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1 Einleitung 

Maxillofaziale Knochendefekte, die eine Rekonstruktion erfordern, können durch eine 

Vielzahl von Ursachen wie Tumoroperationen, Unfallfolgen, Knochenentzündungen, 

Kieferatrophien oder angeborene Entwicklungsstörungen entstehen. Die 

Notwendigkeit, diese Defekte durch den Einsatz eines geeigneten 

Knochenersatzmaterials zu heilen, ist von immenser Bedeutung, da die 

Lebensqualität der Patienten physisch und psychisch erheblich eingeschränkt sein 

kann. Deshalb gilt es, bei der Rekonstruktion der Patienten den Ansprüchen 

bezüglich Funktion und Ästhetik Genüge zu tun (Schrag et al., 2006). 

Die regenerative Medizin bietet den Patientinnen und Patienten durch den Einsatz 

von Spendereigenzellen in Verbindung mit geeigneten Trägermateralien neue 

Therapieoptionen, um kritische Knochendefekte zu therapieren. 

Diese Dissertation widmet sich der Fragestellung, welche Stammzellen sich 

besonders gut für das Bone Tissue Engineering (BTE) eignen. Eine dreidimensionale 

Kultivierung humaner Zellen soll Aufschluss darüber geben, welcher embryonale 

Ursprung der Zellen sich am besten für BTE eignet. 

 

 

1.1 Knochentransplantate 

Bei der Behandlung kritischer Knochendefekten ist die Rekonstruktion des Defekts 

oft eine entscheidende Maßnahme, um die strukturelle Integrität des Knochens und 

damit seine physiologische Funktion wiederherzustellen. In diesem Zusammenhang 

spielen Knochenersatzmaterialien eine bedeutende Rolle, da sie dazu dienen, den 

verlorenen Knochen zu ersetzen oder zu unterstützen und somit die natürliche 

Heilung und Regeneration zu fördern. 

 

Dabei ist die Auswahl des geeigneten Knochenersatzmaterials von entscheidender 

Bedeutung, da verschiedene Materialien unterschiedliche Eigenschaften und damit 

unterschiedliche Indikationen aufweisen. Bei der Entwicklung eines idealen 

Knochenersatzmaterials stehen neben der essenziellen Eigenschaft der 

Biokompatibilität, auch die Osteoinduktion und Osteokonduktivität im Fokus der 

aktuellen Forschung (Janicki & Schmidmaier, 2011). 
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Die Osteoinduktivität beschreibt dabei die Fähigkeit, die Knochenneubildung zu 

initiieren, indem sich undifferenzierte Stammzellen ansiedeln und sich zu reifen 

Osteoblasten entwickeln können.  Außerdem soll eine Umgebung geschaffen 

werden, in der Wachstumsfaktoren zu den Zellen gelangen können, um die 

Knochenneubildung zu unterstützen. Dieser Prozess ist entscheidend für die 

erfolgreiche Integration von Transplantaten und Knochenersatzmaterialien, um eine 

effektive Regeneration von Knochengewebe zu ermöglichen. Durch die Aktivierung 

von zellulären und molekularen Mechanismen trägt die Osteoinduktivität wesentlich 

zur Stimulation und Regulation des natürlichen Knochenwachstums bei, was zu einer 

verbesserten Heilung und Funktion des Gewebes führt (Janicki & Schmidmaier, 

2011; Miron & Zhang, 2012; Urist, 1965). 

 

Die Osteokonduktivität hingegen ist die Fähigkeit, das Periost auf Distanz zu halten 

und es gleichzeitig zu unterstützen, als Träger für Wachstumsfaktoren und 

Bestandteile der Geweberekonstruktion zu fungieren. Darüber hinaus soll das Periost 

als Leitstruktur für die Neubildung von Knochen dienen. Diese Eigenschaft soll es 

ermöglichen, den Heilungsprozess zu fördern und die Strukturintegrität des 

betroffenen Gewebes zu erhalten (Cypher & Grossman, 1996; Janicki & 

Schmidmaier, 2011; LeGeros, 2002). 

 

 

1.1.1 Autologe Knochentransplantate 

In der Literatur wird das autologe Knochentransplantat als Goldstandard für den 

Knochenersatz beschrieben, da es derzeit noch kein vollständig ausgereiftes 

synthetisches Knochenersatzmaterial gibt, welches natürlichen Knochen 100 % 

gleichwertig ersetzen kann. Als autologes Knochentransplantat, bezeichnet man die 

Entnahme patienteneigenen Knochengewebes, welches aus einem Spenderbereich 

entnommen wird und in die Defektstelle implantiert wird. Autologe 

Knochentransplantate bieten eine natürliche Quelle von Knochengewebe, welche 

eine hohe Biokompatibilität, Osteoinduktivität und Osteokonduktivität aufweisen 

(Bauer & Muschler, 2000; Rupp et al., 2021). 
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Bei Rekonstruktionen eines Defektes, welcher größer als 12 cm ist, kann es nötig 

sein, vaskularisierte Knochentransplantate, anstatt der reinem kortikalem oder 

spongiösem Knochen zu verwenden (Gazdag et al., 1995). 

Schon 1975 haben Taylor et al. erkannt, dass sich das vaskularisierte 

Fibulatransplantat als Ersatz für die Maxilla und die Mandibula eignet (Taylor et al., 

1975). Seither hat sich dieser Eingriff zu einem der Standardverfahren in der 

rekonstruktiven Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie (MKGC) entwickelt (Schrag et al., 

2006; Wei et al., 1986; Wei et al., 1994). Neben weiteren in der MKGC bekannten 

Eingriffen, wie zum Beispiel bei Mittelgesichtsrekonstruktionen, (Bernstein et al., 

2024) wird die Eignung des vaskularisierten Fibulatransplantats in der Literatur auch 

für eine Vielzahl orthopädischer Rekonstruktionen erwähnt, welches die Wichtigkeit 

dieser Spenderquelle für die Chirurgie unterstreicht (Bibbo, 2021).  

Jedoch gibt es eine begrenzte Verfügbarkeit der Fibula als Quelle für 

Rekonstruktionen. Als alternative Entnahmestelle für die Therapie von kritischen 

Knochendefekten stehen neben der Fibula die Scapula, das Ilium sowie der Radius 

zu Verfügung. Die Auswahl der Entnahmestelle hängt mit der Ausdehnung des 

Defektes zusammen. In der Literatur wird die Fibula bei einem ausgedehnten 

segmentalen Defekt empfohlen, während der Beckenkamm bei der Unterkiefer-

Rekonstruktion bei einem ausgeprägten vertikalen Knochenbedarf geeigneter ist 

(Jaquiéry, 2013; Schrag et al., 2006). 

Durch die Einführung von CAD/CAM (eng. computer aided design/ computer aided 

manufacturing) und des modernen 3D-Drucks in die Chirurgie ist es möglich, eine auf 

den Patienten abgestimmte Unterkiefer-Rekonstruktionsplatte zu designen, welche 

die Genauigkeiten bei der Wiederherstellungsoperation erhöht und damit das 

Ergebnis positiv beeinflusst (Naros et al., 2018). 

Trotz des idealen autologen Knochentransplantats und einer digital geplanten 

Operation kann es bis zu 6-18 Monate nach der Operation dauern, bevor die 

abschließende prothetische Versorgung durchgeführt werden kann und der Patient 

rehabilitiert ist. Ein aktueller Ansatz, welcher in der Literatur diskutiert wird, ist das 

„Jaw in One Day“ Konzept, bei welchem die dentalen Implantate entweder in einer 

vorangegangenen Operation oder bei der Entnahme der Mandibula in das 

Fibulatransplantat inseriert werden, um im Anschluss an die Rekonstruktion die 

zeitnahe provisorische prothetische Versorgung durchzuführen (Levine et al., 2013; 

Patel et al., 2019; Pauchet et al., 2018).  
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Nun könnte man annehmen, dass es für Knochendefekte eine adäquate Therapie 

gäbe, nach der je nach Größe und Ausdehnung des Defektes die Auswahl des 

Entnahmeortes erfolgt. Aus der Literatur geht jedoch hervor, dass die Entnahme von 

einer größeren Menge an autologem Knochenmaterial mit einer Donormorbität 

zwischen 8,6 % und 20.6 % einher geht, welche Komplikationen aufweist wie 

Langzeitschmerz, Wundheilungsstörungen, verlängerter Operationsdauer bis hin zur 

Fraktur der Spenderregion (Faour et al., 2011; Pollock et al., 2008). Auch ist die 

Entnahme eines extraoralen autologen Knochentransplantates in der Regel unter 

Vollnarkose durchzuführen, was meist mit einem stationären Krankenhausaufenthalt 

und anschließender Rehabilitationszeit einhergehen würde (Dahlin & Johansson, 

2011; Vos et al., 2009). 

Bei einem großem Knochen- und Weichteildefekt in der maxillofazialen Region ist 

trotz des Versuches der Rekonstruktion oftmals eine Restitutio ad integrum nicht 

möglich. Die Folgen sind meist nicht nur ästhetischer Art, sondern schränken den 

Patienten auch funktionell in seinem Alltag stark ein. Zu den ästhetischen Folgen 

gehören vor allem eine Asymmetrie des Gesichtes mit einer Retrusion des unteren 

Gesichtsdrittels. Je nach Ausdehnung und Region des Defektes kann zudem die 

Lippenästhetik des Patienten beeinträchtigt werden. Diese Komplikationen sind je 

nach Größe des Defektes stärker oder schwächer ausgeprägt. Vor allem, wenn die 

Resektion den Kondylus mit beinhaltet, kann es zu schwerwiegenden ästhetischen 

sowie funktionellen Problemen kommen. Zu den funktionellen Einschränkungen, 

unter denen der Patient leidet, gehören vor allem Probleme bei der Phonation und 

der Nahrungsaufnahme. Hinzu können ein verminderter Speichelfluss und ein 

inkompetenter Lippenschluss kommen, welche die sozialen Interaktionen der 

Patienten stark negativ beeinflussen können (Navarro Cuellar et al., 2014).  

 

 

1.1.2 Alternative Knochenersatz-Materialien  

In der aktuellen Forschung gibt es das Bestreben, Alternativen zu dem autologen 

Knochentransplantat zu finden, um die oben erörterten Probleme zu umgehen. Die 

heutzutage gängigen Knochenersatzmaterialien sind entweder allogene 

(menschlichen Ursprungs), xenogene (tierischen Ursprungs) oder alloplastische 

(synthetischen Ursprungs) Knochenersatzmaterialien. Wie auch die autologen 

Transplantate müssen diese Materialien spezifische Eigenschaften mit sich bringen, 
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um am Patienten Anwendung zu finden. Neben der Biokompatibilität sollten sie, 

wenn möglich wie bei allen Knochenersatzmaterialien osteokonduktive und 

osteoinduktive Eigenschaften aufweisen (Oryan et al., 2014). In der dentalen 

Implantologie zeigte sich, dass es auch möglich ist, diese Materialien mit autologem 

Knochen zu mischen und dass dieses Verfahren eine Knochenneubildung positiv 

beeinflussen kann. Auch ist bekannt, dass das häufig verwendete Geistlich BIO-OSS 

bei kleineren Knochendefekten durchaus mit dem autologen Goldstandard mithalten 

kann (Lutz et al., 2015). Diesbezüglich wurde deutlich, dass je größer der 

vorliegende Defekt war, das autologe Knochentransplantat immer effektiver war als 

seine Alternativen (Knöfler et al., 2016). 

2018 wurden vom Statistischen Bundesamt insgesamt 99.863 komplexere 

chirurgische Eingriffe mit Knochenersatzmaterialien an den Extremitäten und im 

Becken dokumentiert, von denen 54.784 (55 %) Autografts, 23.838 (24 %) 

Biomaterialien und 21.241 (21 %) Allografts umfassten. Sowohl bei der Verwendung 

von Autografts als auch von Allografts wurden Spongiosaplastiken am häufigsten 

angewendet, der Anteil betrug jeweils in 77 % bzw. 79 % der Fälle. Bei den 

Biomaterialien wurden Keramiken (42 %) häufiger eingesetzt als Knochenzemente 

(37 %), während andere Biomaterialien einen Anteil von 21 % ausmachten (Rupp et 

al., 2021). 

Aus diesen Zahlen geht hervor, dass Biomaterialien mit 24 % der verwendeten 

Materialien schon einen großen Anteil an den verwendeten 

Knochenersatzmaterialien ausmachen und somit einen bedeuteten Platz in der 

Chirurgie einnehmen. Die Integration von Keramiken, die sich durch eine 

ausgezeichnete Biokompatibilität und biomechanische Eigenschaften auszeichnen, 

deutet darauf hin, dass in der Forschung Fortschritte bei der Entwicklung von 

Knochenersatzmaterialien erzielt wurden und werden. Diese Entwicklungen haben 

das Potenzial, die Abhängigkeit von traditionellen Autografts zu verringern und 

innovative Ansätze zur Behandlung von Knochendefekten voranzutreiben 

(Dorozhkin, 2022). 
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1.2 Knochenheilung  

Die Regeneration von Knochen ist ein komplexer und dynamischer Prozess, der eine 

Interaktion verschiedener Zelltypen und Signalwege erfordert. Der Ablauf der 

Knochenheilung kann in 4 Phasen unterteilt werden. Die aufeinanderfolgenden 

Phasen in der Knochenregeneration umfassen „Entzündung“, „Knorpelbildung und 

periostale Reaktion“, „Knorpelresorption und primäre Knochenbildung“ sowie 

„sekundäre Knochenbildung und Remodellierung“ (Ai-Aql et al., 2008; Einhorn, 

1998). 

 

In der initialen Entzündungsphase entsteht ein Frakturhämatom, welches reich an 

Mediatoren ist, welche die Ansiedlung von Immunzellen wie neutrophile 

Granulozyten, Makrophagen und Lymphozyten bewirken. Diese Immunzellen spielen 

eine entscheidende Rolle bei der Entfernung von nekrotischem Gewebe, 

Regeneration des Gewebes sowie der Stimulierung der Angiogenese. Nach dieser 

anfänglichen entzündlichen Reaktion erfolgt die Rekrutierung von skelettalen 

Progenitorzellen aus dem Periost und die Bildung eines knorpeligen Kallus. Dieser 

wird dann durch spongiösen Knochen ersetzt und schließlich erfolgt der Umbau des 

unreifen Knochens zu reifem lamellärem Knochen (Einhorn, 1998; Roberts et al., 

2015). 

 

Anfänglich nahm man an, dass die Stammzellen, welche die Knochenneubildung 

initiieren, aus dem Knochenmark stammen müssten. Es konnte jedoch gezeigt 

werden, dass die Progenitorzellen der Knochenheilung ihren Ursprung im Periost 

haben und von dort in das Gewebe einwandern und sich differenzieren (Xing et al., 

2010). Diese Erkenntnisse lassen vermuten, dass Progenitorzellen aus dem Periost 

vielversprechende Kandidaten für das BTE (engl. bone tissue engineering) sind und 

sich somit für entsprechende Versuche eignen.  

 

Stammzellen, welche aus dem Knochenmark stammen (engl. bone marrow 

mesenchymal stem cells, BM-MSCs), sind dennoch eine wichtige Komponente in der 

Knochenheilung, auch wenn sie nur indirekt an der Knochenneubildung beteiligt sind. 

MSCs setzen Mediatoren frei, welche zu den Proteinen des BMPs- (eng. Bone Matrix 

Protein), und, Wnts-Signalwegs, sowie der FGF-Familie (engl. Fibroblast Growth 

Faktor) gehören. Die genannten Mediatoren spielen in der Frakturheilung sowie der 
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Knochenneubildung eine wichtige Rolle (Ai-Aql et al., 2008; Bais et al., 2009; Caplan 

& Dennis, 2006; Chen et al., 2012). Besonders BMPs sind wichtige Proteine, welche 

eine Kaskade in Gang setzten, die zur Regulierung des Wachstums von Zellen, der 

Differenzierung in osteogene und chondrogenen Progenitorzellen, sowie die 

Angiogenese und Apoptose induzieren können und damit die Knochenregeneration 

maßgeblich beeinflussen (Tsiridis et al., 2007; Wozney et al., 1988). 

 

1.3 Embryologischer Hintergrund  

Die Wahl potenzieller Stammzellen aus Periostzellen der Fibula und der Mandibula 

für das BTE in dieser Dissertation beruht auf dem unterschiedlichen embryonalen 

Ursprung dieser beiden Knochen. Daraus resultieren auch die unterschiedlichen 

Osteogenese-Mechanismen. Diese selektive Auswahl wird durch die Absicht geleitet, 

den biologischen Ursprung der Zellen für die BTE-Forschung fundiert zu begründen, 

um somit eine zielgerichtete Entwicklung potenzieller therapeutischer Anwendungen 

zu ermöglichen.  

 

1.3.1 Entwicklung der Mandibula  

Die Mandibula ist einer der größten Knochen des Viszerokraniums beim Menschen 

und birgt eine Fülle von physiologischen Funktionen, die von essenzieller Bedeutung 

für die täglichen Lebensaktivitäten sind. Neben ihrer Schlüsselrolle bei der 

Nahrungsaufnahme und der Artikulation spielt die Mandibula auch eine bedeutende 

Rolle in der Gesichtsästhetik.  

Die frühe embryonale Entwicklung des Gesichtsschädels beginnt in der 4. Woche 

und ist eng verbunden mit der Entwicklung der Zellen der Neuralleiste. Zellen der 

Neuralleiste wandern in den aus dem Mesenchym stammenden 1. Kiemenbogen, 

auch als Mandibularbogen beschrieben, ein und kondensieren dort (Moore et al., 

2013). Dieser Prozess wird in der Literatur als Vorstufe der Mandibula und des 

Meckel'sche Knorpel beschrieben, welcher die Leitstruktur für die 

Unterkieferentwicklung bildet. Die distalen Enden des Meckel’schen Knorpel 

mineralisieren und entwickeln sich zur Unterkiefersymphyse, während die proximalen 

Enden sich krümmen und im späteren Verlauf der Embryonalentwicklung Vorstufen 

der Hammer- und Ambossknochen des Mittelohrs bilden (Chai et al., 2003; Ishizeki 

et al., 1999; Marcucio et al., 2015; Parada & Chai, 2015). Der Meckel’sche Knorpel 
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ist von einem Perichondrium umgeben, das aus faserigen mesenchymalen Zellen 

besteht und ihn von benachbarten osteogenen Zellen trennt. Oberflächlich des 

Meckel-Knorpels entsteht ohne chondrogene Vorstufe die Mandibula. Der 

Meckel’sche Knorpel dient dabei als eine Art Schablone, trägt aber selbst nicht zur 

Entwicklung der Mandibula bei. Gegen Ende des 6. Monats der embryonalen 

Entwicklung kann davon ausgegangen werden, dass die Mandibula vollständig 

ausgebildet ist, während sich der Meckel'sche Knorpel im Verlauf der Entwicklung 

zurückgebildet hat (Kjaer, 1975; Moore et al., 2013; Mulder et al., 2006; Parada & 

Chai, 2015; Richany et al., 1956; Roberts et al., 2015).  

Dieser Prozess der direkten Knochenbildung wird als desmale Ossifikation 

beschrieben. Es bilden sich Verdichtungen von Mesenchymzellen, welche sich zu 

Osteoblasten entwickeln, ohne dass vorher Knorpelgewebe gebildet wurde. Die 

Osteoblasten bilden eine Matrix aus einer amorphen Interzellularsubstanz, welche 

als Osteoid bezeichnet wird. Dieses unverkalkte Osteoid mineralisiert und entwickelt 

sich zum reifen Knochen (Moore et al., 2013). Dieser Prozess der direkten 

Ossifikation lässt sich neben der Mandibula noch in den Bereichen des übrigen 

Schädelskeletts, des Gesichtsskelette sowie bei der Entwicklung des Schlüsselbeins 

beobachten (Moore et al., 2013; Roberts et al., 2015). 

