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Es ist gut, wenn man jemanden wählt, den man braucht. 

Wie viel besser ist es, sich für jemanden zu entscheiden, den man nicht braucht? 
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Summary I 

Summary 
 
Implants play an important role in the surgical treatment of a wide range of chronic 

and acute diseases and injuries. Not only the shape of implants, but also the 

surface finish contribute to long-term successful implantation. Bioactive surface 

finishes can positively influence osseointegration by stimulating the metabolism 

of involved cells. BONIT®, an electrochemically produced calcium phosphate 

(CaP) coating, has proven clinically effective. However, there are no in vitro 

studies investigating its influence at the molecular level, particularly on bone 

metabolism.  

The aim of this work was to analyze the influence of BONIT® on the molecular 

and cellular effects of human mesenchymal stem cells (hMSCs). Cells from a 

total of ten donors were seeded separately on four different surfaces, cultured in 

vitro and their gene expression was compared using quantitative real-time 

polymerase chain reaction at three different time points. The proliferation 

behavior and differentiation potential of the hMSCs were evaluated using ten key 

differentiation markers. 

Through the analyses, BONIT® was shown to have a probable effect on the early 

proliferation and differentiation behavior of hMSCs. It resulted in a defined mRNA 

expression pattern for the investigated factors: a tendency towards a higher 

expression level in the presence of coating could be observed for bone 

morphogenetic protein 2 (BMP2), osteopontin (OPN), osteocalcin (OC), receptor 

activator of NF-κB ligand (RANKL) and osteoprotegerin (OPG). Similar or lower 

expression levels were found for runt-related transcription factor 2 (RUNX2), 

alpha-1 type I collagen (COL1A1), alkaline phosphatase (AP), osteonectin (ON), 

and insulin-like growth factor I (IGF1).  

BONIT® was found to have a significant effect on the proliferation and 

differentiation behavior of human mesenchymal stromal cells. We assume that 

osseointegration is promoted by the calcium phosphate coating.   

 

 

 



Zusammenfassung II 

Zusammenfassung  
 
Implantate spielen eine wichtige Rolle in der chirurgischen Versorgung von einer 

Vielzahl chronischer und akuter Erkrankungen und Verletzungen. Nicht nur die 

Form von Implantaten, sondern auch die Oberflächenbeschaffenheit tragen zu 

einer langfristig erfolgreichen Implantation bei. Bioaktive 

Oberflächenveredelungen können die Osseointegration positiv beeinflussen, 

indem der Stoffwechsel beteiligter Zellen gezielt angeregt wird. BONIT®, eine 

elektrochemisch hergestellte Calciumphosphat (CaP)-Beschichtung, hat sich 

klinisch bewährt, es gibt jedoch keine in vitro-Studien, die ihren Einfluss auf 

molekularer Ebene, insbesondere auf den Knochenstoffwechsel, untersuchen.  

Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von BONIT® auf die molekularen und 

zellulären Effekte von humanen mesenchymalen Stammzellen (hMSCs) zu 

analysieren. Dazu wurden die Zellen von insgesamt zehn Spendern separat auf 

vier verschiedene Oberflächen ausgesät, in vitro kultiviert und deren 

Genexpression miteinander Mittels qRT-PCR zu drei unterschiedlichen 

Zeitpunkten verglichen. Das Proliferationsverhalten und das 

Differenzierungspotenzial der hMSCs wurde anhand zehn wichtiger 

Differenzierungsmarkern beurteilt. 

Durch die Analysen zeigte sich, dass BONIT® vermutlich einen Einfluss auf das 

frühe Proliferations- und Differenzierungsverhalten von hMSCs hat. Sie führte zu 

einem definierten mRNA-Expressionsmuster für die untersuchten Faktoren: eine 

Tendenz zu einer höheren Expressionsrate bei vorhandener Beschichtung 

konnte für bone morphogenetic protein 2 (BMP2), osteopontin (OPN), 

osteocalcin (OC), receptor Aktivator des NF-κB-Liganden (RANKL) und 

Osteoprotegerin (OPG). Eine ähnliche oder geringere Expressionsrate wurde für 

den runt-related transcription factor 2 (RUNX2), alpha-1 Typ I Kollagen 

(COL1A1), die alkalische Phosphatase (AP), Osteonectin (ON) und 

insulinähnlichen Wachstumsfaktor I (IGF1) festgestellt.  

Es zeigte sich, dass BONIT® einen signifikanten Einfluss auf das Proliferations- 

und Differenzierungsverhalten von humanen mesenchymalen Stromazellen hat. 

Wir gehen davon aus, dass die Osseointegration durch die CaP- Beschichtung 

gefördert wird. 



Abkürzungsverzeichnis III 

Abkürzungsverzeichnis 
 

°C   Grad Celsius 

µl   Mikroliter 

µm   Mikrometer 

AP   Alkalische Phosphatase 

B   BONIT® 

BGP   Bone γ-carboxylglutamic acid-containing protein 

BMP2   Bone morphogenetic protein 2 

BrdU   Bromdesoxyuridin 

CaP   Calcium Phosphat 

cDNA   Complementary DNA 

cm2   Quadratzentimeter 

CO2   Kohlenstoffdioxid 

COL1A1  Alpha-1 type I collagen 

CT   CELLTex® 

DAPI   Diamidinophenylindoldihydrochlorid 

DMEM  Dulbecco′s Modified Eagle′s Medium 

DMSO  Dimethyl sulfoxide 

DNA   Desoxyribonukleinacid 

DT   DUOTex® 

e.g.   For example / zum Beispiel 

EDTA   Ethylenediaminetetraacetic acid 

ESC   Endotheliale Stammzelle 

EschG  Embryonenschutzgesetz 

et al.   Et alii 

FBS   Fetal bovine serum 

g   Gramm 

G1   Gap-1-Phase 

G2   Gap-2-Phase 

GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

GmbH   Gesellschaft mit beschränkter Haftung 

h   Hour / Stunde 

HA   Hydroxyapatit/Hyfroxylapatit



Abkürzungsverzeichnis III 

hMSC   Humane MSC 

HSC   Hämatopoetische Stammzelle 

IGF1   Insulin-like growth factor I 

kg   Kilogramm 

KM   Knochenmark 

M   Mitose-Phase 

min   Minute 

ml   Milliliter 

mm   Millimeter 

MN   Minnesota 

MO   Missouri 

mRNA   Messenger ribonucleic acid 

MSC   Mesenchymale Stammzelle 

no.   Number / Nummer 

OC   Osteocalcin 

ON   Osteonectin 

OPG   Osteoprotegerin 

OPN   Osteopontin 

PCR   Polymerase chain reaction 

PMMA  Polymethylmethacrylat 

PSG   Penicillin/Streptomycin/L-glutamine 

qRT-PCR  Quantitative real time PCR 

Ra   Roughness   

RANKL  Receptor activator of NF-κB ligand 

rpm   Revolutions per minute 

RU   Relativ units 

RUNX2  Runt-related transcription factor 2 

S   Synthese-Phase 

SD   Standardabweichung 

SEM   Standard error of the mean 

SPARC  Secreted protein acidic and rich in cysteine 

SZ   Stammzelle 

USA   United States of America 

USSCs  Unrestricted somatic stem cells 
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Einleitung 1 

1. Einleitung 

1.1 Der menschliche Knochen  

Die Masse aller Knochen eines erwachsenen Menschen machen ca. fünf bis 

sieben kg des Körpergewichtes eines erwachsenen Menschen aus. 1 Die Anzahl 

der Knochen des erwachsenen menschlichen Skeletts variieren je nach 

angeborenen natürlichen Variationen. Die Anzahl schwankt in der Literatur 

zwischen 206 und 213 Knochen. Säuglinge haben sogar über 300 Knochen, bei 

denen einige im Wachstum miteinander verwachsen. 2–4 Die gesamte skelettale 

Einheit erfüllt unterschiedliche lebenswichtige Funktionen. Ein Knochen ist durch 

seinen Aufbau elastisch und zugfest 5, durch diese Stabilität werden viele innerer 

Organe vor äußeren Einflüssen geschützt. Knochen sind grundlegend mit für die 

Beweglichkeit (dazu zählen u.a. die Fortbewegung und das Tragen von Lasten) 

verantwortlich. 6  Die meisten Knochen passen sich durch ständige Auf-, Ab- und 

Umbauprozesse der vorliegenden körperlichen Belastung an und besitzen die 

Fähigkeit sich zu regenerieren. 7 Daher sind sie auch Speicherorgan für 

Mineralstoffe, ebenso spielen sie eine Rolle im Säure-Base Haushalt und bei der 

Blutbildung. 6 

Man kann die Knochen in unterschiedliche Kategorien einteilen: lange und kurze, 

sowie flache und unregelmäßige Knochen. 7 Lange Knochen oder 

Röhrenknochen bestehen aus einer Diaphyse (Schaft) und den Epiphysen 

(Enden). Kurze Knochen finden sich in den Händen und Füßen. Flache Knochen 

sind beispielsweise die Schädelkalotte und die Rippen. Lassen sich die Knochen 

nicht den drei Formen zuordnen, gehören sie zu den unregelmäßigen Knochen. 

