt auf eine Vielzahl 

von Zellen und unterscheiden sich in Abhängigkeit der Isoform des Wachstumsfaktors, der Zellart und 

des Differenzierungsgrades der Zellen (128). Je nachdem ob PDGFRα oder PDGFRβ aktiviert werden, 

werden unterschiedliche Signalwege mit unterschiedlichen Folgeantworten ausgelöst (113). Die Isoform 

PDGF-BB des Wachstumsfaktors übt ihre Wirkung insbesondere auf mesenchymale Stammzellen aus 

(119).  

 

1.5.4. Wirkung von PDGF-BB auf mesenchymale Stammzellen  
 

In der Regeneration von Knochengewebe spielt PDGF eine wichtige Rolle als chemotaktischer Faktor bei 

der Rekrutierung von MSCs. Der chemotaktische Effekt von PDGF-BB auf mesenchymale Stammzellen 

ist dabei abhängig von der Dosis des Wachstumsfaktors (129,130). Laut Fiedler et al. nimmt der 
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chemotaktische Effekt auf die Stammzellen umso mehr ab, je weiter fortgeschritten die Differenzierung 

der Stammzellen ist (119). Für den proliferationsfördernden Effekt besteht ebenfalls eine 

Dosisabhängigkeit (115,131).  

Auch auf humane ASCs als spezielle Unterform der MSCs wirkt PDGF-BB sowohl chemotaktisch als 

auch proliferationsfördernd (132).  

PDGF-BB verbessert die osteogene Differenzierung in verschiedenen mesenchymalen Stammzellen und 

osteoblastenähnlichen Zellen (131,133). Verschiedene typische Gene wie BSP, OPN, Collagen Typ 1 und 

Osterix werden dabei verstärkt exprimiert (133). Weiterhin wird der Rezeptor PDGFRβ in ASCs während 

der osteogenen Differenzierung vermehrt exprimiert (134). 

Eine weitere Erkenntnis ist, dass eine Stimulation von ASCs mit PDGF-BB eine verbesserte Angiogenese 

zur Folge haben kann (135). Im Rahmen der Angiogenese trägt der Wachstumsfaktor wesentlich zur 

Bildung und Ausreifung von Kapillaren bei (124). 

Hutton et al. zeigten in einem Experiment mit humanen ASCs, die zum einen in vaskulärem und zum 

anderen in osteogenem Differenzierungsmedium inkubiert wurden, dass ein Zusatz von PDGF-BB die 

Calciumablagerung der ASCs im Vergleich zu den ASCS, die nur in osteogenem 

Differenzierungsmedium kultiviert wurden, signifikant erhöht. Bei den ASCs im vaskulären 

Differenzierungsmedium zeigt eine Zugabe von PDGF eine leichte, aber nicht signifikante Zunahme in 

der Länge der entstehenden Gefäße und eine signifikante Zunahme in der Breite der gebildeten Gefäße. 

Bei der Kombination aus vaskulär und osteogen differenzierten ASCs in einem Sphäroid zeigt sich eine 

signifikante Zunahme der Dichte und Länge der entstehenden Gefäße sowie eine signifikante Erhöhung 

der Mineralisation der Extrazellulärmatrix als Zeichen der verstärkten osteogenen Differenzierung durch 

Zugabe von PDGF-BB (136). 

Mehrere Studien zeigten, dass neben ASCs auch bMSCs unter Zugabe von PDGF-BB eine signifikant 

erhöhte Proliferation und zusätzlich eine verstärkte Expression von typischen osteogenen Markern sowie 

eine erhöhte Calciumablagerung in der Extrazellulärmatrix aufweisen. Zeitgleich zur Förderung der 

osteogenen Differenzierung kommt es zu einer Suppression der Adipogenese unter PDGF-BB 

(80,137,138).  

Neben der Proliferationsverstärkung und vermehrten osteogenen Differenzierung zeigen humane ASCs 

in Sphäroiden nach Zugabe von PDGF-BB eine vermehrte endotheliale Differenzierung (139). Eine 

Differenzierung von humanen ASCs zu Tenozyten durch PDGF-BB kann ebenfalls begünstigt werden 

(140,141).  

Folglich ist PDGF-BB wesentlich an der Regulation der Differenzierung von mesenchymalen 

Stammzellen beteiligt, kann die Differenzierung zu einigen Zellreihen fördern und zugleich die 
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Differenzierung in andere Zelltypen inhibieren. Zu welchem Zelltyp sich die PDGF-BB-behandelten 

Zellen differenzieren wird auch durch die Wahl des Mediums mitbeeinflusst (43).  

Es gibt jedoch noch weitere Faktoren, die die Effekte von PDGF-BB modulieren oder mit PDGF-BB 

interagieren. 

 

1.5.5. Regulation des Effektes von PDGF-BB 
 

Wachstumsfaktoren können sich gegenseitig beeinflussen und ihren Effekt modulieren und damit auch 

verstärken oder verringern. So verstärkt  PDGF die osteogene Differenzierung, die durch TGFß induziert 

wurde (110).  

PDGF und verschiedene Proteine der BMP-Familie haben gemeinsam eine stärkere Wirkung haben als 

jedes Protein für sich alleine und können sich somit potenzieren. So entdeckten Biver et al., dass die BMP-

2 induzierte osteogene Differenzierung in bMSCs durch PDGF-BB verringert wird (142). Bei konstanter 

Freisetzung von PDGF-BB aus Microsphären in 3D-Scaffolds besteht eine synergistische Wirkung von 

BMP-2 und PDGF-BB auf die osteogene Differenzierung von bMSCs (143). Dabei zeigt sich, dass die 

Interaktion zwischen den Wachstumsfaktoren zusätzlich durch die zeitliche Komponente beeinflusst wird. 

In Genexpressionsanalysen zeigt sich eine Verstärkung der COL1A1 Expression durch Kombination aus 

BMP-2 und PDGF-BB, während PDGF-BB alleine die Expression vermindert (144). Zudem kann eine 

verstärkte Mineralisation bei Kombination von BMP-2 und PDGF-BB festgestellt werden, wobei der 

synergistische Effekt abhängig von der PDGF-BB-Konzentration ist (145). Eine wichtige Bedeutung in 

der Interaktion von verschiedenen Wachstumsfaktoren kommt dem Verhältnis der einzelnen Faktoren 

zueinander zu, da  PDGF-BB und BMP-2 je nach Verhältnis zueinander entweder eine Zunahme der 

osteogenen oder tenogenen Differenzierung bewirken (141). In Kombination mit BMP-6 zeigt PDGF-BB 

eine Verbesserung der osteogenen Differenzierung, in Kombination mit BMP-7 zeigt PDGF-BB einen 

stärkeren proliferationsfördernden Effekt (146,147). Die Interaktion von PDGF und verschiedenen 

Formen des BMP wird somit durch die Kombination bestimmter Faktoren selbst, die zeitliche 

Komponente, die Konzentration und das Mengenverhältnis der Wachstumsfaktoren zueinander bestimmt. 

Eine weitere Erkenntnis ist, dass PDGF-BB Angiogenese und Osteogenese koppeln kann (101,148). Eine 

Interaktion zwischen FGF-2 und PDGF-BB konnte von Tokuda et al. beobachtet werden. Dabei stimuliert 

FGF-2 eine VEGF-Freisetzung aus Osteoblasten, die durch PDGF-BB potenziert wird (149). 

Der Wachstumsfaktor interferiert auch mit Zytokinen. Eine kombinierte Überexpression von PDGF-BB 

und IL-4 in murinen bMSCs führt zu einer Zunahme der Proliferation, Viabilität und Osteogenese (150). 

Eine wesentliche regulatorische Funktion in der Knochenregeneration kommt miRNAs zu (151). Eine 

Zugabe von PDGF zu mesenchymalen Stammzellen kann zur Erhöhung von bestimmten miRNAs, wie 
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beispielsweise let-7, miR-24, miR-125b und miR-138 führen (127,152). Die Erhöhung bestimmter 

miRNAs kann wiederum die Translation nicht-osteogener Ziel-mRNA, die die Osteogenese inhibieren 

würde, hemmen und dadurch eine Verstärkung der osteogenen Differenzierung auslösen (127). 

Neben Interaktionen mit anderen Proteinen, die die Effekte von PDGF-BB modulieren, gibt es auch 

extrazelluläre Bedingungen, die die Expression von PDGF-BB direkt beeinflussen. Ein hypoxisches 

Milieu erhöht die Expression von PDGF-BB in humanen ASCs deutlich (153). Rhagavendran et al. 

stellten fest, dass die Zugabe von PDGF-BB das osteogene Differenzierungspotential von bMSCs in 

Abhängigkeit vom Scaffold-Material verstärkt (154). Eine kurzzeitige oder intermittierende Gabe von 

PDGF-BB verbessert die osteogene Differenzierung von bMSCs, wohingegen eine langandauernde 

Stimulation die Differenzierung vermindert (155). 

 

1.6. Ziele der Dissertationsarbeit 
 

Diese Arbeit dient der Verbesserung von Methoden und Verfahren des Tissue Engineerings in Ersatz und 

Regeneration von Knochengewebe. Der Fokus der Arbeit liegt dabei auf der Untersuchung des Einflusses 

von PDGF-BB auf die osteogene Differenzierungsfähigkeit von ASCs. 

In Vorarbeiten unseres Labors, die die osteogene Differenzierung von ASCs unter Zugabe von 

verschiedenen Wachstumsfaktoren untersuchten, zeigte sich, dass ein Zusatz von PDGF-BB zum 

osteogenen Differenzierungsmedium eine verstärkte osteogene Differenzierung zur Folge hatte. 

Initial wurde in dieser Arbeit die Reproduzierbarkeit des Effekts von PDGF-BB auf die osteogene 

Differenzierung von ASCs mittels Alizarin-Rot-Färbung und Bestimmung der Calciumkonzentration 

überprüft. Anschließend wurden den Zellen verschiedene Konzentrationen des Wachstumsfaktors 

zugesetzt, um den Einfluss der Konzentration des Wachstumsfaktors auf den Effekt zu analysieren. 

Daraufhin wurde der Effekt zu mehreren Zeitpunkten bestimmt, um eine Aussage über die Zeitkinetik 

treffen zu können. Im nächsten Schritt wurde in Versuchen mit RT-qPCR Expressionsveränderungen 

spezifischer osteogener Zielgene unter Einfluss von PDGF-BB im Zeitverlauf untersucht. Zuletzt wurden 

durch Zusatz von verschiedenen Inhibitoren und Evaluation des Effekts auf die osteogene Differenzierung 

an der Signaltransduktion von PDGF-BB beteiligte Kinasen ermittelt. 

Ziel dieser Arbeit ist es, zu evaluieren, ob eine Zugabe von PDGF-BB zu ASCs einen möglichen Ansatz 

zur Verbesserung der osteogenen Differenzierung darstellt, und eine genauere Charakterisierung des 

Effekts zu ermöglichen. 
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2. Materialien und Methoden 
 

2.1.  Zellkultur 

 
In den Versuchen wurden humane adipose-tissue-derived stem cells (ASCs) verwendet, die aus einem 

Pool von Stammzellen dreier Spender bestanden. Keine der in den Versuchen verwendeten 

Zellpopulationen hatte die fünfte Passage überschritten. Zur Kontrolle der Vitalität und der Morphologie 

erfolgte eine regelmäßige Zellvisite mittels Lichtmikroskopie sowohl vor Versuchsbeginn als auch 

während der Versuche. Alle Experimente der Zellkultur fanden in der Sterilbank unter Laminar Airflow 

statt. 

Die jeweiligen Versuche sind in den folgenden Kapiteln mit verwendeten Arbeitsgeräten, Materialien und 

Reagenzien samt Herstellerbezeichnung beschrieben. Allgemeine Gebrauchslösungen, Materialien, 

Arbeitsgeräte und Apparate sind im Vorfeld beschrieben. 

 

Allgemeine Gebrauchslösungen 

Reagenz Hersteller Artikelnummer 

0,5% Trypsin-EDTA  Gibco 15400-054 

Destilliertes Wasser (dH2O) Eigenherstellung mittels 

Reinstwasseranlage 

 

Ethanol 99,9% Th. Geyer 22.461.000 

PBS Dulbecco w/o Ca2+ and 

Mg2+ 

Sigma L182-01-BC 

Steriles PBS 10l dH20 aus der Milliporeanlage + 1 x Sigma 

PBS Dulbecco 

 

Trypsinlösung 1/1 in PBS  10 ml 0,5 % Trypsin-EDTA + 10 ml steriles 

PBS 

 

 

 

Verbrauchsmaterialien Hersteller Artikelnummer 

Costar Serological Pipets 10ml Corning Incorporated 4101 

Costar Serological Pipets 25ml Corning Incorporated 4251 

Costar Serological Pipets 5 ml Corning Incorporated 4051 

Costar Serological Pipets 50ml Corning Incorporated 4501 

Pipettenspitzen blau 100-1200µl ratiolab 2100610 

Pipettenspitzen gelb 10-200µl Greiner Bio-One 739290 

Pipettenspitzen natural 10µl VWR 613-0364 
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Gerät Hersteller Modell 

Aufsatz für Schüttler 6-Well-

Platte 

IKA MS 3.4 Microtiter attachment 

Autoclav 

 

Melag 

Medizintechnik 

 

Cell Counter Bio-Rad TC20 Automated Cell Counter 

Inkubator  Eppendorf New Brunswick Galaxy 170 R 

Lichtmikroskop 

 

Zeiss Axiovert 25 

Magnetrührer  IKA RCT basic 

Minizentrifuge 

Thermo Fisher 

Scientific mySPIN™ 6 Mini Centrifuge 

Pipette 0,1 – 2,5 µl Eppendorf Eppendorf Research plus Pipette 0,1 – 

2,5 µl 

Pipette 0,5-10 µl Eppendorf Eppendorf Research plus Pipette 0,5-

10µl 

Pipette 100-1000 µl Eppendorf Eppendorf Research plus Pipette 100-

1000µl 

Pipette 10-100 µl Eppendorf Eppendorf Research plus Pipette 10-100 

µl 

Pipette 20-200 µl Eppendorf Eppendorf Research plus Pipette 20-200 

µl 

Pipette 2-20 µl Eppendorf Eppendorf Research plus Pipette 2-20µl 

Pipettierhilfe  Integra Pipetboy acu 2 

Schüttler für 6-Well-Platte IKA MS3 digital 

Sterilbank  Ehret Bio-CL-130 

Vortexer IKA MS2 Minishaker 

Wasserbad  GFL  GFL 1083 

Zentrifuge  Eppendorf Centrifuge 5810 R 

 

 

2.1.1. Präparation der ASCs 
 

Reagenzien Hersteller Artikelnummer 

Albumin Fluka 05488 

Ammoniumchlorid Sigma 9718 

Collagenase II Sigma C2-22-BC 

EBMTM-2 Endothelial Cell Growth Basal Medium-2 

 

Lonza CC-3156 

EGM-2 Single QuotsTM Kit  Lonza CC-4176 

FCS Superior Sigma S0615 

Glucose Sigma G8270 

Penicillin/Streptomycin Sigma P0781 

Trizma® Base Sigma T1503 

Trypan Blue Dye 0,40% Bio-Rad 1450013 
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Geräte und Gebrauchswaren Hersteller Artikelnummer 

Zellsieb 70 µm Falcon 352350 

Zellkulturflasche T75  Greiner Bio-One 07-000-229 

50 ml Gefäß  Corning Incorporated 4870 

Spritzenfilter 0,22 µm Roth P666.1 
 

Die in der Zellkultur verwendeten ASCs wurden aus menschlichen Fettgewebsexzidaten gewonnen, die 

im Rahmen einer Abdominoplastik asserviert wurden. Die Zellen von drei Spendern wurden gemischt, 

um einen Pool von Zellen unterschiedlicher Individuen zu erhalten. Zwei Donoren waren männlich und 

zum Zeitpunkt der operativen Eingriffe 39 beziehungsweise 55 Jahre alt. Die dritte Donorin war weiblich 

und bei der Operation 41 Jahre alt. Die schriftlichen Einverständniserklärungen der Patienten liegen 

ebenso wie das Votum 334/15 der Ethikkomission der Universitätsklinikums Freiburg zum Gebrauch des 

Fettgewebes für experimentelle Forschungszwecke vor. 

