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„Ist dies schon Wahnsinn, hat es doch Methode“  

(Hamlet, William Shakespeare) 
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1. Einleitung 

1.1. Knochenersatzmaterial 

Die Implantation von allogenem und autogenem Knochengewebe für die Kno-

chendefektheilung und Regeneration ist Gegenstand der aktuellen Forschung in 

der Orthopädie und der Mund-Kiefer-Gesichts-Chirurgie (Włodarski et al., 2008, 

Hutmacher and Cool, 2007). Traumata, Tumore, Pseudoarthrosen und Infektio-

nen können zu unüberbrückbaren Knochendefekten führen, die eine Knochen-

transplantation unumgänglich machen (Bullens et al., 2009, Matejovsky et al., 

2006, Koskinen, 1978, Lifeso and Al-Saati, 1984). So ist Knochen hinter Blut 

das meist transplantierte Gewebe (Van Heest and Swiontkowski, 1999). Jähr-

lich werden 2,2 Millionen Knochentransplantationen durchgeführt, um Kno-

chendefekte in der Orthopädie, Neuro- und Kieferchirurgie zu behandeln 

(Lewandrowski et al., 2000). Der Standard des Knochenersatzes ist hierbei au-

togenes Knochengewebe, meist Spongiosa, die aus dem Beckenkamm gewon-

nen wird (Giannoudis et al., 2005, Schmidt-Rohlfing et al., 2009, Sen and 

Miclau, 2007, Agarwal et al., 2009, Pape et al., 2010, Putzier et al., 2009, Chau 

and Mobbs, 2009).  

Neben körpereigenem Knochen und Spenderknochen gibt es immer mehr Kno-

chenersatzmaterialien (Włodarski et al., 2008, Callan et al., 2000, Buser et al., 

1993). Die Komponenten bestehen hierbei aus anorganischen und organischen 

Materialien und sollten verschiedene Voraussetzungen erfüllen (Hutmacher and 

Cool, 2007). Hierzu zählen ein dreidimensionales strukturelles Grundgerüst, die 

Besiedlung mit Zellen und - wenn möglich - der Zusatz von Wachstumsfaktoren 

(Damien and Parsons, 1991, Lane et al., 1999, Giannoudis et al., 2007a). Diese 

Eigenschaften  des Knochenmaterials stellen definitionsgemäß die Vorausset-

zungen für das Tissue Engineering dar (Hutmacher and Cool, 2007). Das Kno-

chenmaterial sollte neben den bereits genannten Voraussetzungen drei weitere 

Kriterien erfüllen: Osteogenese, Osteoinduktion und Osteokonduktion, d.h. die 

Knochenneubildung, die Differenzierung von Vorläuferzellen zu Osteoblasten 

und das Einwachsen von Zellen aus der Umgebung (Chau and Mobbs, 2009, 

Beaman et al., 2006). Weitere wichtige Eigenschaften sind z.B. die Porosität 
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(Kübler et al., 2004, Leong et al., 2009), die die Einwanderung von Zellen ver-

stärkt, die Biokompatibilität (Khan et al., 2008) und die biologische Abbaubarkeit 

(Liu and Ma, 2004, Yang et al., 2001).  

Zu den Knochenersatzmaterialien gehören Keramik, wie Tricalciumphosphat, 

Hydroxylapatit, Calciumsulfat (Damien and Parsons, 1991, Klawitter and 

Weinstein, 1974, Rodríguez-Lorenzo and Ferreira, 2004, Coetzee, 1980) oder 

bioaktives Glas (Peltola et al., 2000), Zement (Friedman et al., 2000), Metalle 

(Du et al., 2005, Chen et al., 2007), Nanofaserscaffolds aus Polymeren (Ayres 

et al., 2010, Chan et al., 2009, El-Amin et al., 2003, Liu and Ma, 2004) und 

Komposite, die eine Kombination aus den einzelnen Stoffen, gegebenenfalls mit 

Zellen und Wachstumsfaktoren, darstellen (Giannoudis et al., 2005). 

Diese aktuelle Entwicklung der orthopädischen Möglichkeiten und die techni-

schen Fortschritte im Tissue Engineering haben zu vielen Erfolgen in der Or-

thopädie und Unfallchirurgie bei der Therapie von Knochendefekten geführt 

(Schmidmaier et al., 2009). Trotzdem bleibt es weiterhin schwierig, große Kno-

chendefekte zu heilen (Schmidmaier et al., 2009, Pelled et al., 2010, Hollinger 

and Kleinschmidt, 1990) und ein dem autogenen Knochen gleichwertiges Kno-

chenersatzmaterial ist aktuell noch nicht realisierbar (Aebi et al., 1991, Sen and 

Miclau, 2007).  

 

1.1.1. Autogenes Knochengewebe 

In der Tat besitzt autogenes Knochengewebe gegenüber den anderen Kno-

chenimplantaten viele Vorteile wie ein großes osteogenes Potential, Osteoin-

duktion, Osteokonduktion und eine große Biokompatibilität. Kein anderes Kno-

chenersatzmaterial vereinigt diese für die Knochenheilung wichtigen Eigen-

schaften in dem Maße wie autogenes Knochenmaterial (Pape et al., 2010, Sen 

and Miclau, 2007, Megas and Panagiotis, 2005). Obwohl die Beckenkamm-

spongiosa, die meist als autogenes Knochenmaterial verwendet wird, mecha-

nisch sehr instabil ist, wird sie dadurch schnell in den Knochen eingebaut (Khan 

et al., 2005, Sen and Miclau, 2007). Nachteil von autogenem Knochenmaterial 

ist jedoch, dass es durch die Entnahme zu anderen Morbiditäten wie Schmer-

zen und Infektionen an der Entnahmestelle und chirurgischen Komplikationen 
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kommen kann. So treten teilweise Hämatome, Blutverlust, Gefäß- und Nerven-

läsionen, Narben und chronische Schmerzen an der Entnahmestelle auf (Ross 

et al., 2000, Pape et al., 2010). 

 

1.1.2. Allogenes Knochengewebe 

Allogenes Knochenmaterial, also menschliches Spendermaterial, zeigt zwar 

nicht die Nachteile einer Knochenentnahme, kommt jedoch nicht an die osteo-

induktiven Eigenschaften von autogenen Knochen heran (Schmidt-Rohlfing et 

al., 2009, Sen and Miclau, 2007, Bauer and Muschler, 2000). Außerdem kann 

es durch die Implantationen eines körperfremden Materials zu Infektionen und 

Immunreaktionen kommen (Samartzis et al., 2005). Durch Gefriertrocknung 

werden diese Nebenwirkungen zwar reduziert, aber gleichzeitig vermindert sich 

auch der osteoinduktive Effekt (Giannoudis et al., 2005, Tomford, 1995). Allo-

genes Knochenmaterial ist in zwei Formen erhältlich: Mineralisiertes allogenes 

Knochenmaterial ist nicht osteogen, leicht osteoinduktiv und sehr osteokonduk-

tiv und verfügbar als frisch, gefrorene und gefriergetrocknete Präparate, wohin-

gegen entmineralisierte Knochenmatrix osteokonduktiv und osteoinduktiv sein 

kann (Chau and Mobbs, 2009).  

Zusätzliche Nachteile von allogenem Knochenmaterial sind außerdem die Re-

sorption durch Osteoklasten, erhöhte Prävalenz von Mikrofrakturen, fehlende 

Einheilung, verminderte mechanische Stabilität bis hin zu makroskopischen 

Frakturen und verminderte Knochendichte (Schmidt-Rohlfing et al., 2009). 

Trotzdem gibt es weitere Vorteile wie eine bessere Verfügbarkeit oder eine län-

gere Haltbarkeit (Putzier et al., 2009). 

 

1.1.3. Synthetisches Knochenersatzmaterial und Tissue Engineering 

Der kontinuierliche Fortschritt in der Medizin könnte es uns in der Zukunft er-

lauben, annähernd jedes Gewebe bzw. Organ des menschlichen Körpers selbst 

herzustellen und zu ersetzen (Boudriot et al., 2006, Ayres et al., 2010). Einge-

schränkte Verfügbarkeit des autogenen Knochenmaterials, mögliche Kontami-

nationen des allogenen Spendermaterials bzw. Immunreaktionen auf dieses, 
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beschleunigt die Suche nach neuen Ersatzmaterialien (Boudriot et al., 2006). 

Darüber hinaus wird bereits eine große Anzahl von alloplastischen Knochener-

satzmaterialien in der Orthopädie verwendet (Moore et al., 2001). 

 Zu diesen synthetischen Knochenersatzmaterialien gehören synthetische und 

natürliche Polymere, Keramik, Metalle und Komposite, d.h. Verbundstoffe aus 

verschiedenen Einzelkomponenten (Khan et al., 2008, Chen et al., 2007, Chan 

et al., 2009).  

Keramik wie Calciumsulfat, Calciumphosphat, β-Tricalciumphosphat und Hyd-

roxylapatit kommen hierbei sehr häufig zum Einsatz (Sen and Miclau, 2007, 

Damien and Parsons, 1991, Klawitter and Weinstein, 1974, Rodríguez-Lorenzo 

and Ferreira, 2004, Coetzee, 1980). Sie werden oft als Füllstoff benutzt, haben 

osteokonduktive Eigenschaften und sind biokompatibel (Sen and Miclau, 2007, 

Helm, 2005, Jarcho, 1981, Matsumine et al., 2004). Ein Nachteil sind die feh-

lenden osteoinduktiven und osteogenen Eigenschaften (Loty et al., 2000). Zu 

den keramischen Stoffen gehört außerdem noch bioaktives Glas, das eine 

chemische Bindung zum Knochen aufbauen kann und meist als Komposit ver-

wendet wird (Khan et al., 2008, Peltola et al., 2000, Hench and Wilson, 1984). 

Ein weiteres Konzept in der Behandlung von Knochendefekten war die Einfüh-

rung von auf Calciumphosphaten basierenden Zementen, die im Knochendefekt 

aushärten und sich gut an die Defektstruktur anpassen (Friedman et al., 2000, 

Constantz et al., 1995). 

Zusätzlich werden Metalle als Implantate in der Orthopädie und Kieferchirurgie 

zur Osteosynthese und als Träger für Wachstumsfaktoren verwendet. Hier 

kommen Legierungen bzw. amorphe Verbindungen aus Schwermetallen zum 

Einsatz (Chen et al., 2007, Du et al., 2005, Miller et al., 2001, Yao et al., 1997). 

Die dritte große Gruppe der Knochenersatzmaterialien, die Polymere, können je 

nach Zusammensetzung ganz verschiedene physikochemische und mechani-

sche Eigenschaften haben. So gibt es natürliche Polymere wie Kollagen, Hyal-

uronsäure und Chitosan und synthetische wie Polyanhydride, Polypropylen-

fumarat, Polycaprolacton, Polyphophazene, Polylactide und Polyglykolide 

(Khan et al., 2008, Ayres et al., 2010, Chan et al., 2009, El-Amin et al., 2003, 

Liu and Ma, 2004). 
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Polylactide (PLA), Polyglycolide (PGA) und deren Copolymer Poly-lactide-co-

glyocolid (PLGA) gehören zu den Polyhydroxysäuren und sind die am meisten 

benutzten synthetischen Polymere für die synthetische Herstellung von Kno-

chengewebe (Liu and Ma, 2004). 