8  

Makroskopisch ist der Aufbau aller Knochen sehr ähnlich. Als Kompakta wird die 

feste äußere Schicht bezeichnet. Die inneren schwammartigen Strukturen 

werden Spongiosa genannt und stehen in direkter Verbindung mit dem 

Knochenmark. 9,10 50 % des Volumens und 70 % des Gewichts der 

Knochenzusammensetzung bestehen aus anorganischen Substanzen. Dabei 

macht eine modifizierte Form einer Kalziumphosphatverbindung (HA) neben 

weiteren Mineralien (Bruschit, Octocalciumphosphat) den Hauptbestandteil aus. 

11 Die organische Substanz macht ca. 20-40% der Masse aus und besteht aus 
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einer extrazellulären Matrix (ca. 90% Collagen, Osteocalcin, Sialoproteine, 

Proteoglykane und Osteonektin) und den zellulären Anteilen (ca. 1% der 

Gesamtmasse). Die restliche Masse wird durch Wasser gebildet. 12–14 

In der Mikroanatomie und Histologie zeigt sich, dass die Kompakta von 

zahlreichen Gefäßkanälchen, Havers´sche Kanälchen und Markkanälchen 

durchzogen wird. 15 Während die außenliegenden Seiten von einer dünnen 

Knochenhaut (Periost) überzogen sind, sind sämtliche Kanälchen und die 

innenliegenden Strukturen ebenfalls mit einer dünnen Haut (Endost) 

ausgekleidet. Entlang des Endosts finden sich mesenchymale Stammzellen, 

Osteoprogenitorzellen, Osteoklasten und Osteoblasten. 10 Havers´sche 

Kanälchen bilden den zentralen Teil eines Osteons, der kleinsten funktionellen 

Knocheneinheit, und enthalten ein Havers-Gefäß. 10,16 Über Volkmann-Kanäle 

stehen benachbarte Havers-Gefäße in Kontakt. 17 Um ein Havers´sches 

Kanälchen sind konzentrisch und lammellenartig dünne Knochenplättchen 

angeordnet. 18 Die ortsständigen Osteozyten sind von den Lamellen umgeben. 19 

Sie haben durch weitere Kanäle über Dentriten Kontakt zum Havers-Gefäß und 

werden so versorgt. 20 

Unter der Osteogenese versteht man die Knochenentwicklung. Es wird zwischen 

einer desmalen (direkte) und enchondralen (indirekte) Verknöcherung 

unterschieden. 21  Ebenso kann man die Frakturheilung der Osteogenese 

zuordnen. 22 Die desmale Verknöcherung beginnt in einem aus dem Mesoderm 

entstehenden mesenchymalem Zellverband, in dem eine hyaline Grundsubstanz, 

durch Einlagerung von Kollagen, gebildet wird. In dieser bilden sich 

Kristallisationskeime, die zur Ablagerung von Kalziumsalzen und so zur Bildung 

der Knochensubstanz führen. Die enchondrale Verknöcherung entsteht aus einer 

direkten knorpeligen Anlage. 23  

Histologisch unterscheiden wir zwei Arten von Knochen: den Geflechtknochen, 

der Grundlage der Knochenentwicklung (Wachstums- oder Heilungsphase) ist 

und einen Lamellenknochen (sekundärer Knochen) der aus Umbauprozessen 

des Geflechtknochens entsteht. 24 

Bei der Bildung, Heilung und bei Umbauprozessen des Knochens sind 

unterschiedliche Zellen beteiligt: Osteoblasten, Osteozyten, Osteoklasten und 
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deren Vorläuferzellen (Osteoprogenitorzellen). 25 Der Osteoblast ist die 

knochenbildende Zelle und geht aus der mesenchymalen Stammzellen (MSC) 

hervor. 14  

 

1.2 Die Zellen des Knochens und deren Funktion in 

der Osteogenese   

Bei der Heilung von Geweben spielen Stammzellen (SZ) eine wichtige Rolle. SZ 

sind undifferenzierte und unbegrenzt teilungsfähige Zellen, die sich wie folgend 

weiter einteilen lassen: bei totipotenten/omnipotenten SZ entstehen aus einer 

symmetrischen Teilung zwei neue SZ, deren Differenzierung weiter unbegrenzt 

ist. Bei pluripotenten SZ entstehen durch Teilung jeweils eine SZ und eine zur 

Differenzierung bestimmte Zelle (asymmetrische Teilung). 26,27 Aus den 

pluripotenten SZ gehen i.d.R. multipotente SZ hervor, die wiederum in Langzeit- 

und Kurzzeit-SZ eingeteilt werden können und selbst Progenitorzellen 

(determinierte SZ) hervorbringen. 28 Diese besitzen nur noch beschränkte 

Selbstreproduktionsfähigkeit. Der Bestand ist von der Nachschaffung der 

Vorgängerzellen abhängig. 29 

Bereits 1817 wurde beschrieben, dass die embryonale Entwicklung sich auf drei 

Keimblätter zurückführen lässt. In der dritten Woche nach Befruchtung der Eizelle 

entstehen insgesamt drei Keimblätter, aus denen unterschiedliche Gewebe und 

Organe entstehen. 30 Als primäre Keimblätter werden das Ektoderm und 

Entoderm, als sekundäres Keimblatt das Mesoderm beschrieben. 31 Aus dem 

Ektoderm gehen zum Beispiel das Nervensystem und die Sinnesorgane hervor, 

aus dem Entoderm entwickeln sich Organeinheiten für den Stoffwechsel, und das 

Mesoderm bildet die Grundlage für sämtliche Bewegungsprozesse (Zirkulation, 

Muskulatur, Knochen, Sehnen). 32 

Neben dem Differenzierungspotential können SZ auch nach ihrer Herkunft 

kategorisiert werden. Embryonale SZ werden direkt aus in vitro erzeugten 

Embryonen gewonnen. Dies ist ethisch eine Herausforderung und in der 

Bundesrepublik Deutschland durch das Embryonenschutzgesetz (EschG) 

verboten. 33,34 Im heranwachsenden und erwachsenen Organismus befinden
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sich in mehreren Gewebetypen adulte SZ. Typische Ursprungsgewebe sind das 

KM, lymphatische Organe, das Fettgewebe, das Pankreas und das Epithel des 

Verdauungstraktes. 35   

Für die vorliegende Arbeit sind die SZ des mesodermalen Ursprungs von 

Bedeutung. Es handelt sich dabei um ein Zellgemisch mit pluri- 36 und 

multipotenten SZ. Diese können in hämatopoetische (HSC), endotheliale (ESC) 

und mesenchymale SZ (MSC) unterschieden werden. 33 Mesenchymale SZ sind 

das erste Mal 1968 nachgewiesen worden. 37 Sie kommen hauptsächlich im KM, 

aber auch in geringen Mengen im Blut und Fettgewebe, sowie pränatal im 

Fruchtwasser, der Plazenta und in der Nabelschnur vor. 36,38 Meist sind es 

inaktive ruhende Zellen, die bei Bedarf (z.B. Frakturen) mobilisiert werden. 38 

Im KM machen MSC ca. 0,01% der dortigen Zellen aus. 20 Die Theorie, dass sich 

MSC ausschließlich in ausgereifte Zellen des mesodermalen Keimblattes 

differenzieren, ist wissenschaftlich nicht in Gänze geklärt. 36 Es wird beschrieben, 

dass MSC auch aus dem neuralen Ektoderm entstehen. 39  Ebenfalls ist strittig, 

welche Zellarten zu den MSC und deren Progenitorzellen zählen.  Beispielsweise 

sind hier Perizyten zu erwähnen. Je nach Literatur sind diese den MSC direkt 

zuzuordnen 40 oder  werden als separate Zellen mit ähnlichen Eigenschaften 

beschrieben. 36 Übersichtshalber wird in dieser Arbeit ausschließlich auf die 

Zellen der osteogenen Differenzierung eingegangen.  

Die aus den MSC entstehenden Osteoprogenitorzellen oder auch 

Pre/Präosteoblasten spielen eine wesentliche Rolle in der Frakturheilung und im 

Wachstum 41 und sind Vorläuferzellen der Osteoblasten. 42 Im reifen Knochen 

liegen diese Zellen in Spindelform vor und können rasch rekrutiert werden. 43,44  

Zellen der Osteoblasten haben unterschiedliche Reifestadien (immature/mature 

Osteoblasten). 25 Osteoblasten machen 4-6% der Zellen des Knochens aus. 45 

Osteoblasten haben eine sezernierende Funktion und bauen so den Knochen 

hauptsächlich auf. Sie haben direkten Einfluss auf die Osteoklasten, 39,46 nicht 

nur über die Sezernierung von Signalmolekülen, sondern auch über Zell-

Zellkontakte. 47,48 Sie nehmen dadurch ebenfalls Einfluss auf den 

Knochenabbau.
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Franz E. Weber und Bern Lethaus führen in einer Übersichtsarbeit auf, dass es 

unterschiedliche Formen reifer Osteoblasten gibt. Ist die Knochenbildung 

beendet, ruhen die Zellen als Belegzellen auf der Knochenoberfläche oder gehen 

in Apoptose. Die ruhende Form kann bei Bedarf erneut die Funktion von 

sekretorischen Osteoblasten übernehmen und in Kontakt mit Osteozyten stehen. 