Zunächst wurden zur Herstellung des Transportmediums aus PBS mit 1% Penicilin/Streptomycin 495 ml 

PBS mit 5 ml Penicilin/Streptomycin gemischt. Nach intraoperativer Exzision wurde das Gewebe ins 

Transportmedium gegeben. Die Exzidate wurden anschließend mechanisch mittels Schere und Skalpell 

zerkleinert. Im nächsten Schritt wurde das Gewicht bestimmt und es wurden zwischen 50 und 100 g von 

jedem Exzidat in 50 ml Gefäße gegeben. Es wurden 20 ml PBS in das 50 ml Gefäß gegeben, um das 

Exzidat zu waschen. Dieser Waschschritt wurde zwei bis dreimal wiederholt. Dann erfolgte der 

Collagenase II Verdau des zerkleinerten Fettgewebes. Dazu wurden 2 ml Collagenase-II (20 mg/ml 

Collagenase II in PBS) mit 2 ml 5% Glucoselösung (0,5 mg/ml Glucose) und 16 ml 3,5% Albumin in 

PBS (Albumin-Phosphat-Lösung) gemischt und mit einem 0,22 µm Filter steril filtriert. Es wurden 20 ml 

der angesetzten Collagenaseverdaulösung in jedes Tube gegeben und das Fettgewebe wurde für 2-4 

Stunden bei 37°C unter Schütteln verdaut. Im Anschluss erfolgte die Zentrifugation der Tubes mit 1100 

Umdrehungen pro Minute für 10 Minuten bei Raumtemperatur. Nach der Zentrifugation wurde der 

Überstand verworfen, das Pellet wurde mit PBS gewaschen und es erfolgte die Erythrozytenlyse, indem 

das Zellpellet mit 20 ml Lysepuffer 10% für 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Der 

Lysepuffer bestand aus 500 ml Aqua bidest., 1,029 g TRIS (17 mM) und 0,428 g NH4Cl (16 mM). Nach 

der Inkubation wurde erneut für 10 Minuten bei Raumtemperatur mit 1100 Umdrehungen pro Minute 

zentrifugiert. Das Pellet wurde farblich beurteilt und bei Bedarf erfolgte eine erneute Lyse. Der Überstand 

wurde verworfen und das Pellet wurde in 20 ml PBS resuspendiert. Die Suspension wurde mit einem 70 

µm Zellsieb filtriert, das Tube wurde mit 5 ml PBS nachgespült, die Spülflüssigkeit wurde durch den 

Zellsieb filtriert und anschließend wurde das Filtrat bei 1100 Umdrehungen pro Minute für 10 Minuten 

bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Überstand wurde erneut verworfen und das Zellpellet wurde in 10 

ml Medium, das aus EBM-2 mit EGM-2 Supplements und mit 10% FCS und 1% P/S bestand, 
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resuspendiert. Es erfolgte die Bestimmung der Zellzahl mit 20 µl Trypan Blue und 20 µl Zellsuspension 

im Cell Counter. Es wurden 1-2 Mio. Zellen mit 10 ml Medium in eine T75-Flasche ausplattiert, was etwa 

13.000 bis 27.000 Zellen pro cm2 entspricht. Die T75-Zellkulturflaschen wurden bei 37°C und 5 % CO2 

als Passage 0 (P0) in den Inkubator gegeben. Ein Medienwechsel erfolgte zweimal wöchentlich. Wenn 

der Zellrasen durch die Proliferationsaktivität der Zellen mehr als 80% Konfluenz erreicht hatte, wurden 

die Zellen in den Kulturflaschen gesplittet, um einen Wachstumsstopp durch Kontaktinhibition zu 

vermeiden. Die Zellen konnten entweder direkt für Versuche verwendet werden oder sie wurden 

kryokonserviert. 

 

2.1.2.  Kryokonservierung und Auftauen von ASCs 
 

Reagenzien Hersteller Artikelnummer 

0,5% Trypsin-EDTA  Gibco 15400-054 

DMSO Sigma-Aldrich 276855 

EBMTM-2 Endothelial Cell 

Growth Basal Medium-2 

 

Lonza CC-3156 

EGM-2 Single QuotsTM Kit  Lonza CC-4176 

FCS Superior Sigma S0615 

Penicillin/Streptomycin Sigma P0781 

Steriles PBS H20 aus der Milliporeanlage + 

Sigma PBS Dulbecco 

 

 

Geräte und Gebrauchswaren Hersteller Artikelnummer 

50 ml Gefäß  Corning Incorporated 4870 

Cryotubes Greiner Bio-One 126263 

Zelleinfrierbehälter Corning Incorporated CLS432001 

Zellkulturflasche T75  Greiner Bio-One 07-000-229 

 

Die Aufbewahrung von Zellen oder Gewebe durch Einfrieren in flüssigem Stickstoff wird als 

Kryokonservierung bezeichnet. Kryokonservierte Zellen können später wieder in Zellkultur gebracht 

werden. Die Zellen wurden nach dem „Splitten und Passagieren“-Protokoll (2.1.3) durch Zugabe von 

Trypsin vom Boden der Zellkulturflasche gelöst und in 50 ml Gefäßen gesammelt. Es erfolgte eine 

Zellzahlbestimmung mittels Cell Counter. Im Anschluss wurden die Zellen bei 1200 rpm bei 

Raumtemperatur für 5 Minuten zentrifugiert und der Überstand, der aus altem Medium bestand, 

abgenommen. Das Zellpellet wurde in Einfriermedium bestehend aus FCS mit 10% DMSO 

resuspendiert, wobei für die Kryokonservierung von ca. 1x106 bis 2x106 Zellen 1000 µl Einfriermedium 

verwendet wurden. Dann wurden die Zellen in Cryotubes aliquotiert. Diese wurden verschlossen und in 

eine Cryobox geladen, die bei -80 °C eingefroren wurde. Dimethylsulfoxid (DMSO) dient bei der 
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Kryokonservierung als Gefrierschutzmittel und verhindert die Bildung von Eiskristallen während des 

Einfrierens. Da es in den verwendeten Konzentrationen zytotoxisch ist, muss auf ein zügiges Arbeiten 

während des Aliquotierens und des Transfers in den Gefrierschank geachtet werden. Die Überführung der 

Cryotubes in den Flüssigstickstofftank zur dauerhaften Aufbewahrung bei -196°C fand nach 24 Stunden 

statt. 

Um die kryokonservierten Zellen wieder in Zellkultur zu bringen, wurden die Cryotubes im Wasserbad 

bei 37°C so weit aufgetaut, bis sich ein Flüssigkeitssaum am Rand des Gefäßes um den gefrorenen Kern 

des Pellets bildete. In ein 50 ml Gefäß, das mit 20 ml PBS gefüllt war, wurde die Zellsuspension in 

Einfriermedium gegeben, um das DMSO zu verdünnen und den zytotoxischen Effekt zu reduzieren. Das 

Gefäß wurde bei 1200 rpm für fünf Minuten zentrifugiert und nachdem der Überstand verworfen wurde, 

wurde das Pellet in 10 ml Medium (EGM-2 mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin) resuspendiert 

und in einer T75-Zellkulturflasche ausplattiert. Die Inkubation der Zellen erfolgte bei einer CO2-

Konzentration von 5% und einer Temperatur von 37°C. Der Versuchsstart der Zellen in den einzelnen 

Experimenten erfolgte frühestens 48 Stunden nach dem Auftauen und Ausplattieren. 

 

2.1.3.  Splitten und Passagieren von Zellen 
 

Reagenzien Hersteller Artikelnummer 

0,5% Trypsin-EDTA  Gibco 15400-054 

EBMTM-2 Endothelial Cell 

Growth Basal Medium-2 

 

Lonza CC-3156 

EGM-2 Single QuotsTM Kit  Lonza CC-4176 

FCS Superior Sigma S0615 

Penicillin/Streptomycin Sigma P0781 

Steriles PBS H20 aus der Milliporeanlage + 

Sigma PBS Dulbecco 

 

 

Geräte und Gebrauchswaren Hersteller Artikelnummer 

50 ml Gefäß  Corning Incorporated 4870 

6-Well-Platten Corning Incorporated 3506 

Zellkulturflasche T75  Greiner Bio-One 07-000-229 

 

Da die isolierten und kultivierten Stammzellen weiterhin proliferationsfähig sind und bei zu dichtem 

Zellrasen ein Stopp der Zellteilung durch Kontaktinhibition auftritt, müssen die Zellen vor Erreichen einer 

Konfluenz von 70-80 % vereinzelt und umgesetzt werden. Man nennt diesen Vorgang auch Splitten und 

Passagieren. Die Zellen wurden dabei im Verhältnis 1:2 aufgeteilt und in neue T75-Zellkulturflaschen 

ausplattiert. Dieses Verfahren wurde bei allen Zellen angewandt, solange sie sich in T75-Flaschen 
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befanden. Nachdem die Zellen für die einzelnen Versuche in 6-Well-Platten ausplattiert wurden, erfolgte 

kein weiteres Splitten und Passagieren. 

Um die Zellen zu splitten und zu passagieren wurde zunächst das Medium aus der T75-Flasche entfernt, 

und das Zelllayer mit PBS gespült, um Reste von FCS zu entfernen, da diese das Trypsin inhibieren 

können. Anschließend wurden zu den Zellen in die T75-Flasche 5 ml einer 1:1-Mischung aus PBS und 

0,5 % EDTA-Trypsin gegeben und die Zellen wurden für 3 Minuten im Inkubator bei 37 °C inkubiert. Im 

nächsten Schritt erfolgte die mechanische Ablösung der adhärenten Zellen, indem der Kulturflaschenrand 

auf eine harte Kante geklopft wurde. Die vollständige Ablösung der Zellen wurde unter mikroskopischer 

Kontrolle bestätigt, bevor 2,5 ml FCS in die Kulturflasche gegeben wurden, um das Trypsin zu 

neutralisieren. Die Suspension wurde in einem 50 ml Gefäß gesammelt, die Flasche wurde direkt im 

Anschluss mit 12,5 ml PBS nachgespült und die Spülflüssigkeit wurde ebenfalls im Gefäß gesammelt. 

Das Gefäß wurde anschließend für 5 Minuten bei Raumtemperatur und 1200 Umdrehungen pro Minute 

zentrifugiert. Nach erfolgter Zentrifugation konnte der Überstand abgenommen und verworfen werden. 

Das Pellet wurde dann in 20 ml Medium, das im Wasserbad auf 37 °C vorgewärmt wurde, resuspendiert 

und es wurden in zwei neue Kulturflaschen je 10 ml der Suspension gegeben. Bei diesem Vorgang erhöhte 

sich die Passage um eine Zahl. Die Zellen wurden so lange gesplittet und kultiviert, bis die maximale 

Passagenzahl erreicht wurde. Ein Medienwechsel der Zellen in Zellkultur erfolgte zweimal wöchentlich. 

 

 

2.2. Durchflusszytometrie 

 

Es wurde eine Analyse der Oberflächenmarkerexpression im Rahmen einer Immunphänotypisierung 

mittels Durchflusszytometrie durchgeführt. Dabei wurde die Expression der Oberflächenmarker CD 14, 

CD 45, CD 73, CD 90 und CD105 sowie HLA-DR betrachtet. 

 

2.2.1. Theoretische Grundlagen 
 

Ein Durchflusszytometer besteht aus einem Flüssigkeitsstrom, einem Laser und einem Detektor, wobei 

der Flüssigkeitsstrom die Zellen am Laser vorbeiführt. Trifft das Laserlicht auf eine Zelle wird es je nach 

Größe und Granularität der Zelle gestreut. Dieses Streulicht wird vom Detektor bestimmt und erlaubt 

damit Aussagen über Größe und Granularität der in der Probe enthaltenen Zellen. Zudem können 

Antikörper gegen verschiedene Oberflächenantigene oder intrazelluläre Antigene eingesetzt werden, die 

fluoreszenzmarkiert sind. Durch die Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs und die Erkennung durch den 

Detektor kann so auch die Verteilung der Oberflächenantigene innerhalb der Probe bestimmt werden. Um 
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die Hintergrundfluoreszenz zu bestimmen, wird als Kontrolle ein Antikörper eingesetzt, der zum Beispiel 

gegen IgG oder IgA gerichtet ist und nicht an der Zelloberfläche exprimiert wird. Dadurch lässt sich die 

durch unspezifische Bindungen verursachte Hintergrundfluoreszenz der Probe bestimmen und in der 

Auswertung berücksichtigen (156,157). Ist die gemessene Fluoreszenz des Zielantikörpers genauso hoch 

wie die der Isotypkontrolle, so ist davon auszugehen, dass der entsprechende Oberflächenmarker in den 

untersuchten Zellen nicht exprimiert wird. Liegt die Fluoreszenz des Zielantikörpers über der der 

Isotypkontrolle, so wird dieser Marker auf der Zelloberfläche exprimiert.  

 

2.2.2. Durchführung der FACS-Analyse 
 

Reagenzien Hersteller Artikelnummer 

   

FITC Mouse anti-Human 

HLA-DR 

BD Pharmingen™ 555811 

FITC Mouse IgG1, κ Isotype 

Control 

BD Pharmingen™ 556649 

Natriumazid Sigma S8032 

PE Mouse Anti-Human 

CD105  

BD Pharmingen™ 560839 

PE Mouse Anti-Human CD14 BD Pharmingen™ 561707 

PE Mouse Anti-Human CD45 BD Pharmingen™ 560975 

PE Mouse Anti-Human CD73 BD Pharmingen™ 550257 

PE Mouse Anti-Human CD90 BD Pharmingen™ 555596 

PE Mouse IgG1, κ Isotype 

Control  

BD Pharmingen™ 556650 

PE Mouse IgG2b, κ Isotype 

Control 

BD Pharmingen™ 555058 

 

Geräte und Gebrauchswaren Hersteller Artikelnummer 

Durchflusszytometer BD Biosciences BD LSRFortessa™ Flow 

Cytometer 

FACS-Tubes  Falcon 352058 

Mikrozentrifuge Eppendorf Centrifuge 5427 R 

Reaktionsgefäß 1,5 ml Greiner Bio-One 616 201 

Software für 

Durchflusszytometer BD Biosciences BD FACSDiva™ 8.0 Software 

 

Zur FACS-Analyse wurden ASCs aus der Zellkultur in Passage 5 verwendet. Die Zellen wurden mittels 

Trypsin vom Kulturgefäß losgelöst und die Zellzahl wurde mittels Zellcount bestimmt (siehe Kapitel 2.1.3. 

Splitten und Passagieren von Zellen). Eine Million Zellen wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt 

und bei 1200 g für 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und 

das Pellet wurde in 1 ml Medium bestehend aus eiskaltem PBS mit Zusatz von 10% FCS und 1% 
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Natriumazid resuspendiert. Es wurden jeweils 100 µl der Suspension in neue Reaktionsgefäße überführt. 

In die Reaktionsgefäße wurden verschiedene PE- oder FITC-konjugierte Antikörper gegeben (siehe 

Tabelle 1).  

 

Tabelle 1: Darstellung der zur Durchflusszytometrie benötigten Antikörper mit Namen, zu pipettierendem Volumen und 

Farbstoffkonjugation 

Reaktionsgefäß Nr. Antikörper Volumen (µl) Farbstoffkonjugiert 

1 Maus IgG1,k Isotypkontrolle 10 PE 

2 Maus-anti-Human CD105 2,5 PE 

3 Maus Anti-Human CD90 0,5 PE 

4 Maus-anti-Human CD73 10 PE 

5 Maus-anti-Human CD45 10 PE 

6 Maus-anti-Human CD14 10 PE 

7 Maus IgG2b,k Isotypkontrolle 

(CD14) 

0,5 PE 

8 Maus IgG1 Isotypkontrolle 10 FITC 

9 Maus-anti-Human HLA-DR 10 FITC 

 

Nach Zugabe der Antikörper erfolgte eine Inkubation für eine Dauer von 30 Minuten bei 4°C im Dunkeln 

ohne Lichteinwirkung. Anschließend wurden die Zellen durch Zugabe von 500 µl eiskaltem PBS mit 10% 

FCS und 1% Natriumazid und Zentrifugation bei 450 g für 5 Minuten bei 4°C gewaschen. Der Überstand 

wurde abgenommen und der Waschschritt wurde ein weiteres Mal wiederholt. Danach wurden die Zellen 

in 500 µl der PBS-FCS-Natriumazidlösung resuspendiert, in ein FACS-Tube transferiert und zuletzt im 

Durchflusszytometer BD LSRFortessa™ Cell Analyzer analysiert. 
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2.3. Proliferationsassay 
 

Reagenzien Hersteller Artikelnummer 

Ascorbat Sigma A8960 

CellTiter 96®AQueous One Solution Reagent  Promega  G3582 

Dexamethason Sigma D2915 

DMEM-023 Gibco 31885-023 

Essigsäure  Merck 100063 

FCS Superior Sigma S0615 

PDGF-BB R&D 220-BB 

Penicillin/Streptomycin Sigma P0781 

ß-Glycerophosphat  Roth 6847.1 

 

Geräte und Gebrauchswaren Hersteller Artikelnummer 

50 ml Gefäß  Corning Incorporated 4870 

6-Well-Platten Corning Incorporated 3506 

96-Well-Platten Corning Incorporated REF 3598 

Absorptionsmesser für 96-

Well-Platte 

Tecan SPECTRAFluor Plus 

Reaktionsgefäß 1,5 ml Greiner Bio-One 616 201 
 

 

2.3.1. Theoretische Grundlagen 
 

Die CellTiter 96®AQueous One Solution Reagent enthält als Bestandteil das Tetrazolium-

Salz [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium] und 

eine elektronenkoppelnde Substanz (Phenazin Ethosulfat (PES)), um die Lösung zu stabilisieren. Wird die 

Lösung zu Zellen gegeben, wird der Farbstoff durch die beim Stoffwechsel der Zellen entstandenen 