Ein Nachteil der synthetischen Polymerstoffe ist, dass sie wenig biologische 

Erkennung auf ihrer Oberfläche besitzen (Liu and Ma, 2004). Darüber hinaus 

stellen hydrophobe Polymere keine ideale Umgebung für Zellinteraktionen dar 

(Mikos et al., 1994).  

Neue Ansätze kombinieren artifizielle Knochenersatzmaterialien mit autogenem 

Gewebe (Kübler et al., 2004) oder Wachstumsfaktoren (Schmidmaier et al., 

2008, Giannoudis et al., 2007b). So kommt bei der Bildung von synthetischem 

Knochenersatzmaterial dem Tissue Engineering eine immer größer werdende 

Bedeutung zu (Jabbarzadeh et al., 2008). Voraussetzung für das Tissue Engi-

neering ist die Herstellung eines dreidimensionalen Konstrukts, das mit Zellen 

kultiviert und mit Wachstumsfaktoren versetzt wird (siehe Abb.1.) (Hutmacher 

and Cool, 2007, Schmidt-Rohlfing et al., 2009).  

 

Abb. 1. Tissue Engineering: 

Die Neubildung von Knochengewebe im Zuge des Tissue Engineering benötigt 
drei wesentliche Elemente: mesenchymale Stammzellen, ein dreidimensiona-
les strukturelles Gerüst und Wachstumsfaktoren (eigene Abb.). 
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Man konzentriert sich darauf, die Adhäsion, das Wachstum und die Funktion 

der Zellen zu unterstützen, indem man z.B. die Interaktion zwischen der extra-

zellulären Matrix und Rezeptoren an der Zelloberfläche imitiert, wodurch es zu 

Differenzierung, Proliferation und Migration der Zellen kommt (Hutmacher and 

Cool, 2007). Wichtige Aufgaben haben hier die Integrin-Rezeptoren auf der 

Zelloberfläche und Heparinproteoglykane (Cool and Nurcombe, 2006). 

Aber auch Wachstumsfaktoren oder biologische Moleküle nehmen beim Tissue 

Engineering eine große Rolle ein (Carson and Bostrom, 2007, Drosse et al., 

2008, Rosen, 2009). BMP-2 und BMP-7 werden bereits in der Klinik zur Frak-

turheilung benutzt (Axelrad et al., 2007, Axelrad and Einhorn, 2009). Wichtig ist 

es hier, geeignete Trägermaterialien zu finden, die eine komplette biologische 

Aktivität und einen geregelten Release der Wachstumsfaktoren ermöglichen 

(Hutmacher and Cool, 2007, Hosseinkhani et al., 2007). Um die kurze Halb-

wertszeit von BMP-2 zu unterdrücken, wurde schon in anderen Studien ver-

sucht, die Freisetzung von BMP-2 aus verschiedenen Polymerträgern zu kon-

trollieren (Hosseinkhani et al., 2007). Auch das Einbringen von BMP-2 in Scaf-

folds aus dem Polymer PLLA wurde untersucht, wobei ein bioaktiver Effekt des 

Wachstumsfaktors nachgewiesen werden konnte (Schofer et al., 2008). 

Zu weiteren Verbesserungen des Tissue Engineerings und somit der Knochen-

heilung haben nanotechnologische Fortschritte geführt (Harvey et al., 2010). So 

ermöglicht z.B. die Methode des Elektrospinnings, die Herstellung von Fasern 

für das Tissue Engineering im Nanobereich (Greiner and Wendorff, 2007). Die-

se meist aus Polymerstoffen hergestellten Nanofaserscaffolds mimen die extra-

zelluläre Matrix (Liao et al., 2006), sind adhäsiv für Zellen und fördern somit die 

Proliferation (Chan et al., 2009, Zhang and Lim, 2008) und Differenzierung 

(Boudriot et al., 2006). Hier spielt die Porosität eine wichtige Rolle (Zhang et al., 

2007). Die Fasern haben ein großes Volumenoberflächenverhältnis, was durch 

eine vermehrte Porosität noch erhöht wird (Lin et al., 2010). Außerdem beein-

flusst die Porosität die Zellinfiltration in das Scaffold (Leong et al., 2009). 

In vorangegangenen Arbeiten konnte in diesem Zusammenhang gezeigt wer-

den, dass Nanofaserscaffolds aus dem Polymer PLLA zwar mit Stammzellen 

kultiviert werden können, aber es eher zu einer Downregulation der Gene für 

die Differenzierung zu Osteoblasten kommt (Schofer et al., 2009b). Dies kann 
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z.B. durch eine Plasmabehandlung verbessert werden (Neff et al., 1998). Be-

nutzt man ausschließlich Kollagen als Polymer, hat man den Nachteil, dass die 

hergestellten Fasern mit der Luftfeuchtigkeit reagieren und dadurch sehr instabil 

sind, trotzdem aber die Differenzierung eher fördern als PLLA (Schofer et al., 

2009c). Die Herstellung eines Kollagen-PLLA-Blend konnte die Stabilität für 

hMSC verbessern (Schofer et al., 2009b). Außerdem wurden die PLLA-Fasern 

mit RGD-Sequenzen gekoppelt, über die Kollagen in der Lage ist, mit der In-

tegrin-Familie zu interagieren, wobei auch hier ein positiver Effekt gezeigt wer-

den konnte (Schofer et al., 2009a, Paletta et al., 2009a).  

 

1.2. Das Elektrospinnen 

Die Herstellung von Nanofasern mittels des Elektrospinnens hat zu großen 

Fortschritten im Tissue Engineering, aber auch in technischen Bereichen ge-

führt (Greiner and Wendorff, 2007, Boudriot et al., 2006, Dersch et al., 2003). 

Es werden Fasern mit Durchmessern im Bereich zwischen <10 nm bis etwa 

1μm hergestellt (Boudriot et al., 2004, Hohman et al., 2001a, Greiner and 

Wendorff, 2007, Reneker and Chun, 1996). Für das Elektrospinning können 

synthetische und organische Polymere verwendet werden, wobei als Lösungs-

mittel Wasser, organische Lösungsmittel aber auch der geschmolzene Zustand 

des Polymers verwendet werden kann (Boudriot et al., 2006, Greiner and 

Wendorff, 2007). Aber auch Fasern aus Metallen und Keramiken sind realisier-

bar (Li et al., 2003, Vander Wal et al., 2001). Der Spinnprozess ermöglicht au-

ßerdem das Einfügen von funktionellen Stoffen in die Fasermatte, wie z.B. 

Farbstoffe, Wachstumsfaktoren, Enzyme, Medikamente (z.B. Antibiotika) und 

leitende oder magnetische Teilchen (Boudriot et al., 2006, Greiner and 

Wendorff, 2007). Koaxiale Fasern mit einem Kern und einer Hülle (McCann et 

al., 2006), nebeneinander liegende Strukturen (Lin et al., 2005) und kombinierte 

Fasern aus mehr als einem Polymer (Dosunmu et al., 2006) können hergestellt 

werden. 

Weitere Möglichkeiten für die Herstellung von Nanofasern stellen das Self-

Assembly (Fields et al., 1998, Hartgerink et al., 2001), die Phasenseparation 
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(Vasita and Katti, 2006, Ma and Zhang, 1999, Ayres et al., 2010) und die Koh-

lenstoffdioxidlasermethode dar (Suzuki and Tanizawa, 2009).  

Obwohl die Originalmethode des Elektrospinnprozesses 1934 veröffentlicht 

wurde, wurde die Technik erst 60 Jahre später etabliert (Reneker and Chun, 

1996). 

Beim Elektrospinning wird ein starkes elektrisches Feld erzeugt, in dem die Po-

lymerlösung durch eine dünne Düse geschleust wird, die als Elektrode fungiert 

und tropfenweise Polymer abgibt, welches zu der Gegenelektrode geleitet wird 

(Boudriot et al., 2006, Li and Xia, 2004, Dzenis, 2004, Dersch et al., 2003). Der 

Nadel- bzw. Düsendurchmesser beträgt ca. 100 µm und der Abstand zwischen 

beiden Elektroden ca. 10-25 cm (Greiner and Wendorff, 2007). Die angelegte 

Hochspannung bewirkt eine konusförmige Verformung des Tropfens in Rich-

tung auf die Gegenelektrode (Greiner and Wendorff, 2007, Rutledge and 

Fridrikh, 2007).  

 

 

Ab einer gewissen Spannung überwiegt das Ladungsungleichgewicht gegen-

über der Oberflächenspannung der Polymerlösung und es kommt zur Bildung 

 

Abb. 2. Elektrospinning 

Aufbau eines Elektrospinnexperiments zur Faserherstellung mit senkrechter 
Anordnung der Elektroden (Boudriot et al., 2006). 
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eines feinen, geladenen Flüssigkeitsstrahls („Jet“), der zum Boden geleitet wird, 

auf dem sich die dünnen Fasern ablegen (Liu and Ma, 2004). Das Lösungsmit-

tel verdunstet und die entstandenen Fasern werden als ungeordnete bzw. un-

gewebte (Leong et al., 2009) Fasermatte abgeschieden (siehe Abb. 2.) 

(Boudriot et al., 2004, Bognitzki et al., 2001). 

Es gibt verschiedene Faktoren, die die Gestalt des Scaffolds und der Fasern 

beeinflussen können, wie z.B. die Konzentration und Leitfähigkeit der Lösung 

und die Geschwindigkeit, mit der die Polymerflüssigkeit aus der Spritze fließt 

(Boudriot et al., 2006, Ayres et al., 2010). So nimmt die Dicke der Fasern mit 

steigender Konzentration und Vorschubgeschwindigkeit der Polymerflüssigkeit 

zu und bei steigender Leitfähigkeit ab (Boudriot et al., 2006). Weitere beeinflus-

sende Faktoren sind z.B. Polymereigenschaften wie das Molekulargewicht, die 

Molekulargewichtsverteilung, der Glaspunkt oder die Löslichkeit sowie auch die 

Viskosität und Viskoelastizität, die Oberflächenspannung, der Dampfdruck des 

Lösungsmittels (Greiner and Wendorff, 2007) und die relative Feuchtigkeit der 

Umgebung (Casper et al., 2004). Ebenfalls eine große Rolle spielen die Eigen-

schaften des Substrats, die Feldstärke und Elektrodengeometrien und damit die 

Form des elektrischen Feldes, was zu verschiedenen Ablagerungen der Fasern 

führt (Greiner and Wendorff, 2007, Li et al., 2003, Dersch et al., 2003, Theron et 

al., 2001).  

Drei Instabilitätsprozesse spielen beim Spinnvorgang eine Rolle: die Rayleigh 

Instabilität, die durch das elektrische Feld induzierte axisymmetrische Instabili-

tät und die Biegeinstabilität (Whipping instability) (Hohman et al., 2001a, 

Hohman et al., 2001b, Shin et al., 2001). Nanofasern mit Beads werden durch 

die Rayleigh Instabilität von ungeladenen Lösungsmitteln vermehrt gebildet 

(Hohman et al., 2001a, Hohman et al., 2001b). Auch die ladungsgetriebene axi-

symmetrische Instabilität führt zu dieser Tropfenbildung (Greiner and Wendorff, 

2007).  