In der Literatur ist allgemein anerkannt, dass die Mandibula eine hohe 

Remodellierungsrate aufweist, die durch kontinuierliche strukturelle Umformung und 

Anpassung gekennzeichnet ist. Als Remodeling bezeichnet man den Prozess der 

koordinierten Aktivität von Osteoklasten, die Knochen abbauen und Osteoblasten, 

die neuen Knochen bilden, um Schäden zu reparieren, das Knochengewebe zu 

erneuern und um physiologische Anpassungen an die Belastung und Umwelt zu 

ermöglichen (Eriksen, 1986). Dieser dynamische Prozess wird bei der Mandibula 

hauptsächlich von den mechanischen Belastungen beeinflusst, denen sie während 

der Kaufunktion ausgesetzt ist. Untersuchungen haben gezeigt, dass die 

Knochenneubildung und die Knochendichte in Bereichen mit stärkeren Kaukräften 

signifikant höher ist im Vergleich zu Regionen, die weniger intensiven Belastungen 

ausgesetzt sind (Enomoto et al., 2009; Inoue et al., 2019).  

Aufgrund dieser Faktoren, der hohen Knochenumbaurate und die bei der 

Entwicklung direkt stattfindende Knochenneubildung lässt sich die Hypothese 

aufstellen, dass die Periostzellen der Mandibula die überlegene Stammzellquelle für 

den Einsatz im BTE in dieser Dissertation darstellen könnte.  
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1.3.2 Entwicklung der Fibula  

Die Fibula, das Wadenbein, ist ein langer, schlanker Knochen im Unterschenkel. Sie 

gehört zu den langen Röhrenknochen und ihre Entwicklung beginnt ab der fünften 

embryonalen Woche. Es bilden sich mesenchymale Verdichtungen, welche sich ab 

der sechsten Woche zu hyalinem Knorpel entwickeln, der als Grundgerüst für die 

Entwicklung des Extremitätenskelettes dient. Bis zur zwölften Woche bilden sich die 

primären Knochenkerne der Diaphysen aus, welche als Ossifikationszentren gelten 

(Kronenberg, 2007; Moore et al., 2013). Die Epiphyse, oder Wachstumsfuge, 

befindet sich auf beiden Seiten des primären Ossifikationszentrums und ist für das 

längenorientierte Wachstum verantwortlich. Der Epiphysenknorpel, der sich zwischen 

den sekundären Ossifikationszentren und dem darüber liegenden Gelenkknorpel 

(Gelenk-Epiphysenknorpel-Komplex) befindet, ist für die Ausbildung der Form der 

Enden der langen Knochen verantwortlich. An beiden Stellen hypertrophieren die 

Chondrozyten unter dem Einfluss des Transkriptionsfaktor Sox9 und unter CARM1, 

so dass die Knorpelmatrix verkalkt. Osteoblasten wandern in die Knorpelmatrix ein 

und lagern Knochensubstanz an die verkalkte Knorpelmatrix an, welche 

anschließende zu reifen Knochen umgebaut wird. Dieser Prozess wird als 

enchondrale Ossifikation bezeichnet (Kronenberg, 2007; Moore et al., 2013; Ytrehus 

et al., 2007). 

 

 

1.4 Periost als Stammzellquelle 

Die Knochenoberfläche im menschlichen Organismus ist mit dem Periost, der 

Knochenhaut, bedeckt und dient als Leitstruktur sowie als Schnittstelle zwischen 

Knochen und seinem umgebenden Gewebe.  

Für die Versuche in dieser Dissertation wurden Zellen des Periosts verwendet. Es ist 

daher wichtig zu verstehen, wie das Periost aufgebaut ist und welche Funktion es im 

Organismus übernimmt. 

Bei histologischen Untersuchungen konnte das Periost in drei Zonen eingeteilt 

werden. Zone eins, welche auch als Stratum osteogenicum bezeichnet wird, zeigt 

eine dichte Anordnung von Osteoblasten, Osteoprogenitorzellen und Stammzellen. 
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Aus dieser Schicht wurden die hPDCs (engl. human periostal derived cells) isoliert, 

die in den Versuchen dieser Dissertation verwendet wurden. 

Die zweite Zone, die auch Stratum fibrosum genannt wird, präsentierte sich als 

transluzentere Region, welche von einem ausgedehnten Kapillarnetzwerk 

durchzogen ist. Diese Zone weist eine erhöhte Vaskularisierung auf und zeichnet 

sich durch eine geringere Zelldichte im Vergleich zu den benachbarten Zonen aus. 

In der dritten Zone zeigt sich eine Anordnung von Zellen, die eng mit Kollagenfibrillen 

verflochten sind. Diese sogenannten Sharpey-Fasern zeigen eine auffallend starke 

Interaktion zwischen Zellen und extrazellulärer Matrix, wobei die Zellen inmitten der 

Kollagenfibrillen eingebettet sind (Allen et al., 2004; Hirashima et al., 2015; Jones & 

Boyde, 1974; Squier et al., 1990). 

Wie bereits im vorherigen Abschnitt zur Knochenheilung erwähnt wurde, nimmt das 

Periost eine bedeutende Rolle in diesem Prozess ein, indem es Progenitorzellen für 

die Reparatur bereitstellt und somit einen wesentlichen Beitrag zur Regeneration von 

Knochendefekten leistet. Mehrere Untersuchungen konnten zeigen, dass eine intakte 

Periostschicht zu einer signifikant verbesserten Heilung führen kann (Kojimoto et al., 

1988; Utvåg et al., 1996; Xing et al., 2010).  

 

Die Identifizierung des Periosts als eine natürliche Quelle von Progenitorzellen für die 

Knochenheilung unterstreicht seine Bedeutung sowohl in der chirurgischen Praxis als 

auch im Bereich des Tissue Engineering. HPDC‘s stellen daher eine 

vielversprechende Stammzellquelle für die Entwicklung von Therapien zur Förderung 

der Knochenregeneration und -reparatur dar.  

 

1.5 Stammzellen  

Stammzellen sind unspezialisierte Zellen, die die Fähigkeit besitzen, sich in 

verschiedene spezialisierte Zelltypen zu differenzieren. Gleichzeitig können sie sich 

selbst erneuern, indem sie sich in identische Zellen teilen. Diese besondere 

Eigenschaft ermöglicht es Stammzellen, eine Schlüsselrolle bei der Entwicklung, 

dem Wachstum und der Regeneration von Geweben im menschlichen Körper 

einzunehmen. Die Klassifizierung von Stammzellen erfolgt anhand ihres Potenzials 

zur Differenzierung. Hierbei werden totipotente, multipotente und unipotente 

Stammzellen unterschieden (Bragdon & Bahney, 2018). 
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Die totipotenten Stammzellen haben das Potenzial, jeden Zelltyp im Körper zu bilden. 

Totipotente Stammzellen können sowohl embryonale als auch extraembryonale 

Gewebe entwickeln, einschließlich der Plazenta. 

Eine Entwicklungsstufe später stehen die pluripotenten Stammzellen. Diese 

Stammzellen können sich in jeden der drei Keimblatttypen (Ektoderm, Mesoderm 

und Entoderm) differenzieren. Pluripotente Stammzellen werden in der Literatur auch 

als embryonale Stammzellen (ESCs) bezeichnet (Bragdon & Bahney, 2018).  

Neben dem natürlichen Weg der Entwicklung ist es möglich, pluripotente 

Stammzellen in vitro herzustellen. Dieser Prozess beinhaltet die Einführung 

spezifischer Gene und genetischer Faktoren in die adulten Zellen, wodurch sie in 

einen pluripotenten Zustand zurückversetzt werden. Man spricht in diesem 

Zusammenhang von induzierte pluripotenten Stammzellen (iPSCs). Sie ermöglichen 

die Generierung pluripotenter Stammzellen ohne die Notwendigkeit Stammzellen aus 

Embryonen für die Forschung zu gewinnen. Die direkte Ableitung von iPSCs aus den 

somatischen Zellen eines Patienten erlaubt die Berücksichtigung individueller 

genetischer Profile und trägt somit zur Optimierung von Therapieansätzen bei. 

Die Erzeugung von iPSCs wurde erstmals 2006 von Shinya Yamanaka und seinem 

Team erreicht und hat seither das Gebiet der regenerativen Medizin und 

Stammzellforschung revolutioniert (Takahashi & Yamanaka, 2006; Yu et al., 2009).  

Multipotente und unipotente Stammzellen haben nur noch ein begrenztes 

Differenzierungspotenzial im Vergleich zu pluripotenten Zellen. Multipotente 

Stammzellen können sich in mehrere, aber nicht alle Zelltypen eines Gewebetyps 

differenzieren, während sich unipotente Stammzellen nur in einen bestimmten Zelltyp 

entwickeln können (Bragdon & Bahney, 2018). 

In den letzten Jahrzehnten rückt die Stammzellenforschung in Verbindung mit der 

regenerativen Medizin vor allem im Bereich der Gewebszüchtung (engl. Tissue 

Engernieering, TE) aus spendereigenen Zellen vermehrt in den Vordergrund. Das 

Prinzip des TE besteht darin, dass autologe Stammzellen in einer dreidimensionalen 

Matrix, dem Scaffold, kultiviert werden und sich durch bestimmte Signalmoleküle in 

die gewünschte Gewebsart, in diesem Falle Knochengewebe, differenzieren sollen, 

damit sie anschließend als Transplantat für den Defekt in vivo verwendet werden 

können (Payne et al., 2014). Die grundlegende Idee besteht darin, pluripotente 

Stammzellen, insbesondere iPSCs oder gewebsspezifische multipotente 

Stammzellen zu nutzen, um geschädigte oder fehlerhafte Gewebe durch 
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regenerative Therapieansätze zu rekonstruieren. Durch die direkte Ableitung dieser 

Zellen aus somatischen Zellen des Patienten wird nicht nur eine personalisierte, 

sondern auch eine genetisch angepasste Therapie ermöglicht.  

Es konnte bereits in mehreren Studien gezeigt werden, dass die mit Stammzellen 

besiedelten Scaffolds bessere Heilungsergebnisse bei kritischen Knochendefekten 

im Tiermodell lieferten als Scaffolds ohne Zellen. Somit könnte diese Methode in 

Zukunft eine wirkliche Alternative zu den autologen Knochentransplantaten darstellen 

(Takeuchi et al., 2019; Zhang et al., 2016). 

Diese Herangehensweise führt unweigerlich zur Frage, welche Art von Zellen und 

welche Entnahmestelle für das TE am besten geeignet sind. Die wohl am 

vielversprechendste Zellart hierfür stellen Stammzellen aus dem Knochengewebe 

(engl. skelatal stem cells, SSC) dar, welche sich unterteilen lassen in Stammzellen 

aus dem Knochenmark (engl. bone marrow skeletal stem cells, BM-SSCs) oder dem 

Periost (engl. periosteum derivate Cells, PDCs). Beide Zellarten gehören zu der 

Differenzierungsline der multipotenten mesenchymalen Stammzellen (engl. 

mesenchymal stem cells, MSCs). In diesem Zusammenhang ist zu erwähnen, dass 

in der aktuellen Literatur BM-SSCs und MSCs oft als Synonyme verwendet werden, 

weshalb sich in dieser Arbeit auf den Begriff MSCs beschränkt wird (Zhang et al., 

2022). 

MSCs wird das Potenzial zugeschrieben, sich trilinear differenzieren zu können. 

Diese Fähigkeit wurde schon 1991 von Caplan beschrieben. Die trilineare 

Differenzierung von Zellen bedeutet, dass sie sich durch einen exogenen Stimulus zu 

osteogenen, chondrogenen oder adipogenen Zelllinien differenzieren können 

(Caplan, 1991; Conrad & Huss, 2005; Dominici et al., 2006; Pittenger et al., 1999). 

Neben dem Knochenmark, als gebräuchlichste Entnahmestelle für MSCs kommen 

unter anderem die dentale Pulpa, Fettgewebe, Synovialis und Nabelschnurblut als 

Quelle infrage (Marolt et al., 2010).  

In diesem Zusammenhang ist zu erwähnen, dass die Entnahme von PDCs einen 

großen Vorteil im Vergleich zu der Entnahme von MSCs bietet. Die PDCs können 

direkt bei der Resektions-OP entnommen werden durch Entfernen eines kleinen 

Teiles des Periostes. Für die Entnahme von MSCs hingegen ist eine Punktion des 

Knochenmarks erforderlich, welcher für den Patienten schmerzhafter ist und mit 

neurovaskulären Schäden oder einer Infektion einhergehen kann. (Bolte et al., 2019)  
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Es ist von Bedeutung zu klären, ob es Unterschiede im osteogenen 

Differenzierungspotenzial zwischen MSCs und PDCs gibt. Untersuchungen haben 

gezeigt, dass sich MSCs in vivo ohne einen exogenen Stimulus nur in chondrogene 

und osteogene Progeniorzellen entwickeln, was auf ein primäres 

Differenzierungsprogramm hindeutet, das sich auf die Entwicklung von Knochen und 

Knorpel spezialisiert hat (Chan et al., 2018; Zhang et al., 2022). Debnath et al. (2018) 

haben in einer Studie gezeigt, dass MSCs in vivo vorwiegend den Weg der 

enchondralen Ossifikation einschlagen und zuerst Knorpel bilden, bevor sie sich zu 

Osteoblasten differenzieren und Knochen bilden, wohingegen PDCs den Weg der 

desmalen Ossifikation wählen und direkt Knochengewebe bilden (Debnath et al., 

2018). 

 

In verschiedenen vergleichenden Studien zwischen PDCs und MSCs wurde 

festgestellt, dass PDCs in vitro ein potenziell höheres osteogenes Potenzial 

aufweisen, welches sich unter anderem durch eine vermehrte Mineralisierung der 

Zellen und eine höhere alkalische Phosphatase (ALP)-Aktivität zeigt. Auch konnte 

eine erhöhte Exprimierung von BMP-2 sowie Osteocalcin (OCN) festgestellt werden. 

Des Weiteren wurde eine effektivere Regeneration von Frakturen durch den Einsatz 

von PDCs im Vergleich zu MSCs nachgewiesen (Chen et al., 2011; Duchamp de 

Lageneste et al., 2018; Park et al., 2012; Wu et al., 2023; Yoshimura et al., 2007). 

Basierend auf diesen Ergebnissen kann man zu dem Schluss gelangen, dass PDCs 

möglicherweise die zu bevorzugende Quelle für das BTE darstellen könnten, da sie 

durch ihre Präferenz zur desmalen Ossifikation und ihrem höheren osteogenen 

Potenzial gegenüber MSCs effizienter Knochen bilden könnten. Allerdings konnten 

Chen et al. (2015) nachweisen, dass eine Kombination aus MSCs und PDCs 

signifikant mehr mineralisierte Matrix in einem 3D Gerüst bilden konnten als die 

Zellarten allein (Chen et al., 2015). Damit ist klar, dass in diesem Bereich noch 

weitere und differenzierte Forschung erfolgen sollte, um weitere Evidenz für künftige 

Forschungsarbeiten gewinnen zu können.  

 

Es besteht die Notwendigkeit zu klären, ob es einen Zusammenhang des 

osteogenen Potenzials und dem embryologischen Ursprung von Stammzellen gibt. 

Hierzu haben Ichikawa et al. (2015) PDCs mesenchymalen und neuralen Ursprungs 

untersucht und ist zu dem Schluss gekommen, dass die Zellen des neuralen 
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Ursprungs ein höheres Potenzial der Knochenneubildung sowie ein höheres 

regeneratives Potenzial haben als Stammzellen mesenchymalen Ursprungs 

(Ichikawa et al., 2015). 

Eine weitere Studie, die die Hypothese stützt, dass Periostzellen neuralen Ursprungs 

denen mesenchymalen Ursprungs überlegen sind, zeigt die Arbeit von Iuchi et al. 

(2020). In dieser Studie untersuchten sie das Periost von Schädel-, Unterkiefer-, 

Radius- und Iliumknochen und stellten fest, dass das Periost des Radius und des 

Iliums hauptsächlich Mechanismen der chondralen Ossifikation veranlasste, während 

das Periost der Mandibula und des Craniums Knochen hauptsächlich durch den 

Prozess der desmalen Ossifikation bildet. Es zeigte sich in der Dicke des neu gebildeten 

Knochens, dass Mandibula und Craniumperiostzellen den Periostzellen mesenchymalen 

Ursprungs überlegen sind (Iuchi et al., 2020). 

 

Die Ergebnisse der Studie von Leucht et al. (2008) deuten darauf hin, dass beim 

Heilungsprozess nach Transplantation von Unterkieferperiost in einen 

Knochendefekt am Schienbein ein direkter Ossifikationsprozess stattfindet. Im 

Gegensatz dazu zeigte sich, dass PDCs des Schienbeins, wenn sie in einen 

Unterkieferdefekt transplantiert werden, zunächst zu Chondrozyten differenzieren 

(Leucht et al., 2008). 

Diese Beobachtungen legen nahe, dass das Periost der Mandibula als bevorzugte 

Quelle betrachtet werden könnte, da der Weg der desmalen Ossifikation den 

Zwischenschritt der Knorpelbildung umgeht und somit eine potenziell effektivere 

Regeneration eines Knochendefekts ermöglicht. 

 

Eine weitere Stammzellquelle, deren Zugang vergleichsweise unkompliziert ist, deren 

Entnahme mit geringerer Morbidität einhergeht und die wie das das Mandibulaperiost 

neuralen Ursprungs ist, stellt die Zahnpulpa dar (Liu et al., 2011). Die Nutzung des 

Pulpagewebes als kontinuierliche Quelle für das BTE ist aufgrund seiner begrenzten 

Verfügbarkeit an Gewebe allerdings nicht geeignet (Gronthos et al., 2002). Bei 

Untersuchungen des osteogenen Potenzials der Zellen zeigte sich jedoch, dass die 

Pulpazellen in Bezug auf das osteogenen Potenzial von MSCs vergleichbare 

Resultate erzielen konnten (Ling-Ling et al., 2021; Liu et al., 2011). Aufgrund der 

begrenzten Verfügbarkeit von dentalen Pulpa-Stammzellen wird die Pulpa als 
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Stammzellquelle für das BTE als eher untergeordnet im Vergleich zum Periost 

angesehen.   

Angesichts der beschriebenen Studienergebnisse bleibt die Frage nach der 

vielversprechendsten Quelle für das BTE unbeantwortet. Die vorliegenden 

Erkenntnisse liefern zwar wichtige Hinweise, jedoch bedarf es weiterer Studien, um 

die bestmögliche Quelle für das BTE zu identifizieren und eine fundierte 

Entscheidung hinsichtlich der Stammzelltherapie zu treffen. Diese Dissertation soll 

dazu beitragen, vorhandene Wissenslücken zu schließen, indem sie aussagekräftige 

Daten unter Verwendung von humanem Material in einer 3-D Kultur liefert und somit 

Aufschluss darüber gibt, welcher embryonale Ursprung der Zellen sich am besten für 

das BTE eignet.  

 

 

1.6 Osteogene Differenzierung  

Die osteogene Differenzierung von Stammzelle ist ein wichtiger und komplexer 

Prozess in der Knochenneubildung sowie der Frakturheilung und beinhaltet die 

Reifung von Osteoblasten und die Bildung einer Knochenmatrix. Damit dieser 

Prozess induziert wird, müssen bestimmte Faktoren vorliegen.  