Werden Osteoblasten von Knochensubstanz umgeben, differenzieren sie zu 

Osteozyten. 20,49 Die Zellen sind zur Migration befähigt und können so aktiv ihr 

Zielgebiet erreichen. 50,51 Aktive Osteoblasten sind 20-30µm groß, haben einen 

runden Zellkern und zahlreiche sekretionsaktive Organellen. Inaktive 

Osteoblasten sind dagegen spindelartig abgeflacht. Die der Knochenoberfläche 

zugewandte Seite besteht aus vielen Fortsätzen. 16 Sie liegen immer den freien 

Oberflächen an. 10 90-95% der Osteoblasten sind im adulten Organismus inaktiv. 

52 

Osteozyten können als langlebige ehemalige Osteoblasten angesehen werden. 

20  Innerhalb weniger Tage können Osteoblasten zu Osteozyten differenzieren. 

16 Sie spielen eine wesentliche Rolle bei der Knochenerneuerung. 53 So steuern 

sie  die   Knochenhomöostase   durch   Aktivierung   von   Osteoblasten   und    -

klasten. 54 Sie sind der Zelltyp, der am häufigsten im Knochen vorkommt, 55 wobei 

ca. 40% in aktiver und ca. 55% in inaktiver Form vorliegen. 56 

An dieser Stelle sind ebenfalls die für den Knochenstoffewechsel wichtigen 

Gegenspieler der Osteoblasten aufzuführen. 57 Diese entstehen allerdings aus 

der Monozyten/Makrophagen-Linie. 58 Vorstufen der Osteoklasten können 

miteinander verschmelzen, so dass es sich um mehrkernige große Zellen mit bis 

zu 60-100 Kernen handelt. 16,59 Die Zellen sind sehr aktiv. In gleicher Zeit baut 

eine Zelle sie so viel Knochen ab, wie durch bis zu 150 Osteoblasten neu 

geschaffen werden kann. 60 Es wird zwischen ruhenden und aktiven Zellen 

unterschieden. 16 Diese sind epithelähnliche Zellen mit lokal unterschiedlichen 

Zellmembranen, einer dem Knochen (apikale) und einer dem Gefäßstrom 

(basolaterale) zugewandte Membran, deren Beschaffenheit wichtig für eine 

ortsständige Knochenresorption ist. 61  

 

Die oben genannten Zellen haben wichtige lokale und generalisierte Funktionen 

im Organismus. Eine Kommunikation unter den Zellen ist dabei elementar. Dabei 

wird zwischen der endokrinen (Botenstoffe, die über das Blut 
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transportiert), parakrinen (Botenstoffe, die über Diffusion im Interzellularraum an 

die benachbarten Zellen übertragen werden), autokrinen (Botenstoffe, die zu 

einer Selbstbeeinflussung führen), synaptischen (elektrochemische 

Übertragung) und kontaktabhängigen (direkter Zell-Zell-Kontakt) Signalleitung 

unterschieden. 62,63 Die Zellkommunikation steuert die Aktivität der Zelle, aber 

auch das Bestreben zur Proliferation, Differenzierung und Apoptose. 64 

Signalmoleküle können entweder frei durch die Zellmembran diffundieren (kleine 

hydrophobe Moleküle) oder nach dem Schlüssel-Schloss Prinzip an Rezeptoren 

binden (große hydrophile Moleküle) und so intrazellulär definierte Zellprogramme 

beeinflussen. 63  

Je nach Zellart und deren Aktivität werden unterschiedliche Signalmoleküle auch 

in Abhängigkeit der Umgebungseinflüsse transkripiert und sezerniert. 65 

Differenzierungsstufen sind durch das Vorhandensein bestimmter Marker 

beschrieben. 66  

 

Die qRT-PCR ist eine gängige Methode der Genexpressionsanalyse, um eine 

Ziel-DNA quantifizieren oder Boten-RNA (mRNA) und deren relative 

Konzentrationen (RU) zu bestimmen. 67–70 Signalmoleküle, die eine wichtige 

Rolle in der Proliferation und der Differenzierung von MSC, sowie deren 

nachfolgenden Zelltypen spielen 71 und in dieser Arbeit von Bedeutung sind:  

 

RUNX2 ist für die Osteoblastendifferenzierung unersetzlich 72 und für die 

Vermehrung von Osteoprogenitoren erforderlich. 73 Es ist ein Markerprotein für 

die osteogene Zelllinie und hat Einfluss auf die Proliferation und Differenzierung 

der MSC, Progenitorzellen und die Osteoblasten. 74–77 Während der 

Osteoblastendifferenzierung wird RUNX2 in den freien mesenchymalen Zellen 

nur  gering  gebildet, und in Präosteoblasten wird seine Expression hochreguliert. 

77 

COL1A1 ist ein fibrilläres Kollagen und kommt hauptsächlich in der 

extrazellulären Matrix der Haut, in Sehnen, Faszien, Knochen, Bindegewebe, 

Gefäßen und Dentin vor. 78–80 Es spielt bei der Heilung von Knochen eine 

bedeutende Rolle 81 und wird von frühen Osteoprogenitorzellen sezerniert. 74 In 

der Phase der Proliferation (durch Prä-Osteoblasten) 49 und bei der Induktion der 

Differenzierung liegt es vermehrt vor. 66 Es zeigt sich, dass COL1A1 die 
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Zellproliferation hemmt und die Differenzierung fördern kann. Es ist ein Marker 

für reife Osteoblasten. 49. COL1A1 beeinflusst die Expression von AP und ON. 82 

AP kommt hauptsächlich in der Leber und im Knochen vor, 83 wird bei 

osteoblastischer Aktivität vermehrt produziert und ist somit Marker für die 

Zelldifferenzierung. 74  

ON ist ein Glykoprotein, das zu den nicht-kollagenen Matrixproteinen gehört. 84 

Durch Bindung von Kalziumionen, HA und Kollagen ist es an der Entwicklung von 

Bindegewebe beteiligt und fördert die Differenzierung von Osteoblasten. 85,86 Es 

verbindet die Phase, in der Kollagene gebildet werden mit der Phase der 

Mineralisierung.87  

IGF1 gehört zu den Wachstumsfaktoren und fördert das Knochenwachstum. 88–

90 IGF1 leitet die Differenzierung von Zellen ein und kann daher als ein früher 

Differenzierungsmarker interpretiert werden. Die Anzahl der IGF1-Rezeptoren 

nimmt während der Osteoblastendifferenzierung ab. 91  

BMP2 gehört zu der Familie der TGF-β-Proteine und ist ein wichtiges Zytokin, 

nicht nur bei der Knochenentwicklung. 92,93 1965 wurde es erstmals in 

Zusammenhang mit der Knochenentwicklung beschrieben, 94,95 aber auch bei der 

Heilung ist es ein wichtiges Signalmolekül. 96,97 Es wird vermehrt bei der 

Osteoblastendifferenzierung nachgewiesen 98–101 und es fördert die Bildung von 

RUNX2. 102 

OPN ist ein nicht-kollagenes Protein der extrazellulären Matrix 103,104 und wird 

hauptsächlich von differenzierten Osteoblasten und Osteozyten gebildet. 49,74,105 

OPN kann HA binden und gilt als Promotor der Mineralisierung. 106,107 

OC ist ein Peptidhormon und wird spezifisch von Osteoblasten oder 

Odontoblasten produziert. 49,74,108 Seine Expression wird mit der Knochenbildung 

in Verbindung gebracht. 66 OC ist das zweithäufigste Protein der extrazellulären 

nicht-kollagenen Knochenmatrix. 109 Seine Messung erfolgt als Anhalt für den 

Knochenumsatz. 110 OC hat eine hohe Bindungskapazität für HA und Kalzium 

und reguliert deren Kristallisation 111,112. Es hat hemmende Eigenschaften auf die 

Mineralisierung und schützt vor übermäßigem Knochenwachstum. 113,114 Unter 

der Beteiligung von COL1A1 und OPN wird der Knochen stabiler ausgebildet. 

115,116 
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RANKL ist ein Protein, das zur Familie der Tumornekrosefaktoren (TNF) gehört. 

117 Es wird vor allem von Osteoblasten und von Osteozyten sezerniert. 54,118 

RANK (Rezeptor für RANKL) befindet sich auf der Oberfläche von 

Osteoklastenvorläuferzellen und reifen Osteoklasten. 119,120 Die Bindung von 

RANKL ist wesentlich für die Differenzierung von Osteoklasten verantwortlich. 