 

1.3. Stammzellendifferenzierung 

Auf Stammzellen basierendes Tissue Engineering eröffnet neben den nano-

technologischen Fortschritten neue Möglichkeiten für die Knochendefektheilung 
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(Muschler et al., 2004, Tseng et al., 2008). Als Stammzellen werden alle nicht 

spezialisierten Körperzellen bezeichnet, die die Fähigkeit besitzen, sich in ver-

schiedenartige Zelltypen zu entwickeln. Stammzellen sind die Quelle für alle 

neuen Gewebe und werden durch chemische und physikalische Signale beein-

flusst, wodurch es zur Aktivierung, Proliferation, Migration, Differenzierung und 

zum Überleben kommt. Eine weitere Eigenschaft ist die Selbsterneuerung 

(Potten and Loeffler, 1990, Owen and Friedenstein, 1988, Cancedda et al., 

2003, Derubeis and Cancedda, 2004, Morrison et al., 1997, Muschler et al., 

2004, Caplan, 2005, Lajtha, 1967). Mesenchymale Stammzellen gehören zu 

den adulten Stammzellen, sind multipotent und befinden sich hauptsächlich im 

Knochenmark, außerdem in Periost, Muskelgewebe, Synovia, Placenta, Haut 

und im peripheren Blut (Tseng et al., 2008, Jiang et al., 2002, Freitas and 

Dalmau, 2006, Caplan, 2005). Zu den adulten Stammzellen gehören außerdem 

noch die hämatopoetischen Zellen, die den größten Anteil im Knochenmark 

ausmachen (Till and McCulloch, 1961, Spangrude et al., 1988).  

1974 machte Friedenstein das erste Mal auf die von der Blutbildung unabhän-

gige Population mesenchymaler Vorläuferzellen im Knochenmark aufmerksam 

(Friedenstein et al., 1974). Später charakterisierte er sie als fibroblastäre Vor-

läuferzellen, die flächenadhärent sind, die Eigenschaft zur klonalen Proliferation 

besitzen und eine spindelförmige Morphologie aufzeigen (Friedenstein et al., 

1976). Mesenchymale Stammzellen sind leicht zu isolieren und in der Lage, 

sich zu Osteoblasten, Chondrozyten, Muskelzellen, Sehnenzellen und Adipozy-

ten zu differenzieren (Mastrogiacomo et al., 2005, Barbagallo et al., 2009, 

Kraus and Kirker-Head, 2006, Chan et al., 2009, Marie and Fromigué, 2006, 

Jaiswal et al., 1997, Pittenger et al., 1999). Sie differenzieren sich durch die 

Anwesenheit von Ascorbinsäure-2-phosphat, β-Glycerolphosphat und Dexame-

thason zu Osteoblasten und sezernieren und organisieren die ECM, in der Cal-

ciumphosphat als Hydroxyapatitkristalle abgelagert wird (Bruder et al., 1997, 

Jaiswal et al., 1997). Auch BMP hat einen differenzierenden Effekt auf die 

hMSC (Jørgensen et al., 2004, Koch et al., 2005). Es kommt durch dessen Zu-

gabe zur Aktivierung von Signaltransduktionswegen und der Expression von 

Genen, die wichtig für die Osteogenese sind wie Kollagen, Osteocalcin, Osteo-

pontin und alkalische Phosphatase (Jaiswal et al., 2000, Doi et al., 2002).  
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1.4. BMP – Bone morphogenetic Protein 

Ein weiterer Fortschritt bei der Knochendefektheilung ist neben dem Einsatz 

adulter Stammzellen und der Verwendung von Nanofaserscaffolds der Einsatz 

von Wachstumsfaktoren, insbesondere von BMP. BMPs sind multifunktionale 

Wachstumsfaktoren, die zu der Gruppe der TGFß (Transforming Growth Fac-

tor) gehören (Wozney et al., 1988, Saito et al., 2008, Rankin et al., 2000, Cheng 

et al., 2003a). 

1965 wurde zum ersten Mal der Effekt von Knochenwachstum anregenden 

Stoffen gezeigt (Urist, 1965). 1971 wurde nachgewiesen, dass es sich dabei um 

Proteine handelt, die seitdem Bone morphogenetic Proteins genannt werden 

(Urist and Strates, 1971). 1988 konnten sie zum ersten Mal isoliert und ihre 

Aminosäuresequenz analysiert werden (Wang et al., 1988).  

Verschiedene Trankriptionsfaktoren für die Differenzierung von Stammzellen zu 

Osteoblasten wie Runx2, Dlx5, Osterix, Msx2 und AJ18 werden durch Bone 

morphogenetic Proteine stimuliert (Cheng et al., 2003b, Komori et al., 1997, 

Nakashima et al., 2002, Lee et al., 2003, Liu et al., 2007, Kato et al., 2009). Be-

sonders BMP-2 wurde in der Vergangenheit  intensiv untersucht und dessen 

entscheidende Rolle bei der Differenzierung von Osteoblasten nachgewiesen 

(Wozney et al., 1988). Ein Mausversuch konnte z.B. zeigen, dass bei Mäusen, 

die nicht in der Lage waren, BMP-2 zu exprimieren, Heilungsstörungen von 

Frakturen auftraten (Rosen, 2009, Chandler et al., 2007, Tsuji et al., 2006). 

Alle BMP-Signale werden durch Serin/Threonin-Kinasen vermittelt, wobei es 

zwei Rezeptoren gibt, Type I Rezeptoren (BMPRI) und Type II Rezeptoren 

(BMPRII) (Schwappacher et al., 2009, Rosen, 2009). BMPRI wird noch einmal 

eingeteilt in ActRIa (Alk2), BMPR-IA (ALK3) und BMPR-IB (ALK6) und BMPRII 

in BMPRII und die Activin Receptor Typen IIA und IIB (ActRIIA und ActRIIB) 

(Tsuchida et al., 2008, Miyazono et al., 2005). Ligandenbindung an die Rezep-

toren führt zur deren Phosphorylierung und somit zur Phosphorylierung und 

Aktivierung von R-SMADs 1/5/8 (Nohe et al., 2002). Der aktivierte BMPRII 

phosphoryliert hierbei BMPRI, der daraufhin R-SMAD 1/5/8 phosphoryliert und 

somit aktiviert (Rosen, 2009, Shi and Massagué, 2003, Feng and Derynck, 

2005). 
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Es kommt zu einer Interaktion zwischen R-Smad 1/5/8 und co-Smad4, wodurch 

es zur Translokation in den Zellkern und somit zur Genexpression BMP spezifi-

scher Gene kommt (siehe Abb.3.) (Feng and Derynck, 2005, Shi and 

Massagué, 2003, Rosen, 2009). 

Smad-Proteine spielen folglich eine zentrale Rolle beim BMP-

Signaltransduktionsweg und bei der Osteoblastendifferenzierung (Cao and 

Chen, 2005). So konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Smad-1 und Smad-5 

die Expression von COX-2 und Typ X Kollagen in Osteoblasten und Chondrozy-

ten anregen (Chikazu et al., 2002). Außerdem aktiviert Smad-1 direkt die Ex-

pression von Osteopontin, was ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Differenzie-

rung der Osteoblasten spielt (Liu et al., 2004).  

 

 

Abb. 3. BMP-Wirkung 

Die Bindung von BMP an BMPR-I führt zur Rekrutierung von BMPR-II und zur 
Bildung eines Heterotetramers aus beiden. Die Nähe der Rezeptoren erlaubt 
BMPR-II die Phosphorylierung von BMPR-I. Die Smad-Kaskade wird durch die 
Phosphorylierung von einigen Smadproteinen durch BMPR-I initiiert. Der ande-
re Signaltransduktionsweg beinhaltet zwei MAPK-Kaskaden. Durch beide We-
ge kommt es zur Genregulation (eigene Abb. nach (Demers, 1999)). 

 

BMPs aktivieren außerdem neben dem Smad-Signaltransduktionsweg die Sig-

naltransduktionswege der MAP-Kinase (mitogenactivated protein kinase) (siehe 
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Abb. 3.) (Reilly et al., 2005, Ryoo et al., 2006). Der MAPK-

Signaltransduktionsweg führt über verschiedene Signale zu Zellwachstum, Dif-

ferenzierung und zum programmierten Zelltod (Pearson et al., 2001, Brewster 

et al., 1993, Han et al., 1994, Rouse et al., 1994).  

Die MAP-Kinase Familie gehört zu den Serin/Threonin Protein Kinasen. Zu den 

MAP-Kinasen gehören die ERK (Extracellular Signal-Regulated Kinase), die (c-

Jun-N-terminale) JNK und die p38 MAP-Kinase (Ryoo et al., 2006, Pearson et 

al., 2001). Alle Kinasen translozieren nach Aktivierung durch BMP in den Zell-

kern, wo sie ATF2, c-Jun oder c-Fos aktivieren, um BMP-Zielgene zu regulie-

ren, wie Osteopontin, Alkalische Phosphatase (ALP) oder Kollagen I (siehe 

Abb. 3.) (Lai and Cheng, 2002).  

 

 

ERK spielt zusätzlich eine spezielle Rolle bei der Osteoblastendifferenzierung in 

Verbindung mit der Integrin-vermittelten Zellmatrixinteraktion (siehe Abb. 4.) 

 

Abb. 4. Signaltransduktion 

Die Abbildung zeigt eine schematische Illustration des Cross-talks zwischen 
intrazellulären Signaltransduktionswegen der Osteoblastendifferenzierung. 
BMP-2 bindet an die BMP-Rezeptoren (BMPR-I and BMPR-II) und aktiviert 
Smad1, einen essentiellen Transkriptionsfaktor für die Osteoblastendifferen-
zierung. Kollagen bindet an α2β1-Integrin um  FAK zu aktivieren, das ver-
schiedene Signalmoleküle aktiviert (Ras, PI3-K). Der Ras-ERK-
Signaltransduktionsweg wird außerdem durch EGF stimuliert (eigene Abb. 
nach (Suzawa et al., 2002)). 
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(Suzawa et al., 2002). Nach Aktivierung einer Tyrosinkinase durch einen 

Wachstumsfaktor, erfolgt der Austausch GDP durch GTP an Ras, einem G-

Protein (McCormick, 1993). Ras bindet an RAF (Serin-Threonin-Kinase) 

(McCormick, 1993, Moodie and Wolfman, 1994), was daraufhin MEK 

(MAPK/ERK Kinase) aktiviert (Schaeffer and Weber, 1999). Dieses wiederum 

aktiviert ERK (Dhanasekaran and Premkumar Reddy, 1998).  Der Ablauf des 

Ras/MAPK -Transduktionsweges bis hin zur Osteoblastendifferenzierung erfolgt 

letztendlich über SMAD-1 (Yue and Mulder, 2000, Shim et al., 2009). In Fro-

schembryonen konnte gezeigt werden, dass BMP-2 an einen BMP-

Rezeptorkomplex bindet und es dadurch zu drei Phosphorylisierungen in 

SMAD-1 kommt (Rosen, 2009, Fuentealba et al., 2007). Die erste Phosphoryli-

sierung, ausgelöst durch BMPR1 (Alks), resultiert in einer Aktivierung des BMP-

Signals und ist notwendig für die anschließende Phosphorylierung durch die 

MAPK und schließlich durch die GSK3β, die zum protosomalen Abbau von 

SMAD-1 und somit zum Ende des BMP-Signals führt (siehe Abb. 4.) (Rosen, 

2009, Fuentealba et al., 2007). 