 

Einen wichtigen Faktor hierbei stellen die Proteine der Transforming growth factor 

beta Familie (TGF-ß) dar, welche 1981 durch Roberts et al. entdeckt wurden 

(Roberts et al., 1981). Schon Urist erkannte 1965, dass in der Knochenmatrix 

Proteine vorhanden sein müssen, welche eine Knochenneubildung induzieren (Urist, 

1965). Die Proteine der TGF-ß Familie sind dafür bekannt, die Knorpelbildung bei der 

enchrondralen Ossifikation sowie die Stimulation von Stammzellen zur osteogenen 

Differenzierung und der damit verbundenen Mineralisierung anzuregen. Darüber 

hinaus haben die Proteine auch Einfluss auf die Apoptose, regulieren das 

Immunsystem und nehmen Einfluss auf die Angiogenese (Heldin et al., 1997; 

Malhotra et al., 2013; Patil et al., 2011).  

 

Wichtige Vertreter der TGF-ß Familie sind die Bone Morphogenic Proteins (BMPs). 

Untersuchungen haben nachgewiesen, dass insbesondere BMP-9 und BMP-2 die 

Differenzierung von osteogenen Zellen fördern und die Knochenbildung unterstützen 
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können, indem sie die Regulation von Zellproliferation, Differenzierung und 

extrazellulärer Matrixsynthese, während der Osteogenese stimulieren (Eiraku et al., 

2019; Tang et al., 2009). BMP-2 sowie BMP-7 werden darüber hinaus bereits in der 

klinischen Praxis zur Förderung der Frakturheilung eingesetzt, was die Wichtigkeit 

dieser Proteine für die regenerative Medizin unterstreicht (Begam et al., 2017; 

Friedlaender et al., 2001). Aber auch für die anderen Vertreter der BMPs konnte 

gezeigt werden, dass sie in geringem Maße osteogenes Potential besitzen. (Wu et 

al., 2024). 

 

Damit sich MSCs und somit auch PDCs zu Osteoblasten entwickeln, werden in der 

Literatur zwei essenzielle Transkriptionsfaktoren genannt: Runx2 (Banerjee et al., 

1996; Ducy et al., 1997) und Osterix (Nakashima et al., 2002). Bei Abwesenheit von 

Runx2 im Tierversuch bei Mäusen konnte keine Mineralisierung des Skeletts 

stattfinden. Auch wurde eine Abnahme der Genaktivität weiterer osteogener Gene 

wie Collagen1A1, Osteocalcin und Osteopoetin festgestellt (Ducy et al., 1997). Eine 

erhöhte Exprimierung von Runx2 geht mit einer erhöhten 

Osteoblastendifferenzierung und Knochenmineralisierung einher (Gaur et al., 2005).  

 

Der Transkriptionsfaktor Osterix ist für die Differenzierung von Osteoblasten und 

somit für die Knochenbildung essenziell. Das Fehlen von Osterix führt zu einem 

Mangel an kortikalem Knochen und an Knochenbälkchen sowohl durch desmale als 

auch durch chondrale Ossifikation. Im Vergleich zu Runx2 -Nullmutanten gibt es 

jedoch wichtige Unterschiede im Phänotyp von Osterix-Nullmutanten. So zeigten sich 

eine normale Organisation der Knorpelwachstumsplatte als auch eine deutlichere 

Mineralisierung der hypertrophen Knorpelzone (Ducy et al., 1997; Nakashima et al., 

2002).  

Als wichtiger Marker der Osteogenese von Zellen wird in der Literatur das Enzym 

alkalische Phosphatase (ALP) oder genauer eines von vier Isoenymen, die Tissue-

non-specific alkaline phosphatase (TNAP) genannt (Golub & Boesze-Battaglia, 

2007). Es konnte gezeigt werden, dass bei der Inaktivierung dieses Enzyms durch 

Levamisole keine Mineralisierung von Zellen stattfinden konnte (Tenenbaum, 1987). 

Auch die Anwesenheit von extrazellulärem Pyrophosphat, welches in der Literatur als 

Inhibitor der Mineralisierung von Zellen genannt wird und von der ALP zu Phosphat 

hydrolysiert wird, zeigte die Bedeutung von ALP bei der Mineralisierung (Fleisch et 
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al., 1966; Hessle et al., 2002; Tenenbaum, 1987). Deutlich wird die Bedeutung von 

ALP vor allem bei der Betrachtung von ALP Knock-out Mäusen, welche in 

Abwesenheit von ALP an der Krankheit Hypophosphatie litten, was eine gestörte 

Knochenentwicklung zur Folge hat (Narisawa et al., 1997; Wennberg et al., 2000).  

 

Für Zellen in vitro gilt die Exprimierung von ALP als ein früher Marker der 

Osteogenese. Es zeigt die Entwicklung von der Progenitorzelle zum Pre-Osteoblast 

an und der damit verbundenen Mineralisierung der extrazellulären Matrix (Hessle et 

al., 2002; Wennberg et al., 2000). 

 

Als später wichtiger Marker für die osteogene Differenzierung ist Osteocalcin (OCN) 

bekannt. Die höchste Exprimierung von OCN wird erst zu einem späteren Zeitpunkt 

(Tag 14-21) in der Osteogenese von Zellen erwartet. Eine hohe Exprimierung von 

OCN geht dabei mit einer erhöhten Mineralisierung der Zellen sowie einer 

vermehrten Knochenneubildung einher (Hauschka et al., 1989). 

 

Weitere für die Knochenentwicklung wichtige Faktoren stellen die Proteine 

Wingless/Int-1 (Reynolds et al., 2019), Sonic Hedghehog, (Dworkin et al., 2016) und 

der Fibroblasten-Wachstumsfaktor dar (Nie et al., 2006).  

Für die Entwicklung neuer Materialien im Rahmen des BTE und um das osteogene 

Potenzial von Zellen bestimmen zu können, ist es essenziell, einerseits die 

biologischen Mechanismen der Ossifikation zu kennen und andererseits das 

Differenzierungspotenzial der Zellen anhand von Untersuchungen der osteogenen 

Marker zu bestimmen.  

 

 

1.7 Tissue Engineering  

Das Tissue-Engineering (TE) ist ein interdisziplinäres Feld, das die Forschung der 

Ingenieurwissenschaften, der Naturwissenschaften und der Stammzellforschung zur 

Entwicklung biologischer Ersatzmaterialen vereint, welche die Funktion besitzen, 

Gewebe wiederherzustellen, zu erhalten oder zu verbessern (Langer & Vacanti, 

1993). 
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Das TE von Hartgewebe wird in der Literatur als Bone-Tissue-Engineering (BTE) 

bezeichnet. Bei der Entwicklung von geeigneten Materialien für das BTE soll ein drei-

dimensionales Gerüst, welches Scaffold genannt wird, geschaffen werden, das den 

natürlichen Knochen nachahmt und Heilungsprozess des Körpers unterstützt. Die 

Gewebezüchtung von Knochen erfordert ein erfolgreiches Zusammenspiel zwischen 

dem dreidimensionalen Gerüst, autologen Zellen des Patienten und osteoinduktiven 

Wachstumsfaktoren. Dabei soll die Förderung von Osteogenese und Angiogenese 

angestrebt werden, gepaart mit ausreichender mechanischer Stabilität, sowie einer 

Integration in das vorhandene Gewebe, um eine Lastübertragung zu ermöglichen. 

Dabei darf ein geeignetes Gerüst nicht toxisch sein und muss hoch biokompatibel 

sein, um nicht das Potenzial zu besitzen, eine immunologisch nachweisbare primäre 

oder sekundäre Fremdkörperreaktion hervorzurufen (Dorozhkin, 2022; Hench & 

Polak, 2002; Roddy et al., 2018; Turhani et al., 2007). 

 

Schon 1976 stellten Köster et al. heraus, dass sich Calciumphosphate als 

Knochenersatzmaterialien und somit auch für BTE eignet. Er untersuchte 

histologisch die Bioverträglichkeit von verschiedenen Calciumphosphaten und fand 

dabei heraus, dass Calciumphosphate im Verhältnis 2:1 bis 4:1 bioverträglich sind, 

das Optimum aber bei dem Verhältnis 3:1, also Tricalciumphosphat (TCP) mit der 

Formel Ca3(PO4)2 liegen würde (Köster et al., 1976). 

 

ß-TCP gehört zu den Biokeramiken und damit zu den häufigsten Materialien, die als 

Knochenersatz verwendet werden. Seine strukturelle Ähnlichkeit zu der 

mineralischen extrazellulären Matrix des natürlichen Knochens macht es zu einer 

vielversprechenden Option im Bereich des BTE (Bohner et al., 2020).  

In diversen Tiermodellen, darunter Studien an Hunden (Kondo et al., 2006) und 

Mäusen (Tsukanaka et al., 2015), konnte erfolgreich ein osteoinduktives Potenzial 

von ß-TCP nachgewiesen werden. Diese Erkenntnisse verleihen ß-TCP eine 

herausragende Position unter den verschiedenen Knochenersatzmaterialien und 

lassen die Keramik gegenüber anderen Materialien überlegen erscheinen (Tang et 

al., 2018). 

 

Neben ß-TCP wird auch Hydroxylapatit (HA) im BTE und der chirurgischen Praxis als 

eine alternative Biokeramik erachtet, die ähnliche Anwendung findet. Studien haben 



 19 

gezeigt, dass sowohl TCP als auch HA eine hohe Biokompatibilität aufweisen, da sie 

gut mit dem umgebenden biologischen Gewebe interagieren, ohne eine 

unangemessene immunologische Reaktion hervorzurufen. Darüber hinaus besitzen 

beide Keramiken osteoinduktive und osteokonduktive Eigenschaften, indem sie als 

Gerüst für die Migration und das Wachstum von Knochenzellen dienen und die 

Knochenneubildung induzieren (Bohner et al., 2020; Wongwitwichot et al., 2010; 

Yuan et al., 1998). Diese Fähigkeiten sind entscheidend für den Erfolg von 

Knochenersatzmaterialien insbesondere im Kontext der Frakturheilung und der 

Regeneration von kritischen Knochendefekten. Durch die Kombination dieser 

Eigenschaften stellen TCP und HA vielversprechende Optionen für das BTE und die 

Knochenchirurgie dar. 

Zusätzlich zu diesen Materialien werden in der Literatur für das BTE und als 

Knochenersatzmaterial auch Hydrogele, Polymere, Metalle und bioaktive Gläser 

genannt, welche aber nicht die Kombination von Eigenschaften wie TCP und HA 

aufweisen (Turnbull et al., 2018). 

Neben der Wahl des geeigneten Materials ist es wichtig, die Konstruktion des 

Scaffolds ideal auf das Zellwachstum abzustimmen. Hierbei gilt es zu unterscheiden, 

ob es in vivo oder in vitro verschiedene Auswirkungen gibt. Als essenzielle 

Eigenschaft neben dem verwendenden Material und dessen Biokompatibilität gilt die 

Porösität solcher Gebilde (Dorozhkin, 2022). Es gilt dabei jeweils zu untersuchen, 

inwieweit die Proteinbiosynthese stattfinden kann und in welchem Maße die 

osteogenen Differenzierung abläuft. Studien konnten dabei zeigen, dass bei einer 

höheren Porosität (>65%) in vitro mehr Proteinbiosynthese stattfinden kann als bei 

einer Porosität von 25 %; auf die osteogene Differenzierung hat dieser Prozess 

jedoch keinen Einfluss. In vivo hingegen zeigte sich, dass Scaffolds mit einer 

höheren Porosität eine bessere osteogene Differenzierung aufweisen (Kasten et al., 

2008). Untersucht wurde neben der Makroporösität auch die Auswirkung der 

Mikroporosität von Scaffolds. Es konnte dabei gezeigt werden, dass mit größeren 

Mikroporösitäten eine größerer Resorptionsrate einhergeht und mehr Calcium- und 

Phosphationen in Lösung gehen (Lapczyna et al., 2014). Einen positiven Effekt auf 

die Knochenneubildung konnte jedoch erst ab einer Mikroporösität von mehr als 32% 

nachgewiesen werden (Campion et al., 2011; Ghayor et al., 2020). 

Es wird davon ausgegangen, dass nicht nur die Gesamtporosität, sondern auch die 

Größe der Poren sowie die Oberflächenstruktur eine wichtige Rolle bei der 
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Differenzierung der Zellen spielt (Kasten et al., 2008). Es konnte gezeigt werden, 

dass Poren zwischen 100–400 μm ideal für die Knochengeweberegeneration sind 

(Bloebaum et al., 1994; Karageorgiou & Kaplan, 2005). 

Dabei gilt es allerdings zu beachten, dass bei einer höheren Porosität als auch bei 

größeren Poren die mechanischen Eigenschaften der Scaffolds verringert werden 

und somit ein Kompromiss zwischen diesen beiden Faktoren gefunden werden muss 

(Karageorgiou & Kaplan, 2005). In Studien wurde der Einfluss der Porosität auf die 

mechanischen Eigenschaften untersucht mit dem Ergebnis, dass eine erhöhte 

Porosität mit einer Abnahme des elastischen Moduls einhergeht. Das elastische 

Modul ist ein Maß für die Steifigkeit eines Materials und gibt an, wie gut es 

Belastungen widerstehen kann, ohne dauerhaft verformt zu werden. (Hollister, 2005; 

Zhang et al., 2004) Durch die Abnahme der Mikroporösität der Scaffolds durch dichte 

Sinterung des Materials kann eine höhere Stabilität erreichen werden (Paredes et al., 

2024).  

Eine Reduktion des elastischen Moduls in Bezug auf Knochenersatzmaterialien oder 

Biomaterialien weist darauf hin, dass das Material flexibler wird. Dieser Faktor kann 

sich in spezifischen Indikationen als Nachteil erweisen kann und ist daher stark von 

den individuellen Anforderungen und dem vorgesehenen Einsatzgebiet des Scaffolds 

abhängig. Eine ganzheitliche Betrachtung der biologischen Reaktion der Zellen in 

Verbindung mit der Stabilität des Scaffolds ist daher von großer Bedeutung. 
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1.8 Zielsetzung 

Ziel dieser Dissertation ist die Prüfung, welcher Ossifikationsmechanismus, desmal 

oder enchondral, für BTE am geeignetsten ist und ob dementsprechend PDCs aus 

neuralem oder mesenchymalem Ursprung als Stammzellquelle zum Einsatz kommen 

sollten. 

Bedingt durch den unterschiedlichen embryonalen Ursprung der Entnahmeorte wird 

erwartet, dass sich die biologischen Eigenschaften und das osteogene 

Differenzierungspotenzial der Periostzellen aus dem Mandibulaperiost und dem 

Fibulaperiost unterscheiden.  

Angenommen wird, dass Mandibulaperiostzellen, aufgrund ihres neuralen Ursprungs 

ist und der höhere Remodelingrate der Mandibula, den Periostzellen der Fibula 

überlegen sind. 

Frühere Untersuchungen in einer zwei-dimensionalen Kultur (Sorg, 2022) haben 

gezeigt, dass entgegen unseren Erwartungen und der aktuellen Studienlage auch 

Fibulaperiostzellen tendenziell ein höheres osteogenes Potenzial aufweisen können 

als Mandibulaperiostzellen. Die vorliegende Arbeit soll untersuchen, ob diese 

Ergebnisse in einer drei-dimensionalen-Kultur bestätigt werden können und ob sie 

ausreichend signifikant sind, um eine zusätzliche Zellentnahme an der Fibula für 

zukünftige Forschungen oder Therapien zu rechtfertigen.  

Zu diesem Zweck werden Periostzellen der Mandibula und der Fibula von vier 

Patienten der Klinik für Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie in Tübingen über einen 

Zeitraum von 21 Tagen in einem Scaffold aus ß-Tricalciumphosphat kultiviert und auf 

ihr osteogenes Potenzial hin untersucht. 

Die Bedeutung dieser Arbeit liegt in der Identifizierung der optimalen Quelle für 

Periostzellen im BTE, was entscheidend für die Verbesserung der 

Knochendefektrekonstruktion und damit für die Patientenversorgung ist. Durch die 

Erforschung der zugrundeliegenden Mechanismen der Ossifikation und der 

osteogenen Aktivität dieser Zellen soll diese Arbeit dazu beitragen, wichtige 

Wissenslücken zu schließen und neue Erkenntnisse für die regenerative Medizin zu 

gewinnen. 
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2 Methoden  

Bei der Auswahl der Patienten für dieses Projekt wurden nur Patienten ausgewählt, 

bei denen sowohl Mandibula- als auch Fibulaperiostzellen zur Verfügung standen, 

um die Donorvariation zu minimieren. Hierbei wurden Patienten (m/w/d) jeden Alters 

mit einbezogen, welche im Rahmen einer Mandibula-Rekonstruktion mittels 

Fibulatransplantat an der Klinik für Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie des 

Universitätsklinikums/der BG-Klinik Tübingen behandelt wurden und der Entnahme 

des Periostes zugestimmt hatten.  

Patienten, die an der Studie teilnahmen, durften keine Kiefernekrosen oder 

Erkrankungen haben, die direkt die Knochenbildung oder -zusammensetzung 

beeinflussen, wie zum Beispiel Osteoporose oder Osteomalazie. Ebenso wurden 

Patienten ausgeschlossen, die Bisphosphonate oder ähnliche Medikamente, die in 

den Knochenstoffwechsel während ihrer Behandlung eingenommen hatten. 

Personen, die präoperativ eine Strahlentherapie erhielten, wurden ebenfalls nicht in 

die Studie aufgenommen. 

Die Studie und die Verwendung von Zellen der Patienten wurde durch die Ethik-

Kommission der Universität Tübingen geprüft und mit der Antragsnummer 

6182017BO2 genehmigt. 

 

2.1 Gewinnung des Periostes und Anlegen einer primären 

Kultur  

Die Periostzellen zum Anlegen einer primären Zellkultur der vier Spender wurden im 

Rahmen ihrer Mandibula-Rekonstruktion entnommen. Hierfür wurde mit einem 

Raspatorium das umliegende Gewebe von der Knochenoberfläche gelöst und 

anschließend das Stratum osteogenicum des Periostes möglichst schonend entfernt. 

Anschließend wurden im Labor die hPDC`s isoliert und eine Primärkultur angelegt, 

welche als Passage 1 bezeichnet wurde.  

 

2.2 Kryokonservierung  

Bis zur Verwendung der hPDC`s in den Experimenten lagerten die Zellen in einem 

Stickstofftank. Hierzu werden die Zellen in der Konzentration 1*10^6/ml in Cryo-SFM-

Medium (PromoCell GmbH, Heidelberg) resuspendiert und dann je 1ml in 
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Kryoröhrchen überführt. Es erfolgte daraufhin die Lagerung über Nacht in einem „Cell 

Camper“ (neoLab Migge GmbH, Leonberg) bei -80 °C, bevor sie am nächsten Tag in 

den Stickstofftank überführt, wurden. Durch den Cell Camper erfolgt eine kontrollierte 

Abkühlung der Zellen (-1°C/min), sodass gewährleistet ist, dass die Zellen möglichst 

wenig Schaden durch den Einfrierprozess erleiden.  

 

2.3 Kultivierung von hPDC 

Um für alle verwendeten Zellen die gleichen Bedingungen zu schaffen und eine 

Vergleichbarkeit der Experimente sicherzustellen, wurden in der vorliegenden Arbeit 

stets für alle Experimente die gleichen Materialen und Methoden verwendet. Zu 

Beginn dieses Projektes mussten zuerst die eingefroren Zellen aufgetaut und 

vermehrt werden. Hierzu wurden die Zellen aus den Kryoröhrchen in ein 50 ml 

Falcon überführt und mit 10 ml Medium resuspendiert. Dem verwendeten Medium 

zur Isolation und Kultivierung wird humanes Plättchenlysat (hPL) beigefügt, welches 

das alternativ verwendete FCS/ FBS (Fetales Kälber Serum, Fetales Knochen 

Serum) ersetzte. Um das Grundmedium herzustellen, wurde DMEM/F12 (1:1) + 

GlutaMax (Gibco, ThermoFisher, Waltham) mit 10 % hPL (ZKT Tübingen) versetzt 

und anschließend 1 % Penicillin / Streptomycin und 1 % Amphotericin B 

hinzugegeben.  