Redoxäquivalente zu Formazan reduziert. Die ermittelte Absorption der Probe bei 490 nm verhält sich 

dabei direkt proportional zur Anzahl der in der Kultur lebenden Zellen (158). 
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2.3.2. Ausplattieren der ASCs in 6-Well-Platten 
 

Reagenzien Hersteller Artikelnummer 

0,5% Trypsin-EDTA  Gibco 15400-054 

EBMTM-2 Endothelial Cell 

Growth Basal Medium-2 

 

Lonza CC-3156 

EGM-2 Single QuotsTM Kit  Lonza CC-4176 

FCS Superior Sigma S0615 

Penicillin/Streptomycin Sigma P0781 

Steriles PBS 10l dH20 aus der 

Milliporeanlage + 1 x Sigma 

PBS Dulbecco 

 

 

Geräte und Gebrauchswaren Hersteller Artikelnummer 

50 ml Gefäß  Corning Incorporated 4870 

6-Well-Platten Corning Incorporated 3506 

Zellkulturflasche T75  Greiner Bio-One 07-000-229 

 

Die ASCs in Zellkultur in den T75-Flaschen wurden mit PBS gewaschen, durch Trypsinzugabe vom 

Flaschenboden gelöst und das Trypsin wurde im Anschluss mittels FCS gestoppt (siehe Kapitel 2.1.3 

Splitten und Passagieren von Zellen). Die Zellsuspension wurde in einem 50 ml Gefäß gesammelt und die 

Zellzahl wurde mittels Cell Counter bestimmt. Für dieses Experiment werden zwei 6-Well-Platten mit 

150.000 Zellen je Well benötigt. Die erforderliche Menge an Zellen wurde in ein 50 ml Gefäß gegeben 

und bei 1200 rpm für 5 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, das Zellpellet in den 

Gefäßen wurden in 12 ml Medium (EGM-2 + 10% FCS + 1% Penicillin/Streptomycin) resuspendiert und 

die Zellen wurden anschließend in 6-Well-Platten ausplattiert. Dabei wurde 1 ml Medium in jedes Well 

vorgelegt und anschließend 1 ml der Suspension dazugegeben. Dann wurden die Zellen bei 37°C und 5% 

CO2 im Brutschrank inkubiert, bis sie Konfluenz in den Wells erreichten. Medienwechsel erfolgten bis 

zum Erreichen der Konfluenz in den 6-Well-Platten zweimal wöchentlich. Die Zellen, die nicht zum 

Ausplattieren benötigt wurden, wurden nach der Zentrifugation in 10 ml Medium resuspendiert, in eine 

T75-Flasche ausgesät und im Brutschrank inkubiert, um sie für spätere Experimente einsetzen zu können. 
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2.3.3. Kultivierung der Zellen unter osteogenen Kontroll- und 

Differenzierungsbedingungen 
 

Kontroll- und Differenzierungsmedium 

Reagenzien Hersteller Artikelnummer 

Dexamethason Sigma D2915 

DMEM-023 Gibco 31885-023 

 

FCS Superior Sigma S0615 

Ascorbat Sigma A8960 

PDGF-BB R&D 220-BB 

Penicillin/Streptomycin Sigma P0781 

ß-Glycerophosphat  Roth 6847.1 

 

Geräte und Gebrauchswaren Hersteller Artikelnummer 

50 ml Gefäß  Corning Incorporated 4870 

6-Well-Platten Corning Incorporated 3506 

 

Nach dem Ausplattieren erfolgte der Versuchsstart durch Umstellung des Mediums von EGM-2 mit 10% 

FCS und 1% Penicillin/Streptomycin auf das Kontroll- beziehungsweise Differenzierungsmedium, sobald 

die Zellen in den 6-Well-Platten konfluent waren. Das Kontrollmedium bestand aus DMEM-023 und 

enthielt 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin. Das Differenzierungsmedium enthielt die gleichen 

Bestandteile wie das Kontrollmedium und zusätzlich Dexamethason in einer Konzentration von 100 nM, 

Ascorbat mit 50 µg/ml und 10 mM ß-Glycerophosphat. Eine Platte enthielt kein PDGF-BB. Der anderen 

waren 20 ng/ml PDGF-BB im Kontroll- und im Differenzierungsmedium zugesetzt. Nach der Umstellung 

des Mediums erfolgte der Medienwechsel dreimal wöchentlich mit 2 ml Medium je Well. Die 

Auswertung der 6-Well-Platten erfolgte an Tag 14. Es wurden biologische Triplikate angefertigt, sodass 

jeweils drei Wells das gleiche Medium enthielten (siehe Abbildung 1). 

  



25 
 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Medienbehandlung der 6-Well-Platten 

 

2.3.4. Durchführung des Zellproliferationsassays 
 

Die Bestimmung der Zellproliferation wurde mit CellTiter 96®AQueous Cell Proliferation Assay von 

Promega durchgeführt. Zunächst wurde das alte Medium aus den Wells entfernt und es wurden 1000 µl 

frisches Kontrollmedium in jedes Well gegeben. Zusätzlich wurde als Leerwert ein Well ohne Zellen auf 

einer leeren Platte mit Kontrollmedium versetzt. Dann wurden 200 µl CellTiter 96® AQueous One Solution 

Reagent in jedes Well hinzugegeben und die Platte wurde vorsichtig geschwenkt. Die Zellen wurden dann 

für drei Stunden bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation wurde aus jedem 

Well der Überstand abgenommen und in je ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Jede Probe wurde kurz 

mit dem Vortexer durchmischt und es wurden von jeder Probe fünf Wells auf einer 96-Well-Platte mit je 

100 µl befüllt. Die Absorption der Proben wurde zuletzt im Photometer bei 490 nm bestimmt. Als 

Leerwert wurde der Absorptionswert des Mediums mit CellTiter 96® AQueous One Solution Reagent ohne 

Zellen von den restlichen Absorptionswerten abgezogen. 

 

  



26 
 

2.4. Untersuchung der osteogenen Differenzierung von ASCs in 

Abhängigkeit der Konzentration von PDGF-BB 
 

2.4.1. Kultivierung der ASCs mit unterschiedlichen Konzentrationen von 

PDGF-BB 
 

Um den Einfluss der Konzentration an PDGF-BB auf die osteogene Differenzierung der ASCs zu 

untersuchen, wurden 150.000 Zellen je Well in 6-Well-Platten nach dem Protokoll zum Ausplattieren der 

Zellen in 6-Well-Platten (siehe Kapitel 2.3.2) gegeben. Der Versuchsstart erfolgte bei Erreichen der 

Konfluenz. Den 6-Well-Platten wurde nach Versuchsbeginn Kontrollmedium und 

Differenzierungsmedium mit PDGF-BB in Konzentrationen von 0 ng/ml, 2 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 20 

ng/ml und 50 ng/ml zugesetzt. Es wurde für jede Konzentration von PDGF-BB eine 6-Well-Platte 

angesetzt. Je Platte wurden drei Wells mit Kontrollmedium und drei Wells mit Differenzierungsmedium 

behandelt (siehe Kapitel 2.3.3), wobei innerhalb einer Platte alle Wells die gleiche Konzentration an 

PDGF-BB enthielten und dreimal wöchentlich ein Medienwechsel erfolgte. 

 

2.4.2. Alizarin-Rot-Färbung und Mikroskopie 

Grundlagen 

Die Alizarin-Rot-S-Färbung ist ein etabliertes Verfahren, um Calcium nachzuweisen. Der Farbstoff bildet 

Chelat-Komplexe mit Calcium. Die Menge des gebundenen Farbstoffes und damit die Intensität der 

Färbung verhält sich dabei proportional zur Menge an Calcium in der Extrazellulärmatrix. Die Menge der 

Färbung kann semiquantitativ analysiert werden. 

 

 
Geräte und Gebrauchswaren Hersteller Artikelnummer oder Modell 

6-Well-Platten Corning Incorporated 3506 

Filterpapier  Whatman WH10311647 

Mikroskop  Zeiss Axio Observer 

pH-Elektrode  SI-Analytics Blue line 14pH 

pH-Meter  Schott Schott Instruments Lab 850 pH-Meter 

Software für Mikroskop Zeiss ZEN 3.1 (blue edition) 

Reagenzien Hersteller Artikelnummer 

2N NaOH  Merck 109136 

Alizarin Red S Sigma-Aldrich A5533 

Formalin Fisher Scientific 10231622 

Salzsäure 1 mol/l VWR Chemicals 30024.290 

Steriles PBS    
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Zum Ansetzen der Alizarin-Rot-Lösung wurden 2 g Alizarin Red S in 100 ml H20 dest. gelöst und über 

Nacht mit dem Magnetrührer gerührt. Am nächsten Morgen wurde der pH-Wert der Lösung mittels 2N 

Na(OH)-Lösung und HCl auf 4,2 eingestellt. Anschließend wurde die Lösung mit einem 

Whatman-Filterpapier filtriert, um ungelöste Partikel zu entfernen. Als nächstes wurde das Medium aus 

den nach Kapitel 2.4.1 behandelten 6-Well-Platten entfernt und vorsichtig PBS auf das Monolayer in 

jedem Well gegeben und wieder abgesaugt. Dieser Waschschritt wurde ein weiteres Mal wiederholt. Dann 

erfolgte die Fixierung der Zellen durch 10-minütige Inkubation mit 2 ml 4% Formalin je Well. Nach der 

Fixierung wurde das Layer zweimal mit PBS gespült und anschließend mit 2 ml der Alizarin-Rot-Lösung 

je Well für 10 Minuten gefärbt. Nach der Färbung wurde das Layer so oft mit PBS gewaschen, bis die 

Waschflüssigkeit klar war. Es wurden 2 ml PBS in jedes Well gegeben, um ein Austrockenen des Layers 

zu verhindern. Die Platten wurden zur makroskopischen Beurteilung fotografiert, dann erfolgte die 

Auswertung der Alizarin-Rot-Färbung mittels Mikroskopie im Zeiss Axio Observer. Es wurde für jedes 

Triplikat ein repräsentativer Ausschnitt in der Mikroskopie gewählt und mit 25-facher Vergrößerung 

fotografiert. 

 

2.4.3.  Quantifizierung der Alizarin-Rot-Färbung 
 

Bezeichnung Hersteller Artikelnummer 

Essigsäure  Merck 100063 

Ammoniumhydroxidlösung Sigma-Aldrich 338818 

 

Geräte und Gebrauchswaren Hersteller Artikelnummer oder Modell 

96-Well-Platten Corning Incorporated REF 3598 

Absorptionsmesser für 96-Well-Platte Tecan SPECTRAFluor Plus 

Indikatorstäbchen pH-Fix 0-14 Roth 0549.2 

Mikrozentrifuge Eppendorf Centrifuge 5427 R 

Reaktionsgefäß 1,5ml Greiner Bio-One 616 201 

Thermomixer Eppendorf ThermoMixer C 

Zellschaber  TPP 99002 

 

Direkt im Anschluss an die Mikroskopie der 6-Well-Platten erfolgte die Quantifizierung der Alizarin-Rot-

Färbung. In jedes Well der 6-Well-Platte wurden 800 µl 10% Essigsäure gegeben und die Platten wurden 

bei Raumtemperatur unter Schütteln für 30 Minuten inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Zelllayer 

mit einem Zellschaber abgelöst und in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß gegeben. Jedes Gefäß wurde für 30 

Sekunden gevortext. Daraufhin wurden die Gefäße bei 85°C für 10 Minuten erhitzt und anschließend für 

5 Minuten auf Eis inkubiert. Dann wurden sie für 15 Minuten bei 20.000 g zentrifugiert. Nach der 

Zentrifugation wurden 650 µl des Überstandes in ein neues Tube transferiert und es wurden 20 µl von 
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28% Ammoniumhydroxidlösung zugegeben, um die Säure teilweise zu neutralisieren und den pH-Wert 

zwischen 4,1 und 4,5 zu bringen. Im Anschluss wurden die Proben im Verhältnis 1:10 mit dem Puffer aus 

Essigsäure und Ammoniumhydroxid verdünnt, um die Absorption der Proben in einen für den 

Plattenreader messbaren Bereich zu bringen. Dann wurden in eine 96-Well-Platte 100 µl je Well pipettiert. 

Es wurden dabei von jeder Probe Triplikate angefertigt. Zuletzt wurde die Absorption bei einer 

Wellenlänge von 405 nm mit einem Reader bestimmt. Als Leerwert diente der Puffer aus 650 µl 

Essigsäure und 20 µl Ammoniumhydroxid. 

 

2.4.4. Calciumassay 
 

Reagenzien Hersteller Artikelnummer 

Ascorbat Sigma A8960 

Dexamethason Sigma D2915 

DMEM-023 Gibco 31885-023 

Essigsäure  Merck 100063 

FCS Superior Sigma S0615 

PDGF-BB R&D 220-BB 

Penicillin/Streptomycin Sigma P0781 

QuantiChromTM Calcium Assay Kit Biotrend DICA-500 

ß-Glycerophosphat  Roth 6847.1 

 

Geräte und Gebrauchswaren Hersteller Artikelnummer 

50 ml Gefäß  Corning Incorporated 4870 

6-Well-Platten Corning Incorporated 3506 

96-Well-Platten Corning Incorporated REF 3598 

Absorptionsmesser für 96-

Well-Platte 

Tecan SPECTRAFluor Plus 

Indikatorstäbchen pH-Fix 0-14 Roth 0549.2 

IntelliMixer  Elmi RM-2L 

Mikrozentrifuge Eppendorf Centrifuge 5427 R 

Multikanalpipette 15-300µl Eppendorf Xplorer® plus Multikanalpipette 15-300 µl 

Reaktionsgefäß 1,5ml Greiner Bio-One 616 201 

Thermomixer Eppendorf ThermoMixer C 

Zellschaber  TPP 99002 

 

Der QuantiChromTM Calcium Assay stellt eine weitere Methode dar, um Calcium nachzuweisen. Er ist in 

niedrigen Konzentrationsbereichen sehr sensitiv für Calcium. Bei hohen Calciumkonzentrationen der 

Proben werden diese verdünnt, damit die Absorption innerhalb des linearen Bereiches des Calciumassays 

liegt.  

Die Auswertung der gemäß Kapitel 2.4.1 behandelten 6-Well-Platten erfolgte an Tag 14. Zunächst wurde 

das Medium aus den Wells abgesaugt und das Zelllayer wurde zweimal mit 1 ml PBS gewaschen. 
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Anschließend wurden 400 µl 0,5 N Essigsäure dazugegeben und die Zellen wurden mit einem Zellschaber 

losgeschabt. Das losgeschabte Layer und die Flüssigkeit wurden in 1,5 ml Reaktionsgefäßen gesammelt 

und über Nacht bei 4°C unter Schütteln im Intelli-Mixer inkubiert. Am nächsten Morgen erfolgte die 

Zentrifugation der Reaktionsgefäße bei 1000 g für 5 Minuten bei Raumtemperatur. Der Überstand wurde 

abgenommen und 1:10 mit Essigsäure verdünnt. 5 µl der Verdünnung wurden benötigt, um gemäß dem 

Protokoll von QuantiChromTM die Calciumkonzentration nach Messung der Proben und des Standards 

bei 605 nm zu bestimmen.  

 

 

2.5. Untersuchung der Zeitkinetik der osteogenen Differenzierung 

unter Einfluss von PDGF-BB 
 

2.5.1. Kultivierung der ASCs mit unterschiedlicher Inkubationsdauer 
 

Es wurden 150.000 Zellen je Well in 6-Well-Platten ausplattiert (siehe Kapitel 2.3.2) und nach Erreichen 

der Konfluenz mit Kontroll- und Differenzierungsmedium behandelt (siehe Kapitel 2.3.3). Zu jedem 

Auswertungszeitpunkt stand eine Platte mit Kontroll- und Differenzierungsmedium ohne 

Wachstumsfaktor und eine Platte mit Kontroll- und Differenzierungsmedium mit PDGF-BB in einer 

Konzentration von 20 ng/ml zur Auswertung zur Verfügung. Die Auswertung der 6-Well-Platten erfolgte 

an Tag 2, Tag 7, Tag 14 und Tag 21. Medienwechsel wurden dreimal je Woche durchgeführt.  