 

1.4.1. Extrazelluläre Matrix, Integrinstoffwechsel und BMP-2-Integrin- 

Crosstalk 

Extrazelluläre Matrixproteine (ECM) spielen neben den Wachstumsfaktoren 

zusätzlich eine große Rolle bei der Knochenentwicklung (Lai and Cheng, 2005). 

ECMs und ihre heterodimeren transmembranen Integrin-Rezeptoren aktivieren 

Signalkaskaden, die zum Zellüberleben, zur Proliferation und Differenzierung 

führen (Hynes, 2002). Kollagen I ist das am häufigsten vorkommende Protein in 

der ECM (Rodríguez et al., 2000). Die Produktion von Kollagen Typ 1 ist einer 

der ersten Schritte der Stammzellen, gefolgt von der Expression von Alkalischer 

Phosphatase und Osteocalcin (Stein and Lian, 1993, Salasznyk et al., 2004). 

Osteoblasten benötigen Kollagen Typ I für ihre Differenzierung (Takeuchi et al., 

1996). Es wurde gezeigt, dass die Expression von Kollagen Typ 1 von hMSC, 

die aus Osteoporosepatienten isoliert wurden, vermindert war (Rodríguez et al., 

2000).  
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ECMs docken an Integrin-Rezeptoren von Zellen an und aktivieren auf diese 

Weise Signaltransduktionswege, Genexpression, Zytoskelett- und Zellmorpho-

logie (Salasznyk et al., 2004, Lai and Cheng, 2005, Schwartz and Ginsberg, 

2002). So wurde nachgewiesen, dass Kollagen Typ 1 an α2β1-Integrin andockt, 

wodurch es durch die Aktivierung von fokalen Adhesionskinasen (FAK) zur 

Zelldifferenzierung, aber Herunterregulation von TGFß kommt (siehe Abb. 4.) 

(Takeuchi et al., 1997, Meyers et al., 2004). Kollagen I erhöht über diese Akti-

vierung der Integrine die Produktion von Aktin und ERK und die Aktivierung des 

ERK/PI3K Signaltransduktionsweges (Tsai et al., 2010). ERK aktiviert dabei die 

Osteoblastendifferenzierung (Lai et al., 2001) über Smad1 und somit den Tran-

skriptionsfaktor Runx2 (siehe Abb. 4.) (Xiao et al., 2000). 

Es sind über 20 verschiedene Integrin-Rezeptoren bekannt, die wiederum an 20 

unterschiedliche extrazelluläre Matrixproteine binden und dadurch 6 intrazellulä-

re Signalmoleküle aktivieren (Protein Tyrosin Kinasen, Serine/Threonin Kina-

sen, Lipid Kinasen, Lipid Phosphatasen, Protein Phosphatasen, und intrazellu-

lärer Ionenfluss) (Schwartz and Ginsberg, 2002).  

Neben den Integrinen gibt es noch weitere Adhäsionsmoleküle, die wichtig für 

die Osteoblastendifferenzierung sind (Anselme, 2000): Die Cadherine sorgen 

für Zell-Zell-Kontakte und die Expression von Cadherin 4 wird durch BMP-2 

moduliert (Cheng et al., 1998). 

BMP-2 zeigt ebenfalls einen positiven Effekt auf die Interaktion zwischen den 

ECM und der Zelloberfläche. So wurde gezeigt, dass das Kollagen-Integrin-

Signal mit BMP-2 kooperiert, um die Osteoblastendifferentierung zu verstärken. 

Anscheinend laufen beide Signaltransduktionswege beim MAPK-

Signaltransduktionsweg zusammen (siehe Abb. 4.) (Xiao et al., 2002, Ronzière 

et al., 2005). Außerdem werden die αvβ-Integrine auf den Osteoblasten durch 

BMP-2 erhöht und reguliert (Jikko et al., 1999, Lai and Cheng, 2005).  Diese 

Integrine wiederum beeinflussen die BMP-2-Funktion in Osteoblasten (Lai and 

Cheng, 2005). Es wurde festgestellt, dass Signale der BMP-Familie ECM-

Integrin-Signale modulieren, so dass es zu Zellmigration, Formation von Fokal-

kontakten (Focal Adhesion) und Phosphorylierung von FAK kommt (Sotobori et 

al., 2006, Tamura et al., 2001). Phosphoryliertes FAK aktiviert über verschiede-

ne Signaltransduktionswege via RAS die MAPK, also auch die ERK und ver-
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stärkt dadurch ebenfalls über Smad 1 die Zelldifferenzierung (Schlaepfer et al., 

1994, Suzawa et al., 2002). Es besteht folglich ein Crosstalk zwischen dem 

BMP-2- und dem Integrin-Signal. 

 

1.5. Ziel der Arbeit 

In vorrangegangenen Arbeiten wurde gezeigt, dass sich auf PLLA basierende 

Nanofasern sowohl durch BMP-2 als auch durch Kollagen funktionalisieren las-

sen. Um die positiven Eigenschaften von PLLA, Kollagen und BMP-2 zu kombi-

nieren, soll nun in dieser Arbeit ein PLLA-Koll1-BMP-2-Scaffold hergestellt und 

charakterisiert werden. Anschließend werden hMSC auf solchen Scaffolds über 

einen Zeitraum von 22 Tagen kultiviert, die Expression von Markern der Osteo-

genese mittels real time PCR und Fluoreszenzmikroskopie analysiert und mit 

entsprechenden Kontrollen verglichen. Außerdem werden die beteiligten Signal-

transduktionswege und die Expression der entsprechenden Gene untersucht. 

 

2. Material und Methoden 

2.1. Chemikalien, Materialien und Geräte 

Gerätename/Material Firma 

Fluoreszenzmikroskop Leica DM5000 Leica, Bensheim 

Lichtmikroskop Leica, Bensheim 

Mastercycler realplex Eppendorf, Hamburg 

Pipetten 10µl, 100µl, 200µl, 1000µl Eppendorf, Hamburg 

Pipettierhelfer accu-jet Brand, Wertheim 

GPKR Untertischzentrifuge  Beckmann, München 

Tischzentrifuge Heraeus, Hanau 

Autoklav Biomedis, Gießen 

Brutschrank Heraeus, Kendro, Hanau 

Laborwaage Kern, Balingen-Frommern 

Sterilbank Heraeus, Hanau 
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Spinnmaschine Eigenbau 

Kapillarfluss-Porometer CFP-1200-
AEXL 

Porous Materials Inc., USA 

inoLab Cond Level 3 Konduktometer Wissenschaftlich-Technische Werkstätten 
Weilheim 

Haake PK 100 Scherviskosimeter Thermo Scientific, Karlsruhe 

Tensiometer Modell DCAT 11  Dataphysics, Filderstadt 

Elektronenmikroskop S-4100 Hitachi Ltd., Tokyo, Japan 

Auto-306 Vakuum System BOC Edwards, Crawley, Sussex, England 

G10 Drop Shape Analysis System Krüss, Hamburg 

Heizblock Thermo Scientific, Karlsruhe 

Magnetrührer Heidolph, Schwabach 

Vortex Heidolph, Schwabach 

Tab. 1. Verwendete Laborgeräte 

 

Verbrauchsmaterial Firma 

Multischale 12 Well mit Abdeckplatte Greiner bio-one, Frickenhausen 

Pipettenspitzen 10µl, 100µl, 200µl, 
1000µl 

Sarstedt, Nümbrecht 

Zellkulturflaschen Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettenspitzen 5ml, 10ml, 25ml Greiner bio-one, Frickenhausen 

Menzel-Gläser Menzel GmbH, Braunschweig 

Deckgläschen rund Ø18mm Kobe, Marburg 

50ml Sterilröhrchen Sarstedt, Nümbrecht 

Zellfilter BD Biosciences, San Jose, California, 
USA 

Spritzen 1ml BD Biosciences, San Jose, California, 
USA 

Nadeln 0,45 x 25mm B. Braun, Melsungen 

Kryoröhrchen 1ml Greiner bio-one, Frickenhausen 

Latexhandschuhe Hartmann, Heidenheim 

ABgene PCR Plates Thermo Scientific, Karlsruhe 

Reaktionsgefäße farblos 1ml, 1,5ml, 
2ml 

Eppendorf, Hamburg 

Tab. 2. Verwendete Verbrauchsmaterialien 
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Chemikalien Firma 

D-MEM  PAA, Linz Österreich  

PBS Dulbeco Biochrom, Berlin 

FCS Fetal Bovine Serum Biochrom, Berlin 

Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories, Linz, Österreich 

Ethanol Sigma Aldrich, Steinheim 

Trypsin/EDTA Biochrom, Berlin 

Aceton Sigma Aldrich, Steinheim 

Methanol Sigma Aldrich, Steinheim 

Eselserum Dianova, Hamburg 

Fluoromont Southern Biotech, Birmingham, USA 

Dichlormethan Sigma Aldrich, Steinheim 

HFIP Sigma Aldrich, Steinheim 

PLLA L210 Boeringer, Ingelheim 

Kollagen I  Sigma Aldrich, Steinheim 

Essigsäure Carl Roth, Karlsruhe 

Ficoll-Paque Amersham Biosciences, Uppsala, 
Schweden 

BMP-2 für Fasern ReliaTech GmbH, Braunschweig 

FITC Sigma Aldrich, Steinheim 

Ascorbinsäure Sigma-Aldrich, Steinheim 

Dexamethason Merck, Darmstadt 

ß-Glycerolphosphat  Sigma-Aldrich, Steinheim 

Primer TIB Biomol, Berlin 

Galwick Porous Materials Inc., USA 

Tab. 3. Verwendete Chemikalien 

 

2.1.1. Kits und Antikörper 

Kit Firma 

Verso cDNA Kit Thermo Fisher Scientific, Lafayette, USA 

Absolute Blue QPCR Sybr Green Mix Thermo Fisher Scientific, Lafayette, USA 

Peq Gold total RNA Kit PeqLab, Erlangen 

Tab. 4. Verwendete Kits 
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Antikörper Verdünnung in 
PBS 

Generiert in Firma 

Primärantikörper    

Ki 67 Antikörper 1:75  Darko Cytomation, 
Hamburg 

Kollagen I Antikörper 1:500 Maus  Abcam, Ab6308, 
Cambridge, U.K. 

Anti Osteokalcin  1:30 Kaninchen Acris, BP710, 

Hiddenhausen 

Anti Smad-5  1:50 Ziege Santa Cruz Bio-
technology, Inc. 
Heidelberg 

Anti-FAK IgG 1:50 Maus  BD Biosciences, 
San Jose, Califor-
nia, USA 

Sekundärantikörper    

Cy-2 Anti Kaninchen 
IgG 

1:100 Esel Dianova, Hamburg 

Cy-3 Anti Maus IgG 1:100 Esel Dianova, Hamburg 

Cy-3 Anti Ziege IgG 1:100 Esel Dianova, Hamburg 

Cy-2 Anti Maus IgG 1:50 Esel Dianova, Hamburg 

Zellkernfärbung    

Dapi 1:20000  Sigma Aldrich, 
Steinheim 

Tab. 5. Verwendete Antikörper 

 

2.2. Konstruktion und Charakterisierung der Nanofasern 

Die Herstellung, Konstruktion und Charakterisierung der Nanofasern erfolgte in 

Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Tissue Engineering.  