Anschließend wurde die Zellsuspension bei 1400 rpm und 8 °C für 7 min zentrifugiert 

und das Medium entfernt. Zur Kultivierung wurde das Zellpellet in 20 ml Medium 

resuspendiert und in eine 175 cm²-Flasche überführt. Die Inkubation erfolgte bei 37 

°C und 5 % CO₂. Nach 24h wurde ein erster Medienwechsel durchgeführt, um 

abgestorbene Zellen zu entfernen. Weitere Medienwechsel erfolgten alle zwei Tage 

zur Sicherstellung der Nährstoffversorgung und Förderung des Zellwachstums. Wenn 

die Zellen konfluent sind, werden sie auf die Scaffolds umgesiedelt.  

 

2.4 Besiedlung der Scaffolds und Start der osteogenen 

Differenzierung  

Zur Herstellung einer drei-dimensionalen-Kultur werden die Zellen auf einen ß-

Tricalciumphosphat Scaffold transferiert, welcher einen Durchmesser von 5 mm und 

eine Porengröße zwischen 50 und 500 μm besitzt. Sterilisiert werden die Scaffolds 

mit 25 kGy Gamma Strahlung, um die Gefahr einer bakteriellen Kontaminierung zu 



 24 

minimieren. Bevor die Besiedlung der Scaffolds mit hPDC beginnen konnte, mussten 

sie eine Stunde bei 37 °C und 5 % CO2 im Inkubator mit Medium in einer 96 Well 

Platte inkubiert werden. In der Zwischenzeit wird das Medium aus den 

Zellkulturflaschen abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Durch die Zugabe 

von 3 ml Trypsin-EDTA („TrypLE“, ThermoFisher, Waltham) und einer 

Inkubationszeit von 5-7min bei 37 °C wurden die Zellen von der Flasche gelöst. Die 

Reaktion wird durch die Zugabe von 7 ml Medium gestoppt. Anschließend werden 

die Zellen in ein Falcon überführt. Es wird Tryptanbau im Verhältnis 1:1 mit einem 

kleinen Teil der Zellsuspension gemischt und in eine automatische Zählkammer 

(TC20 Automated Cell Counter, BIO-RAD Laboratories GmbH, Hercules) pipettiert. 

Nach dem Zählen wird die Zellsuspension auf eine Konzentration von 50000 Zellen / 

50 μl mit Medium eingestellt. Diese Zellsuspension wird mittig auf den Scaffold 

pipettiert, wieder aufgenommen und erneut auf den Scaffold gegeben. Dieser Schritt 

wird 4-5 -mal wiederholt, um sicherzugehen, dass die Zellen sich im Scaffold 

ansiedeln. Ein Scaffold wird mit 50.000 Zellen besiedelt. Anschließend erfolgt eine 2-

stündige Inkubationszeit im Brutschrank, bevor erneut 150 μl Medium pro Well 

dazugegeben werden. Am nächsten Tag werden die besiedelten Scaffolds auf neue 

96-Well aus Polypropylen gesetzt und die Differenzierung wurde begonnen.  

Zur Induktion der osteogenen Differenzierung wird das verwendete Grundmedium mit 

0,1 M Vitamin C, 10 M ß-Glycerophosphat und 4 μM Dexamethason versetzt. Der 

erste Tag an dem das osteogene Differnzierungsmedium verwendet wird, wird als 

Tag 0 definiert. Um den Grad der osteogenen Differenzierung zu untersuchen, 

erfolgen die Analysen an den Tagen 7, 14, und 21. Pro Scaffold werden 200μl 

Medium verwendet, welches im zweitägigen Rhythmus erneuert wird. Beim Wechsel 

des Mediums wird darauf geachtet, dass sich die Scaffolds in der Well Platte nicht 

umdrehen und was die Ergebnisse verfälschen könnte. Somit entstehen im Verlauf 

der Kultivierung eine Ober- und Unterseite der Scaffolds.  
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Tabelle 1- Medium Zusammensetzung während der Kultivierung  

Grundmedium  DMEM/F12 (1:1) + GlutaMAX (gibco)  

+ 10 % humanes Plättchenlysat  

+ 1 % Penicillin/Streptomycin 

+ 1 % Amphotericin  

 

Osteogenes-Medium  Grundmedium  

+ 0,1 % Vitamin C  

+ 1 % β-Glycerophosphat  

+ 0,04 % Dexamethason  

 

 

2.5 Alkalische Phosphatase-Assay  

Da die alkalische Phosphatase (ALP) als früher osteogener Marker bekannt ist, wird 

der Alkalische Phosphatase Assay an den Tagen 7 und 14 durchgeführt. Verwendet 

wird dafür das „SenosoLyte®pNPP Alkaline Phosphatase Assay Kit“ (Sigma-Aldrich, 

St.Louis), womit durch ein kolormetrisches Verfahren die Konzentration von ALP in 

der Probe gemessen werden kann. Hierfür dient p-Nitrophenylphosphat (pNPP) als 

Detektor, welches sich durch Kontakt mit ALP gelb verfärbt. Gemessen wurde die 

Absorption bei einer Wellenlänge von 405nm mit einem Mikroplatten Leser (ELx 800, 

BioTek Instruments, Winooski).  

 

2.5.1 Probenentnahme  

Bevor die Alkalische Phosphatase Konzentration bestimmt wurde, muss das Enzym 

zuerst aus den Zellen extrahiert und isoliert werden. Dazu wird das Medium 

abgesaugt und die Scaffolds mit dem Assay Puffer aus dem Kit gewaschen. 

Anschließend werden je vier Scaffolds der gleichen Bedingung in ein mit Keramik-

Kugeln und Lyse-Puffer gefüllte Tube überführt und inkubiert. Nach 10-minütiger 

Inkubationszeit werden die Scaffolds in einem Hochgeschwindigkeitshomogenisator, 

dem „FastPrep 24“ (MP Biomedicals) durch die KeramikKugeln bei 4 m/s für 1 min 

geschreddert. Es folgt eine weitere 10-minütige Inkubationszeit auf Eis in der die 

geschredderten Scaffold von Zeit zu Zeit gevortext werden. Um das Zelllysat aus den 
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Scaffoldresten und den Keramik-Kugeln zu isolieren, werden die die Tubes für 10 

min bei 10.000 g abzentrifugiert und 500 μl des Überstandes in ein neues Tube 

überführt. Dieses wird erneut zentrifugiert und bei 2500 g für 2 min und 300 μl dieses 

Überstandes ein neues Eppi überführt. Bis zu dem Start der enzymatischen Reaktion 

wurden die Proben auf Eis gelagert und entweder 1:5 (Kontrollgruppe (KO)) oder 

1:10 (osteogene Bedingung (OB)) verdünnt.  

 

2.5.2 Start der enzymatischen Reaktion 

Um die enzymatische Reaktion zu starten, werden 50 μl der Proben und der zuvor in 

den Konzentrationen 200/100/50/25/12,5/6,25/3,125/0 ng/ml vorbereiteten Standards 

in eine 96-Wellplatte pipettiert. Anschließend werden 50 μl des pNPP-Substrates 

hinzugegeben und für 30 min bei Raumtemperatur auf einer Rüttelplatte inkubiert. 

Nach Hinzugegeben der Stopplösung wird die optische Dichte bei 405 nm 

gemessen.  

 

2.6 Echtzeit qPCR  

Mithilfe der quantitativen Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion oder engl. Real-time 

quantitative Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) wird die Genexpression in den 

Patientenzellen untersucht. Der Readout wird als relative Expression in Bezug auf 

die Expression von GAPDH des jeweiligen Patienten angegeben. Folgende Gene 

und die dadurch kodierten Gene sollen in der vorliegenden Arbeit untersucht werden.  

 

Tabelle 2 Untersuchte osteogene Gene. 

Gen Protein  

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-

Dehydrogenase 

ALP Alkalische Phosphatase  

RUNX 2 Runt-related Transkriptionsfaktor 2 

COL1A1 Kollagen Typ 1, Alpha 1 

COL1A2 Kollagen Typ 1, Alpha 2  

BGLAP/ OCN Osteocalcin 
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2.6.1 Probenentnahme 

Zur Gewinnung der RNA wird in diesem Projekt das NuceloSpin®RNA XS Kit der 

Firma Macherey-Nagel verwendet. Bevor die Isolierung der RNA mit Hilfe des Kits 

starten kann, müssen zuerst die Scaffolds mit PBS gewaschen werden. 

Anschließend werden sie äquivalent zu dem ALP Assay in die mit Keramikkugeln 

gefüllten Eppis überführt. In den Eppis befindet sich jeweils 12,5 μl TCEP und 625 μl 

des RA1 Puffer des Kits. Anschließend werden die Scaffolds bei 4 m/s geschreddert 

und auf Eis gelagert. Der Überstand wird in ein neues Eppi überführt und bei 1000 

rpm für 5 Minuten zentrifugiert. Die Proben werden bis zur Isolierung der RNA bei -80 

°C eingefroren. 

 

2.6.2 Isolierung der RNA 

Um die RNA aus den Zellenproben zu isolieren, werden die Proben nach den 

Herstellerangaben des Kits weiterverarbeitet. Das Kit verwendet Membranen aus 

Kieselgel in den Säulchen, an denen die RNA bindet. Anschließend wird die 

Membran entsalzt und die DNA mit Hilfe der rDNase verdaut. Darauf folgt das 

Aufreinigen und Trocken der RNA, bevor die Elution der RNA mit 40 μl RNase freiem 

Wasser beginnen kann. Es folgte die photometrische Bestimmung der Konzentration 

der RNA durch den NanoDrop One (Thermo Fisher Scientific, Waltham).  

 

2.6.3 cDNA-Synthese 

Bevor die Messung der Genexpression starten kann, ist es notwendig die RNA in 

cDNA (engl. Complemantary DNA) zu transkribieren. Hierzu wird das 

SuperScript®VILO- Synthesekit (Invitogen,Thermo Fisher Scientific, Waltham) und 

das Luna Script®RT SuperMix Kit (New England BioLabs, Ipswich) nach 

Herstellerangaben verwendet. Um eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse 

herzustellen, wird bei allen Proben die verwendete RNA-Menge so gewählt, dass 

nach der cDNA-Synthese bei allen Proben die gleiche Konzentration an cDNA 

vorliegt.  
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2.6.4 RT-qPCR 

Für die qPCR wird der Quantstudio 3 (Applied Biosystems by ThermoFisher 

Scientific, Waltham) verwendet. Wir haben uns in diesem Projekt für die qPCR nach 

der delta-delta-CT-Methode entschieden, um die Genexpression zu untersuchen. 

Hierfür wird eine für den Quantstudio 3 konzipierte 96 Well-Platte verwendet, in die 

jeweils pro Well 5 μl Luna qPCR Master Mix (New England BioLabs, Ipswich), 0,5 μl 

Primer für das jeweilige Gen, 3,5 μl Wasser und 1 μl bzw. 2 μl Probe hinein pipettiert 

werden. Nach dem Versiegeln der Wellplatte und anschließendem Vortexen und 

Zentrifugieren wird die Platte in den Quantstudio3 gestellt und die qPCR mit 40 

Zyklen gestartet. Vor dem ersten Zyklus findet für eine Minute bei 95 °C die 

Enzymaktivierung statt, bevor die Denaturierung der cDNA, das anschließende 

Anlagern der Primer und die darauffolgende Elongation der cDNA den ersten Zyklus 

markieren. Gemessen wir die Konzentration der Geneexpression photometrisch.  

 

2.6.5 Statistische Auswertung 

Die Auswertung der qPCR wird nach der delta-delta-CT-Methode durchgeführt. 

Hierfür wird zuerst die relative Konzentration des zu analysierenden Genes in Bezug 

auf das Standardgen GAPDH bestimmt; delta-CT. Um eine Hoch- oder 

Runterregualtion des Genes festzustellen wird der Mittelwert der Mandibula 

Kontrollgruppe von Tag 7 in Relation gesetzt, um delta-delta-CT zu erhalten. 

Anschließend wurde die Induktion durch 2^ (- delta-delta-Ct) bestimmt. Bei Proben 

bei denen keine Amplifizierung messbar war, wurden die Messwerte mit der 

maximalen Zyklusanzahl (40) ersetzt.  

 

2.7 Histologische Untersuchungen 

Für die histologischen Untersuchungen wurde das Verfahren der Einbettung der 

Scaffolds in Kunststoff gewählt. Als Einbettmittel der Wahl haben wir uns für 

Technovit®9100 (Kulzer Technik, Hanau), entschieden, einem 

Kunststoffeinbettungssystem auf Basis von Methylmethacrylat, welches speziell für 

die Einbettung von mineralisierter Matrix entwickelt wurde. Die verwendeten 

Scaffolds werden 21 Tage lang kultiviert, mit PBS gewaschen, dann mit 4 % 
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Paraformaldehyd für 30 min fixiert und bei 4 °C im Kühlschrank bis zur Einbettung in 

PBS gelagert.  

 

2.7.1 Einbettung 

Bevor mit der Einbettung begonnen werden konnte, mussten die Scaffolds dehydriert 

werden. Dazu werden sie zuerst in destilliertem Wasser gewaschen und dann für je 

15 min in Alkohol in aufsteigender Konzentration (70 %,80 %, 96 %, zweimal 100 %, 

Xylen) gelegt und abschließend für 30 min in Xylen inkubiert. Zur Präinfiltration des 

Kunststoffes wurden die Scaffolds zweimal 2 Stunden in Aceton und anschließend 

über Nacht im Kühlschrank mit Stammlösung A des Technovit®Kits infiltriert. Am Tag 

darauf wird die Polymerisationslösung aus neun Teilen Stammlösung A und einem 

Teil Stammlösung B hergestellt. Die Scaffolds werden damit infiltriert und für 24 h im 

Kühlschrank aufbewahrt, damit diese Polymerisationslösung vollständig aushärten 

kann.  

 

2.7.2 Schnitte herstellen  

Die eingebetteten Scaffolds werden zuerst halbiert, um anschließend Schnitte aus 

der Mitte des Scaffolds zu bekommen. Mit dem Mikrotom (pfm Rotary 3006 EM; pfm 

medical AG) und einem Knochenmesser (SH35W Feather microtome blade HP TC; 

Feather Safety Razor Co.) werden 5 μm dicke Schnitte angefertigt. Als 

Schneideflüssigkeit wurde 30 %-iger Ethanol verwendet. Zur Stabilisierung der 

Schnitte wurden diese mit einem adhäsiven Band (Tesafilm, Beiersdorf AG) 

aufgenommen. Im Anschluss daran werden die hergestellten Schnitte entplastet, 

indem sie jeweils 10 min in Xylol und 2-Methoxyethylacetat und dann 2 min in Aceton 

gelagert werden, bevor sie mit destilliertem Wasser gewaschen werden.  

 

2.7.3 Färbungen  

Die entplasteten Schnitte werden in einer feuchten Färbekassete 10 min lang mit 

Alizarin Red S (Sigma-Alrich, St. Louis) in der Konzentration 1:10000 gefärbt. 

Anschließend wird das ungebundene Alizarin mit destilliertem Wasser 

ausgewaschen. Als Kernfärbung haben wir uns für Hoechst (ThermoFisher) 

entschieden. Hierfür werden die Schnitte im Anschluss an die Alizarin Färbung 10 
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min mit dem Hoechst Farbstoff inkubiert und erneut die überschüssige Farbe mit 

destilliertem Wasser ausgewaschen. Nach dem Trocknen werden die gefärbten 

Schnitte mit Fluoromount G (Invitrogen, Thermo Fisher) und einem Deckgläschen 

eingedeckt.  

Die Bilder wurden mit dem Zeiss Axio Observer z1 bei 20-facher Vergrößerung 

aufgenommen.  

 

2.7.4 Auswertung 

Es wurden jeweils 3 Bilder pro Scaffold aufgenommen. Es werden die zum Medium 

hin exponierten Bereiche, wie die Oberseite und insbesondere die obere Ecke des 

Scaffolds untersucht. Anschließend wurde der Fokus auf das Zentrum des Scaffolds 

gelegt, um zu untersuchen, wie sich die Zellen im Inneren des Scaffolds entwickeln. 

 

2.8 Alizarin Quantifizierung 

Um einen möglichen Unterschied in der Mineralisierung der Zellen festzustellen, 

wurde in Anlehnung an die Alizarin Quantifizierung in einer 2D-Kultur das Protokoll 

entsprechend verändert, damit es für dreidimensionale Strukturen verwendet werden 

kann.  

 

2.8.1 Färbung der Scaffolds 

Für die Quantifizierung wurden die Scaffolds 21 Tage lang kultiviert und dann 

äquivalent zu den Scaffolds für die histologischen Untersuchungen mit PBS 

gewaschen und mit 4 %-igem Paraformaldehyd fixiert. Gelagert wurden sie bei 4 °C 

in PBS im Kühlschrank.  

Für diesen Versuch werden die fixierten Scaffolds in eine 24 Well-Platte transferiert 

und zuerst 2x mit PBS und abschließend mit destilliertem Wasser gewaschen. 

Daraufhin werden die Scaffolds für 30 min mit Alizarin Red S (Sigma Alrich, St. 

Louis) angefärbt und anschließend 4-x mit destilliertem Wasser gewaschen. 

Abschließend werden die Scaffolds noch 2-mal für je 15 Minuten auf einem Shaker 

gewaschen, um ungebundenes Alizarin zu entfernen. Die Scaffolds wurden 

anschließend 5 min in 100 %-igem kaltem Alkohol inkubiert, bevor sie bei 
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Raumtemperatur getrocknet werden. Am Folgetag werden die Bilder mit dem Leica 

Wild Makroskop M420 bei 1,25-facher Vergrößerung aufgenommen. Um einen 

Maßstab zu erhalten, wird als Hintergrund Millimeterpapier verwendet. 

 

2.8.2 Quantifizierung  

Um aus den gefärbten Scaffolds das gebundene Alizarin wieder zu lösen, werden die 

Scaffolds in einer 96 Wellplatte für 30 min in 200 μl 10 %-iger Essigsäure auf einem 

Shaker inkubiert. Anschließend werden die Scaffolds in Eppis überführt und erneut 

180 μl 10 %-ige Essigsäure hinzugegeben. Es folgen daraufhin 30 min bei 85 °C im 

Thermocycler (Eppendorf) und 5 min Abkühlung auf Eis. Im Anschluss daran werden 

die Proben bei 20.000 g für 15 min zentrifugiert, damit sich die gelösten Scaffoldreste 

ablagern können. Bevor die Überstände, neutralisiert werden, werden Verdünnungen 

von je 1:3, 1:5, 1:10 (leerer Scaffold, Kontrollgruppe, Osteogene Gruppe) angesetzt, 

sodass am Ende 400 μl entstehen. Diese werden dann mit 150 μl 10 %-igem 

Ammoniumhydroxid neutralisiert.  

Es werden mit dem zuvor verwendeten Alizarin Red S Färbelösung und einem 

Verdünnungspuffer 12 Standards hergestellt in der Konzentration 2 mM bis zu 0,97 

μM absteigend. Von den Standards und den Proben wurden jeweils 100 μl in eine 96 

Wellplatte pipettiert und die optische Dichte bei 405 nm bestimmt.  

 

2.9 Proteom Profiler Array 

Um die ins Medium abgegeben Proteine zu untersuchen, haben wir uns entschieden, 

einen Antikörper-Assay mit dem Mediumsüberstand an Tag 14 durchzuführen. 