 

2.5.2. Auswertung der Zeitkinetik mittels Alizarin-Rot-Färbung 
 

Die Auswertung der 6-Well-Platten erfolgte an Tag 1, Tag 7, Tag 14 und Tag 21 mittels Alizarin-Rot-

Färbung und Mikroskopie (siehe Kapitel 2.4.2) und anschließender Quantifizierung der Alizarin-Rot-

Färbung (siehe Kapitel 2.4.3). 
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2.6. Untersuchung der Genexpression von ASCs unter PDGF-BB in 

Abhängigkeit der Zeit 
 

2.6.1. RNA-Isolation 
 

Reagenzien Hersteller Artikelnummer 

Ethanol  Th. Geyer 22.461.000 

RNeasy Mini Kit Qiagen 74104 

ß-Mercaptoethanol Sigma 63689 

Steriles PBS 

H20 aus der Milliporeanlage + 

Sigma PBS Dulbecco  

 

Geräte und Gebrauchswaren Hersteller Artikelnummer oder Modell 

Kanüle Braun 4657500 

Mikrozentrifuge Eppendorf Centrifuge 5427 R 

Reaktionsgefäß 1,5 ml Greiner Bio-One 616 201 

Spektralphotometer Thermo Fisher Scientific NanoDrop™ 2000 

Spritze Braun 9166017V 

Zellschaber  TPP 99002 

 

Die für das Experiment benötigte RNA wurde aus ASCs an Tag 2, Tag 7 und Tag 14 isoliert. Dazu wurden 

zwei 6-Well-Platten mit 400.000 Zellen je Well zum Isolationszeitpunkt nach 2 Tagen, zwei Platten mit 

280.000 je Well zur RNA-Isolation nach 7 Tagen und zwei mit 200.000 Zellen je Well, deren RNA an 

Tag 14 isoliert wurde, nach Protokoll 2.3.2  ausplattiert. Die ausplattierten Zellzahlen wurden so gewählt, 

dass zu den verschiedenen Isolationszeitpunkten eine möglichst identische Zelldichte vorlag. Auf jeder 

Platte wurden drei Wells mit Kontrollmedium und drei Wells mit Differenzierungsmedium behandelt. 

Die Zellen wurden für die entsprechende Versuchsdauer bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Eine der beiden 

Platten für jeden Zeitpunkt enthielt zusätzlich sowohl im Kontroll- als auch im Differenzierungsmedium 

PDGF-BB in einer Konzentration von 20 ng/ml, die andere Platte enthielt kein zugesetztes PDGF-BB 

(siehe Kapitel 2.3.3). Die RNA, die später zur Ermittlung der Standardkurve diente, wurde aus Zellen 

gewonnen, die sieben Tage unter Differenzierungsbedingungen ohne PDGF inkubiert wurden. Daher 

wurden unter diesen Bedingungen drei zusätzliche Wells kultiviert. Es erfolgten drei Medienwechsel pro 

Woche.  

Es wurde zu jedem Isolationszeitpunkt RNA von zwei Platten isoliert. Um die RNA zu isolieren, wurde 

das RNeasy Mini-Kit von Qiagen verwendet und das RNeasy-Herstellerprotokoll angewandt. Das Kit 

enthielt die Flüssigkeiten Konzentrat RLT, Konzentrat RPE und Buffer RW1. Buffer RLT erhielt man durch 

Zugabe von 10 µl ß-Mercaptoethanol je ml RLT-Konzentrat. Um Buffer RPE zu erhalten, wurden RPE-

Konzentrat mit Ethanol im Verhältnis 1:4 gemischt. Nach Vorbereitung der Puffer wurde das Medium in 
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jedem Well abgesaugt und das Layer einmal mit PBS gewaschen. Das PBS wurde entfernt und in jedes 

Well wurden 350 µl Buffer RLT gegeben. Der Zellverband eines Wells wurde mit einem Zellschaber 

abgeschabt und in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß gesammelt. Anschließend wurden die Zellen zehnmal 

durch eine 20 Gauge Nadel mit einer Spritze auf- und abgezogen. Dann wurden 350 µl 70% Ethanol in 

jedes Reaktionsgefäß gegeben und jedes Reaktionsgefäß wurde durch Pipettieren gemischt. 700 µl der 

Probe wurden auf die Qiagen-Säule, die Bestandteil des Kits war, in einem 2 ml Collection Tube gegeben. 

Es erfolgte die Zentrifugation der Säulen bei 11.000 rpm für 20 Sekunden bei Raumtemperatur. Das Lysat 

sammelte sich am Boden der Säule, der Überstand im 2 ml Collection Tube wurde verworfen. Es folgte 

die Zugabe von 700 µl Buffer RW1 auf die Säule mit anschließender Zentrifugation bei 11.000 rpm für 20 

Sekunden bei Raumtemperatur, der Überstand wurde wieder verworfen. Dann wurden 500 µl Buffer RPE 

auf die Säule gegeben und unter den zuvor genannten Bedingungen zentrifugiert. Nach dem Verwerfen 

des Überstands im Collection Tube wurden erneut 500 µl Buffer RPE zugegeben. Nach einer 

Zentrifugation bei 11.000 rpm für 2 Minuten bei Raumtemperatur und Verwerfen des Überstands wurde 

die Säule in ein neues 2 ml Collection Tube überführt und bei 13.000 rpm für eine Minute bei 

Raumtemperatur zentrifugiert, um die Säule zu trocknen. Nach dem Trocknen wurde die Säule in ein 

neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und es wurden 30 µl RNase-freies Wasser langsam direkt auf den 

Boden der Säule gegeben. Es erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 11.000 rpm für eine Minute bei 

Raumtemperatur, wodurch die RNA aus der Säule eluiert wurde und sich dann im Überstand befand.  

Im Anschluss konnte die RNA-Konzentration des Eluats mittels NanoDrop™ Spektralphotometer bei 

einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt werden. Als Nullwert diente RNase-freies-Wasser. 

 

2.6.2. DNase-I-Verdau 
 

Reagenzien Hersteller Artikelnummer 

DNase I Amplification Grade Invitrogen 18068-015 

 

Geräte und Gebrauchswaren Hersteller Artikelnummer oder Modell 

Thermocycler Eppendorf Mastercycler® nexus gradient 

PCR Tubes 0,2ml Sarstedt 72.737.002 

 

Um eine Verunreinigung der Proben-RNA durch DNA-Reste aus der Probe auszuschließen, wurde ein 

DNase-I-Verdau nach Herstellerprotokoll durchgeführt. Dabei wurde durch Zugabe der DNase-I 

eventuell vorhandene DNA, die sich als Kontamination in der Probe befand, verdaut, sodass nur die zu 

transkribierende RNA in der Probe verblieb. Der Verdau erfolgte mittels DNase-I, Amplification Grade 

von Invitrogen. 0,5 µg jeder Proben-RNA wurden in einem 0,2 ml PCR-Tube mit DEPC-H2O auf ein 

Volumen von 8 µl gebracht. Dann wurde zu jeder Probe 1 µl DNase-I-Reaction Buffer und 1µl DNase-I 
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(1 U/µl) gegeben. Die Proben wurden im Thermocycler für 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Schließlich wurde 1 µl 25 mM EDTA zu jeder Probe hinzugefügt und es erfolgte eine weitere Inkubation 

über eine Dauer von 10 Minuten bei 65°C im Thermocycler. Im letzten Schritt wurde die DNase-I 

denaturiert, sodass sie in der anschließenden cDNA-Synthese keinen Einfluss auf die entstehende cDNA 

ausüben kann. 

 

2.6.3. Reverse Transkription und cDNA-Synthese 
 

Reagenzien Hersteller Artikelnummer 

AffinityScript Multiple 

Temperature cDNA Synthesis 

Kit 

Agilent Technologies  200436 

 

Geräte und Gebrauchswaren Hersteller Artikelnummer oder Modell 

Thermocycler Eppendorf Mastercycler® nexus gradient 

PCR Tubes 0,2ml Sarstedt 72.737.002 

 

 

Die Synthese von cDNA aus RNA wurde mit dem AffinityScript Multiple Temperature cDNA Synthesis 

Kit nach dem Herstellerprotokoll durchgeführt. Zu den Proben aus dem DNase-I-Verdau, die 0,5 µg Total-

RNA in einem Volumen von 11µl enthielten, wurden 2,7 µl DEPC- H2O gegeben, sodass jede Probe ein 

Volumen von 12,7 µl hatte. Es wurden in jedes PCR-Tube 3 µl Random Primers mit einer Konzentration 

von 0,1 µg/µl gegeben, dann wurde der Inhalt vorsichtig durchmischt und für 5 Minuten bei 65oC im 

Thermocycler inkubiert. Anschließend wurden die Proben 10 Minuten auf Raumtemperatur herabgekühlt. 

Es wurden in jedes Tube 2 µl Affinity Script RT Buffer, 0,8 µl dNTP mix (25 mM von jedem dNTP), 0,5 

µl RNase Block Ribonucease Inhibitor (40 U/µl) und 1 µl AffinityScript Multiple Temperature RT 

hinzugefügt, dann wurde alles vorsichtig durchmischt. Die Proben wurden erneut in den Thermocycler, 

der mit einem beheizbaren Deckel zur Vermeidung einer Kondensatentstehung im Deckel der 

Reaktionsgefäße ausgestattet war, gegeben und dort für 10 Minuten bei 25oC inkubiert. Als nächstes 

erfolgte die reverse Transkription der isolierten und aufgereinigten RNA von RNA in cDNA über 60 

Minuten bei 42oC und zuletzt fand die Inaktivierung des Enzyms und damit die Beendigung des 

Transkriptionsvorganges bei 70oC für 15 Minuten statt. Mit einer eingebrachten RNA-Menge von 0,5 µg 

in einem finalen Volumen von 20 µl ergab sich eine Konzentration von 25 ng RNA/µl vor der 

Transkription und 25 ng cDNA/µl danach. Die Proben wurden bei -20oC eingefroren. 
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2.6.4. Genexpressionsanalyse mittels TaqMan-RT-qPCR 
 

Reagenzien Hersteller Artikelnummer 

ABsolute QPCR ROX Mix Thermo Fisher Scientific AB1139A 

Forward Primer GAPDH 875F  Eurofins Genomics 15-1223 

Forward Primer OSF-2 287F  Operon Biotechnologies 19123-5378 

Probe GAPDH -probe 899  Eurofins Genomics 15-1222 

Probe OSF-2 -probe 317  Operon Biotechnologies 19123-5380 

Reverse Primer GAPDH 946R  Eurofins Genomics 15-1223 

Reverse Primer OSF-2 359R  Operon Biotechnologies 19123-5379 

TaqMan® Gene Expression 

Assays Hs00231692_m1 

RUNX-2 

Applied Biosystems 4331182 FAM-MGB 

TaqMan® Gene Expression 

Assays Hs00234160_m1 

SPARC 

Applied Biosystems 4331182 FAM-MGB 

TaqMan® Gene Expression 

Assays Hs00541729_m1 SP7 

Applied Biosystems 4331182 FAM-MGB 

TaqMan® Gene Expression 

Assays Hs00913377_m1 IBSP 

Applied Biosystems 4331182 FAM-MGB 

TaqMan® Gene Expression 

Assays Hs00959006_g1 SPP1 

Applied Biosystems 4331182 FAM-MGB 

TaqMan® Gene Expression 

Assays Hs01029144_m1 ALPL 

Applied Biosystems 4331182 FAM-MGB 

TaqMan® Gene Expression 

Assays Hs01076756_g1 

COL1A1 

Applied Biosystems 4351372 FAM-MGB 

TaqMan® Gene Expression 

Assays Hs01587814_g1 

BGLAP 

Applied Biosystems 4331182 FAM-MGB 

 

Geräte und Gebrauchswaren Hersteller Artikelnummer oder Modell 

384-Well-Platte  Roche 04 729 749 001 

LightCycler Roche LightCycler® 480 Instrument 

II, 384-well 

Mikrozentrifuge Eppendorf Centrifuge 5427 R 

Reaktionsgefäß 1,5 ml Greiner Bio-One 616 201 

Software für LightCycler Roche LightCycler® 480 Software, 

Version 1.5 

Software zum Primerdesign Premier Biosoft Beacon DesignerTM Primer 

Design 

 

Eine Vervielfältigung von DNA-Abschnitten kann mit Hilfe einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

durchgeführt werden. Dabei wird die Zielsequenz, die vervielfältigt werden soll, durch zwei Primer 

festgelegt, die komplementär an die Zielsequenz binden. Zur Vervielfältigung der Zielsequenz sind für 

einen PCR-Zyklus drei Schritte notwendig, die jeweils unterschiedliche Temperatureinstellungen 
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erfordern. Im ersten Schritt erfolgt die Denaturierung der DNA-Doppelstränge zu zwei Einzelsträngen, 

indem durch Hitze die Wasserstoffbrücken zwischen den Doppelsträngen aufgebrochen werden. Im 

zweiten Schritt binden die hinzugegebenen Primer an die Zielsequenz, wodurch die DNA-Polymerase an 

die zu vervielfältigende Sequenz binden kann. Im letzten Schritt erfolgt dann die Elongation des 

komplementären Einzelstranges, indem die DNA-Polymerase von den Primern ausgehend 

komplementäre Nukleotide zu einem neuen Einzelstrang ergänzt. Innerhalb eines Zyklus werden die zu 

amplifizierenden Sequenzen verdoppelt und dienen dann wiederum als Vorlage für den nächsten PCR-

Zyklus. Die Zahl der Zielsequenzen steigt daher im Verlauf der PCR exponentiell an.  

Entstand die cDNA aus vorliegender RNA durch Reverse Transkription, so spricht man von einer RT-

PCR. Können mithilfe von Fluoreszenzmessungen während der gesamten Reaktion kontinuierlich 

Rückschlüsse auf die Menge an DNA-Strängen der Zielsequenz gezogen werden, so spricht man von 

einer quantitativen Echtzeit-PCR (qPCR oder real-time PCR). Bei einer RT-qPCR werden beide 

Verfahren kombiniert. 

Bei der TaqMan-RT-qPCR wird der PCR-Reaktion eine Probe zugemischt, die zwischen den beiden 

Primern an die Zielsequenz bindet und mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff und einem Quencher 

versehen ist. Dabei unterdrückt der Quencher die Fluoreszenzausstrahlung des Reporters. Als Quencher 

wurde in den Experimenten Tetramethylrhodamine (TAMRA) und als Reporter 6-Carboxyfluoresceine 

(FAM) verwendet. Die Taq-Polymerase hat eine 5‘-3‘-Exonukleaseaktivität und baut dadurch die Probe 

während der Elongation des Einzelstranges ab, sodass Reporter und Quencher voneinander getrennt 

werden und ein Fluoreszenzsignal gemessen werden kann. Das Fluoreszenzsignal steigt mit der Menge 

an abgebauter Probe und damit proportional zur Menge an amplifizierten DNA-Strängen der Zielsequenz 

an. Die Messung des Fluoreszenzsignals erfolgte nach jedem Zyklus am Ende der Elongationsphase.  

Es wurde die Expression der Gene OSF-2, RUNX-2, ALP, BGLAP, OSX, COL1A1, IBSP, SPP1 und 

SPARC analysiert. Die Primer für das menschliche GAPDH wurden mittels Beacon Designer Primer 

Design entworfen und von Eurofins Genomics synthetisiert. Die Primer für OSF-2 wurden mittels Beacon 

Designer Primer Design entworfen und von Operon Biotechnologies synthetisiert.  

Die qPCR wurde mit einem Roche Lightcycler LC2 durchgeführt. Die ermittelte Genexpression zu den 

Zeitpunkten Tag 2, Tag 7 und Tag 14 wurde auf das ubiquitär in den Zellen exprimierte GAPDH 

normalisiert.  

Zur Auswertung wurden für alle Probe Ct-Werte (Cycle threshold) ermittelt. Der Ct-Wert einer Probe ist 

der x-Wert des Punktes, an dem die Fluoreszenz der Probe zum ersten Mal signifikant über den 

Hintergrundwert ansteigt. Je stärker das Gen exprimiert wird, desto niedriger ist der Ct-Wert der Probe.  

Eine Standard-Verdünnungsreihe für jedes zu analysierende Gen sowie GAPDH wurde in jedem Lauf 

der PCR erstellt.  
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Tabelle 2: Primersequenzen der Gene 

GAPDH forward primer 5'-TGGGCTACACTGAGCACCAG-3' 

GAPDH reverse primer 5'-CAGCGTCAAAGGTGGAGGAG-3' 

GAPDH probe 5'-[6-FAM]TCTCCTCTGACTTCAACAGCGACACCC[TAMRA-Q]-

3' 

OSF2 forward primer 5'-CCCAGCAGTTTTGCCCATT-3' 

OSF2 reverse primer 5'-ATAGCGCTGCGTTGTGGTG-3' 

OSF2 probe 5'-[6-FAM]TGGCACTCTGGGCATCGTGGG[TAMRA-Q]-3' 

 

Für die Standard-Reihe wurden je 30 µl Master Mix mit 2 µl der unterschiedlichen Verdünnungsstufen 

der DNA gemischt. Die Verdünnungsstufen der cDNA sind in Tabelle 3 gezeigt.  

 

Tabelle 3: Standard-Verdünnungsreihe der cDNA für Taq-Man-Analyse 

Volumen cDNA  Volumen DEPC- H2O  Konzentration cDNA 

cDNA unverdünnt   25 ng/µl 

15 µl 25 ng/µl cDNA 15 µl  12,5 ng/µl 

15 µl 12,5 ng/µl cDNA 15 µl 6,25 ng/µl 

15 µl 6,25 ng/µl cDNA 30 µl 2,08 ng/µl 

15 µl 2,08 ng/µl cDNA 15 µl 1,04 ng/µl 

10 µl 1,04 ng/µl cDNA 90 µl 0,104 ng/µl 

 

Zusätzlich wurde die No Template Control (NTC) mit 40 µl MasterMix und 2 µl DEPC- H2O angesetzt, 

um eine Kontamination des Laufs mit DNA erkennen oder ausschließen zu können. Die NTC und die 

Standard-Verdünnungsreihen wurden jeweils in Duplikaten pipettiert. Für jede Probe wurden 40 µl 

MasterMix jedes Gens mit je 2 µl cDNA der Probe gemischt und dann in Triplikaten pipettiert. Bei den 

Genen GAPDH und OSF-2 wurden dem MasterMix der Forward Primer, der Reverse Primer und die 

Probe zugesetzt (siehe Tabelle 4), bei den restlichen analysierten Genen enthielt der erworbene PrimerMix 

bereits alle drei Komponenten (siehe Tabelle 5). 
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Tabelle 4: MasterMix für GAPDH und OSF-2 

Name des 

Gens 

Volumen 

qPCR ROX 

Mix 

Volumen 

Forward 

Primer 

200 nM 

Volumen 

Reverse 

Primer 

200 nM 

Volumen 

Probe 100 nM 

Volumen 

autoklaviertes 

H2O bidest. 