120,121 RANKL kann durch eine lösliche Form von OPG gehemmt werden. 122 

OPG ist ein Zytokinrezeptor und gehört zur Familie der Tumornekrosefaktor 

(TNF)-Rezeptoren. 123,124 OPG wird von Osteoblasten gebildet. 125 Es ist ein 

lösliches Glykoprotein, kommt ebenfalls auf der Oberfläche von Osteoklasten vor 

und es bindet RANKL. 126,127 Die Differenzierung und das Überleben von 

Osteoklasten werden durch OPG gehemmt und die Knochenresorption 

gemindert. 128 

 

Knöcherne Verletzungen können beim erwachsenen Menschen organotypisch 

regenerieren. Die Frakturheilung ist dabei ähnlich der Osteogenese. 129 Die für 

diese Knochenbildung erforderlichen Osteoblasten stammen in erster Linie aus 

periostalen Osteoprogenitorzellen, können aber auch aus dem KM oder dem 

perivaskulärem Raum stammen. 50 Bei Kontakt mit einem bioniertem Material 

kann es zu einer Kontaktosteogenese kommen. Die lokalen und zellulären 

Vorgänge sind die gleichen wie bei der Frakturheilung. 130 Viele, u.a. auch die 

oben genannten Zellen sind an der Heilung beteiligt. 131  Nach  Nefussi  besteht  

der  Knochenauf- und  -umbau aus drei aufeinanderfolgenden Hauptprozessen. 

132–137 Der erste Prozess wird als zelluläre Kondensation beschrieben. Es kommt 

dabei zu einer Ansammlung und Reifung der zellulären Masse, aus der dann der 

Knochen gebildet und regeneriert wird. Bei der Fraktur kommt es zunächst zur 

Bildung eines Hämatoms mit zellulärer Infiltration. Das Einsprießen von 

Kapillaren ist wichtiger Bestandteil der Heilungsphase. 138 Bei Implantaten sorgen 

poröse Beschichtungen für eine bessere Bindung von Wachstumsfaktoren und 

Proteinen, die im Blut vorhanden sind. An diesen können auch Zellen anhaften. 

130 Im zweiten Prozess werden Signalmoleküle aktiviert, und es findet eine u.a. 

zellgesteuerte Regulation von Genen statt, die die Differenzierung der Zellen 

fördert. Zuletzt folgt die Aktivierung der Gene für die Matrixbildung und deren 

Mineralisation. Beschichtungen von Implantaten 
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orientieren sich an der biogenen Mineralisation und bilden so gute 

Anhaftspunkte. 130 

 

1.3 Implantate 

Seitdem der Berliner Chirurg Themistocles Gluck 1890 ein künstliches 

Kniegelenk aus Elfenbein und Nickelstahl implantierte, entwickelte sich die 

Endoprothetik, ein wichtiger Bestandteil der heutigen Medizin. 139 Systematische 

Erfolge sind ab den 60er Jahren des 20. Jahrhunderts zu verzeichnen. 140 

Zunehmend wurden zunächst Materialien mit ausreichend langlebiger Stabilität 

entwickelt. Ausgehend von einem korrisionsbeständigem und eisenfreiem U-

Boot-Stahl (1938) wurden diverse Legierungen, u.a. eine Kobalt-Chrom-

Molybdän Legierung (1948) entwickelt. Eine form- und bruchstabile Legierung ist 

die Titanschmiedelegierung. 140 Das Material der Implantate muss bruchfest und 

über einen langen Zeitraum biokompatibel sein. 141 Heutzutage müssen alle 

gängigen Implantatsysteme aus biokompatiblem Material gefertigt sein. 142 

Der chirurgische Erfolg wird vor allem bei einer stetig steigenden Fallzahl an 

degenerativen Erkrankungen des muskuloskelettalem Systems immer wichtiger. 

143,144.  

Hauptursache für eine Revision eines Implantates ist bei ca. 75% die aseptische 

Lockerung. Weitere Ursachen liegen in Wundinfektionen, Dislokationen, 

Frakturen und technischem Versagen. Ermüdungsbrüche sind seit den 1960er 

Jahren Dank stabiler Materialien in diesem Vergleich die seltenste Komplikation. 

140,145 Daher liegt ein Schwerpunkt bei der Verbesserung der Versorgung in der 

Stabilisierung des Implantates. Die Implantationstechnik ist Grundlage für eine 

gute Einheilung des Implantats im Knochen. 146 Die optimale Fixation von 

Implantaten (Kleben, Pressen, Schrauben) wird als eine der Voraussetzungen 

für eine dauerhaft Stabilität von Implantaten angesehen. 147 

1953 wurde erstmalig durch Haboush ein bioaktiver Kunststoff 

(Polymethylmethacrylat (PMMA)) zur Fixierung eines Implantates eingesetzt. 145 

PMMA wird auch als Knochenzement bezeichnet. Der periimplantären Spalt 
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kann so überbrückt werden, und es kommt so zu einer stabilen mechanischen 

Fixierung. 148,149 

Eine durchgehende Verbindung zwischen Implantat und Knochen führt zu einer 

Kraftverteilung über die gesamte Prothese. Die Stabilität wird hier durch 

Mikroverzahnungen erreicht. 150 Eine zementierte Fixierung wird eher bei älteren 

Patienten (>60 Jahre), eine zementfreie Fixierung bei jüngeren Patienten 

bevorzugt. 151 Generell werden die zwei Varianten kontrovers diskutiert. Der 

Zement sorgt zwar für eine höhere Primärstabilität, eine bessere 

Osseointegration findet aber bei zementfreier Technik statt. 152 Die 

Langzeitstabilität ist bei zementierten Implantaten geringer. 153 Außerhalb der 

Coronapandemie steigt die durchschnittliche Lebenserwartung stetig an. 154 

Daher ist das Verfahren zur Einbringung von Implantaten auch eine individuelle 

Abwägung, die abhängig von der Langzeitstabilität mit dem Patienten zusammen 

getroffen werden sollte.  

Zementfreie Techniken setzen voraus, dass eine primäre stabile Situation 

geschaffen werden kann. Ohne eine mechanisch stabile Situation wird ein 

Implantat nicht einwachsen (Sekundärstabilität) können. 155,156  

Neben der chirurgischen Verankerung und dem Implantatmaterial, ist deren 

Oberflächenbeschaffenheit für ein gutes Einwachsverhalten des Knochens 

mitverantwortlich. 157,158 Bionierte Metalle wie z.B. Titan werden nicht als 

körperfremd angesehen, und es entsteht eine Verbindung zwischen Metall und 

Knochen (Kontaktosteogenese). 142 

Um den Verbund zwischen Knochen und Implantat zu verbessern, wurden 

bioaktive Beschichtungen entwickelt. Diese sind Bindeglied zwischen 

Grundmaterial und Knochengewebe. 155 Eine Beschichtung, die seit 1970 

verwendet wird und die wissenschaftlich gut untersucht wurde, ist Hydroxylapatit, 

eine CaP-Keramik. 141,159  

Aufgrund der Bestandteile und Zusammensetzung der Kalziumphosphate, die im 

Knochen selbst vorkommen, zeigen diese Beschichtungen eine ideale 

Biokompatibilität.160 Darüber hinaus werden u.a. auch andere CaP-Keramiken, 

Oxidkeramiken und Glaskeramiken für die Oberflächenveredelung von 

Werkstoffen auf Titan- oder Edelstahlbasis verwendet. 141,161,162 Generell werden 

Keramiken, die als Ersatz oder zur Unterstützung des Gewebewiederaufbaus 

verwendet werden, als Biokeramik bezeichnet. Diese 
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können nach Hench mit unterschiedlichen Eigenschaften versehen sein und 

lassen sich einteilen in bioinert (Aluminiumoxid, Zirkoniumdioxid), resorbierbar 

(Tricalciumphosphat), bioaktiv (Hydroxylapatit, bioaktive Gläser und 

Glaskeramik) oder porös (mit Hydroxylapatit beschichtete Metalle, 

Aluminiumoxid). 163 CaP-Beschichtungen können in unterschiedlicher Weise auf 

Implantate aufgebracht werden. Gängige Verfahren sind Plasmaspritz- und -

sprühverfahren, elektrophoretische Abscheideverfahren, Sol-Gel-

Abscheideverfahren, Laserabscheidungen, Abscheiden durch Zerstäuben 

(Sputtern) und elektrochemische Verfahren. 164 Durch die unterschiedlichen 

Verfahren entstehen auch diverse Oberflächenstrukturen. Es ist bekannt, dass 

Strukturen im Mikro-, Nano- und Subnanomaßstab einen starken Einfluss auf die 

im Knochen anhaftenden Zellen haben, insbesondere in der Frühphase. 165 

 

Jüngere Behandlungsansätze aus dem Bereich des Tissue engineerings u.a. 

auch für degenerative Erkrankungen befassen sich mit dem Ansatz, SZ auf 

Trägermaterialien zu züchten. In den letzten 35 Jahren wurden jährlich neue 

Erfolge erzielt. 166,167 SZ werden bereits klinisch zur stammzellbasierten 

Knochenregeneration erfolgreich eingesetzt.168 Die Entwicklung von komplexen 

Knochenstrukturen ist durch die Kombination aus biomimetischen CaP-

Gerüsten, MSC und Wachstumsfaktoren (z.B. BMP2) vielversprechend. 169 170 

3D-Druckverfahren ermöglichen bereits komplexere Gerüststrukturen. 171 Trotz 

der Erfolge ist die Endoprothetik weiter ein wichtiger Behandlungsschwerpunkt. 