Hierfür wird 48 Stunden davor ein Mediumswechsel durchgeführt, um zu 

gewährleisten, dass die Zellen genügend Zeit haben Proteine zu bilden und ins 

Medium abzugeben. An Tag 14 wird das Medium gesammelt und bis zur 

Versuchsdurchführung bei -80 °C gelagert.  

Zum Detektieren der Proteinkonzentration wird der Proteom Profiler (Non-

Hematopoietic Panel) der Firma R&D Systems verwendet. Hierzu werden als Erstes 

alle im Kit vorhanden Materialien inklusive der Membranen mit den Antikörpern 

gemäß Herstellerangaben vorbereitet. Die vorbereiteten Proben werden auf die 

Membranen pipettiert und über Nacht auf einem Laborschüttler im Kühlschrank 

inkubiert. Am nächsten Tag werden die Membranen mit dem im Kit vorhanden 
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Waschpuffer gewaschen und der Detektionsantikörper wird hinzugegeben, welcher  

2h auf den Membranen verbleibt. Nach erneutem Waschen wird das im Kit 

vorhandene Streptavidin-HPR auf die Membranen pipettiert. Es folgt ein erneuter 

Waschschritt bevor der „Chemi Reagent Mix“ auf die Membranen gegeben wird. 

Dieses verbleibt dort für 1 min und der Überstand wird mit fusselfreiem Papier 

entfernt. Die Membranen werden in Röntgenkasseten mit einem 

Hemilumineszenzfilm gelegt, welcher nach 10 min äquivalent zu einem Röntgenfilm 

entwickelt wird. Der Film wird dann mit einem Scanner (Lexmark) eingescannt und 

die optische Dichte der Pixel bestimmt.  

 

2.10 Statistische Auswertung  

Die statistische Auswertung der Experimente erfolgte mithilfe der Software GraphPad 

Prism 8.3.0. Die Signifikanz der Ergebnisse wurde durch eine Two-way-ANOVA, also 

eine zweifache Varianzanalyse bestimmt. Als signifikant galten p- Werte ≤ 0,05. 

Angegeben in den Graphen ist jeweils der Mittelwert mit der Standardabweichung. 

Die Auswertung der histologischen Bilder erfolgte rein deskriptiv.   
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3 Ergebnisse  

Die Versuche in dieser Arbeit haben das Ziel, vergleichende Analysen von hPDCs 

neuralen und mesenchymalen Ursprungs durchzuführen, um die geeignetste Quelle 

für das BTE zu identifizieren. 

Durch die Berücksichtigung der unterschiedlichen Ossifikationsmechanismen wird 

erwartet, dass sich das osteogene Differenzierungspotenzial der Periostzellen aus 

Mandibula und Fibula unterscheiden könnte. Basierend auf der Hypothese, dass in 

der Mandibula ein höheres Knochen-Remodeling sowie durch desmale Ossifikation 

direkte Knochenbildung stattfindet, wird davon ausgegangen, dass diese Zellen eine 

höhere osteogene Aktivität aufweisen und sich daher besser für das BTE eignen 

könnten. 

 

Zu diesem Zweck wurden Periostzellen der Mandibula und der Fibula von vier 

Patienten des MKGC-Tübingens über einen Zeitraum von 21 Tagen in einem 

Scaffold aus ß-Tricalciumphosphat kultiviert und auf ihr osteogenes Potenzial nach 7, 

14 und 21 Tage hin untersucht. 

 

3.1 Alizarin Quantifizierung 

Der Farbstoff Alizarinrot besitzt eine hohe Affinität zu Calciumionen, da er mit ihnen 

Komplexe bildet. Dadurch kann nachgewiesen werden, ob Zellen eine mineralisierte 

Matrix gebildet haben. Diese Matrix erscheint bei Anfärbung in einem Rotton. Da der 

von uns verwendete Scaffold ebenfalls aus Calciumionen besteht, bindet dieser 

ebenfalls den Alizarinrot-Farbstoff. Durch den Vergleich mit gefärbten Scaffolds ohne 

Zellen, die als Blanks bezeichnet werden, lässt sich feststellen, inwieweit die Zellen 

eine mineralisierte Matrix auf dem Scaffold gebildet haben. 

 

Das Ziel dieses Versuchs besteht darin, herauszufinden, ob die Zellen nach einer 

Kultivierungszeit von 21 Tagen eine mineralisierte Matrix gebildet haben. Die Bildung 

einer mineralisierten Matrix ist ein entscheidender Faktor in der Osteogenese von 

Zellen und essenziell für das BTE.  
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Die makroskopischen Bilder der Scaffolds zeigen, dass die Scaffolds, welche das 

osteogene Medium erhalten haben, eine dichte rote Färbung aufweisen verglichen 

mit den Blanks oder der Kontrollgruppe. Damit konnte bestätigt werden, dass die 

Zellen auf dem Scaffold eine mineralisierte Matrix bilden. Makroskopisch kann 

allerdings kein Unterschied zwischen den Scaffolds der Mandibulaperiostzellen und 

denen der Fibulaperiostzellen erkannt werden. Die Scaffolds der Kontrollgruppen 

weisen zudem auch partiell dunkelrot gefärbte Areale auf. Die Blanks zeigen eine 

hellere Färbung im Vergleich zur Kontrollgruppe. 

 

 

 

 MANDIBULA 
P1 

FIBULA  
P1 

MANDIBULA  
P2 

FIBULA  
P2 

KO     

OB      

 

Abbildung 1 – Scaffolds mit Alizarin gefärbt  

Scaffolds besiedelt mit hPDCs von zwei Patienten mit Alizarin gefärbt nach 21-

tägiger Kultivierung. Die Scaffolds der oberen Reihe haben das Standardmedium 

(Kontrollgruppe) und die der unteren Reihe das osteogene Medium erhalten. Die 

Bilder wurden mit dem Leica Wild M420 Makroskop bei 1,25-facher Vergrößerung 

aufgenommen. Als Hintergrund wurde Millimeterpapier gewählt. 
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 MANDIBULA  
P3 

FIBULA  
P3 

MANDIBULA 
 P4 

FIBULA 
P4 

KO     

OB     

 

Abbildung 2 – Scaffolds mit Alizarin gefärbt 

Scaffolds besiedelt mit hPDCs von zwei Patienten und mit Alizarin gefärbt nach 21-

tägiger Kultivierung. Die Scaffolds der oberen Reihe haben das Standardmedium 

und die der unteren Reihe das osteogene Medium erhalten. Die Bilder wurden mit 

dem Leica Wild M420 Makroskop bei 1,25-facher Vergrößerung aufgenommen. Als 

Hintergrund wurde Millimeterpapier gewählt. 

 

  

Abbildung 3- Blank mit Alizarin gefärbt 

Scaffold nach 21-tägiger Kultivierung in Standardmedium ohne Zellen nach der 

Alizarinfärbung.  Die Bilder wurden mit dem Leica Wild M420 Makroskop bei 

1,25-facher Vergrößerung aufgenommen. Als Hintergrund wurde 

Millimeterpapier gewählt. 
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Im Anschluss an die makroskopische Untersuchung wurde das gebundene Alizarin 

gelöst und anschließend photometrisch gemessen. Der Mittelwert von dem im Blank 

gebunden Alizarin (0,1645 mM; n=4) wurde von jedem Wert abgezogen, um den vom 

Scaffold gebundenen Anteil des Alizarins nicht zu berücksichtigen. Dadurch wurde 

ausschließlich der Wert des von den Zellen gebundenen Alizarins ermittelt. Die 

resultierenden Konzentrationen werden in Millimolar (mM) angeben.  

 

Die Ergebnisse zeigten, was bereits makroskopisch erkennbar war. Die 

Kontrollgruppen weisen im Vergleich zu der Gruppe, die das osteogenen Medium 

erhalten hat, eine signifikant geringere Alizarinkonzentration auf. Es wurde eine 

tendenziell höhere Konzentration bei den Zellen der osteogen differenzierten Fibula 

im Vergleich zu den osteogenen Mandibula Zellen festgestellt. Jedoch waren diese 

Unterschiede statistisch nicht signifikant. 

 
Abbildung 4 – Alizarinkonzentration nach 21 Tagen  

Alizarin Konzentration angeben in Millimolar. Die Untersuchung wurde nach 21-

tägiger Kultivierung unter normalen (KO) und osteogenen (OB) Bedingungen 

durchgeführt. Die Daten werden als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt. Die 

Signifikanz der Abweichungen wurde mittels zweifacher Varianzanalyse bestimmt 

(n=4, *p < 0.05, **p ≤ 0.01).  
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3.2 Mikroskopische Untersuchungen  

In der folgenden Analyse der mikroskopischen Ergebnisse lag der Fokus auf der 

Untersuchung der Zellverteilung innerhalb des Scaffolds sowie der Ausbildung einer 

mineralisierten Matrix. Es sollte untersucht werden, ob sich mikroskopisch ein 

Unterschied zwischen den Zellen der Mandibula und der Fibula feststellen lässt, um 

daraus Rückschlüsse auf die osteogenen Differenzierung und die Proliferation der 

Zellen zu ziehen. 

 

Hierfür werden die Zellen in den Scaffolds 21 Tage lang kultiviert und dann fixiert. 

Anschließend werden die Scaffolds eingebettet in Kunststoff und in 8 μm dicke 

Schnitte geschnitten. Der Kunststoff wurde herausgelöst und die Schnitte wurden mit 

Hoechst und Alizarin gefärbt. Die Hoechst Färbung färbt die Zellkerne blau und das 

Alizarin Calciumionen, welche in der mineralisierten Matrix der Zellen vorkommen, 

rot. Die Bilder wurden von einer der oberen Ecken des Scaffolds (1. Reihe), im 

Bereich einer großen Pore (2. Reihe), und in der Mitte des Scaffolds (3. Reihe) 

aufgenommen.  

 

Die Bilder der Mikroskopie Ergebnisse zeigen, dass die Zellen dazu tendieren, einen 

dichten Monolayer (weißer Pfeil in Abbildung 4) um den Scaffold herum zu bilden. 

Dieses Phänomen lässt sich unabhängig von der Kultivierungsbedingungen 

beobachten. Durch die histologischen Bilder erkennt man, dass sich vermehrt Zellen 

in Bereichen mit größeren Poren sowie in den Ecken des Scaffolds ansiedeln. Dies 

könnte möglicherweise Hinweise auf eine verbesserte Nährstoffversorgung in diesen 

Regionen geben und auf ein Defizit im Inneren des Scaffolds hindeuten. 

 

Die Mineralisierung erkennt man vor allem am Monolayer der osteogen 

differenzierten Gruppen. Insbesondere im Bereich größerer Poren zeigt sich eine rot 

gefärbte Zellschicht, die auf eine Mineralisierung der Zellen hinweist. Vereinzelt 

erkennt man in den Kontrollgruppen in diesen Bereichen eine rötlichere Zellschicht. 

Direkt am Scaffold lässt sich keine Mineralisierung nachweisen, da diese sich mit der 

Rotfärbung des Scaffolds überschneidet. Es lässt sich kein Unterschied in der 

visuellen histologischen Untersuchung zwischen Mandibula- und Fibula-hPDCs nach 

21 Tagen feststellen.   
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Mandibula KO  Mandibula OB  

 

Abbildung 5 - Histologische Bilder Mandibula nach 21 Tagen 

Scaffolds wurden 21 Tage lang kultiviert und dann eingebettet. Anschließend wurden 

die Calciumionen mit Alizarin (rot) und die Zellkerne mit Hoechst (blau) gefärbt. Die 

weißen Pfeile zeigen den gefärbten Monolayer den die Zellen um den Scaffold 

gebildet haben.  Reihe 1: obere Ecke des Scaffold; Reihe 2: größere Pore auf der 

Oberseite des Scaffolds; Reihe 3: Mitte des Scaffolds   
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Fibula KO Fibula OB 
 

 

Abbildung 6 Histologische Bilder Fibula nach 21  

Scaffolds wurden 21 Tage lang kultiviert und dann eingebettet. Anschließend wurden 

die Calciumionen mit Alizarin (rot) und die Zellkerne mit Hoechst (blau) gefärbt. Die 

weißen Pfeilel zeigen den gefärbten Monolayer den die Zellen um den Scaffold 

gebildet haben Reihe 1: obere Ecke des Scaffold; Reihe 2: größere Pore auf der 

Oberseite des Scaffolds; Reihe 3: Mitte des Scaffolds  
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3.3 ALP Assay  

Die Alkalische Phosphatase (ALP) spielt eine entscheidende Rolle bei der 

Untersuchung der Osteogenese, da sie als früher Marker für die Differenzierung von 

Osteoblasten fungiert. In unserer Untersuchung wurde die ALP-Aktivität an Tag 7 und 

Tag 14 nach Beginn der osteogenen Differenzierung gemessen, wobei die ALP-

Konzentration in Relation zur Gesamtproteinkonzentration bestimmt wurde. 

 

Abbildung 6 zeigt, dass am 7. Tag eine signifikant erhöhte Aktivität der Alkalischen 

Phosphatase bei den Zellen festgestellt wurde, die dem osteogenen Medium 

ausgesetzt waren, im Vergleich zu ihren jeweiligen Kontrollgruppen. Es wurde kein 

signifikanter Unterschied zwischen der Mandibula- und Fibula- Kontrollgruppen 

beobachtet. Es ist zu erkennen, dass die Zellen aus Fibula im Vergleich zu den 

Zellen der Mandibula tendenziell eine höhere Konzentration aufweisen, jedoch 

wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt. Die große Standardabweichung 

deutet darauf hin, dass eine beträchtliche Variation in Bezug auf die ALP-

Konzentration zwischen den verschiedenen Spendern besteht. 

Am 14. Tag zeigte sich keine Veränderung in der Kontrollgruppe im Vergleich zu den 

gemessenen Werten am 7. Tag. Die relative ALP-Konzentration stieg an Tag 14 bei 

den osteogen differenzierten Zellen im Vergleich zu Tag 7 an. Es wurde dabei 

festgestellt, dass die osteogenen Zellen eine signifikant höhere ALP-Aktivität 

aufwiesen als die Kontrollgruppe.  

Beim Vergleich der osteogen differenzierten hPDCs der Mandibula mit denen der 

Fibula wurde ein signifikanter Unterschied (p<0.05) in der ALP-Konzentration 

festgestellt. Die Fibula-hPDCs (M=1897.71 ng/mg) wiesen im Vergleich zur 

Mandibula-hPDCs (M=1097.90 ng/mg) eine 1.7-fach höhere Konzentration an Tag 14 

auf.  
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Abbildung 7 ALP-Konzentration an Tag 7 und Tag 14  

Relative Konzentration der ALP (Alkalischen Phosphatase) in Bezug auf den 

Gesamtproteinanteil. Die Analyse wurde nach 7- und nach 14-tägiger Kultivierung 

unter normalen (KO) und osteogenen (OB) Bedingungen durchgeführt. Die Werte 

wurden in Bezug auf die Gesamtproteinkonzentration normiert und sind als 

Konzentration in ng/mg dargestellt. Die Daten werden als Mittelwert ± 

Standardabweichung dargestellt. Die Signifikanz der Abweichungen wurde mittels 

zweifacher Varianzanalyse bestimmt (n=4, *p < 0.05, **p ≤ 0.01, ***p≤ 0.001). 

 

 

3.4 Genexpression  

Das Ziel der Genexpressionsuntersuchung besteht darin, Unterschiede in den 

molekularen Mechanismen der Osteogenese von Zellen zu identifizieren, um 

dadurch Einsichten in die Qualität und Quantität der osteogenen Prozesse zu 

gewinnen.  Untersucht wurden wichtige Marker-Gene der Osteogenese wie ALP, 

RunX2, OCN, Col1A1 und Col1A2 nach 7- und 14- tägiger Kultivierungsdauer. 

 

Hierfür wurden die Scaffolds mit den Zellen gemahlen und anschließend die RNA 

extrahiert. Diese wurde in cDNA umgeschrieben und anschließend mittels RT-qPCR 

untersucht und nach der delta-delta-CT-Methode ausgewertet. Als Ausgangswert 

haben wir uns für die Mandibula KO-Gruppe nach 7 Tagen entschieden. Hierbei steht 
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ein Wert kleiner als 1 für eine Herunterregulation des Genes und ein Wert größer als 

1 für eine Hochregulation des Genes im Vergleich zu der Mandibula KO-Gruppe an 

Tag 7. 

 

Bei der Analyse der ALP-Genexpression zeigt sich, dass die osteogene 

differenzierten Gruppen eine höhere ALP-Expression besitzen als ihre Kontrollgruppe 

am jeweiligen Untersuchungszeitpunkt. An Tag 7 ist die Genexpression der unter 

osteogenen Bedingungen kultivierten Mandibulazellen tendenziell kleiner als die der 

Fibula OB-Gruppe. An Tag 14 zeigt sich eine deutlich höhere Genexpression der 

Fibula OB-Zellen im Vergleich zur Mandibula, auch wenn keine Signifikanz 

festgestellt werden konnte.  

 
 

Abbildung 8 Genexpression von ALP. 

Angegeben ist die Induktion (2^ (-delta-delta-CT)) in Bezug auf die Mandibula KO-

Gruppe an Tag 7.  Die Daten werden als Mittelwert ± Standardabweichung 

dargestellt. Die Signifikanz der Abweichungen wurde mittels zweifacher 

Varianzanalyse bestimmt (n=4, *p < 0.05, **p ≤ 0.01).  
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Auffällig ist, dass die KO-Gruppe der Fibula an Tag 7 eine ähnlich hohe Expression 

aufweist, wie die Mandibula OB-Gruppe nach 14- tägiger Kultivierung. Damit geht 

einher, dass die Mandibula OB-Gruppe an Tag 7 und an Tag 14 annähernd die 

gleiche Genexpression besitzt. Das Ergebnis der ALP-Genexpression deckt sich wie 

erwartet mit dem des ALP-Assays, bei dem auch eine höhere ALP-Konzentration bei 

den Fibulaperiostzellen im Vergleich zu den Mandibulaperiostzellen festgestellt 

wurde. 

 

Die Auswertung der Genexpression des Gens RUNX 2 zeigt an jedem Tag und unter 

jeder Kultivierungsbedingung eine höhere Expression der Fibulaperiostzellen im 

Vergleich zu Mandibulaperiostzellen. Zu sehen ist, dass die KO-Gruppe der 

Mandibula eine gleich hohe Expression an Tag 7 aufweist, wie die OB-Gruppe. An 

Tag 7 weist die KO-Gruppe der Fibula die höchste Exprimierung des Genes RUNX2 

auf, wobei diese vergleichbar mit der Expression unter osteogenen Bedingungen 

kultivierter Fibulaperiostzellen ist.  

An Tag 14 der Versuchsreihe zeigt sich eine Veränderung in der Genexpression, die 

eine Differenzierung zwischen den Kontrollgruppen und den osteogen behandelten 

Mandibulaperiostzellen darstellt. Eine leichte Hochregulation der osteogen 

behandelten Mandibulaperiostzellen legt nahe, dass diese Zellen auf das osteogene 

Stimulationsmedium reagieren und ihre Genexpression entsprechend anpassen. 

 

Besonders interessant ist die Beobachtung einer signifikant höheren Genexpression 

des RUNX2-Gens in den Fibula-Osteoblasten im Vergleich zu den Mandibula-

Osteoblasten an Tag 14. Dieses Ergebnis weist auf eine potenziell verstärkte 

osteogene Differenzierung der Fibulaperiostzellen hin, die durch die hochregulierte 

Expression des RUNX2-Gens unterstützt wird. 
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Abbildung 9 Genexpression von RUNX2 

Angegeben ist die Induktion (2^ (- delta-delta-CT)) in Bezug auf die Mandibula KO-

Gruppe an Tag 7.  Die Daten werden als Mittelwert ± Standardabweichung 

dargestellt. Die Signifikanz der Abweichungen wurde mittels zweifacher 

Varianzanalyse bestimmt (n=4, *p < 0.05, **p ≤ 0.01). 