Es wurden drei verschiedene Polymere für das Spinnen der Fasermatten ver-

wendet:  

PLLA wurde zu 4% (w/w) in eine DCM-Lösung gegeben und über Nacht bei 

Raumtemperatur gerührt.  

Um den PLLA-Koll1-Blend herzustellen, wurden 0,9 w/v Kollagen und 3,6 w/v 

PLLA in HIFP gegeben, um ein Verhältnis von 1:4 von Kollagen und PLLA zu 

gewährleisten und eine 4.5%ige (w/v) Polymerlösung in HFIP herzustellen.  
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Um nun BMP-2 in den PLLA-Koll1-Blend einzubringen, wurden 25 µg lyophili-

siertes BMP-2 in 125 µl 50 mM Essigsäure gelöst und mit einer Zugabe von 25 

µl FCS stabilisiert. Diese BMP-2-Lösung wurde zu 2,5 ml PLLA-Koll1-Blend ge-

geben und um eine Emulsion zu bilden, eine Minute mit Hilfe des Vortex ge-

mischt. Die Lösung war zum Spinnen von ca. 50 Plättchen ausreichend. 

Der Spinnvorgang der Fasermatten wurde mit einer Elektrospinn-Apparatur un-

ter der Sterilbank mit laminarem Luftstrom durchgeführt. Die Durchflussrate be-

trug 14 µl/min bei einem Elektrodenabstand von 15 cm und einer angelegten 

Spannung  20 - 30 kV für die 4%ige PLLA-Lösung. Für die PLLA-Koll1-Blend-

Lösung und die BMP-2 enthaltende PLLA-Koll1-Blend-Lösung betrug die 

Durchflussrate 14 µl/min bei einem Elektrodenabstand von 15 cm und einer an-

gelegten Spannung 10 - 18 kV Die Fasermatten wurden auf sterilisierte Glas-

plättchen (Ø18mm) aufgesponnen und mit 4%iger PLLA in DCM Lösung auf 

diesen punktuell verklebt. 

In manchen Versuchen wurde BMP-2 durch FITC-gekoppeltes Protein ersetzt, 

um die Freisetzung aus den Fasern zu untersuchen. Dafür wurde 2,26 mg Flou-

resceinisothiocyanat in 2 ml PBS gelöst. Von dieser Lösung wurden dann 40 µl 

in 0,6 ml Polymerlösung gegeben und mit Hilfe des Vortex gemischt.        

 

2.2.1. Kontaktwinkel 

Statische Kontaktwinkel der Fasermatten mit Wasser wurden mit der Sessile-

Drop-Methode mit einem G10 Drop Shape Analyse System bestimmt und mit 

Data Physics Kontaktwinkel Analyse Software ausgewertet. 

 

2.2.2. Elektronenmikroskopie 

Für die Elektronenmikroskopie wurden die Proben mit einer feinen Goldschicht 

in einem Auto-306 Vakuum System überzogen und im Elektronenmikroskop bei 

5 kV im SE Mode betrachtet. 
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2.2.3. Porengröße 

Für die Bestimmung der Porengröße wurden Fasermatten, wie oben beschrie-

ben, aus PLLA in DCM und PLLA-Koll1-Blend in HFIP gesponnen. Für die 

Messung wurde ein Kapillarfluss-Porometer Typ CFP-1200-AEXL verwendet. 

Als Benetzungsflüssigkeit für die Fasermatten wurde Galwick verwendet, das 

nach Auftragung spontan die Poren füllte. Um die Poren wieder vom Galwick zu 

reinigen, wurde mit verschiedenem Druck Stickstoff auf die Fasermatten gege-

ben, bis sich ein Gasfluss durch die Matten einstellte. Die verschiedenen Drü-

cke und Gasdurchflussraten von Stickstoff wurden auf den trockenen und 

feuchten Fasermatten gemessen. Alle erhaltenen Porengrößen wurden aus den 

gemessenen Drücken und Gasdurchflussraten errechnet (Jena, 2002). Die Be-

ziehung zwischen der Porengröße und dem entsprechendem Druck ist durch 

die Young-Laplace-Gleichung gegeben: 

 R = 
  

   
 cos θ (1) 

R ist der Porenradius, ΔP steht für den verwendeten Gasdruck, γ ist die Ober-

flächenspannung der verwendeten Benetzungsflüssigkeit Galwick. (γ = 15.9×

10−5 N/cm) und θ ist der Kontaktwinkel. Der Druck, bei dem die erste  Blase 

durch die Matte aufsteigt, ist der Öffnungsdruck für eine Pore (engl. Bubble 

Point). Der Öffnungsdruck der Pore wurde verwendet, um mit der Gleichung die 

größte Pore des Scaffolds zu berechnen. Die mittlere Durchflussporengröße 

wurde aus dem mittleren Durchflussdruck berechnet (Gopal et al., 2007). 

 

2.2.4. Elektrische Leitfähigkeit 

Die Messung der Leitfähigkeit erfolgte mit einem inoLab Cond Level 3 Kon-

duktometer. Die Kalibrierung wurde mit einer Kaliumchlorid-Lösung durchge-

führt. Für Leitfähigkeiten bis zu 1 µS/cm wurde eine LR325/001 Messzelle ver-

wendet, während höhere Leitfähigkeiten mit einem TetraCon 325 gemessen 

wurden. 
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2.2.5. Viskositätsmessungen 

Die Messung der Viskosität erfolgte mittels Rotationsscherviskosimetrie. Dafür 

wurde ein Haake PK 100 Scherviskosimeter verwendet. Die Scherrate betrug 

dabei 0 bis 1000 s-1, bei einem Winkel der verwendeten konischen Messplatte, 

Modell Haake PK 1, von 1°. Die Auswertung erfolgte mittels der dem Gerät zu-

gehörigen Software Rheowin. 

 

2.2.6. Oberflächenspannung 

Die Messung der Oberflächenspannung erfolgte bei 23 °C mit dem Tensiometer 

Modell DCAT 11 von Dataphysics. Das Gerät besaß eine Wilhelmy-Platte aus 

Palladium-Iridium-Legierung. Die Auswertung efolgte mittels der Computer-

Software SCAT 12. Zur Messung wurden ca. 40-50 ml der Polymerlösung in ein 

Gefäß aus Borosilikatglas gegeben. Die Wilhelmy-Platte wurde an der Hoch-

präzisionswaage des Gerätes montiert und über einen vorprogrammierten Ab-

lauf kurz in die Lösung getaucht. Nach dem Wiegen wurde die Differenz zum 

Gewicht der Wilhelmy-Platte zeitabhängig in die aus der Oberflächenspannung 

resultierenden Kräfte umgerechnet. Die für die Messung verwendete Wilhelmy-

Platte musste vor jedem Gebrauch durch Ausglühen gereinigt werden.  

 

2.2.7. Release - Freisetzung 

Um die Freisetzungskinetik bzw. den Release aus den PLLA-Fasern und dem 

PLLA-Koll1-Blend zu vergleichen, wurden beide Polymere mit Albumin Dog 

Flourescein Isothiocanat versetzt. Dafür wurde, wie bereits beschrieben, 2,26 

mg Flourescein in 2 ml PBS gelöst. Von dieser Lösung wurden dann 40 µl in 0,6 

ml Polymerlösung gegeben und mit Hilfe des Vortex gemischt. Aus beiden Po-

lymerlösungen wurden jeweils drei Fasermatten besponnen, in PBS gegeben 

und bei 37°C aufbewahrt. Über einen Zeitraum von 20 Tagen wurde immer 

wieder die PBS-Lösung abgenommen und durch frische ersetzt. Von den ge-

wonnen Proben wurde die Freisetzung des Flouresceins mittels Immunfluores-

zenzmikroskopie und UV-Spektroskopie bestimmt. 
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2.3. hMSC Isolation, Charakterisierung, Kultivierung 

Unter Zustimmung der Ethikkommission (Az. 30/06) wurden mesenchymale 

Stammzellen aus Hüftknochen von  Patienten verwendet, die ein künstliches 

Hüftgelenk bekamen und mit der Verwendung ihrer Stammzellen einverstanden 

waren. Die OP-Indikation dieser Patienten war eine Arthrose des Hüftgelenks 

mit zunehmenden Schmerzen, abnehmender Bewegungsfähigkeit und sicheren 

Arthrosezeichen im Röntgenbild. Die Patienten hatten keine Anzeichen für an-

dere Knochen- oder Autoimmunkrankheiten. Von dem proximalen Femur, der 

routinemäßig präpariert wurde, um Platz für die Hüftprothese zu schaffen, wur-

de ein Stück Hüftspongiosa entfernt. Alle nachfolgend beschriebenen Versuche 

wurden auf einer Sterilbank mit stetigem laminarem Luftstrom durchgeführt. Die 

Isolierung und Kultivierung der Stammzellen erfolgte nach Pittenger (Pittenger 

et al., 1999) und zusätzlichen Modifikationen von Brendel (Brendel et al., 2005). 

Die Spongiosa wurde mit einer Hohlmeißelzange nach Luer in PBS-Lösung 

zerkleinert. Das Spongiosa-PBS-Gemisch wurde mit einem Zellfilter filtriert und 

das Spongiosa-Filtrat in ein 50 ml Sterilröhrchen gegeben. In einem weiteren 

50ml Falconröhrchen wurde 15 ml Ficoll-Paque vorgelegt. Das Ficoll-Paque 

wurde vorsichtig mit dem Spongiosa-Filtrat überschichtet und  bei 1680 Umdre-

hungen für 20 min ohne Bremse zentrifugiert. Nach der Zentrifugation befanden 

sich die mononucleären Zellen als Zellwolke unter dem Zellplasma und über 

dem Ficoll-Paque und wurden abpipettiert, erneut in PBS-Lösung genommen 

und bei 1280 Umdrehungen für 5 Minuten zentrifugiert. Danach wurde der 

Überstand verworfen und das Pellet mit 12 ml Medium gelöst und in eine Kultur-

flasche gegeben. Das Medium für die Zellen war DMEM mit 10% FCS und 1% 

Penicillin/Streptomycin. Die Zellen wurden im Inkubator bei 37°C und 5% CO2-

Gehalt kultiviert. Nach 24h kam es zur Adhäsion der Zellen an die Kulturflasche 

und die Kultur wurde mit PBS gewaschen. Nach ca. 2 Wochen konnte eine 

90%ige Konfluenz erreicht werden und die Zellen wurden passagiert, indem das 

Medium abgenommen und die Kultur mit 10 ml PBS gewaschen wurde. Danach 

wurde die Kulturflasche mit 2 ml Trypsin bedeckt und 5 Minuten im Brutschrank 

inkubiert. Die Zellen wurden durch Abklopfen vom Boden gelöst und nach mik-

roskopischer Kontrolle zur Neutralisierung des Trypsins frisches Medium hinzu-

gegeben. Diese Lösung wurde dann aus der Kulturflasche abpipettiert, bei 1280 
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Umdrehungen für 5 Minuten zentrifugiert und das Pellet mit 25 ml Medium auf-

gelöst und auf 2 neue Kulturflaschen verteilt. Alle drei bis vier Tage wurde das 

Medium erneuert. Für die Versuche wurden Zellen bis zur dritten Passage ver-

wendet. 