Es ist davon auszugehen, dass Forschungsergebnisse in beiden Bereichen sich 

positiv aufeinander auswirken können.  

 

Die hier untersuchte CaP-Beschichtung (BONIT® (B)) ist ein Medizinprodukt und 

wird seit 1995 zur Oberflächenveredelung von diversen Implantaten durch die 

DOT GmbH hergestellt. 172 Eine dünne CaP-Schicht (Schichtdicke 20 ± 10 µm) 

wird hierbei durch ein elektrochemisches Abscheidungsverfahren aufgebracht.173 

Sie ist ein Komposit aus Bruschit und HA mit einem  Calcium zu Phosphat 

Verhältnis von 1,1 ± 0,1. 174,175 Bruschit wird schnell resorbiert, HA  langsam über 

einen Zeitraum von 6 Wochen. 173 Hentschel weist in seiner Arbeit eine 

Oberflächenrauhigkeit (Ra) für B von 1,23 µm nach. 176 Zahlreiche Testungen 

(Physikalische Versuche und im Tiermodell) zeigen Vorteile 
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gegenüber einer HA-Beschichtung, ebenfalls hat sich die Beschichtung klinisch 

bei mehr als 4,7 Millionen Implantaten bewährt. 71 Es gibt allerdings keine 

Studien, die den Einfluss dieser elektrochemischen Abscheidung auf das 

zelluläre Verhalten auf molekularer Ebene untersuchten. 

 

1.4 Ethikvotum 

Die Studie wurde in Übereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki 

durchgeführt und von der institutionellen Ethikkommission der Medizinischen 

Fakultät der Heinrich-Heine-Universität Düsseldorf genehmigt (Protokollcode 

5401, Datum der Genehmigung 04.03.2016). 

 

1.5 Ziele der Arbeit   

Das muskuloskelettale System übernimmt bei Säugetieren und dem Menschen 

unterschiedliche wichtige Funktionen. Unter anderem schützt es durch seine 

Stabilität lebenswichtige Organe und ermöglicht über Gelenke und 

gelenkähnliche Verbindungen ein hohes Ausmaß an Bewegung, sowie das 

Tragen von Lasten. Akute und chronische Erkrankungen, der bei Bewegung 

beteiligten Strukturen führen häufig zu Schmerzen, Funktionseinschränkungen 

und verhindern dadurch die Teilhabe am sozialen Leben. Vor allem degenerative 

Veränderungen der Knorpel- und Knochensubstanz haben bei einer immer älter 

werdenden Gesellschaft größte Bedeutung. Die Anzahl der Patienten hat sich in 

den letzten zwei Jahrzehnten verdoppelt und deren operative Versorgung mittels 

künstlichem Gelenkersatz ist weltweit führend und dadurch eine finanzielle 

Belastung für die Gesundheitssysteme. Um den operativen Erfolg zu verbessern 

und die Revisionshäufigkeit zu reduzieren, sind nicht nur die Form, sondern auch 

die Oberflächenbeschaffenheit der verwendeten Implantate, sowie das operative 

Vorgehen stetig weiterentwickelt worden. Bioaktive Oberflächenveredelungen 

sollen direkten Einfluss auf die Knochensubstanz und deren Zellen nehmen und 

den Implantationserfolg durch eine bessere Osseointegration fördern. Bei der 

Einheilung von Implantaten spielen diverse Zellen eine wichtige Rolle. SZ sind 

eine wichtige Ressource für den Organismus, um Gewebeschäden heilen zu 

können.
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Das Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss einer CaP-Beschichtung (BONIT®) 

auf die molekularen und zellulären Effekte von hMSCs zu analysieren. Dafür 

wurden hMSCs von insgesamt zehn unterschiedliche Zellspendern in vitro 

gezüchtet und mittels qRT-PCR auf insgesamt zehn wichtige Proliferations- und 

Differenzierungsmarker zu drei unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht.  
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3. Diskussion 

Im wässrigen Medium schnell lösliche Oberflächenbeschichtungen sind eine 

große Herausforderung in der wissenschaftlichen Untersuchung. Viele etablierte 

Verfahren wie z.B. die in vitro-Kultivierung von Zellen oder das Färbeverfahren 

für eine Immunfluoreszenzmikroskopie (z.B. DAPI-, BrdU-, Alizerin-, Phalloidin-

Färbungen) werden durch die Produkteigenschaften des zu untersuchenden 

Materials limitiert und sind, wenn überhaupt, nur sehr schwierig durchzuführen.  

Das primäre Studiendesign, das dieser Arbeit zugrunde lag, wurde aufgrund 

fortlaufender Erkenntnisse notwendigerweise angepasst.  

 

 

Abb. 1: Lichtmikroskopische Aufnahme eines Well-Kammerbodens mit einem BONIT® 
beschichteten Probekörper an Tag 3 der Inkubation. Der oben rechts im Bild entstandene 
Schatten ist bedingt durch den intransparenten Probekörper aus Titan. Die feinkörnige Struktur 
(a.e. ein Präzipitat) im linken Bildabschnitt bedeckt den Boden der Wellkammer. Zwischen 
Präzipitat und Probekörper besteht, bedingt durch die Bewegung des Probekörpers, eine freie 
nichtbedeckte Fläche.  

 

Während der Kultivierung der MSC zeigte sich bei den Probekörpern, die 

zusätzlich mit B beschichtet waren, eine nach wenigen Tagen bereits großflächig 

vorhandene Präzipitatschicht auf dem Boden der Well-Kammern. 
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(siehe Abb.1) B weist bereits in der Lösungsphase eine hohe Konzentration an 

Calcium- und Phosphationen auf, 177 die eine Präzipitation begünstigen können.   

Wir gehen davon aus, dass diese Schicht ebenfalls auf den Probekörpern 

vorhanden ist und die darauffolgenden Versuche limitiert hat. Eine durch die DOT 

GmbH veröffentlichte in vitro-Studie befasste sich mit dem Ausfällungsverhalten 

von B. Die Osteoblasten-Zelllinie MG-63 wurde für 48 h auf einer B-Probe 

kultiviert. Es zeigte sich, dass die Zellen bereits nach 48 h fast vollständig mit 

einem feinkristallinen CaP-Präzipitat bedeckt waren. 172  Dies unterstützt unsere 

Theorie, dass das Präzipitat in der gesamten Wellkammer und auf dem 

Probekörper vorzufinden ist.  

  

  

Abb. 2: Alizarin-Immunfluoreszenzmikroskopie der Probeplättchen zum Tag 14. Oben links 
CT, oben rechts CT+B, unten links DT, unten rechts DT+B. Die Probekörper mit B imponieren im 
direkten Vergleich mit deren Kontrollkörper deutlich kräftiger in der Färbung. Wir beobachteten, 
dass die B-Beschichtung auch ohne vorherige in vitro-Kultivierung ein ähnliches Bild in der 
Immunfluoreszenzmikroskopie hat. 

 

Die Untersuchung der Probekörper mittels Immunfluoreszenzmikroskopie zeigte 

zunächst vielversprechende Ergebnisse. Bspw. zeigt Abb. 2 Aufnahmen aller 
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vier Probekörper zum Kinetikzeitpunkt Tag 14 nach Alizarin-Färbung. Die B- 

Probekörper sind deutlich kräftiger und in ihrer Fläche nahezu vollständig 

eingefärbt. Das Erscheinungsbild wäre mit unseren PCR-Ergebnissen gut zu 

interpretieren, allerdings zeigt sich, dass die B-Beschichtung aufgrund ihrer 

Calciumphosphate auch ohne eine Kultivierung mit MSC eine stark ausgeprägte 

Fluoreszenz besitzt und sich so nicht vergleichend auswerten lässt. Eine 

Einfärbung mit Phalloidin, um die Aktinstruktur der Zellen darzustellen, zeigte 

ähneliches Färbeverhalten. Um proliferative Zellen darzustellen, versuchten wir 

eine BrdU-Färbung zu etablieren. 178 Im Rahmen der Anfärbung wurden pH-

saure Lösungen verwendet, die bereits beim Färbeprozess makroskopisch 

sichtbare Veränderungen auslösten. Grundsätzlich sind CaP-Beschichtungen 

säurelöslich. 179 Um Zellkerne darzustellen, wurde zeitgleich eine DAPI-Färbung 

vorgenommen. 180  

Abb. 3: DAPI-Immunfluoreszenzmikroskopie eines B-Probeplättchen zum Kinetikpunkt 
Tag 14 nach zeitgleicher BrdU-Einfärbung. Zu sehen sind die blau fluoreszierenden Zellkerne 
und scharf abgrenzbare zellfreie Bereiche. 

 

Auf den B-beschichteten Probekörpern konnte kein einheitliches Bild über 

mehrere Versuchsreihen erzielt werden. Der größte Anteil der Probekörper zeigte 

keine Zellen, in wenigen Abschnitten sahen wir Phänomene, wie sie in Abb. 3. 

zu sehen sind. Einerseits wäre dies durch eine Ablösung der Zellen oder der 

löslichen CaP-Beschichtung, andererseits aber auch durch eine 

Präzipitationsschicht zu erklären, unter der eine Anfärbung nicht erfolgen kann. 