 

Die Auswertung der Genexpression von Col1A1 (Kollagen-Typ-1-Alpha-1) ergab eine 

deutliche Herunterregulierung der osteogenen Gruppen beider hPDCs an Tag 7 im 

Vergleich zu der Kontrollgruppe. Analog zur Genexpression von RUNX 2 zeigt sich 

bei Col1A1, dass die Fibula KO-Gruppe an Tag 7 die höchste Genexpression 

aufweist. Auffällig ist hier die höhere Expression beider KO-Gruppen im Vergleich zu 

den OB-Gruppen.   

An Tag 14 wurde eine Hochregulation von COL1A1 bei den osteogen behandelten 

Fibula hPDCs im Vergleich zu den Mandiubula-hPDCs beobachtet, sodass sich die 

Tendenz zeigt, dass die Fibula-hPDCs in der OB-Gruppe an Tag 14 den Mandibula-

hPDCs überlegen waren. 

Die hohe Standartabweichung zeigt, dass es zwischen den Patienten große 

Unterschiede in der Genexpression von COL1A1 gab.  
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Generell wurde eine sehr hohe Expression des zu untersuchenden Gens beobachtet, 

was auf eine hohe Aktivität des Col1A1-Gens in beiden Zellarten und unter 

verschiedenen Kultivierungsbedingungen hinweist. 

 

 

Abbildung 10 Genexpression von COL1A1 

Angegeben ist die Induktion (2^ (- delta-delta-CT)) in Bezug auf die Mandibula KO-

Gruppe an Tag 7.  Die Daten werden als Mittelwert ± Standardabweichung 

dargestellt. Die Signifikanz der Abweichungen wurde mittels zweifacher 

Varianzanalyse bestimmt (n=4, *p < 0.05, **p ≤ 0.01). 

 

Die Auswertung der Genexprimierung von Col1A2 (Kollagen-Typ-I-Alpha 2) zeigt eine 

generelle Heruunterregulation des Genes im Vergleich zu der Kontrollgruppe der 

Mandibula an Tag 7. Beim Vergleich der Mandibula- und Fibula- hPDCs fällt auf, dass 

an Tag 7 die Genexpression der osteogenen behandelten Mandibula-hPDCs weniger 

stark runterreguliert wurde wie bei den Fibula-hPDCs. An Tag 14 hingegen ist 

COL1A2 bei den Fibula-hPDCs stärker expremiert als bei den Mandibula hPDCs. 

Auffällig ist vor allem die stärkere Herunterregulation der Gruppe, die das osteogene 

Medium erhalten haben im Vergleich zu der Kontrollgruppe.  

Analog zu COL1A1 wurde generell eine hohe Exprimierung im Vergleich zu GAPDH 

von Col1A2 in allen Gruppen festgestellt.  
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Die Genexpression von Osteocalcin (OCN; engl "bone γ-carboxylglutamic acid-

containing protein" oder "BGLAP") wurde als später Marker der Osteogenese von 

Zellen untersucht. Wie erwartet wurde an Tag 7 keine Genexpression festgestellt, da 

OCN als später Marker der Osteogenese betrachtet wird und eine Expression zu 

diesem Zeitpunkt folglich noch nicht erwartet wird. 

 

An Tag 14 zeigte sich eine Genexpression von OCN bei allen osteogen 

differenzierten Gruppen, während nur einige Kontrollgruppen eine Expression 

aufwiesen. Im Vergleich zur Kontrollgruppe der Mandibula an Tag 14 zeigten die 

osteogen differenzierten Gruppen eine höhere Expression von OCN.  

Für die osteogen induzierten Fibulaperiostzellen konnte hierbei eine tendenziell 

höhere Expression von OCN im Vergleich zu den Mandibulaperiostzellen festgestellt 

werden, jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant. 

 

Abbildung 11 Genexpression von COL1A2 

Angegeben ist die Induktion (2^ (- delta-delta-CT)) in Bezug auf die Mandibula 

KO-Gruppe an Tag 7.  Die Daten werden als Mittelwert ± Standardabweichung 

dargestellt. Die Signifikanz der Abweichungen wurde mittels zweifacher 

Varianzanalyse bestimmt (n=4, *p < 0.05, **p ≤ 0.01). 
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Die relative Exprimierung im Vergleich zu GAPDH war deutlich geringer als die der 

anderen untersuchten Gene.  

 

 

 

  
  

Abbildung 12 Genexpression von OCN 

Angegeben ist die Induktion (2^ (- delta-delta-CT)) in Bezug auf die Mandibula 

KO-Gruppe an Tag 14.  Die Daten werden als Mittelwert ± Standardabweichung 

dargestellt. Die Signifikanz der Abweichungen wurde mittels zweifacher 

Varianzanalyse bestimmt (n=4, *p < 0.05, **p ≤ 0.01). 
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3.5 Proteom Profiler Array  

Zur Detektion der Proteinkonzentration im Medium wurde der Proteom Profiler (Non-

Hematopoietic Panel) von R&D Systems verwendet. Dieser Assay ermöglicht die 

simultane Detektion mehrerer Proteine im Mediumsüberstand. Die Verwendung 

dieses Panels ist von großer Bedeutung für das Tissue Engineering, da es Einblicke 

in die Proteinexpression und damit verbunden die interzelluläre Kommunikation gibt. 

Durch die Analyse der freigesetzten Proteine können wichtige Erkenntnisse darüber 

gewonnen werden, wie die Zellen auf das Knochenersatzmaterial reagieren und in 

welchem Stadium der Differenzierung sie sich befinden.  

 

Um die von den Zellen ins Medium freigesetzten Proteine zu untersuchen, wurde der 

Antikörper-Assay mit dem Mediumsüberstand von Tag 14 durchgeführt. 48 Stunden 

vor diesem Zeitpunkt wurde ein Mediumswechsel durchgeführt, um sicherzustellen, 

dass alle Zellen dieselbe Zeit haben, um Proteine zu produzieren und ins Medium 

abzugeben.  

Angegeben ist jeweils die relative Konzentration zu sogenannten Referenzproteinen 

auf den Membranen, um eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse untereinander 

zu schaffen.  

 

Bei der Auswertung der Versuchsergebnisse fällt insbesondere auf, dass zwischen 

der Kontrollgruppe und der Gruppe mit osteogener Differenzierung keine 

signifikanten Unterschiede festgestellt wurden. Jedoch deuten Tendenzen darauf hin, 

dass eine vermehrte osteogene Differenzierung auf den Scaffolds, die mit dem 

osteogenen Medium behandelt wurden, zu beobachten ist. Diese Tendenz ist 

insbesondere bei der relativen Konzentration von Proteinen wie ADAM9, 

Amphiregulin, TIMP4 und Osteopontin zu erkennen. Die beobachteten Unterschiede 

in der Proteinexpression könnten auf eine verstärkte osteogene Differenzierung der 

Zellen hinweisen, die dem osteogenen Medium ausgesetzt waren.  

Beim Vergleich zwischen den Zellen der Mandibula und der Fibula konnten keine 

signifikant unterschiedlichen Ergebnisse hinsichtlich der embryonalen Abstammung 

der hPDCs festgestellt werden. Weder die Kontrollgruppen noch die osteogen 

differenzierten Gruppen lieferten Ergebnisse, die auf eine vermehrte osteogene 

Differenzierung der Zellen hindeuten würden. Bei einigen Proteinen wie 
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Amphiregulin, CD36/Sr-B3, Integrin ß1/CD29, RECK und TIMP 4 scheint es eine 

leicht höhere Konzentration der Fibula-hPDCs zu geben. Jedoch ist zu erwähnen, 

dass die Mandibula-hPDCs bei anderen Proteinen wie Amyloid precursor protein 

(APP), CD40 Ligand/TNFDF5, VEGF (engl. „Vascular Endothelial Growth Factor") 

und HB-EGF eine höhere Konzentration gegenüber den Fibula-hPDCs zu haben 

scheinen. 

 

Bei der Betrachtung des Proteins Thrombospondin 2, bei dem eine erhöhte 

Expression mit einer verminderten Osteoblastendifferenzierung einhergeht, fällt auf, 

dass die Fibula-hPDCs weniger Thrombospondin 2 exprimieren. Daher könnten die 

Fibula-hPDCs möglicherweise eine bessere Osteoblastendifferenzierung aufweisen 

als die Mandibula-hPDCs. Jedoch konnte keine Signifikanz festgestellt werden. 

Zusammenfassend deuten die Ergebnisse daraufhin, dass es keine signifikanten 

Unterschiede in der Proteinexpression der Zellen aufgrund ihres unterschiedlichen 

embryonalen Ursprungs gibt.  
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Abbildung 13 Proteom Profiler Ergebnisse 1 

Proteinkonzentration im Mediumsüberstand an Tag 14. Angeben ist die relative 

Intensität der Pixel-Dichte in Relation zu dem eines Standardproteins. Abgebildet 

ist der Mittelwert + Standardabweichung Die Signifikanz der Abweichungen wurde 

mittels zweifacher Varianzanalyse bestimmt (n=6, *p < 0.05, **p ≤ 0.01). 
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Abbildung 14 Proteom Profiler Ergebnisse 2 

Proteinkonzentration im Mediumsüberstand an Tag 14. Angeben ist die relative 

Intensität der Pixel-Dichte in Relation zu dem eines Standardproteins. Abgebildet 

ist der Mittelwert + Standardabweichung Die Signifikanz der Abweichungen 

wurde mittels zweifacher Varianzanalyse bestimmt (n=6, *p < 0.05, **p ≤ 0.01). 
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Abbildung 15 Proteom Profiler Ergebnisse 3 

Proteinkonzentration im Mediumsüberstand an Tag 14. Angeben ist die relative 

Intensität der Pixel-Dichte in Relation zu dem eines Standardproteins. Abgebildet ist 

der Mittelwert + Standardabweichung Die Signifikanz der Abweichungen wurde 

mittels zweifacher Varianzanalyse bestimmt (n=6, *p < 0.05, **p ≤ 0.01). 
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Abbildung 16 Proteom Profiler Ergebnisse 4 

Proteinkonzentration im Mediumsüberstand an Tag 14. Angeben ist die relative 

Intensität der Pixel-Dichte in Relation zu dem eines Standardproteins. Abgebildet ist 

der Mittelwert + Standardabweichung Die Signifikanz der Abweichungen wurde 

mittels zweifacher Varianzanalyse bestimmt (n=6, *p < 0.05, **p ≤ 0.01). 
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4 Diskussion  

Da die regenerative Medizin eine immer größere Rolle spielt, gewinnt das BTE in der 

Klinik zunehmend an Relevanz. Diese Behandlungsmethode verspricht eine 

spendereigene Lösung für die Behandlung von kritischen Knochenläsionen und 

Defekten, welche möglicherweise mit weniger invasiven Verfahren versorgt werden 

könnten. Die Möglichkeit, auf den Patienten angepasste Scaffolds herzustellen, die 

mit spendereigenen Zellen besiedelt sind, um eine strukturelle und funktionelle 

Wiederherstellung des Knochens zu ermöglichen, hat das Potenzial, die 

Patientenversorgung zu revolutionieren (Walmsley et al., 2016). 

 

Ein entscheidender Faktor für den Erfolg des BTE ist die Auswahl der richtigen 

Stammzellquelle. Die Effizienz und Wirksamkeit der Knochenregenerate hängen in 

hohem Maße von deren Eigenschaften und deren osteogenem Potenzial ab. Daher 

ist es von immenser Bedeutung, den am besten geeignetsten embryonalen Ursprung 

der Zellen zu identifizieren, um die Qualität und Effektivität des BTE in der klinischen 

Praxis und Forschung weiter zu steigern. 

 

Genau dieser Fragestellung widmet sich diese Untersuchung, indem sie die 

Unterschiede der osteogenen Potenziale von zwei verschiedenen Zellquellen 

untersucht: Mandibula-hPDCs und Fibula-hPDCs. Diese beiden Zelltypen dienen als 

repräsentative Zellen für die desmale und chondrale Ossifikation und weisen 

unterschiedliche embryonale Abstammungen auf. Durch die systematische 

Untersuchung und den Vergleich dieser Zellen soll ein besseres Verständnis für ihre 

biologischen Eigenschaften und ihr Potenzial zur Knochenregeneration gewonnen 

werden. 

Ziel dieser Arbeit ist es, die Grundlagen für die Weiterentwicklung und Optimierung 

des BTE zu schaffen, um einen Beitrag zur regenerativen Medizin und 

Patientenversorgung zu leisten. 

 

 

4.1 Bewertung der Alizarin Quantifizierung  

Durch die Anwendung der Alizarin Red S-Färbung und die nachfolgende quantitative 

Analyse wurde die Matrixmineralisierung als ein charakteristisches Merkmal der 
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osteogenen Differenzierung untersucht. Ein Unterschied zwischen den Mandibula-

hPDCs und den Fibula-hPDCs ist dabei allerdings makroskopisch nicht zu erkennen. 

Lediglich die quantitative Analyse zeigt, dass die Fibula-hPDCs tendenziell mehr 

mineralisierte extrazelluläre Martrix gebildet haben als die Mandibula-hPDCs im 

untersuchten Zeitraum. Dabei zeigt sich allerdings, dass bei den hPDCs, welche kein 

osteogenes Medium erhalten haben, auch ein gewisses Maß an Mineralisierung 

stattgefunden hat. Bei der Betrachtung der Scaffolds der Kontrollgruppe erkennt 

man, wenn auch in deutlich reduzierten Maßen, dunkelrot gefärbte Poren der 

Scaffolds. In der quantitativen Analyse zeigt sich, dass die Scaffolds der 

Kontrollgruppe mehr Alizarin gebunden haben als ein unbesiedelter Scaffold, womit 

bestätigt wird, dass Zellen eine mineralisierte Matrix gebildet haben.  

 

Sowohl Alexander et al. (2009) als auch Sorg (2022) zeigten in ihren Versuchen, 

dass womöglich nicht alle hPDCs die Kapazität haben, zu mineralisieren. In beiden 

Untersuchungen waren es jeweils Mandibula hPDCs, welche sich nicht differenzieren 

und keine mineralisierte Matrix gebildet haben (Alexander et al., 2009; Sorg, 2022). 

In unseren Versuchen konnte dies nicht beobachtet werden.  

 

Als Erklärung für die Bildung einer mineralisierten extrazellulären Matrix ohne den 

Erhalt vom osteogenen Medium lässt sich anführen, dass ß-TCP selbst ein 

osteoinduktives Potenzial aufweist. Es gilt als belegt, dass ß-TCP als 

Knochenersatzmaterial selbst in der Lage ist, die Knochenneubildung zu initiieren 

(Kondo et al., 2006; Tang et al., 2018; Tsukanaka et al., 2015).  

Kondo et al. (2006) zeigten bei ihren Untersuchungen, dass sich ein unbesiedelter 

Scaffold aus ß-TCP, welcher in einen Muskel eines Hund implantiert wurde, ohne 

Zutun von osteogenen Faktoren zu Knochengewebe entwickelte. Damit wurde 

bewiesen, dass ß-TCP osteoinduktive Eigenschaften aufweist. Darüber hinaus 

stellten Kondo et al. (2006) fest, dass bei der Verwendung von ß-TCP Knochen via 

desmaler Ossifikation gebildet wird (Kondo et al., 2006). Es ist daher anzunehmen, 

dass ß-TCP die direkte Knochenbildung unterstützt, während der embryonale 

Ursprung der Zellen und das damit verbundene Priming für eine bestimmte Art der 

Osteogenese eine untergeordnete Rolle spielen könnte.  
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Die stattfindende Osteoinduktion auf dem Scaffold könnte auf eine von Calcium und 

Phosphat induzierte Differenzierung der Zellen zurückzuführen sein. Studien haben 

gezeigt, dass sowohl Calcium als auch Phosphat die Differenzierung von 

Ostoblasten und der damit verbunden Mineralisierung der Zellen fördern (Honda et 

al., 2006; Julien et al., 2009; Khoshniat et al., 2011). Es wurde nachgewiesen, dass 

Zellen, in deren Umgebung eine erhöhte Calciumkonzentration vorliegt, in der Lage 

sind, osteoinduktive Zytokine wie BMP-2 zu sezernieren und somit die 

Osteoinduktion von hPDCs indirekt zu fördern (Honda et al., 2006).  

 

Es bleibt jedoch zu klären, in welchem Ausmaß Scaffolds Calcium- und Phosphat-

Ionen freisetzen. Sowohl Umrath et al. (2023), als auch schon Koerten et al. (1999) 

zeigten, dass Scaffolds aus ß-TCP Scaffolds in Lösung gehen und dabei ihre Ionen 

an das Medium abgeben können (Koerten & van der Meulen, 1999; Umrath et al., 

2023). Dies erhöht die extrazelluläre Konzentration von Calcium- und Phosphat-

Ionen im Medium und würde die Osteoinduktion auf den Scaffolds der Kontrollgruppe 

erklären als auch die generelle Mineralisierung der Zellen fördern. 

 

4.2 Bewertung der histologischen Ergebnisse 

Die histologischen Ergebnisse mittels Fluoreszenzfärbung zeigen vor allem, dass die 

Zellen ungleich in dem Scaffold verteilt sind. In der Mitte des Scaffolds finden sich 

fast keine Zellen, während sich um den Scaffold ein Monolayer gebildet hat. Dabei ist 

es interessant zu beobachten, dass dies ubiquitär für alle Bedingungen gilt. Die 

Vermutung liegt nahe, dass es ein Versorgungsproblem mit Nährstoffen innerhalb 

des Scaffolds gibt oder dass die Zellen schon während des Vorgangs des Besiedelns 

nicht das Innere des Scaffolds erreichen.  

Wie schon in Abschnitt 1.7, Tissue-Engineering, erwähnt, ist es wichtig für das BTE, 

eine ausreichende Versorgung der Zellen mit Nährstoffen und osteogenen Proteinen 

zu gewährleisten. Voraussetzung dafür ist, dass eine Permeabilität innerhalb des 

Scaffolds vorhanden ist und eine Diffusion stattfinden kann (Hollister, 2005). Bei der 

Auswertung der mikroskopischen Bilder zeigt sich deutlich, dass eine höhere 

Proliferationsrate bei den am Rand liegenden Zellen und an den Ecken des Scaffolds 

vorhanden ist als im Inneren der Scaffold, was die Vermutung unterstützt, das eine 

Permeabilität des Scaffolds nicht ausreichend gegeben ist.  



 57 

In der aktuellen Literatur werden für eine bessere Kultivierung der Zellen auf dem 

Scaffold aktuell vier verschiedene Wege diskutiert, welche zu einer verbesserten 

Versorgung der Zellen führen sollen (Nguyen et al., 2012). 

 

• Über die Abgabe von Wachstumsfaktoren durch den Scaffold und die Art des 

verwendeten Materials soll eine Verbesserung geschaffen werden.  

• Durch den 3-D Druck sollen Scaffolds mit Mikrokanälen gedruckt werden, 

welche das Gefäßsystem simulieren sollen. 

• Bei Co-Kulturen werden Systeme werden verschiedener Zellarten 

nebeneinander kultiviert, um synergistische Effekte zu erzeugen.  

• Dauerhaft fließende Kulturmedien, in denen die Scaffolds kultiviert werden, 

sollen dafür sorgen, dass Nährstoffe den Scaffold durchströmen. Aufgrund der 

entstehenden mechanischen Belastung auf die Zellen sollen die Proliferation 

und Differenzierung der Zellen zusätzlich gefördert werden. 