GAPDH 400 µl 16 µl 10 µM 16 µl 10 µM 8 µl 10 µM 360 µl 

OSF-2 400 µl 1,6 µl 100 µM 1,6 µl 100 µM 0,8 µl 100 µM 396 µl 

 

Tabelle 5: MasterMix für Gene mit fertig gemischtem Primermix 

Name des Gens Volumen qPCR ROX 

Mix 

Volumen Primer Mix Volumen 

autoklaviertes H2O 

bidest. 

RUNX-2 400 µl 40 µl 360 µl 

BGLAP 400 µl 40 µl 360 µl 

ALP 400 µl 40 µl 360 µl 

OSF 400 µl 40 µl 360 µl 

COL1A1 400 µl 40 µl 360 µl 

IBSP 400 µl 40 µl 360 µl 

SPARC 400 µl 40 µl 360 µl 

SPP1 400 µl 40 µl 360 µl 

 

Die Duplikate des Standards und die Triplikate der Proben wurden für mehrere Gene in eine 384-Well-

Platte mit 10 µl je Well pipettiert. Im Anschluss wurde die Platte mit einer selbsthaftenden Folie bedeckt, 

um ein Austreten der Proben aus dem Well und eine Durchmischung mit benachbarten Proben zu 

verhindern. Die Platte wurde dann bei 3.500 rpm für fünf Minuten zentrifugiert, damit sich das gesamte 

Probenvolumen am Boden des Wells befand. Zu Beginn der qPCR wurde die Platte bei 95oC für 15 

Minuten inkubiert. Dann wurden 50 Zyklen der PCR durchgeführt. Jeder Zyklus bestand dabei aus einer 

Denaturierungsphase mit 15 Sekunden bei 95oC und anschließendem Annealing sowie Elongation für 60 

Sekunden bei 60oC. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte am Ende eines jeden Zyklus. 

 

2.6.5. Statistische Auswertung 
 

Software Hersteller Version 

Microsoft Excel 2021 Microsoft Corporation Microsoft Excel 2021 

GraphPad Prism  Graphpad Software Version 8.00 

 

Mithilfe der Standardkurven ließ sich aus den ermittelten Ct-Werten die Konzentration der cDNA des 

Zielgens sowie die Konzentration von GAPDH in der Probe bestimmen. Mit dem Quotienten aus 

Konzentration des Zielgens und Konzentration von GAPDH erhielt man die relative mRNA-Expression 
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des Zielgens normiert auf GAPDH. Anschließend wurde die Differenzierung mit Wachstumsfaktor auf 

die entsprechende Kontrolle (Wachstumsmedium ohne Differenzierungszusätze mit PDGF-BB) und die 

Differenzierung ohne Wachstumsfaktor auf die entsprechende Kontrolle (Wachstumsmedium ohne 

Differenzierungszusätze ohne PDGF-BB) normiert. Es wurde durch Vergleich der Mittelwerte überprüft, 

ob PDGF-BB einen signifikanten Effekt auf die Genexpression während der osteogenen Differenzierung 

hatte. Zur statistischen Auswertung der Daten der RT-qPCR wurde ein two-tailed unpaired t-Test 

durchgeführt. Der p-Wert wurde durch den Vergleich der Mittelwerte der relativen Genexpression mit 

den entsprechenden Standardabweichungen berechnet. Es wurde eine Stichprobenzahl von n=3 

verwendet, da von jeder Probe drei Wells unter identischen Bedingungen inkubiert wurden.  

Für die Auswertung und graphische Darstellung wurden die Programme Microsoft Excel und GraphPad 

Prism verwendet.  

 

 

2.7. Untersuchung der Signaltransduktion der osteogenen 

Differenzierung unter PDGF-BB in ASCs 
 

Reagenzien Hersteller Artikelnummer 

Ascorbat Sigma A8960 

Dexamethason Sigma D2915 

DMEM-023 Gibco 31885-023 

FCS Superior Sigma S0615 

PDGF-BB R&D 220-BB 

Penicillin/Streptomycin Sigma P0781 

ß-Glycerophosphat  Roth 6847.1 

SB202190 Sigma-Aldrich S7067 

SH-4-54 Selleckchem/Biozol S7337 

SP600125 Sigma-Aldrich S5567 

MK-2206 Santa Cruz sc-364537 

LDN-193189 Selleckchem/Biozol S2618 

Tyrphostin AG-1296 Enzo ALEXBML-EI303 

U0126 Sigma-Aldrich 19-147 

 

Geräte und Gebrauchswaren Hersteller Artikelnummer 

50 ml Gefäß  Corning Incorporated 4870 

6-Well-Platten Corning Incorporated 3506 
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2.7.1. Kultivierung der ASCs mit unterschiedlichen Inhibitoren unter Einfluss 

von PDGF-BB 
 

Zur Erfassung der an der Signaltransduktion beteiligten Zielstrukturen wurden nach dem Protokoll zum 

Ausplattieren der Zellen in 6-Well-Platten (siehe Kapitel 2.3.2) 150.000 ASCs je Well ausgebracht. 

Insgesamt wurden sieben verschiedene Inhibitoren untersucht. Es wurden je zwei 6-Well-Platten mit dem 

gleichen Inhibitor inkubiert. Zusätzlich wurden zwei Platten ohne Inhibitor inkubiert. Jede Platte enthielt 

in drei Wells Kontrollmedium und in drei Wells Differenzierungsmedium (siehe Kapitel 2.3.3). Für jeden 

Inhibitor enthielt eine Platte zusätzlich PDGF-BB in einer Konzentration von 20 ng/ml, der anderen wurde 

kein PDGF-BB zugesetzt. Der Inhibitor wurde dem Medium in einer Konzentration von 10 µmol/l 

zugesetzt. Lediglich LDN193189 wurde in einer niedrigeren Konzentration von 1 µmol/l zugesetzt, da es 

in der höheren Konzentration von 10 µmol/l zytotoxisch war und zu einem Absterben der Zellen führte. 

Insgesamt wurden sechzehn 6-Well-Platten für den Versuch benötigt. Der Versuch startete bei Erreichen 

der Konfluenz in den 6-Well-Platten und dauerte ebenfalls 14 Tage. Es wurden dreimal wöchentlich 

Medienwechsel vorgenommen. 

 

2.7.2. Auswertung der Inhibitorenversuche mittels Alizarin-Rot-Färbung 
 

Mittels Mikroskopie der Alizarin-Rot-Färbung (siehe Kapitel 2.4.2) und anschließender Quantifizierung 

der Alizarin-Rot-Färbung (siehe Kapitel 2.4.3) erfolgte die Auswertung der 6-Well-Platten an Tag 14. 

Zur Auswertung der Quantifizierung wurden die Absorptionswerte der Proben unter 

Differenzierungsbedingungen herangezogen. Der Quotient aus der Absorption der Probe mit Inhibitor mit 

PDGF-BB und der Absorption der Probe mit Inhibitor ohne PDGF-BB gibt den Effekt von PDGF-BB 

auf die osteogene Differenzierung an. Anschließend wurden der Effekt ohne Inhibitor und der Effekt mit 

den verschiedenen Inhibitoren im Vergleich betrachtet. Dabei wurde mitttels two-tailed unpaired t-Test 

untersucht, ob die PDGF-BB-induzierte Absorptionszunahme durch die Inhibitoren im Einzelnen 

signifikant vermindert oder signifikant verstärkt wurde. 
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3. Ergebnisse 
 

3.1. Charakterisierung der ASCs mittels Durchflusszytometrie 
 

Zur Charakterisierung der in den Versuchen verwendeten Zellen anhand von bestimmten 

Oberflächenmarkern wurde eine Durchflusszytometrie mittels BD LSRFortessaTM durchgeführt. Die 

Analyse der Oberflächenmarker der in den Experimenten verwendeten Zellen mittels unterschiedlicher 

Antikörper ergab, dass die Zellen positiv für CD73, CD90 und CD105 und negativ für CD14, CD45 und 

HLA-DR waren (siehe Abbildung 2).  

 

 

Abbildung 2: Darstellung der Ergebnisse der Durchflusszytometrie im BD LSRFortessaTM nach Konjugation mit 

unterschiedlichen Antikörpern. In jedem Diagramm ist der untersuchte Oberflächenmarker sowie eine Isotypkontrolle gezeigt. 

Die Zellen sind HLA-DR-, CD14-, CD45-, CD73+, CD90+  und  CD105+. 

 

 

3.2. Effekte von PDGF-BB auf die Proliferation von ASCs  

 

Nach der Inkubation der Zellen unter Kontroll- und Differenzierungsbedingungen mit und ohne PDGF-

BB wurde die Auswertung an Tag 14 mittels CellTiter 96®AQueous One Solution Reagent durchgeführt, 

um den Einfluss der unterschiedlichen Kulturbedingungen auf die Zellzahl ermitteln zu können. Es 

konnten weder signifikante Unterschiede der Zellzahl zwischen Kontrollbedingungen mit und ohne 

PDGF-BB bestimmt werden, noch zeigte sich ein signifikanter Unterschied der Zellzahl zwischen 
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Differenzierungsbedingungen mit und ohne PDGF-BB (siehe Abbildung 3). PDGF-BB hatte in unseren 

Experimenten keinen Einfluss auf die Proliferation der Zellen. 

 

 

Abbildung 3: Der Einfluss von PDGF auf die Proliferation der ASCs wurde mittels CellTiter 96®AQueous One Solution Reagent 

bestimmt. Die OD wurde bei 490 nm gemessen. Für jedes Well wurde bei der Bestimmung der OD fünffache Proben angelegt 

und der Mittelwert daraus als Wert für ein Well bestimmt. Die gezeigten Werte sind Mittelwerte aus je drei Wells unter den 

gleichen Bedingungen mit Standardabweichung. (* p<0.05).  

 

 

3.3. Effekte von PDGF-BB auf die osteogene Differenzierung von 

ASCs in Abhängigkeit der PDGF-BB-Konzentration 

 
Nach der Behandlung der Zellen mit Kontroll- und Differenzierungsmedium, denen Konzentrationen an 

PDGF-BB von 0 ng/ml, 2 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 20 ng/ml und 50 ng/ml zugesetzt waren, erfolgte die 

Auswertung der Platten an Tag 14. Makroskopisch ließ sich ein deutlicher Unterschied in der Rotfärbung 

zwischen Kontrollen und Differenzierung feststellen. Zwischen den einzelnen Konzentrationsstufen 

zeigte sich makroskopisch kein Unterschied in der Rotfärbung (siehe Abbildung 4).  



41 
 

 

Abbildung 4: Makroskopische Aufnahme der Platten mit Alizarin-Rot-Färbung nach 14 Tagen Inkubation. Die Platten wurden 

mit Konzentrationen zwischen 0 und 50 ng/ml (c0 – c50) PDGF-BB behandelt (K = Kontrolle, D = Differenzierung). 

 

Bei der folgenden Betrachtung unter dem Mikroskop zeigt sich eine Tendenz zur Zunahme der 

Rotfärbung unter Differenzierungsbedingungen mit steigender Konzentration an PDGF-BB. Die 

Ausschnitte aus der Mikroskopie sind in Abbildung 5 zu sehen. 

 

 

Abbildung 5: Mikroskopische Aufnahmen in 25-facher Vergrößerung. Die ASCs wurden mit PDGF-BB in Konzentrationen 

zwischen 0 und 50 ng/ml (c0 – c50) im Kontroll- und Differenzierungsmedium behandelt (K = Kontrolle, D = Differenzierung). 

 

Die anschließende Quantifizierung der Färbung zeigte eine Zunahme der Rotfärbung von 0 nach 50 ng/ml 

unter Differenzierungsbedingungen. Die Platten, die mit Konzentrationen zwischen 2 ng/ml und 20 ng/ml 

PDGF-BB behandelt wurden, zeigten deutliche Schwankungen der Rotfärbung. Die Absorption der 

Differenzierung war bei einer Konzentration von 2 ng/ml PDGF-BB signifikant vermindert (p=0,0416). 

Es zeigte sich eine signifikant verstärkte Absorption unter Differenzierungsbedingungen bei 20 ng/ml 

PDGF-BB (p=0,0297) und bei 50 ng/ml PDGF-BB (p=0,0078). Unter Kontrollbedingungen blieb die 

Färbung über die gesamten Konzentrationsstufen hinweg unverändert (siehe Abbildung 6). 
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Abbildung 6: Quantifizierung der Konzentrationsreihe. Es wurde die Absorption bei 410 nm gemessen. Die Werte sind als 

Mittelwert aus den biologischen Triplikaten mit Standardabweichung angegeben. Zur Ermittlung des Wertes jedes Wells wurde 

bei der Auswertung ein technisches Triplikat angefertigt und der Mittelwert als Wert des Wells bestimmt. Die Signifikanz 

errechnete sich in Bezug zur Probe mit 0 ng/ml PDGF-BB (*p < 0.05). 

 

Ein weiteres Experiment mit Auswertung durch einen Calciumassay zur Bestimmung der 

Calciumkonzentration fand unter gleichen Bedingungen statt. Die Zellen wurden erneut für einen 

Zeitraum von 14 Tagen mit unterschiedlichen Konzentrationen an PDGF-BB behandelt. Dabei wurde 

sowohl dem Kontroll- als auch dem Differenzierungsmedium PDGF-BB in den Konzentrationen 0 ng/ml, 

2 ng/ml, 5 ng/ml, 10 ng/ml, 20 ng/ml und 50 ng/ml zugesetzt. In Abbildung 7 sind die Ergebnisse des 

Versuches zu sehen. Im direkten Vergleich zwischen Kontroll- und Differenzierungsbedingungen zeigte 

sich, dass unter Differenzierungsbedingungen deutlich höhere Calciumkonzentrationen in den Proben 

vorhanden waren. Unter Differenzierungsbedingungen zeigte sich eine Zunahme der 

Calciumkonzentration mit steigender PDGF-BB-Konzentration, die im Konzentrationsbereich von 20 

ng/ml bis 50 ng/ml saturierte. Im Vergleich zur Probe mit einer PDGF-BB- Konzentration von 0 ng/ml 

zeigte sich eine signifikant höhere Calciumkonzentration bei 5 ng/ml PDGF-BB (p= 0,0132) und bei 20 

ng/ml (p= 0,0032). Bei niedrigen Konzentrationen von PDGF-BB schwankte die Calciumkonzentration. 

Bei 20 ng/ml PDGF-BB zeigte sich auch hier eine signifikante Zunahme der Calciumkonzentration (p= 

0,0236). 
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Abbildung 7: Die Calciumkonzentration wurde mittels Calciumassay bestimmt. Den ASCs wurde 

Kontroll- bzw. Differenzierungsmedium mit unterschiedlichen Konzentrationen von PDGF-BB 

zugesetzt. Für jedes Well wurde bei der Auswertung ein technisches Triplikat angefertigt, aus dem der 

Wert eines Wells als Mittelwert bestimmt wurde. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus den drei 

Werten der Wells mit Standardabweichung. Die OD wurde bei 612 nm gemessen. Die Signifikanz 

errechnete sich in Bezug zur Probe mit 0 ng/ml PDGF-BB (*p < 0.05). 

 

 

 

  



44 
 

3.4. Effekte von PDGF-BB auf die osteogene Differenzierung von 

ASCs in Abhängigkeit von der Inkubationszeit 
 

In diesem Experiment wurde untersucht, wie sich die osteogene Differenzierung zu unterschiedlichen 

Zeitpunkten unter Einfluss von PDGF-BB in einer Konzentration von 20 ng/ml unter Kontroll- und 

Differenzierungsbedingungen verhält. Der Versuchsstart erfolgte nach Erreichen der Konfluenz durch 

Umstellung auf Kontroll- und Differenzierungsmedium und die Auswertung der Platten erfolgte an Tag 

1, 7, 14, und 21 mittels Alizarin-Rot-Färbung. Die Plattenbelegung fand dabei nach dem in Abbildung 1 

beschriebenen Schema statt. Makroskopisch zeigte sich eine Zunahme der Rotfärbung sowohl unter 

Kontroll- als auch Differenzierungsbedingungen, die mit fortschreitender Inkubationsdauer zunahm. 