Dass die auf diese Weise isolierten mesenchymalen Stammzellen negativ für 

CD34 und CD40 und positiv für CD90 und CD105 sind, wurde bereits in voran-

gegangenen Arbeiten gezeigt (Schofer et al., 2009c). Um das osteoinduktive 

Potential der verwendeten Zellen zu bestätigen, wurde vor den Versuchen eine 

Geneexpressionsanalyse von alkalischer Phosphatase (AP) in Abhängigkeit 

von Dexamethason durchgeführt. 

Für die Experimente wurden die Zellen mit einer Dichte von 3x104 Zellen/cm² 

auf Deckgläschen mit PLLA-Nanofasern, PLLA-Koll1-Blend-Nanofasern oder 

PLLA-Koll1-Blend-BMP-Nanofasern unter Wachstumsbedingungen in DMEM 

mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin ausgesät. Dafür wurden die Zellen 

mit Trypsin abgelöst, erneut nach Mediumzugabe zentrifugiert und das Pellet in 

Medium resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde in der Neubauerzellkam-

mer ausgezählt und so mit Medium verdünnt, dass sich 3x104 Zellen in 1 ml 

befanden, der jeweils auf die Deckgläschen gegeben wurde. Für einige Versu-

che wurde Differenzierungsmedium für die Kultivierung der Zellen verwendet. 

Dafür wurde auf 500 ml DMEM 50 ml (10%) FCS und 5 ml (1%) P/S und 1,08g 

(10 mM) β-Glycerolphosphat gegeben. Von dieser Lösung wurden dann 10 ml 

mit 2 µl (0.05 mM) Ascorbinsäure-2-phosphat und 1 µl (0,1µM) Dexamethason 

versetzt (Jaiswal et al., 1997).  

Das Medium in den Versuchsreihen wurde jeden 2. Tag gewechselt. 

 

2.4. Genexpressionsanalyse 

2.4.1. RNA-Isolierung 

RNA wurde an Tag 2, 4, 10 und 22 aus den Proben mittels Peq Gold Total RNA 

Kit isoliert. Das Medium wurde dafür von den Proben abgesaugt und 400 µl 

RNA Lysis Buffer T zu den Proben gegeben. Der Puffer sollte dabei gleichmä-

ßig über die ganze Oberfläche verteilt und auch am Präparat geschabt werden, 
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um eine möglichst vollständige Lyse der Zellen zu erzielen. Eine Shredder-

Säule wurde dann auf ein 2 ml Tube gesteckt, das Lysat aufgeladen und an-

schließend für eine Minute bei 12.000 x g zentrifugiert. Der Säulendurchfluss 

wurde in ein neues 1,5-ml-Reaktionsgefäß überführt und mit 400 µl 70% Etha-

nol versetzt und durch vortexen gemischt. Dann wurde eine neue Zentrifugen-

säule (PerfectBind RNA Column) auf ein 2-ml-Tube gesteckt, mit dem Eluat 

beladen und eine Minute bei 10000 x g zentrifugiert. Der Säulendurchfluss wur-

de verworfen und die Zentrifugensäule auf ein neues Tube gesteckt. Anschlie-

ßend wurden 500 µl RNA Wash Buffer I auf die Zentrifugensäule gegeben und 

für 15 s bei 10000 x g zentrifugiert. Der Säulendurchfluss wurde verworfen und 

die Zentrifugensäule nun mit RNA Wash Buffers II (Pufferkonzentrat plus 4 Vo-

lumen 100 % Ethanol) zum 2. Mal gewaschen und für 15 s bei 10000 x g zentri-

fugiert und der Säulendurchfluss verworfen. Zum Trocknen wurde das Zentrifu-

genröhrchen in das geleerte Tube gesteckt und bei 10000 x g 2 Minuten zentri-

fugiert. Für die Elution wurde das Zentrifugenröhrchen auf ein neues Tube ge-

steckt, 50 µl RNAse freies Wasser darauf pipettiert und eine Minute bei 5000 x 

g zentrifugiert. Die gewonnene RNA konnte nun weiterverarbeitet oder bei -

70°C gelagert werden. 

 

2.4.2. c-DNA-Synthese 

Die c-DNA-Synthese erfolgte mit dem VersoTM cDNA Kit. Als Ausgangsmaterial 

diente die zuvor isolierte RNA. Der VersoTM Enzyme Mix enthält VersoTM Rever-

se Transkriptase, welche bei hohen Temperaturen aktiviert wird, sehr sensitiv 

ist und lange cDNA-Stränge bildet. Der Mix enthält außerdem RNAse-Hemmer, 

um die RNA vor ihrem Abbau zu schützen. Als Substrat für die Reverse Tran-

skriptase dient der dNTP-Mix. Der 5xcDNA-Synthese-Puffer verbessert die Wir-

kung der Reversen Transkriptase. Als Primer für die cDNA-Synthese dienen 

Oligo-dTs. Der RT-Enhancer hat die Funktion, funktionslose cDNA zu spalten 

und wird bei 95°C inaktiviert. Als Reaktionsansatz wurden pro Probe 4 µl 

5xcDNA Synthese Puffer, 2 µl dNTP Mix, 1 µl Oligo-dT, 1 µl RT Enhancer, 1 µl 

Verso Enzyme Mix, 3 µl RNAse freies Wasser mit 8 µl RNA in einem 0,2ml Tu-

be gemischt und zentrifugiert. Für die cDNA-Synthese kamen die Tubes mit 

dem Reaktionsmix erst bei 42°C für 30 Minuten und anschließend bei 
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95°Celcius für 2 Minuten auf den Cycler, wodurch als Endprodukt 20 µl cDNA 

entstanden. Die gewonnen cDNA konnte nun bei -20°C eingefroren oder für 

eine PCR verwendet werden. 

 

2.4.3. Quantitative Real-Time-PCR  

Als Ausgangsmaterial diente die hergestellte doppelsträngige cDNA, welche in 

der RT-PCR amplifiziert wird. Zur Durchführung der PCR wurden das Master-

cycler ep realplex Detection System und der Absolute Blue QPCR SYBR Green 

Mix verwendet. 

 

Reaktionsmix Volumen 

Absolute QPCR SYBR Green Mix  12,5 µl 

Forward Primer 0,05 µl 

Reverse Primer 0,05 µl 

RNAse freies Wasser 11 µl 

cDNA 1,5 µl 

Endvolumen: 25 µl 

Tab. 6. Reaktionsmix 

 

Der Reaktionsmix und die zu untersuchende cDNA wurden in die PCR-Platten 

pipettiert, die danach mit einer Folie verschlossen wurde. Anschließend wurde 

die Platten zentrifugiert und die PCR durchgeführt. 

 

 Temperatur Zeit Zyklen 

Enzymaktivierung 95°C 15min 1 Zyklus 

Denaturierung 95°C 15s  

40 Zyklen Annealing 54°C 30s 

Extension 72°C 30s 

Tab. 7. PCR-Programm 
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Primer Primersequenz 

forward 

Primersequenz 

reverse 

18srRNA CggCTACCAC 

ATCCAAggAA 

gCTggAATTA 

CCgCggCT 

Kollagen 1 CAgCCgCTTC 

ACCTACAgC 

TTTTgTATTCAAT 

CACTgTCTTgCC 

Osteokalcin gAAgCCCA 

gCggTgCA 

CACTACCTCg 

CTgCCCTCC 

Alkalische Phosphatase gACCCTTgAC 

CCCCACAAT 

gCTCgTACTg 

CATgTCCCCT 

Smad-5 Erhältlich auf realtimeprimers.com 

 

Smad-2 Erhältlich auf realtimeprimers.com 

 

Jun gCgTTAgCA 

TgAgTTggCAC 

CgCATgAggA 

ACCgCATCgC 

FAK-2 ACCTCAgCTA 

gTgACgTATgg 

CggAgTCCC 

AggACACTgTg 

CCND-1 ACgAAggTC 

TgCgCgTgTT 

CCgCTggCCA 

TgAACTACCT 

Tab. 8. Verwendete Primer 

 

2.5. Immunfluoreszenz 

Für die Immunfluoreszenzmikroskopie wurden die Proben nach Mediumab-

nahme dreimal mit PBS gewaschen und anschließend erst 5 Minuten mit Me-

thanol fixiert, dann eine Minute mit Aceton permeabilisiert. Um unspezifische 

Bindungsstellen der kultivierten Zellen zu blocken, wurden die Proben für 30 

Minuten mit 5%igem Eselserum inkubiert. Nach einem erneuten dreimaligen 

Waschvorgang mit PBS wurden die Proben eine Stunde mit den jeweiligen Pri-

märantikörpern (300 µl) inkubiert und anschließend wieder dreimal mit PBS ge-

waschen. Nun folgte die Visualisierung mittels Cy2- bzw. Cy3-konjugierten Se-

kundärantikörpern (siehe Tab. 5.) (300 µl) für eine Stunde. Alle Schritte erfolg-

ten bei Raumtemperatur. Nach Hinzugabe von DAPI für 30 s wurden die Pro-

ben erneut dreimal mit PBS gewaschen und mit Fluoromont auf Objektträgern 
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eingebettet. Als Primärantikörper wurden Antikörper gegen Koll 1, Osteokalcin, 

FAK, Smad-5 und der Antikörper Ki67 verwendet. Alle Antikörper wurden wie 

oben in der Chemikalienliste angegeben mit PBS verdünnt (siehe Tab. 5.). Die 

Fluoreszenzmikroskopie erfolgte mit einer LeicaDM5000. Die Auswertung der 

Intensitäten wurde mit der Quips Analyse Software durchgeführt. 

 

2.6. Von Kossa, Alizarin 

Um die Calciumablagerung der hMSC darstellen zu können, wurden die Plätt-

chen für die von Kossafärbung für eine Stunde in wässrige 1%ige Silbernitratlö-

sung gegeben. Nach mehreren Waschvorgängen mit destilliertem Wasser, er-

folgte die Inkubation der Plättchen in 5%iger Natriumthiosulfatlösung.  

Für die Alizarinfärbung wurde nach der Fixierung eine 2%ige Alizarinrotlösung 

bei einem pH von 4,1-4,3 verwendet. 

 

2.7. Statistik  

Alle Werte wurden durch den Mittelwert ± Standardfehler von mindestens drei 

Patienten dargestellt und durch den T-Test oder ANOVA mit Bonferroni als Post 

Hoc Test verglichen. Werte mit p<0,05 galten als signifikant und wurden mit 

einem * markiert. 
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3. Ergebnis 

3.1. Charakterisierung der Lösungen zur Herstellung der Fa-

sern 

3.1.1. Leitfähigkeit, Oberflächenspannung und Viskosität 

Um die Polymerlösungen zur Herstellung der Fasern zu analysieren, wurden 

die Leitfähigkeit, die Oberflächenspannung und die Viskosität von PLLA in DCM 

und dem PLLA-Koll1-Blend bestimmt. 