 

Young et al. (2009) untersuchten dabei Wachstumsfaktoren, die auf die Oberfläche 

der Scaffolds aufgebracht werden, um die Zellen mit den nötigen Proteinen zu 

versorgen sowie die Angiogenese zu fördern. Im Fokus der aktuellen Forschung 

stehen Wachstumsfaktoren wie BMP2 alleine oder in Kombination mit VEGF. Nach 

der Implantation dieser Scaffolds, welche sowohl BMP-2 als auch VEGF enthielten, 

konnte die Mineraldichte innerhalb des neu gebildeten Knochens um 33 % erhöht 

werden verglichen zu einem Scaffold, der ausschließlich BMP-2 enthielt. Nach 12 

Wochen wurde jedoch kein signifikanter Unterschied mehr zwischen den verschieden 

beschichteten Scaffolds festgestellt (Young et al., 2009). 

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Bereitstellung mehrerer Wachstumsfaktoren 

eine mögliche Strategie zur Verbesserung der Bildung von vaskularisiertem 

Knochengewebe darstellen kann. Eine weitere Idee ist es, Sauerstoff produzierende 

Scaffolds herzustellen, diese mit Zellen zu besiedeln und daraufhin zu implantieren. 

Durch diese Materialien soll das Überleben der Zellen gesichert werden, bis Gefäße 

von dem umliegenden Gewebe in den Scaffold einsprießen (Zhao et al., 2024). 

 

Durch den modernen 3-D Druck ist es möglich, ein Scaffoldgerüst herzustellen, 

welches Mikrokanäle besitzt, die in Verbindung stehen und ein Netzwerk bilden, dass 

die Versorgung der Zellen sicherstellt. Kang et al. (2016) konnten eine erhöhte 
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Vaskularisierung und Knochenregeneration durch den Einsatz solcher Scaffolds 

nachweisen (Kang et al., 2016). Auch Holmes et al. (2016) bestätigten, dass durch 

die Verwendung von diesen spezifischen Scaffolds eine höhere Proliferationsrate 

sowie eine gesteigerte osteogene Differenzierung erzielt werden kann (Holmes et al., 

2016). 

 

In Co-Kulturen werden zwei unterschiedliche Arten von Zellen gleichzeitig kultiviert, 

um sich synergistische Effekte zunutze zu machen. Es konnte dabei gezeigt werden, 

dass bei humanen Osteoprogenitorenzellen eine erhöhte osteogene Differenzierung 

sowie eine vermehrte Expression von VEGF gemessen werden konnte, wenn sie 

zusammen mit menschlichen Nabelschnurvenen-Endothelzellen kultiviert wurden 

(Grellier et al., 2009). 

 

Die Einwirkung mechanischer Kräfte auf Zellen fungiert als Form der physikalischen 

Signalgebung. Dieser Prozess kann die verschiedenen Zellfunktionen im Körper 

beeinflussen, darunter Migration, Proliferation und die Differenzierung von Zellen. In 

vivo ist bekannt, dass gezielte Belastung die Bildung von Knochengewebe fördert, 

während mangelnde Belastung zu Knochenabbau führen kann (Hsieh et al., 2001; 

Inoue et al., 2019; Nepal et al., 2023). 

Auch in vitro konnte gezeigt werden, dass mechanische Belastung dafür sorgt, dass 

sich die osteogene Differenzierung verbessert und damit auch die 

Knochenneubildung beschleunigt wird. Die mechanische Kraft wird durch die 

Strömung des Mediums durch den Scaffold erzeugt (engl. fluid-stress). Zusätzlich zu 

der ausgeübten Kraft findet ein Flüssigkeitsfluss durch den gesamten Scaffold statt. 

Dies ermöglicht einen ausreichenden Nährstoff- und Abfallaustausch im Inneren des 

Scaffolds. Dadurch wird die Zellviabilität erhöht, die osteogene Differenzierung 

verbessert sowie eine homogene Verteilung der Zellen innerhalb des Scaffolds 

erreicht (Kapur et al., 2005; Liu et al., 2012; Wittkowske et al., 2016).  

In der aktuellen Literatur ist nicht hinreichend belegt, ob der erhöhte 

Nährstoffaustausch durch das fließende Medium oder die daraus resultierende 

Belastung ausschlaggebend für die verbesserten Kultivierungsbedingungen ist. 

Mechanische Kräfte und Flüssigkeitsströmungen spielen allerdings zweifellos eine 

wichtige Rolle bei der Gewebekultivierung in vitro, insbesondere im Kontext des BTE.  
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Neben der Annahme des Versorgungsproblems innerhalb eines Scaffold, könnte ein 

weiteres Problem sein, dass die Zellen schon beim Besiedeln der Scaffolds sich nicht 

im Inneren des Scaffolds ansiedeln. In einem fließenden Modell konnte bei der 

Besiedlung der Scaffolds gezeigt werden, dass in der Besiedlungszeit von 30 

Minuten die Zelldichte im Scaffold exponentiell zunimmt und danach ein Plateau 

erreicht wird (Olivares & Lacroix, 2012). Bis zu diesem Zeitpunkt wurden in der 

beschriebenen Versuchsreihe ca. 13 Zyklen durchlaufen, wohingegen in unseren 

Versuchen die Zellen nur 4 bis 5-mal auf den Scaffold pipettiert wurden. In diesem 

Zusammenhang wäre eine Untersuchung der Scaffolds interessant, welche die 

histologischen Ergebnisse unmittelbar nach der Besiedelung der Scaffolds bzw. in 

den ersten Tagen danach zeigt, um den Prozess der Besiedlung zu überprüfen und 

zu optimieren. 

Eine homogenere Zellverteilung im Scaffold in Verbindung mit einer sichergestellten 

Versorgung der Zellen, kann die Qualität des TE verbessern sowie auch die 

Kulturzeiten, die für eine bestimmte Gewebeart benötigt wird, verringern (Wendt et 

al., 2006). 

 

In unseren Versuchen ist die Mineralisierung der Zellen auf dem Scaffold nur in den 

Bereichen zu sehen, in denen die Zellen einen Monolayer gebildet haben und sich 

vom Scaffold-Gerüst abheben. Auch konnten keine größeren Mengen gebildeter 

mineralisierter extrazellulärer Matrix innerhalb des Scaffolds nachgewiesen werden.  

In Versuchen mit Mäusen wurden ß-TCP-Scaffolds nach 12 Wochen der Implantation 

histologisch untersucht. Hierbei wurde eine Knochenneubildung vor allem an der 

äußeren Oberfläche der implantierten Scaffolds beobachtet (Takahashi & Yamanaka, 

2006). Diese Ergebnisse in vivo stimmen mit unseren Beobachtungen in vitro überein 

und bestätigen, dass die Zellen vor allem an der Oberfläche des Scaffolds 

differenzieren und eine mineralisierte Matrix bilden. Es wird auch gezeigt, dass selbst 

bei 12-wöchiger Implantierung keine vollständige Umwandlung von 

Knochenersatzmaterial in Knochen stattfindet (Takahashi & Yamanaka, 2006). 

Angesichts der Tatsache, dass unsere Zellen über einen Zeitraum von 21 Tagen 

kultiviert wurden, stellt sich die Frage, wie sich die Ossifikation über einen längeren 

Zeitraum entwickeln würde und ob Unterschiede in der Ossifikation zwischen den 

hPDCs der Mandibula und der Fibula über längere Kultivierungszeiträume auftreten 

würden.  
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4.3 Bewertung des ALP Assay  

Die ALP-Expression gilt in der Literatur als einer der frühen Marker der Osteogenese 

von Zellen (Golub & Boesze-Battaglia, 2007; Tenenbaum, 1987). In der vorliegenden 

Arbeit konnte gezeigt werden, dass zu beiden Untersuchungszeitpunkten die hPDCs 

der Fibula eine höhere Aktivität der ALP aufweisen im Vergleich zu den Mandibula 

hPDCs. Für die Kontrollgruppe konnte, wenn auch in signifikant geringem Ausmaß, 

eine ALP-Aktivität detektiert werden.  

Wichtig in Betracht zu ziehen ist, dass dies nur eine Momentaufnahme der Aktivität 

ist und diese täglich variieren kann. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die 

hPDCs der Mandibula sich geringfügig langsamer als die hPDCs der Fibula 

entwickeln und somit an einem anderen Untersuchungszeitpunkt eine höhere 

Aktivität der ALP aufweisen würden als die Fibula-hPDCs. Damit einhergehen kann 

auch eine höhere Aktivität über einen längeren Zeitraum und somit eine höhere 

Gesamtaktivität. Die ALP dient in vivo der Bereitstellung von Phosphat, welches als 

Substrat für die Mineralisierung benötig wird (Hessle et al., 2002; Wennberg et al., 

2000). 

Im Hinblick auf unsere Fragestellung kann durch diesen Versuch eine schnelle 

osteogene Differenzierung der Fibula-hPDCs angenommen werden, welche für das 

Periostzellen der Fibula als zu bevorzugende Stammzellquelle sprechen würde. 

 

 

4.4 Bewertung der Genexpression 

In unseren Versuchen wurde die Genexpression der osteogenen Marker ALP, 

RUNX-2, COL1A1, COL1A2, OCN an Tag 7 und Tag 14 mit der Intention untersucht, 

ein unterschiedliches osteogenes Differenzierungspotenzial der hPDCs nachweisen 

zu können.  

 

Für ALP konnte analog zum ALP Assay eine höhere Genexpression für in den 

Fibulazellen im Vergleich zu den Mandibulazellen an beiden 

Untersuchungszeitpunkten festgestellt werden. Für das Gene RUNX2 wurde dabei 

eine ca. 3,6-fach höhere Expression in den Fibula-hPDCs der osteogenen Gruppe an 

Tag 14 im Vergleich zu den Mandibula-hPDCs der Kontrollgruppe an Tag 7 

festgestellt. Die Mandibula-hPDCs wiesen am selben Tag nur eine 1,3-fach höhere 
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Exprimierung auf. Auch für COL1A1 und OCN konnte in dieser Arbeit in den Fibula-

hPDCs an Tag 14 eine höhere Genexprimierung nachgewiesen werden, verglichen 

zu den Mandibula-hPDCs.  

 

COL1 ist eines der Hauptbestandteile des menschlichen Knochens. Ein Defekt in 

den Genen COL1A1 und COL1A2 wird mit Osteogenesis imperfecta, einer Krankheit, 

welche mit einer gestörten Knochenentwicklung einhergeht, assoziiert (Rauch & 

Glorieux, 2004). In unseren Versuchen konnte eine höhere Expression bei der KO-

Gruppe der Mandibula an Tag 7 nachgewiesen werden im Vergleich zu allen 

anderen Bedingungen und Zeitpunkten. Allerdings gilt es dabei zu beachten, dass es 

in Relation zu unserem Standard-Gen GAPDH eine hohe Exprimierung in allen 

Bedingungen gab im Vergleich zu den anderen untersuchten Genen.   

COL1 gilt als früher Marker der Osteogenese von Zellen. Stein et al. (1993) konnten 

zeigen, dass die höchste Exprimierung von COL1 an Tag 7 stattfindet (Stein & Lian, 

1993). In einer Studie von Quarles et al. (1992) zeigt sich, dass die Zellen zuerst ein 

Grundgerüst aus COL1 bilden, in das später die mineralisierte Matrix eingebracht 

wird (Quarles et al., 1992). Daher ist es auch nicht überraschend, dass an Tag 14 

eine generelle Runterregulation stattfinden kann. Die Runterregulation an Tag 7 

könnte auf eine maximale Expression vor unserm Untersuchungszeitpunkt 

hindeuten.  

 

In unseren Versuchen wurde eine hohe Standardabweichung festgestellt, was auf 

eine erhebliche Variabilität in den Ergebnissen hinweist. Diese Varianz könnte auf 

unterschiedliche Geschwindigkeiten der Zelldifferenzierung der verschiedenen 

Patientenzellen auf dem Scaffold zurückzuführen sein. Die Genexpressionen der 

gemessenen osteogenen Marker unterliegen starken Schwankungen und können 

sich täglich ändern. 

Eine präzise Analyse der Genexpression erfordert normalerweise eine ausreichend 

große Anzahl von Proben, um die Varianz zwischen den einzelnen Proben zu 

minimieren und statistisch signifikante Schlussfolgerungen zu ziehen. In dieser 

Untersuchung wurde jedoch eine begrenzte Anzahl von Proben verwendet, was es 

schwieriger macht, genaue Aussagen über die Genexpression der Zellen zu treffen. 

Diese Unterschiede in den Differenzierungsgeschwindigkeiten zwischen den 
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Spendern können zu einer erhöhten Varianz beitragen und die Interpretation der 

Ergebnisse erschweren.  

Trotz dieser Einschränkungen bieten die beobachteten Trends in der Genexpression 

wertvolle Einblicke in die osteogene Differenzierungsfähigkeit der hPDCs. 

 

In der aktuellen Literatur gilt es als bewiesen, dass Zellen mit einer höheren 

Exprimierung der von uns untersuchten osteogenen Markergene ALP, RUNX-2, 

COL1A, COL1A2 und OCN mit einer verstärkten Differenzierung, Reifung zu 

Osteoblasten, sowie einer verbesserten Fähigkeit zur Bildung einer mineralisierten 

Matrix einhergehen. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass diese Marker 

entscheidende Regulatoren des osteogenen Differenzierungsprozesses sind (Ducy 

et al., 1997; Hauschka et al., 1989; Nakashima et al., 2002; Narisawa et al., 1997; 

Stein & Lian, 1993; Tao et al., 2020; Wennberg et al., 2000).  

 

Die Zusammenfassung der Ergebnisse der Genexpression legt daher nahe, dass die 

Fibula-hPDCs im Vergleich zu den Mandibula hPDCs eine überlegene Position 

einnehmen. Die erhöhte Expression der osteogenen Marker ALP, RUNX-2, COL1 

und OCN in den Fibula-hPDCs deutet darauf hin, dass diese Zellen ein größeres 

Potenzial zur Differenzierung in Osteoblasten und zur Bildung einer mineralisierten 

Matrix aufweisen. Diese Befunde zeigen, dass die Fibula als Stammzellquelle für das 

Knochengewebe eine vielversprechendere Option sein könnte als die Mandibula.  

 

 

4.5 Bewertung des Proteom Profiler 

In den durchgeführten Versuchen konnten keine signifikanten 

Konzentrationsunterschiede in den von den Zellen ins Medium sezernierten 

Proteinen an Tag 14 festgestellt werden. Es konnte auch keine einheitliche Tendenz 

gesehen werden, dass Fibula-hPDCs aufgrund ihrer Proteinexpression die zu 

bevorzugende Quelle für das BTE seien.  

 

Fretwurst et al. (2022) untersuchten analog zu unseren Versuchen das Proteom von 

Zellen unterschiedlichen Ursprungs. Dabei untersuchte er den Alveolarknochen 

sowie den Beckenknochen. Der Beckenknochen ist ebenfalls mesenchymalen 

Ursprungs und wird wie das übrige menschliche Skelett durch chondrale Ossifikation 
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gebildet. Auch wenn es nicht der gleiche Knochen ist wie die Fibula, können diese 

Ergebnisse mit unseren Erhebungen verglichen werden. Fretwurst et al. (2022) 

konnten zeigen, dass die Alvelorknochenzellen deutlich mehr ECM-Proteine wie 

COL1 enthalten und auch mehr osteogene Proteine wie zum Beispiel ALP, Periostin, 

TIMP 2 und TIMP 3, als Zellen aus dem Beckenkamm (Fretwurst et al., 2022). In 

unseren Ergebnissen konnte dies nicht beobachtet werden. Die Ergebnisse von 

Mandibula und Fibula-hPDCs waren annähernd gleich. Dabei gilt es bei Fretwurst et 

al. (2022) jedoch zu beachten, dass die Zellen direkt aus dem Knochen entnommen 

wurden und ohne Kultivierung untersucht wurden.   

In dieser Arbeit wurden erstmalig die Auswirkungen des unterschiedlichen 

embryonalen Ursprungs auf das Proteom der Zellen in einer 3D-Kultur für das BTE 

untersucht.  

 

Amphiregulin gehört zu den osteogenen Proteinen, für die in den durchgeführten 

Versuchen Unterschiede zwischen Mandibula- und Fibula-hPDCs gemessen wurden. 

Berasain und Avila (2014) konnten zeigen, dass bei Mäusen, welche ein 

Amphiregulin-Defizit aufwiesen, weniger Knochenmasse gebildet wurde. (Berasain & 

Avila, 2014). Da in unseren Versuchen die Fibula-hPDCs tendenziell mehr 

Amphiregulin bildeten, könnte von einer besseren Eignung für das BTE 

ausgegangen werden.  

Im Gegensatz dazu ist in unseren Versuchen eine verminderte Exprimierung von 

Thrombospondin-2 in den hPDCs der Fibula zu beobachten verglichen zu Mandibula-

hPDCs. Eine herabgesetzte Thrombospondin-Exprimierung geht mit einer 

verminderten Differenzierung zu Osteoblasten sowie einer geringeren 

Knochenneubildung einher (Delany & Hankenson, 2009).  

Als bewiesen gilt, dass APP eine vermehrte Knochenbildung verantwortlich ist. Die 

Ergebnisse unserer Untersuchung zeigen, dass APP tendenziell etwas mehr von den 

Mandibula-hPDCs verglichen mit Fibula-hPDCs exprimiert wurde (Pan et al., 2018).  

 

Analog zu den Ergebnissen dieser Arbeit konnten auch von Khvorova et al. (2022) 

keine großen Unterschiede im Proteom derjenigen Zellen gefunden werden, welche 

ein osteogenes Medium erhalten haben im Vergleich zu Zellen, welche ein 

Standardmedium erhalten haben (Khvorova et al., 2022). 
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4.6 Bewertung des Differenzierungspotenzials  

Das zentrale Ziel dieser Arbeit ist es, das osteogene Differenzierungspotenzial von 

hPDCs aus der Mandibula und der Fibula zu vergleichen. Diese Zelltypen werden als 

repräsentativ für unterschiedliche embryologische Ursprünge und der damit 

einhergehenden Ossifikationsmechanismen betrachtet.  

Bisherige Forschungsergebnisse in der Literatur geben keine eindeutige Antwort auf 

die Fragestellung, welche Abstammung der Zellen für das BTE zu bevorzugen sei.  

 

Leucht et al. (2008) haben Unterschiede in den Heilungsprozessen von Frakturen bei 

PDCs beobachtet, die auf den embryonalen Ursprung des lokalen Periostgewebes 

zurückzuführen sind. Die Untersuchung wurde an Mäusen durchgeführt, wobei das 

Periost des Unterkiefers in die Fibula und umgekehrt transplantiert wurde. Die 

Ergebnisse zeigten, dass beim Einsetzen der Heilung ein direkter 

Ossifikationsprozess festgestellt wurde, als das Unterkieferperiost in einen Defekt 

des Schienbeins transplantiert wurde. Im Gegensatz dazu differenzierten die 

Periostzellen des Schienbeins zuerst zu Chondrozyten, wenn sie in einen 

Unterkieferdefekt transplantiert wurden. Es wird angenommen, dass die Zellen eine 

inhärente Prädisposition haben, welche Art der Ossifikation sie durchlaufen (Leucht 

et al., 2008). 

 

Eine weitere Studie von Iuchi et al. (2020) unterstützt diese Hypothese, indem sie 

das Periost von Schädel-, Unterkiefer-, Radius- und Iliumknochen untersuchten. 

Dabei stellten sie fest, dass das Periost des Radius und des Iliums hauptsächlich 

Mechanismen der chondralen Ossifikation auslöst, während das Periost der 

Mandibula und des Schädels hauptsächlich den Prozess der desmalen Ossifikation 

unterstützt (Iuchi et al., 2020). 