Unter Kontrollbedingungen führte ein Zusatz von PDGF-BB zu einer Zunahme der Farbintensität bei 

makroskopischer Betrachtung. Unter Differenzierungsbedingungen zeigte sich ab Tag 14 ebenfalls eine 

stärkere Farbintensität in den Wells mit Zellen, die PDGF-BB ausgesetzt waren. Der größte PDGF-

induzierte Unterschied zwischen den Wells bestand unter Kontrollbedingungen an Tag 21 und unter 

Differenzierungsbedingungen an Tag 14 (siehe Abbildung 8).  

 

 

Abbildung 8: Makroskopische Darstellung der Platten nach Alizarin-Rot-Färbung an Tag 1, Tag 7, Tag 14 und Tag 21. Die Zellen 

wurde mit Kontroll- und Differenzierungsmedium mit und ohne 20 ng/ml PDGF-BB behandelt (WF=Wachstumsfaktor). 

 

Die Zunahme der Rotfärbung mit fortschreitender Zeit zeigte sich auch mikroskopisch. Unter 

Differenzierungsbedingungen war die Zunahme der Rotfärbung stärker ausgeprägt als unter 

Kontrollbedingungen. Mikroskopisch ließen sich unter Kontrollbedingungen nur marginale Unterschiede 

nach Exposition gegenüber PDGF-BB beobachten. Im Gegensatz dazu zeigte sich im Vergleich zwischen 

Differenzierungsbedingungen ohne PDGF-BB und mit PDGF-BB eine stärkere Rotfärbung bei Zusatz 

von PDGF-BB. Die repräsentativen Ausschnitte aus der Mikroskopie sind in Abbildung 9 zu sehen.   
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Abbildung 9: Mikroskopische Betrachtung der Alizarin-Rot-Färbung in 25-facher Vergrößerung. Es wurden repräsentative 

Ausschnitte aus den Triplikaten ausgewählt.  

 

In der anschließenden Quantifizierung der Alizarin-Rot-Färbung zeigte sich, dass unter 

Differenzierungsbedingungen eine stärkere Färbung als unter Kontrollbedingungen vorlag. Bei Zusatz 

von PDGF-BB unter Differenzierungsbedingungen verstärkte sich die Färbung (siehe Abbildung 10). Die 

Unterschiede zwischen Kontrolle und Differenzierung waren sowohl mit als auch ohne Zusatz von 

PDGF-BB an Tag 7, Tag 14 und Tag 21 signifikant.  Der größte Unterschied zwischen Differenzierung 

mit und ohne PDGF-BB bestand an Tag 14 und war statistisch signifikant (p=0,0018). Auch an Tag 21 

zeigte sich ein signifikanter Unterscheid unter Differenzierungsbedingungen mit und ohne PDGF-BB 

(p=0,0229). 
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Abbildung 10: Quantifizierung der Alizarin-Rot-Färbung. Es wurde für jede Probe die OD bei 410nm gemessen. Der Mittelwert 

der Triplikate wurde mit der zugehörigen Standardabweichung angegeben. Die Signifikanz errechnete sich im Vergleich zur 

Probe unter gleichen Bedingungen ohne PDGF-BB (*p < 0.05). 

 

3.5. Effekte von PDGF-BB auf die Genexpression osteogener Gene in 

ASCs 
 

Die Auswertung der Genexpressionsanalysen erfolgte mittels RT-qPCR und Normalisierung der 

Analysen auf GAPDH. Die Auswertung der Expression der verschiedenen Gene erfolgte zu 

verschiedenen Zeitpunkten sowohl in Kontroll- als auch in Differenzierungsmedium ohne und mit 

PDGF-BB in einer Konzentration von 20 ng/ml. Nachdem sämtliche Werte auf GAPDH normiert 

wurden, wurde der Quotient aus Differenzierung und Kontrolle (Wachstumsmedium ohne 

Differenzierungszusätze) für die Gruppe mit und die Gruppe ohne Wachstumsfaktor gebildet. Es wurde 

durch Vergleich der Mittelwerte der Gruppen mit und ohne PDGF-BB überprüft, ob PDGF-BB einen 

signifikanten Effekt auf die Genexpression während der osteogenen Differenzierung hatte. Dabei wurden 

die Analysen der folgenden Gene durchgeführt: RUNX-2, OSF-2, ALP, COL1A1, SPARC, SPP1, IBSP, 

BGLAP und OSX. 

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse des Gens RUNX2 sind in Abbildung 11 zu sehen. An Tag 2 

zeigte sich kein Unterschied der Genexpression in Anwesenheit von PDGF-BB. Zu Tag 7 zeigte sich eine 

signifikante niedrigere Genexpression unter PDGF-BB (p=0.0037). An Tag 14 war die Genexpression 

unter PDGF-BB erniedrigt, der Unterschied war jedoch nicht signifikant.  
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Abbildung 11: Ergebnis der Genexpressionsanalyse von RUNX2 zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Die Expression von RUNX2 

ist relativ zur GAPDH-Expression dargestellt. Die abgebildeten Werte sind Mittelwerte mit Standardabweichung (* p < 0.005). 

 

Abbildung 12 zeigt die Genexpression von OSF-2. Zu keinem der Zeitpunkte zeigte sich eine signifikante 

Veränderung der Genexpression von OSF-2 durch PDGF-BB. 
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Abbildung 12: Ergebnis der Genexpressionsanalyse von OSF-2 zu verschiedenen Zeitpunkten. Die Expression des Zielgens ist 

relativ zur Expression von GAPDH dargestellt. Die abgebildeten Werte sind Mittelwerte mit Standardabweichung. 

 

Abbildung 13 zeigt die Ergebnisse der Analyse von ALP. An Tag 2 konnten keine signifikanten 

Unterschiede in der Genexpression bei Zugabe von PDGF-BB festgestellt werden. An Tag 7 zeigte sich 

in den mit PDGF-BB behandelten Zellen eine signifikant niedrigere Genexpression von ALP als in den 

Zellen ohne PDGF-BB (p=0.0033). An Tag 14 zeigte sich keine signifikante Veränderung unter 

PDGF-BB.  
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Abbildung 13: Ergebnis der Genexpressionsanalyse von ALP zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Die Genexpression von ALP 

wurde relativ zur Expression von GAPDH dargestellt. Die abgebildeten Werte sind Mittelwerte mit Standardabweichung 

(*p < 0.005). 

 

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse von COL1A1 sind in Abbildung 14 gezeigt. An Tag 2 und 

Tag 7 zeigte sich keine signifikante Veränderung der Genexpression von COL1A1 durch PDGF-BB. An 

Tag 14 wurde COL1A1 bei Zusatz von PDGF-BB signifikant mehr exprimiert (p=0,0262). 
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Abbildung 14: Ergebnis der Genexpressionsanalyse von COL1A1 zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Die Expression von 

COL1A1 wurde in Relation zur Expression von GAPDH gesetzt. Die abgebildeten Werte sind Mittelwerte mit 

Standardabweichung (*p < 0.05). 

 

Abbildung 15 zeigt die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse von IBSP. Es zeigte sich sowohl an Tag 2 

als auch an Tag 7 und Tag 14 eine höhere Genexpression von IBSP unter Einfluss von PDGF-BB. Zu 

allen Zeitpunkten wurde in Anwesenheit von PDGF-BB mehr IBSP in der Differenzierung exprimiert als 

unter Kontrollbedingungen (relative Genexpression >1). Ohne Zusatz von PDGF-BB wurde unter 

Differenzierungsbedingungen weniger IBSP exprimiert als unter Kontrollbedingungen (relative 

Genexpression <1).  
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Abbildung 15: Ergebnis der Genexpressionsanalyse von IBSP zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Die Expression des Zielgens 

wurde auf die Expression von GAPDH relativiert. Die abgebildeten Werte sind Mittelwerte mit Standardabweichung. 

 

Die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse von SPARC sind in Abbildung 16 gezeigt. Es zeigte sich eine 

tendenziell verstärkte Expression von SPARC in Anwesenheit von PDGF-BB, allerdings keine 

signifikante Verstärkung. Mit fortschreitender Zeit zeigte sich bei den mit PDGF-BB behandelten Zellen 

eine Zunahme der Genexpression. 



52 
 

 

Abbildung 16: Ergebnis der Genexpressionsanalyse von SPARC zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Die Expression von SPARC 

wurde zur Expression von GAPDH ins Verhältnis gesetzt. Die abgebildeten Werte sind Mittelwerte mit Standardabweichung. 

 

Abbildung 17 zeigt die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse von SPP1. Insgesamt zeigte sich sowohl 

mit als auch ohne PDGF-BB eine Reduktion der Genexpression unter Differenzierungsbedingungen im 

Vergleich zu Kontrollbedingungen (relative Genexpression <1). An Tag 2 war die Genexpression mit 

PDGF-BB signifikant höher als ohne den Wachstumsfaktor (p=0.0256). 
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Abbildung 17: Ergebnis der Genexpressionsanalysen von SPP1 zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Die Genexpression des 

Zielgens SPP1 wurde in Relation zur Expression von GAPDH gesetzt. Die abgebildeten Werte sind Mittelwerte und ihre 

Standardabweichung (*p < 0.05). 

 

Für das Gen BGLAP ließen sich nur für wenige Proben Ct-Werte ermitteln. Dabei lagen die ermittelten 

Ct-Werte jenseits von 40 Zyklen. Da keine Standardkurve ermittelt werden konnte, ließen sich die 

ermittelten Ct-Werte nicht rechnerisch auswerten.  

Im Falle des Gens OSX ließen sich im gesamten Experiment lediglich für drei Proben Ct-Werte 

bestimmen, sodass ebenfalls keine statistische Auswertung durchgeführt werden konnte. 
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3.6. Untersuchung der intrazellulären Signaltransduktion der 

PDGF-BB-vermittelten Induktion der osteogenen Differenzierung 

in ASCs  
 

Für jeden Inhibitor wurden zwei Platten mit Kontroll- und Differenzierungsmedium einmal mit und 

einmal ohne PDGF behandelt. Zwei Platten wurde ohne Inhibitor inkubiert; sie dienten als versuchsinterne 

Referenz unter Normalbedingungen. Die verwendeten Inhibitoren samt ihrer Zielstruktur und 

Endkonzentration sind in Tabelle 6 zu sehen.  

 

Tabelle 6: Inhibitoren mit jeweiliger Zielstruktur und in den Experimenten verwendeter Endkonzentration 

Name des Inhibitors inhibierte Zielstruktur(en) Endkonzentration Inhibitor 

Tyrphostin AG 1296 PDGFR 10 µM 

UO126 MEK1 (MAP2K1), MEK2 (MAP2K2), ERK 10 µM 

MK-2206 PKB (Akt1/2/3), PI3K 10 µM 

SP600125 JNK (JNK1, JNK2, JNK3) 10 µM 

SB202190 p38 MAPK 10 µM 

SH454 STAT3, STAT5 10 µM 

LDN193189 BMP, ALK1, ALK2, ALK3, ALK6, TGF-ß1, 

Smad1, Smad5, Smad9 

1 µM 

 

 

Während der Inkubation zeigten sich bei einigen Inhibitoren eine veränderte Morphologie der Zellen 

(Bilder nicht gezeigt). Nach der Inkubationsphase erfolgte die Auswertung mittels Alizarin-Rot-Färbung. 

Makroskopisch zeigte sich in allen Platten eine stärkere Rotfärbung unter Differenzierungsbedingungen 

als unter Kontrollbedingungen. In Hinblick auf den Effekt von PDGF-BB in einer Konzentration von 20 

ng/ml zeigte sich in den beiden Platten ohne Inhibitor eine Zunahme der Rotfärbung unter 

Differenzierungsbedingungen durch Zugabe von PDGF-BB. Dies entsprach den zuvor in der Zeitkinetik 

beobachteten Ergebnissen. Unter Kontrollbedingungen zeigte sich in keiner der Platten eine Veränderung. 

Der verstärkende Effekt von PDGF-BB auf die Rotfärbung zeigte sich makroskopisch auch in 

Anwesenheit von UO126 oder SH-4-54. Bei Zusatz von Tyrphostin AG-1296, MK2206, SP600125 und 

LDN193189 blieb dieser Effekt aus. Bei Zugabe von SB202190 verringerte sich die Rotfärbung der 

Differenzierung durch Zusatz von PDGF (siehe Abbildung 18).  
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Abbildung 18: Makroskopische Aufnahmen der Platten nach Alizarin-Rot-Färbung nach 14-tägiger Inkubation mit und ohne 20 

ng/ml PDGF-BB sowie mit verschiedenen zugesetzten Inhibitoren.  

 

Bei anschließender Betrachtung der Platten in der Hellfeldmikroskopie zeigte sich, dass die Wells unter 

Differenzierungsbedingungen ausnahmslos stärker gefärbt waren als die Wells unter 

Kontrollbedingungen. Unter Kontrollbedingungen bewirkten weder die verschiedenen Inhibitoren noch 

der Zusatz von PDGF-BB einen Unterschied in der Intensität der Färbung. Unter 
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Differenzierungsbedingungen ohne Inhibitor bewirkte PDGF-BB eine Zunahme der Intensität der 

Färbung. Der Effekt von PDGF-BB blieb in Anwesenheit von UO126 und SH-4-54 bestehen, in 

Anwesenheit von Tyrphostin AG-1296 war der Effekt von PDGF-BB vermindert und durch MK2206, 

SP600125, LDN193189 und SB202190 blieb die PDGF-BB-vermittelte Zunahme der Rotfärbung aus 

(siehe Abbildung 19).  

 

 



57 
 

Abbildung 19: Mikroskopische Aufnahmen der Zellen nach Alizarin-Rot-Färbung in 25-facher Vergrößerung. Die Zellen wurden 

in Kontroll- und Differenzierungsmedium für 14 Tage ohne und mit PDGF-BB in einer Konzentration von 20 ng/ml inkubiert. 

Dem Medium waren zusätzlich unterschiedliche Inhibitoren mit einer Konzentration von 10 µM zugesetzt, lediglich LDN193189 

wurde in einer niedrigeren Konzentration von 1 µM zugesetzt. Es wurden jeweils repräsentative Ausschnitte gewählt und 

fotografiert. 

 

In der Quantifizierung der Alizarin-Rot-Färbung zeigte sich in sämtlichen Proben unter 

Differenzierungsbedingungen eine deutlich höhere Absorption als unter Kontrollbedingungen. Die 

absolute Intensität der Färbung unterschied sich je nach zugegebenem Inhibitor (Daten nicht gezeigt). Der 

Absorptionswert der Proben unter Differenzierungsbedingungen mit PDGF-BB wurde auf den 

Absorptionswert der Proben unter Differenzierungsbedingungen ohne PDGF-BB normiert, um den Effekt 

von PDGF-BB auf die Mineralisation während der osteogenen Differenzierung darzustellen. Der Effekt 

von PDGF-BB wurde in Anwesenheit jedes Inhibitors bestimmt. Der Einfluss verschiedener Inhibitoren 

auf den Effekt der PDGF-BB-induzierten Absorptionszunahme unter Differenzierungsbedingungen ist in 

Abbildung 20 zu sehen. Die Signifikanzen errechneten sich in Bezug zum Effekt von PDGF-BB ohne 

Inhibitor. 

Ohne Zusatz von Inhibitoren zeigte sich eine PDGF-BB-bedingte Zunahme der Mineralisation um den 

Faktor 2. Bei Zusatz von Tyrphostin AG-1296 zeigte sich eine signifikante Abnahme der Mineralisation 

auf den Faktor 1,45 (p=0.0057). In Anwesenheit von MK-2206 zeigte sich eine signifikante Abnahme des 

Effekts auf einen Faktor von 1,01 (p=0,0006). Der Inhibitor SP600125 zeigte mit einem Faktor 0,99 

ebenso eine signifikante Verminderung des Effekts von PDGF-BB (p=0,0002). LDN193189 bewirkte 

eine signifikante Reduktion der Mineralisation auf den Faktor 0,95 (p=0,0001). UO126 zeigte mit einer 

6,44-fach erhöhten Mineralisation eine signifikante Zunahme des Effekts von PDGF-BB (p<0.0029). 

SH-4-54 zeigte mit einem Faktor von 1,65 eine signifikante Reduktion des Effekts von PDGF-BB auf die 

Absorption (p=0,0359). SB202190 zeigte mit einem Faktor von 0,73 ebenfalls eine reduzierte 

Mineralisation (p=0,0002).  
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Abbildung 20: Effekt von PDGF-BB auf die Absorption unter Differenzierungsbedingungen. Zur Quantifizierung der Alizarin-

Rot-Färbung wurde die OD bei 410 nm gemessen. Für jeden Inhibitor wurde die Absorption unter Differenzierungsbedingungen 

mit PDGF-BB auf die Absorption unter Differenzierungsbedingungen ohne PDGF-BB relativiert, um den Effekt von PDGF-BB 

auf die Mineralisation während der osteogenen Differenzierung darzustellen. Die Signifikanz errechnet sich in Bezug zum Effekt 

von PDGF-BB ohne Inhibitor. Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus den Triplikaten mit Standardabweichungen (*p < 

0,05). 
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4. Diskussion 
 

Die Effekte von PDGF-BB auf die osteogene Differenzierung werden in der Wissenschaft kontrovers 

diskutiert. So gibt es Studien, die keinen, einen verstärkenden oder einen inhibierenden Einfluss auf die 

osteogene Differenzierung belegen (152,159,160).  