Toxische Eigenschaften der B Beschichtung konnten durch die Bioservice 

Scientific Laboratories GmbH, ausgeschlossen werden (Studien-Nr. 

101981.2010). Daher schließen wir ein Zellsterben für die Ursache aus. Eine 
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weitere Anfärbung erfolgte, bedingt durch einen Mangel an Probeplättchen und 

Spenderzellen, nicht. Es wäre aber durchaus interessant gewesen, um o.g. 

Phänomene besser zu verstehen. Andere Arbeiten zeigen, dass eine Anzucht 

und Färbungen auf CaP-Beschichtungen grundsätzlich möglich sind.181 182 183  Zu 

beachten ist aber, dass unterschiedliche Zusammensetzungen (CaP-Verhältnis) 

und das Beschichtungsverfahren und das Trägermaterial zu unterschiedlichen 

Löslichkeiten der Beschichtung führten.  

CaP kann die Osteointegration mit natürlichem Knochen durch die Bildung einer 

Apatitschicht erleichtern.184 Es bleibt zu klären, ob die Präzipitatschicht aus CaP 

ebenfalls eine induktive Wirkung hat. Allein unsere Beobachtung klärt nicht, wie 

sich die Präzipitatschicht auf die durchgeführten Versuche ausgewirkt hat. 

Schließlich etablierten wir aufgrund dieser Ergebnisse allerdings eine neue Form 

in der in vitro-Kultivierung, indem wir auf die Probekörper zunächst Zellen 

aufbrachten, diese dann „auf dem Kopf“ (upside-down) kultivierten und die 

Kinetikpunkte auf max. 48 Stunden festlegten. Somit konnte sich keine 

Präzipitatschicht auf den Zellen niederlegen. Wir konnten die Zellen für die 

Genexpressionsanalyse zugänglich machen. Die Zugänglichkeit war bisher 

erschwert, die Problemlösung war ein wichtiger Schwerpunkt dieser Arbeit.  MSZ 

verhalten sich je nach Einsatz und Behandlung unterschiedlich. 185 Ob die 

Upside-down Methode zusätzlich einen signifikanten Unterschied im 

Zellverhalten ausmacht, bleibt ebenfalls unklar. 

 

Die erhobenen Daten in dieser Arbeit beziehen sich auf MSC, die nicht auf eine 

definierte Zelllinie zurückzuführen sind. Es handelt sich um eine heterogene 

Population von Zellen, die ursprünglich aus einer Mischung aus Spongiosa und 

dem KM stammen. Es können darin MSC und Osteoprogenitorzellen enthalten 

sein, die standardisiert in unserem Forschungslabor aufgearbeitet wurden. 

Primär erfüllen wir die erste Eigenschaft der Minimalkriterien zur Definition von 

hMSCs nach Dominici et al., indem nur plastikadhärente Zellen verwendet 

wurden. 186 Die Technik ist erprobt und wurde bereits erfolgreich durch die 

Mitarbeiter der Forschungslabors umgesetzt. 187 Aufgrund der oben genannten 

Präzipitatschicht waren die Zellen zunächst keiner weiteren Bestimmung der 

Oberflächenproteine mittels Durchflusszytometrie zugänglich. Limitiert durch die 

Spenderzellen und Probekörper musste auf eine weitere 
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Klassifikation verzichtet werden. Das sollte ein Leser dieser Dissertation wissen. 

Unsere Genexpressionsanalyse weist auf eine osteogene Differenzierung hin. 

Die Suche nach der idealen zeitlichen Expression von Proteinen für eine perfekte, 

langfristig stabile Osseointegration von Implantaten bleibt herausfordernd. In der 

Literatur gibt es kontroverse Aussagen zum Einfluss der CaP-Beschichtungen. 

Einerseits wird geäußert, dass CaP selbst die Proliferation und osteogene 

Differenzierung beeinflusst, 188 andererseits wird der osteoinduktive Effekt 

ausschließlich auf die Oberflächenbeschaffenheit des CaP zurückgeführt. 189 Es 

ist bekannt, dass nicht nur das Implantatmaterial selbst, sondern auch die 

Oberflächenstrukturen im Mikro-, Nano- und Subnanomaßstab einen starken 

Einfluss auf die im Knochen anhaftenden Zellen haben, insbesondere in der 

Frühphase der Osteogenese.165 Hentschel zeigte, dass auf der sehr rauen 

Oberfläche von B deutlich weniger Zellen (USSCs) vorhanden waren als auf den 

glatteren Vergleichsflächen. Die Zellzahl stieg jedoch mit abnehmender Rauheit 

an. 176  

Unsere Ergebnisse der Genexpressionsanalyse können die Theorie, dass primär 

auch in diesem Fall eine Differenzierung zu Gunsten einer Zellproliferation 

stattgefunden hat, indizieren.  

 

Ohne auf die einzelnen Gene einzugehen, zeigt sich in der Übersicht, dass die 

Probekörper CT und DT nahezu gleiche Expressionsmuster aufweisen. Auch die 

Proben CT+B und DT+B zeigen sich in allen Expressionen sehr ähnlich. Im 

Vergleich von CT und DT mit CT+B und DT+B gibt es diverse signifikante 

Unterschiede, auf die im Folgenden eingegangen wird.  

 

Dass RUNX2 eine entscheidende und wesentliche Schlüsselrolle in der 

Differenzierung von Osteoblasten spielt, wurde mehrfach nachgewiesen.  190,191 

RUNX2 spielt auch eine Rolle in der Steigerung der Proliferation von MSC. 77 Ich 

konnte zeigen, dass die Expression von RUNX2 durch Zellen auf CT und DT an 

den frühen kinetischen Punkten im Vergleich zu B deutlich erhöht war. Ob 

dadurch eher die Proliferation oder die Differenzierung angeregt wurde, kann ich 

in Gänze nicht beantworten. Unter Kenntnis des Expressionsmusters der 

weiteren Gene würden wir die Konstellation so bewerten, dass auf CT und 
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DT eine Tendenz zur Proliferation und auf B eine Differenzierung eingeleitet 

wurde. RUNX2 wird durch die Zellen der osteogenen Differenzierung gebildet. 192  

Es bestimmt vor allem die Differenzierrung von MSC in Präosteoblasten. 

Interessant in diesem Zusammenhang ist, dass auf B ein signifikanter Anstieg 

von RUNX2 und auf CT und DT eine signifikante geminderte Expression 

stattfand. Dieser Unterschied kann unsere Theorie weiter festigen. J. Pratap und 

M. Galindo et al. beschreiben eine ähnliche Beobachtung. Sie wiesen nach, dass 

RUNX2 herunterreguliert wurde, wenn Stammzellen wieder in die 

Zellproliferation eintraten.76 Mit der in der Literatur beschriebenen 

Beobachtungen lässt sich ableiten, dass die Zellen auf den 

Kontrollbeschichtungen zunächst eine Proliferation einleiteten, während die 

Zellen auf B eine Differenzierung einleiteten. Die Adipozyten- und 

Chondrocytendifferenzierung wird durch RUNX unterdrückt, 193 wobei letzteres 

kontrovers gesehen wird. 77 Da in dieser Studie keine Bestimmung der CD-

Oberflächenproteine stattgefunden hat, kann dazu keine Stellung bezogen 

werden. Ferner spielt RUNX2 in der gesamten Knochenbildung eine große Rolle. 

194 Seine Konzentration nimmt von der MSZ zum unreifen Osteoblasten zu, 

danach wieder ab. 77 Da wir nur die ersten 48 Stunden nach dem Ausbringen der 

Zellen untersuchten, eine Zelldifferenzierung hin zum Osteozyten aber deutlich 

länger braucht, wäre eine weitere Untersuchung mit Ausweitung der 

Kinetikpunkte interessant. Die Expression von RUNX2 wird durch BMP2 

induziert. 195  Der zeitliche Verlauf beider Genexpressionen zeigt ein 

gegenläufiges Muster. Dies und auch die Eigenschaft, dass RUNX2 in vitro 

COL1A1 fördert, 77 wird unter den entsprechenden Absätzen zu den einzelnen 

Genen genauer diskutiert.  

 

COL1A1 ist einer der ersten Marker der osteogenen Differenzierung, zeitgleich 

zeigt sich auch eine vermehrte Expression von AP, einige Tage später folgt OC. 

196 Die Beschreibung des zeitlichen Verlaufs der Expression dieser Marker passt 

zu unserer Theorie. Unter CT und DT ist der Anstieg von COL1A1 über die Zeit 

zwar signifikant, eine signifikant höhere Expression von OC ist aber unter B 

gegeben. Der Unterschied zu den Kontrollen war bei COL1A1 nicht signifikant. 

Der Unterschied bei OC hingegen zeigte einen höchst signifikanten Unterschied. 