Die hier beschriebenen Erkenntnisse legen nahe, dass der embryonale Ursprung der 

Zellen und deren Prädisposition für bestimmte Ossifikationsmechanismen einen 

signifikanten Einfluss auf das BTE haben. Dieses würde für die Mandibula als zu 

bevorzugende Quelle sprechen, da der Zwischenschritt der Knorpelbildung 

übergangen werden könnte und eine effektivere Regeneration möglich wäre.  

 

Jedoch sind auch die Erkenntnisse aus der Arbeit von Debnath et al. (2018) zu 

berücksichtigen, die darauf hinweisen, dass periostale Zellen des Skeletts 



 65 

möglicherweise keine signifikanten Unterschiede zu denen des Schädels aufweisen. 

Sie sind auch in der Lage, direkt Knochen bilden zu können, ohne vorher zu 

Chondrozyten zu differenzieren. Debnath et al. (2018) stellten die These auf, dass 

sich PDCs des Skelettes nicht von denen des Schädels zu unterscheiden seien 

(Debnath et al., 2018). Die vorliegende Arbeit stellt die Bedeutung des embryonalen 

Ursprungs der Zellen für das BTE infrage und deutet darauf hin, dass andere 

Faktoren, wie zum Beispiel die lokalen Gegebenheiten oder die 

Kultivierungsbedingungen, eine größere Rolle spielen könnten. 

 

Park et al. (2012) hingegen zeigten, dass in vitro die Mineralisierung von 

Periostzellen der Mandibula denen der langen Röhrenknochen überlegen ist (Park et 

al., 2012). Auch Quarto et al. (2010) beschäftigten sich mit der Fragestellung, ob der 

embryonale Ursprung von Osteoblasten einen Unterschied für das BTE macht. 

Quarto et al. (2010) konnten zeigen, dass Osteoblasten neuralen Ursprungs ein 

erhöhtes osteogenes Potenzial aufweisen im Vergleich zu Osteoblasten 

mesodermalen Ursprungs, was durch eine verstärkte Aktivierung des Wnt-

Signalwegs vermittelt wird. Dieser führt zu einer erhöhten Mineralisierung und 

Knochenneubildung sowohl in vivo als auch in vitro (Quarto et al., 2010). 

Diese Ergebnisse unterstreichen die Relevanz des embryonalen Ursprungs bei der 

Wahl von Stammzellen für das BTE und der Knochenregeneration.  

 

Dementsprechend gibt es auch widersprüchliche Studien, welche unsere anfänglich 

aufgestellte Hypothese der besseren Eignung von Stammzellen neuronalen 

Ursprungs widerlegen und damit die Ergebnisse dieser Arbeit unterstützen.  

In einer Studie von Hsiao et al. (2018) wurde das osteogene Potenzial von 

Periostgewebe untersucht, das von Rippen-, Schädel-, Oberschenkelknochen und 

des Schienbeins entnommen wurde. Die Ergebnisse zeigten Variationen in der 

gebildeten Knochenstruktur und den osteogenen Markerproteinen zwischen dem 

Periostgewebe verschiedener Knochenquellen. Insbesondere wiesen in dieser 

Studie Periostzellen der Oberschenkel- und Schienbeinknochen, also Zellen 

mesenchymalen Ursprungs, eine überlegene Neubildung von Knochengewebe sowie 

eine erhöhte Expression von Osteocalcin und alkalischer Phosphatase gegenüber 

der Schädelknochenperiostzellen auf (Hsiao et al., 2018). 
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Auch Bilkay et al. (2008) stellten fest, dass das Periostgewebe der Tibia eine deutlich 

besser Knochenneubildungsrate aufweist als Periost des Kraniums. Sie 

beobachteten eine erhöhte Expression von Osteocalcin sowie der alkalischen 

Phosphatase der Tibiaperiost im Vergleich zum Schädelperiost (Bilkay et al., 2008). 

Sorg (2022) führte Versuche mit hPDCs der Fibula und der Mandibula in einer 2-

dimensionalen Kultur durch. Er untersuchte dabei das trilineare Potenzial der hPDCs. 

Dabei konnte er zeigen, dass sowohl die hPDCs der Fibula als auch der Mandibula in 

der Lage sind, sich sowohl adipogen, chondrogen und osteogen zu differenzieren. 

Interessanterweise deuteten die Ergebnisse darauf hin, dass die hPDCs der Fibula 

tendenziell besser für die osteogene Differenzierung geeignet sind. In seiner Studie 

konnten allerdings keine signifikanten Ergebnisse erzielt werden, die eine 

Überlegenheit von Periostzellen mesenchymalen Ursprungs belegen würden (Sorg, 

2022). 

 

Die hier diskutierten Ergebnisse aus der Literatur zeigen deutlich, dass auf der Suche 

nach der am besten geeigneten Quelle für das BTE noch weitere Forschung 

erforderlich ist. Ein Kritikpunkt in diesen hier aufgeführten Studien liegt vor allem 

darin, dass sie in einem Tiermodell durchgeführt wurden, was ihre Übertragbarkeit 

auf den menschlichen Organismus einschränken könnte. Nicht in allen Studien 

wurde Periost der Mandibula, sondern vorwiegend der Kalotte als Vertreter für 

neurale hPDCs entnommen. Wie oben schon erwähnt (vgl. 1.3.1 Entwicklung der 

Mandibula) hat die Mandibula eine herausragende Remodellierungsrate, verglichen 

zur Fibula, was einen Vorteil darstellen könnte.  

 

Eine weitere Problematik dieser hier aufgeführten Studien ist, dass zum Teil 

Mischkulturen von Periostgewerbe verwendet wurden und keine Reinkulturen aus 

osteogenen Progenitorzellen wie in unseren Versuchen. Dieses kann die Ergebnisse 

insofern beeinflussen, als dass die genaue zelluläre Zusammensetzung des 

Gewebes unbekannt bleibt. Diese potenziellen Störfaktoren wurden bei der Arbeit 

von Sorg (2022) eliminiert. Doch wurden die Versuche nur in einer 2-dimensionalen 

Kultur durchgeführt, was für die finale Anwendung im BTE nicht geeignet ist. Das Ziel 

sollte sein, in vitro Scaffolds mit Zellen zu kultivieren, welche anschließend 

implantiert werden können.  
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Die vorliegende Arbeit schließt eine wichtige Lücke in der aktuellen Forschung. Sie 

bestätigt die Ergebnisse der 2-dimensionalen Kultur und zeigt die in vitro 

Überlegenheit der hPDCs der Fibula im Vergleich zu denen der Mandibula-. Obwohl 

nur signifikante Ergebnisse bei der ALP-Aktivität und der RUNX2 Expression erzielt 

wurden, deutet die Gesamtheit der Versuche darauf hin, dass die Fibula-hPDCs in 

unseren Versuchen für das BTE überlegen zu sein scheinen. 

 

 

4.7 Kritische Bewertung der Arbeit  

Die in dieser Arbeit durchgeführten Versuche sind mit keinem in der aktuellen 

Literatur durchgeführten Versuch zu vergleichen. In unseren Versuchen wurden 

ausschließlich PDCs des Menschen verwendet. Um die Ergebnisse unserer Studie 

zu verbessern und ihre Übertragbarkeit in die chirurgische Praxis zu ermöglichen, 

wurden nur Patienten mit einbezogen, bei denen sowohl Periost der Mandibula als 

Vertreter der desmalen Ossifikation als auch Periost der Fibula als Vertreter der 

chondralen Ossifikation gewonnen werden konnte. Dadurch konnte die 

Donorvariabilität verringert werden.  

 

Zu beachten ist, dass die hier verwendeten hPDCs im Rahmen größerer 

Rekonstruktionsoperationen entnommen wurden, die die Resektion von Defekten der 

Mandibula und die Rekonstruktion unter Verwendung der Fibula umfassen. Hierbei 

variieren die effektiven Operationszeiten an der Fibula als auch an der Mandibula. 

Des Weiteren sollte bedacht werden, dass das Periost der Mandibula im Vergleich 

zur Fibula über einen längeren Zeitraum freigelegt wurde und somit Umweltfaktoren 

und insbesondere die Gefahr der Austrocknung bestand. 

 

Weiterhin ist wichtig, dass das entnommene Periost der Mandibula aus einem 

Bereich stammt, der einem Knochendefekt benachbart ist. Selbst wenn das Periost 

der Mandibula aus einem Bereich entnommen wurde, der weit entfernt vom Defekt 

liegt und damit vermeintlich gesund ist, besteht die Möglichkeit, dass die Zellen durch 

den umliegenden Gewebeschaden beeinträchtigt wurden. Infolgedessen kann eine 

potenzielle Vorschädigung des Periostgewebes der Mandibula nicht vollständig 

ausgeschlossen werden. Trotz der vorsichtigen Entnahme und der Distanz unserer 

Proben zum Defekt besteht die Möglichkeit, dass eine solche Beeinträchtigung der 
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Zellen vorliegt, was mit einem verminderten Differenzierungspotenzial einhergehen 

könnte. 

 

Eine kritische Analyse ist analog beim Scaffolddesign erforderlich. In dieser Arbeit 

wurde festgestellt, dass es Probleme mit der Versorgung der Zellen oder mit der 

Besiedelung der Scaffolds gibt, wie in der Bewertung der histologischen Ergebnisse 

beschrieben wurde (vgl. 4.2 Bewertung der histologischen Ergebnisse). Dies führt 

dazu, dass die Zellen nur an der Oberfläche oder in den randnahen Bereichen der 

Scaffolds proliferieren und differenzieren, jedoch nicht in das Innere der Scaffolds 

eindringen. Das hat zur Folge, dass sich im Inneren des Scaffolds keine 

mineralisierte ECM bilden kann, welche zu ausgereiftem Knochen umgebaut werden 

könnte. 

 

In verschiedenen Studien wurde das osteoinduktive Potenzial von ß-TCP 

nachgewiesen (Kondo et al., 2006; Tang et al., 2018; Tsukanaka et al., 2015). 

Diesbezüglich gilt es auch zu hinterfragen, inwiefern mit einem anderen Material, 

welches im Hinblick auf das BTE eingesetzt werden würde, andere Ergebnisse beim 

Differenzierungsverhalten von hPDCs unterschiedlichen embryonalen Ursprungs 

erhoben werden könnten. 

 

Campion et al. (2011) sowie Coathup et al. (2012) konnten zeigen, dass durch die 

Zugabe von Silikat zu einer Calcium-Phosphat-Keramik die Osseoinduktion 

verbessert wird (Campion et al., 2011; Coathup et al., 2012). Auch bei der Beigabe 

von Acetylsalicylsäure in einen Silikat-ß-TCP Scaffold konnten Tao et al. (2020) 

verbesserte osteogene Eigenschaften feststellen. Sie konnten gegenüber einem 

ausschließlich aus ß-TCP bestehenden Scaffold überlegende Heilungseffekte im 

Tiermodell darstellen sowie in vitro eine höhere Expression von osteogenen Markern 

wie ALP, COL1, RUNX2 und OCN nachweisen, welche in Versuchen mit einer 

erhöhten Mineralisierung einhergingen (Tao et al., 2020). Die Ergebnisse 

verdeutlichen, dass die chemische Zusammensetzung von Scaffolds einen 

entscheidenden Einfluss auf deren osteogenes Potenzial besitzt. Anorganische 

Substitutionen innerhalb der keramischen Matrix modulieren nicht nur die Expression 

osteogener Marker und die Mineralisationsdynamik, sondern bestimmen im Kontext 
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der kraniofazialen Defektrekonstruktion maßgeblich die Qualität der Regeneration 

sowie die funktionelle und ästhetische Integrität der rekonstruierten Strukturen. 

 

Die hier aufgeführten Modifizierungen von ß-TCP sind nur einige Beispiele für die 

sehr große Bandbreite an Materialien, welche im Bereich der Forschung des BTE 

zum Einsatz kommen. Es gilt dabei zu untersuchen, in welchem Ausmaß 

unterschiedliche Materialien das osteogene Potenzial von hPDCs verschiedener 

embryonaler Herkunft beeinflussen. Daher wäre es von großer Bedeutung, unsere 

Versuche analog mit diversen weiteren Materialien durchzuführen. 

 

Ein weiterer wichtiger Aspekt ist, dass der untersuchte Zeitraum zu kurz ist, damit 

sich vollständig ausgereiftes Knochengewebe bilden kann. Eine Verlängerung des 

Untersuchungszeitraums könnte eine signifikante Überlegenheit einer bestimmten 

Stammzellquelle für das BTE aufzeigen. 

 

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung von mechanischer Belastung auf hPDCs außer 

Acht gelassen. hPDCs reagieren auf mechanische Belastung mit einer gesteigerten 

Knochenneubildungsrate. Dieses konnte sowohl in vivo (Hsieh et al., 2001, Nepal et 

al., 2023, Inoue et al., 2019) als auch in vitro (Wittkowske et al., 2016, Liu et al., 

2012) nachgewiesen werden. Es bleibt jedoch unklar, ob es dabei auch Unterschiede 

für Zellen mit unterschiedlichem embryonalem Ursprung gibt. 

 

Aufgrund der genannten Limitationen dieser Dissertation kann die Frage nach dem 

optimalen embryonalen Ursprung für das BTE nicht vollständig beantwortet werden. 

Diese Arbeit kann aber als wegweisende Erstuntersuchung angesehen werden und 

einen wichtigen Beitrag zur Diskussion über die geeignetste Stammzellquelle für das 

BTE liefern. 

 

  
 
 

 



 70 

4.8 Ausblick und Fazit 

Die vorliegende Dissertation trägt maßgeblich zum Verständnis von Periostzellen der 

Mandibula und der Fibula als potenzielle Quellen für das Knochen-Tissue-

Engineering bei. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Fibula tendenziell als 

bevorzugte Stammzellquelle für das BTE für rekonstruktive Zwecke betrachtet 

werden kann. Die Versuche zeigen bei der ALP-Aktivität und der RUNX2-

Genexpression eine signifikante Überlegenheit der Fibula-hPDCs gegenüber den 

Mandibula-hPDCs.  

 

Die Hypothese, dass die Mandibula aufgrund ihrer neuralen Abstammung, der 

desmalen Ossifikation und der höheren Remodellierungsrate immer als bevorzugte 

Quelle für das BTE angesehen werden sollte, wird durch die Ergebnisse dieser Arbeit 

nicht unterstützt. Vielmehr deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die Fibula-hPDCs 

möglicherweise besser geeignet sind, um die Anforderungen des BTE zu erfüllen. 

Es ist jedoch wichtig anzumerken, dass die Entscheidung für die Verwendung von 

Periostzellen der Fibula oder der Mandibula für das BTE von verschiedenen Faktoren 

abhängt. In unseren Versuchen wurden Mandibula-hPDCs genommen, welche aus 

einer Defektumgebung stammen und die Vergleichbarkeit der beiden Zellen dadurch 

beeinträchtigt sein könnte. Auch die Versuche von Alexander et al. (2009) und Sorg 

(2022), bei denen die Mandibula-hPDCs nicht mineralisiert sind, muss für die 

Entscheidung der zu verwendete Quelle für das BTE mit einbezogen werden 

(Alexander et al., 2009; Sorg, 2022). 

 

Somit sollte das Fazit dieser Dissertation lauten, dass im Falle einer vorgeschädigten 

Mandibula oder wenn hPDCs der Mandibula nicht mineralisieren, auf Periostzellen 

der Fibula für das BTE ausgewichen werden kann.   

 

Unsere Versuche zeigen bei kritischer Betrachtung, dass keine eindeutige 

Überlegenheit einer Stammzellquelle eines bestimmten embryonalen Ursprungs 

gegeben ist, um eine zweite Operationswunde eindeutig zu rechtfertigen, wenn eine 

Rekonstruktion der Mandibula ausschließlich mittels BTE geplant werden soll. 

Trotzdem liefern die Ergebnisse dieser Arbeit neue Erkenntnisse für die Entwicklung 

innovativer Therapieansätze zur Knochenregeneration und bilden somit die 

Grundlage für weitere Forschungsarbeiten auf diesem Gebiet. 
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Für zukünftige Arbeiten wird es von entscheidender Bedeutung sein, mit einem 

größeren Patientenkollektiv zu arbeiten. Dies würde es ermöglichen, eine 

evidenzbasierte Bewertung der potenziellen Unterschiede zwischen den 

verschiedenen embryonalen Ursprüngen von hPDCs vorzunehmen.  

 

Darüber hinaus sollten zukünftige Studien den Einfluss verschiedener Faktoren wie 

mechanischer Belastung, die Verwendung unterschiedlicher Materialien für die 

Scaffolds und verschiedene Kulturbedingungen auf die Differenzierung und Funktion 

der hPDCs untersuchen. Ein tieferes Verständnis dieser Einflussfaktoren könnte 

dazu beitragen, die Entwicklung von individuell angepassten Therapien und 

Biomaterialien für das BTE weiter voranzutreiben. 

 

Ein weiterer wichtiger Aspekt für zukünftige Forschungsarbeiten ist die 

Berücksichtigung einer längeren Kultivierungszeit, um die langfristigen Auswirkungen 

der Zellkultivierung auf das BTE zu untersuchen. Dies könnte dazu beitragen, 

wichtige Erkenntnisse für die Langzeitviabilität der Zellen sowie Effektivität im 

Hinblick auf die Abstammung von hPDCs zu erforschen.  

 

Durch die Berücksichtigung der oben genannten Faktoren kann das Potenzial des 

BTE voll ausgeschöpft werden, um den Patienten die bestmögliche Behandlung mit 

der geringsten Morbidität anzubieten.  
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5 Zusammenfassung  

Die vorliegende Arbeit konzentriert sich auf die eingehende Analyse und den 

Vergleich des osteogenen Differenzierungspotenzials humaner Periostzellen 

(hPDCs) aus der Mandibula und der Fibula in einer 3D Kultur. Diese Zelltypen 

wurden als repräsentativ für Periostzellen unterschiedlichen embryonalen Ursprungs 

und damit einhergehender Ossifikationswege betrachtet. Das Hauptziel bestand 

darin, herauszufinden, welche Quelle von hPDCs sich am besten für die innovative 

Wege der Knochenregeneration eignet, insbesondere im Kontext des Tissue 

Engineerings. 

 

Insgesamt sprechen unsere Ergebnisse für eine potenzielle Überlegenheit der 

Fibula-hPDCs gegenüber den Mandibula-hPDCs. Obwohl einige frühere Studien 

darauf hindeuteten, dass die Mandibula aufgrund ihres neuralen Ursprungs und der 

desmalen Ossifikation als bevorzugte Quelle für Periostzellen angesehen werden 

sollte, unterstützen die Ergebnisse dieser Arbeit diese Annahme nicht. Insbesondere 

zeigten die Fibula-hPDCs eine Tendenz zu einer verstärkten osteogenen 

Differenzierung und Genexpression von osteogenen Markern im Vergleich zu den 

Mandibula-hPDCs.  

 

Als Schlussfolgerung bleibt festzuhalten, dass in Anbetracht der vielversprechenden 

Ergebnisse mit den Periostzellen der Fibula trotz des klinisch erhöhten 

Entnahmeaufwands weitere Forschungen mit dieser Zellquelle durchgeführt werden 

sollten, um die zugrunde liegenden Mechanismen und Signalwege besser zu 

verstehen, die die osteogene Differenzierung und Funktion von hPDCs beeinflussen. 

Angesichts der Komplexität der Knochenregeneration und der vielfältigen 

Einflussfaktoren des Tissue Engineerings ist es von entscheidender Bedeutung, mit 

weiteren Untersuchungen das BTE zu optimieren. 
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