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss des Wachstumsfaktors PDGF-BB auf die osteogene 

Differenzierung von aus dem Fettgewebe gewonnenen mesenchymalen Stammzellen zu untersuchen. 

Dabei sollten die Konzentrationsabhängigkeit in Hinblick auf die Mineralisation, die Zeitkinetik der 

osteogenen Differenzierung unter PDGF-BB in Hinblick auf die Mineralisation sowie die Genexpression, 

sowie am Signalweg beteiligte Proteinkinasen ermittelt werden.  

 

 

4.1. Durchflusszytometrie und verwendete Stammzellen 
 

Zur Charakterisierung der in den Experimenten verwendeten Zellen wurde eine Durchflusszytometrie 

durchgeführt. Im Rahmen von Vorversuchen für die vorliegende Arbeit zeigte sich, dass die Zellen die 

Fähigkeit zur osteogenen, adipogenen und chondrogenen Differenzierung aufwiesen (Ergebnisse nicht 

gezeigt). In Zusammenschau der Ergebnisse der Durchflusszytometrie sowie in Anbetracht der Tatsache, 

dass die in den Versuchen verwendeten Zellen adhärent an Plastik wuchsen und sich osteogen, 

chondrogen und adipogen differenzieren ließen, erfüllen die verwendeten Zellen die Kriterien für 

multipotente mesenchymale Stammzellen gemäß International Society for Cellular Therapy (33) und 

zeigen alle Charakteristika für human adipose-derived stem cells (35). In den Experimenten der 

vorliegenden Arbeit wurden ausschließlich ASCs verwendet, da diese für die Zwecke des Tissue 

Engineering eine optimale Quelle darstellen, indem sie leicht und in großer Menge aus Fettgewebe bei 

erhaltener Differenzierungsfähigkeit gewonnen werden können (39).  

Mehrere Arbeiten konnten bei Zugabe von PDGF-BB eine signifikant erhöhte Proliferation und eine 

Verstärkung der osteogenen Differenzierung in ASCs und in bMSCs zeigen (80,137,138). Gleichzeitig 

haben andere Autoren einen gegensätzlichen Effekt mit Hemmung der osteogenen Differenzierung oder 

gar keinen Effekt beobachtet (152,155,161,162). Gründe für die Heterogenität der Ergebnisse sind, dass 

die experimentellen Bedingungen, unter denen eine Verringerung oder ein Ausbleiben des Effekts auf die 

osteogene Differenzierung beobachtet wurden, nicht identisch waren. So unterschieden sich zwischen den 

Arbeitsgruppen die in den Experimenten verwendeten Zellen, die Protokolle zur Isolation, die Parameter 

zur Analyse der osteogenen Differenzierung und die Dynamik der Zugabe des Wachstumsfaktors. Eine 
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weitere Erklärung für die heterogene Datenlage ist, dass es eine natürliche Variabilität zwischen den 

Spendern in Hinblick auf Alter, Immunerkrankungen und weiteren Faktoren, die die 

Differenzierungsfähigkeit der Zellen selbst vermindern, gibt (163,164). Um der natürlichen biologischen 

Variabilität der Stammzellspender gerecht zu werden und den Einfluss der Variabilität auf die Ergebnisse 

der hier vorliegenden Arbeit zu minimieren, wurden alle Experimente mit der gleichen Zellpopulation, die 

Stammzellen dreier Spender enthielt, durchgeführt. Dadurch konnten interindividuelle Unterschiede 

ausgeglichen und somit eine bessere Übertragbarkeit der Ergebnisse auf die Allgemeinheit erzielt werden. 

Die im Rahmen dieser Arbeit generierten Aussagen über die Effekte von PDGF-BB auf ASCs können 

daher mit hoher Wahrscheinlichkeit generell auf ASCs unterschiedlicher humaner Spender übertragen 

werden. 

 

 

4.2. Einfluss von PDGF-BB auf die Zellzahl 
 

Im Rahmen seiner Beteiligung an zahlreichen Vorgängen in mesenchymalen Stammzellen zeigt 

PDGF-BB einen verstärkenden Effekt auf die Migration und die Proliferation von mesenchymalen 

Stammzellen (150,165,166). Es wurde ein MTT-Assay durchgeführt, um den Einfluss von PDGF-BB auf 

die Zellzahl unter den in den Experimenten herrschenden Bedingungen zu bestimmen. Der von uns 

verwendete MTT-Assay erlaubt indirekt Rückschlüsse auf die Zellzahl, die direkt proportional zur im 

Versuch gemessenen Absorption ist (158). Aus den Ergebnissen des MTT-Assays konnte 

geschlussfolgert werden, dass PDGF-BB unter den in den Experimenten verwendeten Kulturbedingungen 

keinen proliferativen Effekt auf ASCs hat. Der indirekte Rückschluss auf die Zellzahl im MTT-Assay 

zeigt, dass die Zellen unter Kontrollbedingungen stärker proliferieren als unter 

Differenzierungsbedingungen. Diese Erkenntnis ist vereinbar mit der Hypothese von Aubin et al., wonach 

Stammzellen entweder vermehrt proliferieren oder sich differenzieren, weil die Proliferation bei sich 

differenzierenden Zellen sinkt (67). Eine Limitation des vorliegenden Experiments ist, dass die Zellzahl 

lediglich zu einem Zeitpunkt bestimmt wurde, so dass keine Aussage über den Verlauf der Zellzahlen 

zwischen Versuchsbeginn und Auswertungszeitpunkt getroffen werden kann. Dadurch können mögliche 

Schwankungen unter Einfluss des Wachstumsfaktors, die im Vergleich zu entsprechenden Bedingungen 

ohne PDGF-BB in einer am Auswertungszeitpunkt äquivalenten Zellzahl enden, nicht erfasst werden. In 

Anbetracht der Hypothese von Aubin et al. sind derartige Schwankungen jedoch nicht zu erwarten. Ein 

weiterer potentieller Einflussfaktor stellt eine mögliche Veränderung des Stoffwechsels der Zellen 

während des Differenzierungsvorgangs dar. Stammzellen verändern ihren Metabolismus wenn sie sich 

entwickeln oder differenzieren (167). Auch in humanen mesenchymalen Stammzellen finden multiple 
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Veränderungen im Metabolismus während der osteogenen Differenzierung statt (168). Unter der 

Voraussetzung, dass sich in den Experimenten Stoffwechselvorgänge während der Differenzierung 

ändern, ist die Vergleichbarkeit zwischen Kontroll- und Differenzierungsbedingungen eingeschränkt. 

Eine erhaltene Vergleichbarkeit besteht jedoch innerhalb der Kontrollgruppen mit und ohne PDGF-BB 

oder innerhalb der Differenzierungsgruppen mit und ohne PDGF-BB. Somit bleibt die Aussagekraft 

bezüglich des Effektes von PDGF-BB auf Fettgewebsstammzellen erhalten und man kann folgern, dass 

PDGF-BB auf ASCs unter Kontroll- und Differenzierungsbedingungen keinen signifikanten 

proliferativen Effekt hat. Phipps et al. zeigten in ihren Untersuchungen zur Adsorption und Freisetzung 

von PDGF-BB aus verschiedenen Scaffoldmaterialien ebenfalls, dass PDGF-BB keinen mitogenen Effekt 

hatte (129).  

 

 

4.3. Osteogene Differenzierung in Abhängigkeit der Konzentration an 

PDGF-BB  
 

In ASCs zeigt PDGF-BB einen verstärkenden Effekt auf die osteogene Differenzierung (160). Zur 

Ermittlung des Grades der osteogenen Differenzierung wurde als Parameter die Matrixmineralisation 

gewählt, da sie den Endpunkt der osteogenen Differenzierung darstellt. In den Experimenten, die zur 

Ermittlung der optimalen Dosis an PDGF-BB durchgeführt wurden, zeigten sich sowohl bei Bestimmung 

der Mineralisation mittels Alizarin-Rot-Färbung als auch bei Bestimmung der Calciumkonzentration 

deutliche Schwankungen in niedrigeren Konzentrationsbereichen von PDGF-BB bis 10 ng/ml. Mezawa 

et al. stellten einen maximalen Effekt von PDGF-BB auf die mRNA-Expression von Bone Sialoprotein 

in Human osteoblast-like-Saos2-cells bei einer PDGF-Konzentration von 5 ng/ml fest (133). In der Arbeit 

von Lennon et al. zeigte sich bei einer PDGF-BB-Konzentration von 10 ng/ml in Abhängigkeit von der 

Passage der verwendeten bmMSCs eine leichte Zunahme der osteogenen Differenzierung (169). Da sich 

in den Experimenten der vorliegenden Arbeit jedoch ab 20 ng/ml PDGF-BB eine stabile Zunahme der 

Mineralisation zeigte, wurde diese Konzentration für sämtliche Experimente gewählt. In den Ergebnissen 

anderer Arbeitsgruppen wurde ebenfalls über einen maximalen Effekt von PDGF-BB auf die osteogene 

Differenzierungsfähigkeit von ASCs in einer Konzentration von 20 ng/ml berichtet (136,160). Zhao et al. 

konnten ebenfalls eine dosisabhängige Verstärkung der osteogenen Differenzierung von bmMSCs einer 

diabetischen Ratte zeigen, wobei sich PDGF-BB in einer Konzentration von 50 ng/ml im Vergleich zur 

Konzentration von 10 ng/ml überlegen zeigt (131). In der vorliegenden Arbeit stagnierte der Effekt auf die 

Mineralisation der Zellen ab einer PDGF-Konzentration von etwa 50 ng/ml und es konnte keine weitere 

Verstärkung des Effekts durch höhere Konzentrationen an PDGF-BB erreicht werden.  



62 
 

Auf andere Zellen und andere Arten der Differenzierung, beispielsweise die Osteoklastogenese hat 

PDGF-BB ebenfalls einen dosisabhängigen Effekt (170). In weiteren Experimenten zeigt sich ein 

dosisabhängiger Effekt von PDGF-BB auf die Chemotaxis von mesenchymalen Progenitorzellen, der von 

0,01 ng/ml nach 1 ng/ml ansteigt (130).  

Da eine dosisabhängige Wirkung von PDGF-BB auf verschiedenste Zellen und Prozesse vorliegt, die 

jedoch nicht in allen Fällen proportional zur Konzentration an PDGF-BB zunimmt, ist es essentiell die 

optimale Konzentration des Wachstumsfaktors für jede Fragestellung in Abhängigkeit der Zellart und des 

zu untersuchenden Vorgangs vor Durchführung weiterer Untersuchungen zu bestimmen. 

 

 

4.4. Zeitkinetik des Einflusses von PDGF-BB auf die osteogene 

Differenzierung  
 

Nach Bestimmung der optimalen Konzentration des Wachstumsfaktors wurden weitere Experimente 

durchgeführt. Die Ergebnisse der Alizarin-Rot-Färbung zur Analyse der Mineralisation der 

Extrazellulärmatrix zu unterschiedlichen Zeitpunkten zeigten, dass PDGF-BB die osteogene 

Differenzierung von ASCs im Differenzierungsmedium verstärkt, während es auf Zellen im 

Kontrollmedium keinen Einfluss hat. Eine mögliche Erklärung ist, dass PDGF-BB selbst einen direkten 

Signalweg auslöst, der zu verstärkter osteogener Differenzierung führt und dass Bestandteile des 

Differenzierungsmediums essentiell für eine Mineralisation der Extrazellulärmatrix durch die Zellen sind. 

Ein weiterer Ansatz ist, dass PDGF-BB die Mineralisation verstärkt, indem es das Ansprechen von ASCs 

auf osteogene Reize erhöht, sodass die regulären Signalkaskaden verstärkt ablaufen. Mit beiden 

Hypothesen lässt sich erklären, weshalb PDGF-BB unter Kontrollbedingungen keinen verstärkenden 

Effekt auf die Mineralisation hat (136). Der beobachteten Zunahme der osteogenen Differenzierung 

entsprechend konnte die vermehrte Mineralisation unter Einfluss von PDGF-BB bei ASCs bereits in 

anderen Studien gezeigt werden (80,136,160). Insgesamt existieren dennoch sehr heterogene Ergebnisse 

in Hinblick auf den Effekt von PDGF-BB auf die osteogene Differenzierung. Die 

Differenzierungsfähigkeit von ASCs zeigt ein besseres Ansprechen auf PDGF-BB als die von bmMSCs 

(160). Für bMSCs konnten in verschiedenen Arbeiten eine Zunahme der osteogenen Differenzierung 

durch PDGF-BB (137), eine Inhibition (152,171) oder keine Einflussnahme auf die osteogene 

Differenzierung (159) beobachtet werden. Neben der verwendeten Zellart gibt es zahlreiche zusätzliche 

Einflussfaktoren. Für ASCs zeigten Rhagavendran et al. in vivo im 3D-Modell der Ratte in Abhängigkeit 

von bestimmten Gerüstmaterialen eine Zunahme der Genexpression osteogener Gene (154). Ein weiterer 

Einflussfaktor ist die Dynamik der Zugabe des Wachstumsfaktors, da eine Verstärkung bei kurzzeitiger 
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Gabe von PDGF-BB und eine Reduktion der osteogenen Differenzierung bei langzeitiger Gabe von 

PDGF-BB beschrieben wurde (138,155). Zudem zeigt sich in manchen Arbeiten kein Effekt von PDGF-

BB in vitro, sondern erst eine Zunahme des relativen Knochenvolumens in vivo (161). Auch der PDGF-

Rezeptor ist in die osteogene Differenzierung involviert (126,127). Wegen der zahlreichen 

Einflussfaktoren wurde in der vorliegenden Arbeit darauf geachtet, dass die Bedingungen in allen 

Experimenten möglichst identisch waren. 

Im Verlauf des Experiments zeigte sich der größte Effekt des Wachstumsfaktors an Tag 14 und nicht am 

Ende des Experiments an Tag 21. Eine mögliche Ursache hierfür könnte sein, dass PDGF-BB die 

Differenzierung beschleunigt, aber nicht den Endpunkt der Differenzierung verändert. Diese Hypothese 

wird durch Experimente gestützt, die zeigten, dass PDGF-BB die Kinetik der osteogenen Differenzierung 

verändert und für eine frühere Hochregulation der Gene sorgt (172). Eine weitere Erklärung könnte sein, 

dass die Methode der Quantifizierung der Alizarin-Rot-Färbung bei zu großer Menge an 

Calciumdeposition nicht mehr geeignet ist, um Unterschiede sensitiv zu bestimmen, da Alizarin-Rot bei 

großer Menge an mineralisierter Matrix nicht mehr an sämtliches Calcium binden kann und somit nicht 

länger ein linearer Zusammenhang der Absorption und Mineralisation besteht. 

Zusätzlich zur Bestimmung der Mineralisation als Parameter der osteogenen Differenzierung wurde die 

Genexpression von typischen osteogenen Markergenen zu unterschiedlichen Zeitpunkten unter Einfluss 

von PDGF-BB bestimmt. Je nach Inkubationsdauer bis zur RNA-Isolation wurden unterschiedliche 

Zellzahlen ausplattiert, da die Zellen bei längerer Inkubationsdauer länger proliferieren und die 

Gesamtmenge an isolierter RNA zum Isolationszeitpunkt über die verschiedenen Versuche möglichst 

ähnlich sein sollte. 

In ASCs werden osteogene Gene zu unterschiedlichen Zeitpunkten unterschiedlich stark exprimiert 

(52,173). Die drei in dieser Arbeit gewählten Zeitpunkte stellen nur einen Ausschnitt der Genexpression 

während der osteogenen Differenzierung dar.  

In den Genexpressionsanalysen zeigten sich lediglich für COL1A1 an Tag 14 eine signifikant höhere 

Expression durch PDGF-BB. IBSP, SPARC und SPP1 zeigten lediglich eine Tendenz zur verstärkten 

Expression. Die verstärkte Expression dieser Gene passt zur beobachteten Zunahme der Mineralisation 

der Extrazellulärmatrix. Nicht alle verstärkt exprimierten Gene zeigten einen signifikanten Unterschied. 

Eine mögliche Ursache ist die geringe Anzahl an Proben und die daraus resultierenden großen 

Standardabweichungen. 

OSF-2 zeigte keine Veränderung der Genexpression unter PDGF-BB und scheint damit nicht bedeutsam 

für die PDGF-BB-induzierte Verstärkung der osteogenen Differenzierung. SPP1 scheint ebenfalls nicht 

bedeutsam für die osteogene Differenzierung in ASCs, da es unter Differenzierungsbedingungen geringer 

exprimiert wurde als unter Kontrollbedingungen. 
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RUNX-2 und ALP wurden in Gegenwart von PDGF-BB an Tag 7 signifikant vermindert exprimiert. 