 

 PLLA in DCM PLLA-Koll1-Blend 

in HFIP 

Leitfähigkeit bei 22°C ~ 0 µs/cm ~ 4,7 µs/cm 

Oberflächenspannung 

bei 23°C 

28,34 ± 0,03 mN/m 18,33 ± 0,03 mN/m 

Viskosität bei 23°C, 600 

1/s [y] 

1,561 Pas [ɳ] 1,529 Pas [ɳ] 

Tab. 9. Leitfähigkeit, Oberflächenspannung, Viskosität 

 

3.2. Charakterisierung der Nanofasern 

3.2.1. Elektronenmikroskopie, Porosität und Kontaktwinkel 

Die Elektronenmikroskopie der PLLA-Fasern zeigte ein dreidimensionales, nicht 

gewebtes Netzwerk mit einem Durchmesser von 0,775 ± 0,294 µm. Die Fasern 

zeigten eine poröse Struktur. Sie hatten einen Kontaktwinkel von 124,6 ± 5,7° 

(Schofer et al., 2009c).  

Die PLLA-Koll1-Blendfasern bildeten in der Elektronenmikroskopie ein dreidi-

mensionales, nicht gewebtes Netzwerk mit einem Durchmesser von 0,421 ± 

0,023 µm (siehe Abb. 6.a.). Der Kontaktwinkel betrug hier 51 ± 8° (Schofer et 



 40 

al., 2009b). Die PLLA-Koll1-Blendfasern zeigten eine sehr glatte Oberfläche. 

Die Porengröße der resultierenden Scaffolds betrug 2 µm (siehe Abb. 5.a.). 

Das Einfügen von BMP-2 in die PLLA-Koll1-Blendfasern reduzierte den Durch-

messer auf 0,217 ± 0,009 µm (siehe Abb. 6.b.). Auch die Porengröße wurde 

kleiner (ca. 0,6 µm) (siehe Abb. 5.b.). 

 

 

 

Abb. 5. Porenverteilung 

Porenverteilung von PLLA-Koll1-Blend-Fasern (a) und PLLA-Koll1-Blend-

BMP-2-Fasern (b). 
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Abb. 6. SEM-Analyse 

SEM-Analyse von PLLA-Koll1-Blend-Fasern (a) und PLLA-Koll1-Blend-BMP-
2-Fasern (b). 
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3.2.2. Release - Freisetzungskinetik 

 

 

 

 

Abb. 7. Freisetzungskinetik 

a) Immunfluoreszenz: Es wurde ein mit FITC markiertes BSA in die PLLA-Koll1-
Blend-Fasern eingefügt und die Fasern in PBS aufbewahrt. 40x Vergrößerung 
b) gleiche Fasern wie a) nach 14 Tagen: Die Fasern sind aufgeweicht, aber der 
Fluoreszenzfarbstoff ist noch enthalten. 40x Vergrößerung c) Die Fluoreszenz-
mikroskopie zeigt die Akkumulation von FITC-markiertem Protein in PLLA-
Fasern bei 63x Vergrößerung nach 14 Tagen. 
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Es wurde ein mit FITC markiertes BSA (bovine serum albumin) in die PLLA-

Fasern und in die PLLA-Koll1-Blend-Fasern eingefügt. Durch fluoreszenzmikro-

skopischen Nachweis konnte gezeigt werden, dass das Protein bzw. Färbemit-

tel sich gleichmäßig in der Faser verteilte (siehe Abb. 7.a.).  

Während die Fasern bei 37°C in PBS aufbewahrt wurden, blieb die Fluoreszenz 

in der Faser erhalten. Dementsprechend wurde in der UV-Spektroskopie keine 

zeitabhängige Freisetzung des Farbstoffes gefunden. Nach 14 Tagen waren die 

Fasern zwar aufgeweicht, aber der Fluoreszenzfarbstoff blieb sichtbar in den 

Fasern (siehe Abb. 7.b. und Abb. 7.c.). 

 

3.3. Adhäsion, Wachstum und Proliferation der Zellen 

3.3.1. Adhäsionsversuch  

Um den Einfluss von BMP-2 enthaltenden PLLA-Koll1-Blendfasern auf die Ad-

häsion nachzuweisen, wurden 3x104 Zellen/cm² auf den jeweiligen Fasermatten 

ausgesät. Die Zelldichte auf den Fasermatten wurde jeweils nach 12 Stunden 

bestimmt und analysiert. Dafür wurden nach Mediumabnahme, die Proben ge-

waschen und mittels Aceton und Methanol fixiert. Nach erneutem Waschvor-

gang wurden die Proben 30 s mit DAPI inkubiert und dann mit Fluoromont auf 

Objektträgern eingedeckelt. Die Auszählung der Zellen von drei Bildausschnit-

ten erfolgte bei 20facher Vergrößerung.   

Das Ergebnis zeigt, dass eine Funktionalisierung der PLLA-Fasern mittels Kol-

lagen 1 zu einer Erhöhung der Zelladhäsion führt. Der Unterschied in der Adhä-

sion der Zellen auf den PLLA-Fasermatten im Vergleich zu der Adhäsion der 

Zellen auf den PLLA-Koll1-Fasermatten war jedoch nicht signifikant (p=0,275). 

Jedoch konnte ein signifikanter Effekt im Vergleich zu den PLLA-Fasern 

(p=0,044) durch das Einbringen von BMP-2 in den PLLA-Koll1-Blend nachge-

wiesen werden (siehe Abb. 8.). Hier lag die Zellzahl um den Faktor 4 höher. 
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3.3.2. Zelldichten 

Um die biologischen Effekte der jeweiligen Nanofaser zu untersuchen, wurden 

die Einflüsse von PLLA-Fasern, PLLA-Koll1-Blend-Fasern und PLLA-Koll1-

Blend-BMP-2-Fasern auf das Wachstum sowie die Differenzierung der hMSC 

untersucht. Um den Einfluss von BMP-2 und Kollagen1 auf die Zelldichten  zu 

vergleichen, wurden die Zellzahlen an Tag 4, 10, 22 unter Wachstumsbedin-

gungen und osteoinduktiven Bedingungen bestimmt und analysiert. Die Zellen 

wurden dafür mit einer Zelldichte von 3x104 Zellen/cm2 auf den Scaffolds kulti-

viert. Die höchsten Zellzahlen zeigten sich insgesamt unter Wachstumsbedin-

gungen sowie unter osteoinduktiven Bedingungen auf den PLLA-Koll1-Blend-

Fasern (siehe Abb. 9. und Abb. 10.).  

Unter Wachstumsbedingungen wurden signifikante Unterschiede zwischen den 

Zelldichten nach 22 Tagen zwischen PLLA-Fasern und PLLA-Koll1-Fasern 

(p=0,000) und zwischen PLLA-Fasern und PLLA-Koll1-BMP-2-Fasern 

(p=0,015) gefunden (siehe Abb. 9.).  

Unter osteoinduktiven Bedingungen wurde nach 4 Tagen ein signifikanter Un-

terschied im Zellwachstum zwischen PLLA-Fasern und PLLA-Koll1-Fasern bzw.  

 

Abb. 8. Adhäsion nach 12 Stunden 

Darstellung der Zelladhäsion nach 12 Stunden auf PLLA-Fasern, PLLA-Koll1-
Blend-Fasern, und PLLA-Koll1-Blend-BMP-2-Fasern. 
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Abb. 9. Wachstumskurve über 22 Tage unter Wachstumsbedingungen 

Darstellung des Zellwachstums unter Wachstumsbedingungen über 22 Tage 
auf PLLA-Fasern, PLLA-Koll1-Blend-Fasern und PLLA-Koll1-Blend-BMP-2-
Fasern. Datenerhebung an Tag 4, 10, 22. 

 

Abb. 10. Wachstumskurve über 22 Tage unter osteoinduktiven Bedingungen 

Darstellung des Zellwachstums unter osteoinduktiven Bedingungen über 22 
Tage auf PLLA-Fasern, PLLA-Koll1-Blend-Fasern und PLLA-Koll1-Blend-BMP-
2-Fasern. Datenerhebung an Tag 4, 10, 22. 
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PLLA-Koll1-BMP-2-Fasern erreicht (Tag 4: PLLA/Blend p=0,001, PLLA/Blend-

BMP p=0,000). An Tag 10 und 22 waren die Unterschiede zwischen PLLA-

Fasern und PLLA-Koll1-Blendfasern unter osteoinduktiven Bedingungen eben-

falls signifikant (Tag 10: PLLA/Blend p=0,004; Tag 22: PLLA/Blend p=0,006), 

jedoch nicht zwischen PLLA-Fasern und BMP-2 enthaltenden PLLA-Koll1-

Blendfasern (10: PLLA/Blend-BMP p=0,117; 22: PLLA/Blend-BMP p=1,00) 

(siehe Abb. 10.). 

 

3.3.3. Proliferation 

Um den Einfluss von PLLA-Koll1-BMP-2-Fasern zusätzlich auf die Proliferation 

zu untersuchen, wurden die Zellen auf PLLA-Fasern, PLLA-Koll1-Blend-Fasern 

und PLLA-Koll1-BMP-2-Fasern vier Tage unter Wachstums- und osteoindukti-

ven Bedingungen fixiert und anschließend mit einem Antikörper gegen Ki67 

inkubiert. Bei den Zellen, die sich in Proliferation befanden, leuchtete der Zell-

kern in der Immunfluoreszenz rot. Anschließend wurde das Verhältnis von posi-

tiven zu allen Zellen bestimmt, wodurch keine signifikanten Unterschiede in der 

Proliferation festgestellt werden konnten. Die Ergebnisse waren rein qualitativ 

und wiesen die Proliferation der Zellen nach. Die hier gezeigte Aufnahme stellt 

die Proliferation der Zellen auf den drei verschiedenen Fasermatten dar (siehe 

Abb. 11.).  

Um die Proliferation der Zellen auf der jeweiligen Fasermatte weiter zu untersu-

chen, wurden zusätzlich nach vier Tagen die Expressionslevel der Zellen für 

Cyclin 1D (CCND) auf PLLA, PLLA-Koll1-Blend, PLLA-Koll1-Blend-BMP-2 be-

stimmt. Eine CCND abhängige Kinaseaktivität bringt fast ausdifferenzierte Zel-

len wieder in den Zellzyklus (Latella et al., 2001). Die höchste CCND-

Expression zeigten die Zellen auf den PLLA-Koll1-Blend-Fasern (siehe Abb. 

12.). 
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Abb. 11. Proliferation 

Um den Einfluss von PLLA-Koll1-BMP-2-Fasern auf die Proliferation zu verglei-
chen, wurden die Zellen auf a) PLLA-Fasern, b) PLLA-Koll1-Blend-Fasern und 
c) PLLA-Koll1-BMP-2-Fasern vier Tage unter osteoinduktiven Bedingungen kul-
tiviert und anschließend mit einem Antikörper gegen Ki67 inkubiert. 20x Vergrö-
ßerung. 
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Abb. 12. CCND Genexpression 

Vergleich der Expressionslevel der Zellen nach vier Tagen auf PLLA-Fasern, 
PLLA-Koll1-Blendfasern, PLLA-Koll1-BMP-2-Blendfasern. 