Auf die Expression von OC folgt die Mineralisierungsphase. 196 Es 



Diskussion 21 
 

ist davon auszugehen, dass eine Mineralisierung unter B früher eintritt.  Dieser 

Effekt könnte eine direkte Kontaktosteogenese verbessern, wenn es zu einer 

früheren Mineralisierung der Matrix kommt. Dazu wären weitere Untersuchungen 

notwendig. Eine frühere Mineralisierung verhindert zwar eine weitere 

Zellmigration, aber es findet eine höhere osteogene Aktivität statt. 197 Bei 

Brenden et al. zeigte sich darunter ebenfalls eine höhere Expression von OC.  

Die extrazelluläre Matrix steuert die Migration, Proliferation und Differenzierung 

von Zellen. Dabei spielt COL1A1 sicher eine wichtige Rolle, ist alleine für sich 

aber nicht ausreichend, um MSC in die osteoblastische Linie zu lenken. 198 Die 

Rolle von Kollagen ist in der Kombination mit HA zukunftsweisend und kann im 

Tissue engineering von großer Bedeutung sein. 199 Ausreichend CaP-Ionen und 

HA finden sich bei B, dies macht die Beschichtung weiter interessant. Diese 

Kombination kann zu dem Effekt einer früheren Mineralisierungsbestrebung und 

so zur früheren Einleitung der Differenzierung von MSC führen. 

Da RUNX2 einen Einfluss auf die Expression von COL1A1 hatte, gehen wir 

davon aus, dass die erhöhte Expression in Stunde 12 einen höheren Einfluss auf 

die Expressionsniveaus von COL1A1 zu den anderen kinetischen Zeitpunkten 

hatte. Der Zeitverlauf der Expression zeigt den Anstieg der Expression in CT und 

DT. Der Anstieg der COL1A1 Expression ist unter CT und DT signifikanter 

ausgeprägt als auf B, bei der nur eine Kontrollgruppe das Signifikanzniveau 

erreichte. Da COL1A1 zunehmend von frühen Osteoprogenitorzellen sezerniert 

wird, 74 gehen wir davon aus, dass sich auf CT und DT mehr Vorläuferzellen 

befinden als auf B.  

Auch wenn der Zeitpunkt und die Zelllinie unterschiedlich waren, ist anzumerken, 

dass die DOT GmbH eine Zelldifferenzierungsstudie veröffentlicht hat, die eine 

erhöhte Kollagensynthese nach 10 Tagen mit einer Osteoblasten-Zelllinie 

(hFOB1.19) zeigte.172 Innerhalb der ersten 48 Stunden zeigte unsere 

Genexpressionsanalyse mit MSC ein gegenteiliges Ergebnis. 

 

Die AP wird in der Literatur als ein wichtiger Marker der osteogenen 

Differenzierung genannt. Sie fördert die Mineralisierung. 200 Unter B wurde im 

Vergleich zu den Kontrollplatten durchgehend und zur 48. Stunde signifikant 
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weniger AP produziert. Es zeigte sich allerdings ein ähnliches zeitliches 

Expressionsmuster wie bei den Kontrollbeschichtungen. Lynch et al. 

beschreiben, wie die Expression und Aktivität von AP durch Kollagen gefördert 

wird.82 Diese Beobachtung ist mit unseren Ergebnissen vereinbar. Sie könnte ein 

Zeichen dafür sein, dass CT und DT eine kollagene Knochenmatrix fördern. 

Diese Ergebnisse könnten durch eine schnellere Differenzierung der Zellen auf 

B erklärt werden. Unter Berücksichtigung anderer Markergene lässt sich die 

Beobachtung durch eine kürzere osteoblastisch-sekretorische Phase auf B 

erklären. Generell ist die AP aber ein Enzym, das zwar während der gesamten 

Heilungsphase nachweisbar ist, aber besonders in der Phase der Mineralisierung 

auftritt (nach 14 Tagen).201 Da wir die ersten 48 Stunden betrachten, kann der 

Zeitpunkt für einen erhöhte AP-Phase zu kurz sein. Wir wiesen aber auch 

vermehrt OPN und OC, zwei Marker einer späten Phase, nach. Daher würde ich 

eine erhöhte AP hier eigentlich auch erwarten.  

 

ON ist ein nicht-kollagenes Matrixprotein und steht in enger Verbindung zu 

Kollagen. 84 Somit ist es ein wichtiger Bestandteil des Bindegewebes. 202 Dass 

deren Expression unter CT und DT erhöht war, kann für die vermehrte Bildung 

einer kollagenen Knochenmatrix sprechen. Zumindest ist das Expressionsmuster 

der Kontrollplättchen ähnlich der COL1A1-Expression, so dass hier ein direkter 

Zusammenhang zu vermuten ist. Eine signifikante Erhöhung unter B zeigte sich 

nach 48 Stunden nicht. Im Vergleich zu den  Kontrollen zeigte sich eine signifikant 

geringere Expression. Bei Abwesenheit von ON wird eine geringere 

Kollagenmatrix aufgebaut, zu viel ON führt zu einer übermäßigen 

Kollagenablagerung. 203 Es ist denkbar, dass eine geringere Expression einen 

positiven Einfluss in der Kontaktosteogenese hat, so dass der originale Knochen 

ohne bindegewebige Strukturen sich direkt mit dem Implantat verbinden kann. 

Weiter gibt es in der Literatur Hinweise, dass bei der in vitro- Kultivierung von 

matrixbildenden Osteoblasten durchgehend konstante mRNA- Konzentrationen 

gemessen wurden. 204 Dies kann bei der Interpretation der Daten aber nicht nur 

für die B-Beschichtung gültig sein und müsste auf alle Probekörper angewendet 

werden. 
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Die Rolle von IGF1 während der frühen Differenzierung wird in der Literatur 

kontrovers diskutiert. Koch et al. postulieren, dass jüngere Erkenntnisse einer 

nicht ausreichenden Messtechnik geschuldet seien. 205 Sie widerlegen die 

Behauptung von Walsh et al., dass IGF1 keinen Einfluss auf die Proliferation und 

Differenzierung von MSC habe. 206 So zeigen sie mittels qRT-PCR, dass IGF1 

die Expression von COL1A1, RUNX2 und AP in MSC hochregulierte und daher 

einen Einfluss auf die frühe osteogene Differenzierung besitzt. 205 

Wir konnten keinen signifikanten Unterschied in der Expression zwischen den 

verschiedenen Beschichtungen feststellen. Der zeitliche Verlauf der Expression 

war bei allen getesteten Beschichtungen gleich. Walsh et al. beobachteten in 

ihrer Studie, dass IGF1 keinen Einfluss auf die Expression von AP hatte. 206 Das 

durch uns per qRT-PCR gemessene Expressionsmuster von IGF1 ist dem der 

AP gleich. Ob nun die AP die IGF1- oder die IGF1 die AP-Expression beeinflusst, 

bleibt hier ungeklärt, scheint aufgrund der Ergebnisse aber auch weniger relevant 

zu sein. Es gibt zudem ausreichend Studien, die aufzeigen, dass IGF1 wichtig für 

die Zellproliferation und Differenzierung ist. 207 und der IGF1-Spiegel mit der 

Knochenmasse korreliert. 208 Da in dieser Studie die frühe Phase betrachtet wird, 

wäre eine weitere Untersuchung mit längeren Kinetikzeiten interessant.  

 

Dass BMP2 eine Schlüsselrolle in der osteogenen Differenzierung von MSC 

einnimmt, ist nicht mehr zu bestreiten und klinisch von relevanter Bedeutung. Im 

Tissue engineering wird BMP2 vielfältig als Wachstumsfaktor für die Neubildung 

von Knochen verwendet. 209 Es steigert die Knochenbildungsrate. 210 Wir 

beobachteten, dass B die Expression von BMP2 signifikant beeinflusste. Zu 

jedem Zeitpunkt wurde deutlich mehr BMP2 von den Zellen auf den B 

Probenplättchen exprimiert. Dies kann als ein Zeichen für eine höhere 

Differenzierungsaktivität gewertet werden. BMP2 fördert ebenfalls die 

Angiogenese, 211 ein in der Knochenbildung und Heilung wichtiger Prozess.  Der 

Zeitverlauf deutet darauf hin, dass B bereits in den ersten Stunden einen Einfluss 

auf die Differenzierung hat und die Differenzierung über 48 h nachhaltiger 

stimulierte. Die alleinige Anwesenheit von BMP2 fördert bereits die osteogene 

Differenzierung. 212 Daher sprechen wir dieser Genexpression hohe Bedeutung 

zu. Auf den Vergleichsschichten CT und DT wurde nach 48 h nur 
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noch bis zu einem Zehntel BMP2 exprimiert. Der hohe Unterschied ist vor allem 

auf den schnellen Rückgang der BMP2-Expression in den Kontrollplatten 

zurückzuführen. Eine Expression geht ebenfalls mit einer erhöhten 

Mineralisierung einher. 213 BMP2 fördert die Osteoblastenproliferation in den 

ersten Tagen stärker als Kollagen. 213 Dies bestärkt unsere Theorie, dass unter 

B eine Differenzierung und Mineralisierung eingeleitet wird. Die 

Knochenresorption wird durch BMP2 angeregt. 214 Es ist vorstellbar, dass die 

schnell lösliche Phase (Bruschit) der CaP-Beschichtung mit dafür verantwortlich 

ist und die Zellen bestrebt sind, das Überangebot von CaP frühzeitig zu nutzen. 