Auch andere Arbeiten stellten fest, dass PDGF-BB zwar die Calciumablagerung in der 

Extrazellulärmatrix signifikant erhöht, aber keinen signifikanten Einfluss auf die Genexpression von 

RUNX-2, Osteocalcin oder Osteopontin hat (172). Eine mögliche Erklärung für die Zunahme der 

Mineralisation bei äquivalenter Expression oder sogar gleichzeitiger Reduktion der Genexpression dieser 

typischen osteogenen Markergene ist, dass PDGF-BB die Zeitkinetik der Genexpression dieser Gene 

verändert. Zudem ist denkbar, dass PDGF-BB den verstärkenden Effekt auf die Mineralisation auf 

posttranslationaler Ebene durch micro-RNAs bewirkt. Micro-RNAs sind an der Knochenbildung und 

Homöostase beteiligt und fördern oder blockieren die Differenzierung der Stammzellen in eine bestimmte 

Zellart oder regulieren wichtige Transkriptionsfaktoren wie beispielsweise RUNX-2 (174). So reguliert 

miR-126 den PDGFRα und beeinflusst die Migration von humanen Osteoblasten, zeigt jedoch keinen 

Einfluss auf die Proliferation oder Differenzierung der humanen Osteoblasten (175). Zusätzlich interagiert 

miR126 in humanen Osteoblasten direkt mit dem CAMSAP1-Gen (176). Folglich erscheint eine 

Beteiligung anderer micro-RNAs an der Regulation der osteogenen Differenzierung wahrscheinlich.  

Aus der Tatsache, dass bei BGLAP und OSX nur einzelne Ct-Werte ermittelt werden konnten, während 

für alle Proben anderer Gene zuverlässig Ct-Werte ermittelt werden konnten, kann geschlossen werden, 

dass sowohl BGLAP als auch OSX in den vorliegenden Zellen nur in sehr geringem Maße oder überhaupt 

nicht exprimiert werden. Die fehlende Expression von BGLAP kann als Folge der unzureichenden 

Expression von Osterix betrachtet werden, weil Osterix die Expression von BGLAP induziert (177). Da 

Osterix ein später Marker der osteogenen Differenzierung ist (68), besteht die Möglichkeit, dass er in den 

Versuchen im Differenzierungsstadium der ASCs zum Zeitpunkt der Analyse noch nicht exprimiert 

wurde. Eine weitere Theorie besteht darin, dass die Zellen, die mit PDGF-BB behandelt wurden, bereits 

ausdifferenziert sind und daher nicht länger eine verstärkte Expression von Markern der Differenzierung 

erfolgt.  

Insgesamt kann aus den Ergebnissen geschlossen werden, dass PDGF-BB die osteogene Differenzierung 

in ASCs verstärkt und zu einer verstärkten Calciumablagerung in der Extrazellulärmatrix führt. 

Gleichzeitig zeigt PDGF-BB eine verminderte Genexpression einiger typischer Gene. Die verminderte 

Expression dieser Gene kann dabei eine Folge der verminderte Expression von RUNX-2 sein, da dies der 

Mastertranskriptionsfaktor der osteogenen Differenzierung ist (79). Eine Regulation des Effekts von 

PDGF-BB auf posttranslationaler Ebene erscheint wahrscheinlich.  

 

 

 



65 
 

4.5. Signaltransduktion von PDGF-BB in ASCs 
 

Da der Effekt von PDGF-BB unter Tyrphostin AG1296 als selektivem und hochpotentem Inhibitor der 

PDGF-Rezeptor-Tyrosinkinase (178,179) nicht vollständig aufgehoben werden konnte, kann daraus 

geschlossen werden, dass der Inhibitor einem kompetitiven Hemmmechanismus am Rezeptor unterliegt. 

Dennoch zeigte sich in Anwesenheit von Tyrphostin AG1296 eine signifikante Reduktion des Effektes 

von PDGF-BB auf die Mineralisation, woraus geschlossen werden kann, dass der PDGF-Rezeptor an der 

Vermittlung der osteogenen Differenzierung durch PDGF-BB beteiligt ist.  

MK 2206 ist ein allosterischer Inhibitor von allen drei Isoformen der Proteinkinase B (180). Von der 

Proteinkinase B, die auch Akt genannt wird, existieren die drei Isoformen Akt-1, Akt-2 und Akt-3 (181). 

Akt ist Bestandteil des PI3-Kinase Signalwegs (182) und kann von PDGF aktiviert werden (183). In 

Anwesenheit von MK-2206 hatte PDGF-BB in den Experimenten keinen verstärkenden Effekt auf die 

osteogene Differenzierung. Somit ist der PI3-Kinase Signalweg durch Akt an der Signaltransduktion von 

PDGF-BB beteiligt. Auch in anderen Arbeiten bewirkte eine Inhibition der PI3-Kinase, die Akt 

übergeordnet ist, ein Ausbleiben der osteogenen Differenzierung (161).  

SP600125 ist ein Inhibitor aller Isoformen der c-Jun-N-terminalen Kinase (JNK), die Bestandteil der   

Familie der MAP-Kinasen ist (184,185). In den Experimenten dieser Arbeit bewirkt eine Inhibition der 

c-Jun-N-terminalen Kinase durch SP600125 ein Ausbleiben des Effekts von PDGF-BB auf die osteogene 

Differenzierung, sodass JNK in der Signalkaskade, die durch PDGF-BB ausgelöst wird, involviert sein 

muss. Laut Lopez-Isalca et al. vermittelt PDGF in der Fibroblasten-ähnlichen Zelllinie COS-7 die 

Aktivierung der c-Jun-N-terminalen-Kinase über den PI3-Kinase-Pathway (186). Diese Erkenntnis und 

die Tatsache, dass die Inhibition von Akt-1, Akt-2 und Akt-3 dieselben Charakteristika bezüglich des 

Einflusses auf die Mineralisation wie eine Inhibition der c-Jun-N-terminalen Kinase zeigt, führt zu der 

Hypothese, dass die Wirkung von PDGF-BB auf die JNK und auf Akt miteinander in Verbindung stehen 

und der PI3-Kinase-Signalweg eine wichtige Rolle in der osteogenen Differenzierung von ASCs spielt.  

LDN193189 als potenter Inhibitor von  ALK1, ALK2 und ALK3 als Bestandteilen des BMP-Signalwegs 

(187,188) bewirkt ebenfalls ein Ausbleiben des Effekts von PDGF-BB. Es konnte gezeigt werden, dass 

eine Inhibition von ALK2 und ALK3 in vitro zu einer verminderten BMP-induzierten osteoblastären 

Differenzierung und in vivo zu einer reduzierten ossären Mineralisation führt (189). Zudem spielen ALK1 

und ALK2 eine wichtige Rolle bei der BMP-9-vermittelten Induktion der osteogenen Differenzierung in 

MSCs (190). In Zusammenschau mit den von uns beobachteten Ergebnissen zeigt sich, dass ALK1, 

ALK2 und ALK3 an der PDGF-BB-vermittelten Zunahme der Mineralisation beteiligt sind. Mögliche 

Mechanismen sind eine direkte Wirkung von PDGF-BB auf ALK1, ALK2 und ALK3, eine Erhöhung 

der Expression von BMP oder eine Verstärkung des Signalwegs bei gleicher Menge an BMP.  



66 
 

Bei UO126 handelt es sich um einen nicht-kompetitiven selektiven Inhibitor von MEK-1 und MEK-2, 

die Bestandteil des MAP-Kinase-Pathways sind (191). Gemäß den Ergebnissen der Analyse der 

Mineralisation nach Inhibition von MEK-1 und MEK-2 sind diese nicht an der PDGF-spezifischen 

Antwort der Zellen beteiligt. MEK1 und MEK2 aktivieren die Kinasen ERK1 und ERK2 durch 

Phosphorylierung (192). ERK 1 und ERK 2 wiederum sind essentiell für die osteogene Differenzierung 

von mesenchymalen Stammzellen und inhibieren die chondrogene Differenzierung, zudem konnte im 

Mausmodell in vivo gezeigt werden, dass eine aktivierende Mutation von MEK 1 für vermehrte 

Knochenbildung sorgt (177). Dem entgegen stehen die Beobachtung von Kratchmarova et al., dass bei 

Zugabe von UO126 in einer Konzentration von 10 µm die osteogene Differenzierung in humanen MSCs 

in Gegenwart von PDGF-BB vollständig verhindert wird (161).   

SH-4-54 ist ein potenter STAT3 und STAT5-Inhibitor (193). In den Experimenten verringerte sich durch 

Zugabe von SH-4-54 der PDGF-BB-induzierte Mineralisationsanstieg signifikant, wurde jedoch nicht 

komplett ausgelöscht. Aus den Ergebnissen kann gefolgert werden, dass STAT an der Vermittlung der 

osteogenen Differenzierung durch PDGF-BB beteiligt ist und dass der Inhibitor eine kompetitive 

Hemmung bewirkt. Auch andere Arbeiten zeigten, dass eine Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs 

essentiell für die durch Cytokine beeinflusste Differenzierung von Osteoblasten ist (194). Zudem besteht 

eine Beteiligung des JAK-STAT-Signalwegs an der Regulation der Knochenbildung (195,196). STAT3 

ist dabei besonders relevant für den Signalweg in Osteoblasten und Osteoklasten (195). Auch STAT5b ist 

an der Vermittlung der Wachstumshormon-induzierten osteogenen Differenzierung von MSCs beteiligt 

und verstärkt den Effekt von anderen Wachstumsfaktoren wie BMP-7 und IGF-1 (197,198).  

Die Kinase p38 gehört ebenso wie ERK-1 und ERK-2 und JNK zur Familie der MAP-Kinasen (184). 

SB202190 bindet an die p38-MAP-Kinase und inhibiert diese ATP-kompetitiv (199,200). Bei Zugabe 

von SB202190 zeigte sich in unseren Experimenten eine Reduktion des Effektes von PDGF-BB. Die 

p38-MAP-Kinase muss daher auch an der Vermittlung der PDGF-BB-spezifischen Differenzierung 

involviert sein. In anderen Arbeiten zeigte sich, dass der Inhibitor SB202190 eine Aktivierung der JNK 

verursacht (201). Im Gegensatz dazu stellten andere Arbeitsgruppen bei ihrer Spezifitätsanalyse des 

Inhibitors fest, dass SB202190 einen unspezifischen inhibitorischen Effekt auf JNK und Akt hat, der 

allerdings deutlich schwächer ausgeprägt ist als der inhibitorische Effekt auf p38-MAPK (202).  

Zusammenfassend zeigte sich, dass an der Signaltransduktion der durch PDGF-BB induzierten 

osteogenen Differenzierung zahlreiche Proteinkinasen und Signalwege beteiligt sind, darunter der PDGF-

Rezeptor, PKB, JNK, ALK, STAT und p38-MAPK. MEK hingegen ist nicht an der Signaltransduktion 

des Effekts von PDGF-BB beteiligt. 
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4.6. Ausblick 
 

Die Differenzierung von ASCs lässt sich durch Wachstumsfaktoren beeinflussen (62). Dabei verstärkt 

PDGF-BB in ASCs die osteogene Differenzierung spezifisch (160). Eine Verstärkung und 

Beschleunigung der osteogenen Differenzierung ist eine gute Möglichkeit, um die Anwendung des Tissue 

Engineerings in der Knochenregeneration und Knochenersatztherapie zu verbessern. Insbesondere im 

Gebiet des 4D-Bioprintings würde eine schnellere Mineralisation des gedruckten Konstrukts beim Einsatz 

in vivo zu einer früheren Stabilität des Konstrukts bei Einheilung führen und somit beispielsweise eine 

frühere Belastung ermöglichen.  

Die in dieser Arbeit durchgeführten Studien zeigten, dass der positive Effekt auf die osteogene 

Differenzierung von ASCs reproduzierbar ist. Die Identifizierung weiterer PDGF-BB-spezifischer 

Zielgene mittels Microarray und eine detailliertere Betrachtung der intrazellulären Vorgänge 

besipielsweise mittels Western Blot können weitere Ansätze zur Verbesserung der osteogenen 

Differenzierung liefern. Um ein detaillierteres Verständnis der Dynamik der Genexpression zu 

entwickeln, kann eine Genexpressionsanalyse zu multiplen Zeitpunkten mit kurzen Zeitabständen 

durchgeführt werden. Eine Analyse verschiedener micro-RNAs unter Einfluss von PDGF-BB könnte 

Aufschluss über weitere Regulationsmechanismen liefern. Weitere Möglichkeiten zur Verbesserung der 

osteogenen Differenzierung können Experimente liefern, die die Effekte der Kombination von 

verschiedenen Wachstumsfaktoren prüfen. 

Für die Zukunft sollte eine Evaluation des Effekts von PDGF-BB in vitro im 3D-Modell auf die osteogene 

Differenzierung erfolgen. Andere Arbeiten zeigten, dass sowohl die Genexpression von typischen 

osteogenen Genen als auch die Mineralisation im 3D-Modell im Vergleich zum 2D-Modell erhöht ist 

(52). PCL-basierte Scaffolds verbessern die Anhaftung, Proliferation und osteogene 

Differenzierungsfähigkeit in vitro (53). Von besonderem Interesse ist dabei, ob der Effekt der 

3D-Anordnung und die Interaktion mit Gerüstmaterialien den Effekt von PDGF-BB potenzieren können. 

Bei einer bereits beschriebenen Kopplung von Osteogenese und Angiogenese sollte in weiteren Schritten 

die Analyse des Effekts von PDGF-BB im 3D-Modell in vivo erfolgen, um zu bestimmen, ob der 

PDGF-BB-Effekt bestehen bleibt und durch Kopplung von Osteogenese und Angiogenese eine bessere 

Knochenbildung bedingt (93,148). Zudem kann durch Experimente in vivo evaluiert werden, ob der 

Zusatz des Wachstumsfaktors zu lokalen oder systemischen Veränderungen in Geweben des Empfängers 

oder zu unvorhersehbaren Nebenwirkungen führt. Eine kontinuierliche Freisetzung von PDGF-BB bei 

Experimenten in vivo könnte mittels kontinuierlicher Abgabe des Wachstumsfaktors aus einem Drug-

Release-System erfolgen (203).  
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Die Erkenntnis, dass PDGF-BB die osteogene Differenzierung in ASCs verstärken kann, führt somit zu 

einer Vielzahl neuer Möglichkeiten und ermöglicht neue Ansätze auf dem Gebiet des Tissue 

Engineerings. Insbesondere in der Regeneration und Ersatztherapie von Knochengewebe bieten sich 

dadurch zahlreiche Chancen für Optimierungen.  
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5. Zusammenfassung 
 

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von PDGF-BB auf die osteogene Differenzierung von aus dem 

Fettgewebe gewonnenen Stammzellen zu untersuchen und genauer zu charakterisieren. Dazu wurde die 

Konzentrationsabhängigkeit des Effekts untersucht. Zudem wurde der Effekt im Verlauf einer 21-tägigen 

Inkubation in Hinblick auf die Mineralisation der Extrazellulärmatrix mittels Alizarin-Rot-Färbung und 

Ermittlung der Calciumkonzentration bestimmt und die Änderung der Genexpression wurde im 

Zeitverlauf über 14 Tage hinweg beurteilt. Außerdem wurden an der Signaltransduktion beteiligte 

Proteinkinasen ermittelt.  

Es zeigte sich sowohl in der Alizarin-Rot-Färbung als auch bei Bestimmung der Calciumkonzentration, 

dass PDGF-BB einen fördernden Effekt auf die Mineralisation von mesenchymalen Stammzellen hat. 

Der Effekt nahm mit zunehmender Konzentration von PDGF-BB zu, aber saturierte im Bereich zwischen 

20 und 50 ng/ml. Gleichzeitig konnte innerhalb der 14-tägigen Inkubationsdauer eine verminderte 

Expression typischer Gene wie RUNX-2 und ALP, eine unveränderte Expression von OSF-2, IBSP, 

SPARC und SPP1 und eine verstärkte Expression von COL1A1 beobachtet werden. Je nach analysiertem 

Gen zeigte die PDGF-BB-induzierte Expression eine unterschiedliche Dynamik innerhalb des 14-tägigen  

Analysezeitraumes. Durch Zugabe von Inhibitoren verschiedener Proteinkinasen und Evaluation ihres 

Einflusses auf die Mineralisation mittels Alizarin-Rot-Färbung konnte ihre Beteiligung an der 

Signaltransduktion von PDGF-BB bestimmt werden. Im Rahmen dieser Experimente zeigte sich, dass 

sowohl PDGFR, JNK, STAT3/5, ALK2/3 und p38-MAPK als auch der PI3-K/Akt-Signalweg an der 

Signaltransduktion der osteogenen Differenzierung beteiligt sind, während MEK1 und MEK2 als 

Bestandteile des MAP-Kinase-Signalwegs keinen Einfluss auf die Signaltransduktion von PDGF-BB zur 

Verstärkung der osteogenen Differenzierung haben. 

Abschließend stellt PDGF-BB mit seiner differenzierungsfördernden Wirkung einen vielversprechenden 

Ansatz im Tissue Engineering dar. Eine weitere Evaluation des Effekts und möglicher Interaktionen sollte 

in vitro und in vivo erfolgen. 
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7. Anhang  
 

7.1. Lebenslauf 
 

Die Seite 89 (Lebenslauf) enthält persönliche Daten. Sie ist deshalb nicht Bestandteil der 

Veröffentlichung. 
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