Da die zeitliche Expression bei allen Probeplättchen ähnlich ist, gehen wird davon 

aus, dass mehrere Faktoren die erhöhte Expression unter B verursachten. 

 

Die Genexpressionsanalyse von OPN ist sehr eindrucksvoll. Von Stunde 24 auf 

Stunde 48 kam es zu einem hoch signifikanten Anstieg auf den B 

Beschichtungen. Der Unterschied zu den Kontrollen zeigte ebenfalls eine 

signifikant höhere Expression. Es wird beschrieben, dass OPN ein wichtiger 

Marker für die osteogene Differenzierung ist 215  und eine wichtige Rolle bei der 

Mineralisierung einnimmt. 216 Das durch uns beschriebene Expressionsmuster 

passt zu der Theorie, dass unter B eine frühere Mineralisierung initiiert wurde.  

Die in der Literatur beschriebene biphasische Expression, zunächst während der 

Differenzierung und dann bei der Matrixbildung, 217 218 konnten wir nicht 

nachweisen, allerdings ist dabei unser kurzer Untersuchungszeitraum zu 

berücksichtigen. OPN steuert die Bildung und das Wachstum der Knochenmatrix. 

219 Dabei gibt es auch Hinweise, dass die Reifung von Osteoklasten gefördert 

wird. 220 Osteoblasten synthetisieren dabei RANKL und OPG und tragen damit 

zur Regulierung der osteoklastischen Aktivitäten bei der Knochenresorption bei. 

221 Dieser Aspekt ist für einen Knochen in der Phase des Remodeling von 

Bedeutung und würde weiter unsere Theorie unterstützen.  

Während der in vitro-Kultivierung haben wir die Probekörper „upside-down“ 

kultiviert. Es wird beschrieben, dass OPN unterschiedliche 

Osteoblastenreaktionen unter mechanischem Stress reduziert. 222 Ob die Form 

der Kultivierung für die Zellen ein Stressfaktor ist, bleibt unklar und müsste 

separat untersucht werden.  
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Aktuelle Forschungsarbeiten beschreiben für das speziell in Osteoblasten 

gebildete 223 OC die Funktion, dass es an der Regulierung der Knochenqualität 

beteiligt ist, indem es biologisches Apatit parallel zu den Kollagenfibrillen 

ausrichtet. 224 Es wird ein Knochen mit höherer Festigkeit gebildet. 225 

Im Vergleich zu den durch uns untersuchten Genexpressionen, zeigte die der OC 

auf B einen höchst signifikanten Unterschied zu den Kontrollbeschichtungen. 

Keine andere Expression hatte zur Stunde 48 ein so hohes Signifikanzniveau 

erreicht. OC wird durch die Expression von RUNX2 gesteuert. 77 Unsere 

Untersuchung zeigten für RUNX2 ein ansteigendes Expressionsmuster. Dies 

könnte die deutlich höhere Expression von OC auf B erklären. Aber auch das 

Vorhandensein von einem Überangebot an CaP-Ionen durch die schnell lösliche 

Phase der B Beschichtung (Bruschit), muss in Betracht gezogen werden, da OC 

eine hohe Affinität zu Calcium und HA hat. 111 Es ist ein Marker der 

osteoblastären Funktion. Daher gehen wir davon aus, dass die Differenzierung 

auf B früher eingeleitet wurde, um das Angebot an CaP für eine 

Matrixmineralisierung zu nutzen. Ob OC direkten Einfluss auf die Mineraldichte 

hat, ist wissenschaftlich nicht in Gänze geklärt. Es gibt hierzu gegenteilige 

Meinungen. 224 

Hickey stellt in seiner Arbeit fest, dass höhere Kalziumablagerungen die 

Kontaktosteogenese durch Stimulierung einer beschleunigten 

Zementlinienbildung aus undifferenzierten Osteoprogenitorzellen fördern. 181 Es 

ist vorstellbar, dass unter B und die vorliegende Bindung von Calcium durch OC 

die Kontaktosteogenese ebenfalls gefördert wird. 

 

RANKL ist eines der wichtigsten Steuerelemente der Osteoblasen und -klasten. 

Das RANKL/RANK/OPG-System ist von großer Bedeutung für den 

Knochenerhalt. Dabei sind RANKL und RANK bindende Partner bei 

Signalübertragungen, durch deren Interaktion ein bidirektionales Signal zur 

Steuerung der Osteoklasten und Osteoblasten übertragen wird.  226 RANKL kann 

durch eine lösliche Form von OPG gehemmt werden.122  Ohne OPG verstärkt 

sich die durch RANKL/RANK ausgelöste Osteoklasto- und Osteoblastogenese. 

226 Über 48 Stunden zeigt sich ein interessantes Bild beider Marker. Während 

RANKL zur Stunde 24 (nur auf einer Probe signifikant) zugenommen hatte, zeigte 

sich bei OPG eine signifikante Abnahme. Weiter
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 lagen eine nicht signifikante, aber dennoch deutliche Abnahme von RANKL zur 

Stunde 48 und ein signifikanter Anstieg von OPG vor. Der Knochenabbau und -

aufbau sind über RANK/RANKL/OPG miteinander gekoppelt. Auf eine 

Abbauphase folgt eine Aufbauphase.227 Wir betrachtetn in unserer Studie die 

ersten 48 Stunden. Eine zeitliche Beschreibung findet sich zu den Phasen nicht. 

Das Expressionsmuster kann sich aber durch diese Theorie aber erklären lassen. 

Die signifikant höhere Expression von RANKL unter B kann weiter die Theorie 

der früheren Differenzierung unterstützen, da auch in frühen Phasen die 

Expression von RANKL die Zellen der osteoblastären Vorläufer fördert. 228 Die 

Interaktion von Osteoblasten und Osteoklasten ist wichtig für katabole und 

anabole Prozesse im Knochenstoffwechsel. 

 

Zu den Einschränkungen dieser Studie gehört die Tatsache, dass sich die 

Expressionsmuster in vivo unterscheiden können, wenn andere lokale Proteine 

vorhanden sind und unterschiedliche Auswirkungen auf die untersuchten Zellen 

haben können. Dies liegt daran, dass bereits zwei Minuten nach der Implantation 

eines Titanimplantats mehr als 2800 verschiedene Proteine auf der Oberfläche 

nachweisbar sind.229 Außerdem wurde nur der kurze Zeitraum von 48 Stunden 

beobachtet, der nicht den gesamten Prozess der Osteoblastendifferenzierung 

abdeckt, welcher normalerweise mindestens 21 Tage dauert.230  

Der Leser sollte daher beachten, dass in dieser Studie nur die proliferative Phase 

und die anfängliche Matrixablagerung berücksichtigt wurden. 

 

Der Gesundheitszustand und das Alter von Patienten und -innen haben Einfluss 

auf die Qualität und Wirksamkeit von Stammzellen. 231 Es wäre interessant zu 

wissen, ob das hier beschriebene Genexpressionsmuster auch bei älteren 

Patienten und -innen vorliegt. Es könnte Entscheidungshilfe für die Auswahl bei 

der klinischen Versorgung mit Implantaten sein. 

 

Wir haben eine neue Methode entwickelt, die die Kultivierung von humanen 

mesenchymalen Stromazellen (hMSCs) auf der löslichen Beschichtung BONIT® 

für die Genexpressionsanalyse ermöglicht. CaP-Beschichtungen 



Diskussion 27 
 

wirken sich in ihrer Weise (Rauigkeit, Angebot von CaP-Ionen) multifaktoriell auf 

MSC und dessen Proliferations- und Differenzierungsverhalten aus. Sie sind mit 

ihren physikalischen und chemischen Eigenschaften Multitalente in der 

Implantologie.  

Diese Studie beschreibt ein definiertes Genexpressionsmuster des 

Knochenstoffwechsels, das zum Verständnis des Einflusses dieser CaP-

Beschichtung auf die frühe Phase der Osseointegration beiträgt. BONIT® ist in 

seiner Gesamtheit zu bewerten.  

Ob nun die Löslichkeit der Beschichtung, als Quelle für CaP-Ionen, oder die 

vergrößere Oberfläche, die sämtliche Stoffe binden kann und in direktem Kontakt 

mir den Zellen steht, für das Expressionsmuster der aufgeführten Marker 

verantwortlich ist, bleibt weiter unklar.  

BONIT® hat aber eine signifikante Wirkung auf die Genexpression von hMSCs, 

sogar wenige Stunden nach Zellkontakt.  

Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass BONIT® das 

Differenzierungsverhalten von hMSCs bereits in der Proliferations- und 

Matrixphase stimuliert. Trotz des kurzen Untersuchungszeitraums in unserer in 

vitro-Studie kann so von einer frühen Entwicklung von Osteozyten ausgegangen 

werden. 
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