 

3.4. Einfluss der BMP-2 enthaltenden PLLA-Koll1-

Blendnanofasern auf die Differenzierung und Matrixforma-

tion der hMSC 

3.4.1. Genexpressionsanalyse AP,OC und Koll1 mittels PCR 

Damit der Einfluss von PLLA-Koll1-Blend-BMP-2-Fasern auf die Differenzierung 

der Stammzellen zu Osteoblasten untersucht werden konnte, wurden die Gen-

expressionslevel für Osteocalcin (OC), Kollagen 1 (Koll1) und Alkalische Phos-

phatase (AP) der Zellen auf PLLA-Koll1-Blend und PLLA-Koll1-Blend-BMP-2-

Fasern an Tag 2, 4, 10, 22 mittels Real-Time-quantitative-PCR analysiert. Hier-

bei handelt es sich um Gene, die während der Osteoblastendifferenzierung und 

Matrixformation von Stammzellen hoch reguliert werden.  
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Abb. 13. Expression AP, OC, Koll1 über 22 Tage 

Genexpressionsanalyse spezifischer Gene der Osteoblastendifferenzierung und 

Matrixformation während der Kultivierung von Stammzellen auf Nanofasern un-

ter Wachstums- und osteoinduktiven Bedingungen. Die Zellen wurden auf 

PLLA-Fasern, PLLA-Koll1-Blend-Fasern und PLLA-Koll1-Blend-BMP-2-Fasern 

ausgesäht und unter Wachstumsbedingungen bzw. osteoinduktiven Bedingun-

gen kultiviert. Es wurden die Genexpression von OC, Koll1 und AP analysiert 

und verglichen. 
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Die Anwesenheit von BMP-2 führte zu einem signifikanten Anstieg der Genex-

pression von Kollagen Typ I unter Wachstums- und osteoinduktiven Bedingun-

gen (siehe Abb. 13.a.). Auch die Genexpressionslevel von Alkalischer Phospha-

tase und Osteokalcin wurden durch die Anwesenheit von BMP-2 insgesamt 

hochreguliert. Es zeigte sich teilweise ein großer Standardfehler des Mittelwerts 

(siehe Abb. 13.b. und 13.c.). 

 

3.4.2. Immunfluoreszenzanalyse, Kollagenablagerung der hMSC 

Für die Immunfluoreszenz wurden die Zellen 22 Tage auf PLLA-Koll1-Blend-

Fasern und PLLA-Koll1-Blend-BMP2-Fasern ausgesät und kultiviert und am 

Tag 22 fixiert.  

 

  

  

Abb. 14. Immunfluoreszenz 

Immunfluoreszenzanalyse der Kollagenablagerung (rot) der hMSC nach Kulti-
vierung auf PLLA-Koll1-Blendfasern unter Wachstumsbedingungen (a) und 
PLLA-Koll1-Blend-BMP-2-Fasern unter Wachstumsbedingungen (b) und unter 
osteoinduktiven Bedingungen (c), (d). Alle bei 20x Vergrößerung. 
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Es erfolgte die Inkubation mit einem Primärantikörper gegen Koll1 und nach 

erneutem Waschen die Inkubation mit dem Sekundärantikörper Cy3. Eine hö-

here Produktion dieser Proteine durch die Zellen ließ sich auch hier nachwei-

sen. Es kam zu einer größeren Produktion und Ablagerung von Kollagen 1 (rot) 

in die extrazelluläre Matrix unter osteoinduktiven Bedingungen. Dieser Effekt 

war für PLLA-Kol1-Blend-BMP-2-Fasern besonders stark und bestätigte die 

Ergebnisse der Genexpressionsanalyse für Kollagen 1 (siehe Abb. 14.). 

 

3.4.3. Von-Kossa-Färbung, Alizarin-Färbung 

 

Um die Calciumablagerung der Zellen in die extrazelluläre Matrix weiter zu un-

tersuchen, wurden die Plättchen aller drei Nanofaserarten mit der von-Kossa-

Färbung und der Alizarin-Färbung behandelt. Dies erfolgte nach 10 und 22 Ta-

gen. Beide Färbungen bestätigten, dass die Differenzierung der Zellen, hier in 

Form der Calciumablagerung zu sehen, unter osteoinduktiven Bedingungen für 

 

Abb. 15. Alizarin und von Kossa Tag 10 

Die Alizarin- (rot) und die von-Kossa-Färbung (schwarz) von hMSC, die unter 
Wachstums- und osteoinduktiven Bedingungen auf den drei Nanofaserarten 
kultiviert wurden. 
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alle drei Faserarten stärker war. Außerdem wurde dieser Effekt noch mehr 

durch die Zugabe von BMP-2 verstärkt (siehe Abb. 15. und Abb. 16.). 

 

 

Abb. 16. Alizarin und von Kossa Tag 22 

Die Alizarin- (rot) und die von-Kossa-Färbung (schwarz) von hMSC, die unter 
Wachstums- und osteoinduktiven Bedingungen auf den drei Nanofaserarten 
kultiviert wurden. 

 

3.4.4. Signaltransduktion 

Um die osteogene Differenzierung über die BMP-2 abhängigen Signalkaskaden 

näher zu untersuchen, wurde die Genexpression der Zellen von Jun, Smad-5 

und FAK (Focal Adhesion Kinase), den Regulationsmolekülen verschiedener 

Signaltransduktionswege, analysiert. Dafür wurden die Zellen für 4 Tage auf 

PLLA-, PLLA-Koll1-Blend-, PLLA-Koll1-Blend-BMP-2-Fasern kultiviert und an-

schließend die Expressionslevel mittels Real-Time-quantitative-PCR für Tag 2 

und Tag 4 bestimmt. An Tag 2 konnten noch keine signifikanten Unterschiede 

in den Genexpressionsanalyse für FAK und Smad-5 gefunden werden. Nur die 

Genexpression von Jun zeigte unter osteoinduktiven Bedingungen einen signi-

fikanten Einfluss von BMP-2. Die Genexpressionsanalyse an Tag 4 für FAK, 

Smad-5 und Jun zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen PLLA-Fasern 

und PLLA-Koll1-Blend-BMP-2-Fasern und ebenfalls zwischen PLLA-Koll1-
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Blend-Fasern und PLLA-Koll1-Blend-BMP-2-Fasern unter osteoinduktiven Be-

dingungen. Unter Wachstumsbedingungen waren die Unterschiede nicht signi-

fikant (siehe Abb. 17.). 

 

 

 

Abb. 17. Genexpressionsanalyse von FAK und Smad-5 

Einfluss der PLLA-Koll1-Blend-BMP-2-Fasern auf die Genexpressionsanalyse 
von FAK und Smad-5 in hMSC unter Wachstums- und osteoinduktiven Bedin-
gungen. 

 

Außerdem wurden die Zellen an Tag 4 mit Antikörpern gegen Smad-5 und FAK 

inkubiert. Nach Hinzugabe von Sekundärantikörpern erfolgte die Intensitätsbe-

stimmung der Fluoreszenzsignale unter dem Fluoreszenzmikroskop. Die Er-
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gebnisse der Fluoreszenzmikroskopie bestätigen hierbei die Genexpressions-

analyse. So waren die Unterschiede zwischen PLLA-Fasern und PLLA-Koll1-

Blend-Fasern zu BMP-2 enthaltenden PLLA-Koll1-Blendfasern in allen Fällen 

unter Wachstumsbedingungen und unter osteoinduktiven Bedingungen signifi-

kant (siehe Abb. 18.). Besonders unter osteoinduktiven Bedingungen war dieser 

Effekt vorhanden (siehe Abb. 19.)  

 

 

 

Abb. 18. Immunfluoreszenzanalyse von Smad-5 und FAK 

Immunfluoreszenzanalyse der FAK- und Smad-5-Expression der hMSC nach 
Kultivierung auf PLLA-Koll1-Blendfasern und PLLA-Koll1-Blend-BMP-2-Fasern 
unter Wachstumsbedingungen und osteoinduktiven Bedingungen. 
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Wachstumsbedingungen BMP-Fasern 

 

 Wachstumsbedingungen BMP-Fasern 

 

Wachstumsbedingungen Blendfasern 

 

osteoinduktive Bed. Blendfasern 

 

osteoinduktive Bed. BMP-Fasern 

 

 

osteoinduktive Bed. BMP-Fasern 

Abb. 19. Immunfluoreszenzmikroskopie von FAK und Smad-5 

Immunfluoreszenzmikroskopie der FAK (rot)- und Smad-5 (grün) -Expression 
der hMSC nach Kultivierung auf PLLA-Koll1-Blendfasern und PLLA-Koll1-
Blend-BMP-2-Fasern unter Wachstumsbedingungen und osteoinduktiven Be-
dingungen. 63x Vergrößerung. 
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4. Diskussion 

Bei der Knochendefektheilung kommt dem Tissue Engineering eine immer grö-

ßere Bedeutung zu (Moore et al., 2001, Jabbarzadeh et al., 2008, Harvey et al., 

2010). Materialien, die für das Tissue Enginnering von Knochengewebe ver-

wendet werden, sollten ähnliche chemische und physikalische Eigenschaften 

wie die extrazelluläre Matrix besitzen. Nanofaserscaffolds, die aus Polymeren 

gesponnen werden, ähneln morphologisch und strukturell der ECM und können 

deshalb gut für das Tissue Engineering verwendet werden (Ma et al., 2005). Die 

beiden anderen wichtigen Komponenten des Tissue Engineerings sind Zellen 

und Wachstumsfaktoren, die die Proliferation und Differenzierung der Zellen 

anregen (Hutmacher and Cool, 2007). Mesenchymale Stamzellen eignen sich 

für den Knochenaufbau, da sie sich zu Osteoblasten differenzieren können 

(Bruder et al., 1997, Jaiswal et al., 1997). Eine wichtige Rolle bei der Knochen-

regeneration nehmen als Wachstumsfaktoren die BMPs ein, die zur Gruppe der 

TGFß-Superfamilie gehören und die Differenzierung von Stammzellen zu Oste-

oblasten anregen (Wozney et al., 1988, Rankin et al., 2000, Komori et al., 1997, 

Nakashima et al., 2002). Mit dieser Arbeit soll versucht werden, das Konzept 

des Tissue Engineerings zu verwirklichen und für die Knochendefektheilung 

positiv zu nutzen.  

Um dieses Ziel zu verwirklichen und den Einsatz von Wachstumsfaktoren für 

das Tissue Engineering von Knochengewebe abzuwägen, wurde der Einfluss 

von BMP-2 in gesponnenen PLLA-Koll1-Blendfasern auf das Wachstum und die 

Differenzierung von hMSC untersucht. Dafür wurden die BMP-2 enthaltenden 

PLLA-Koll1-Blendfasern mit PLLA-Koll1-Blendfasern und PLLA-Fasern vergli-

chen.  

Schon in früheren Studien konnte gezeigt werden, dass das Einbringen von 

BMP-2 in die PLLA-Nanofasern zu einer höheren Expression für den Knochen-

aufbau relevanter Gene führt (Schofer et al., 2008). Außerdem konnte nachge-

wiesen werden, dass BMP-2 einen positiven Einfluss auf die Integrine der Os-

teoblasten ausübt (Jikko et al., 1999, Lai and Cheng, 2005). Zusätzlich kommt 

es durch Kollagen 1 über die Integrine auch ohne exogene Stimuli zu einer Er-

höhung der fokalen Adhesionskinasen (FAK) und darüber zur vermehrten Zell-

differenzierung (Takeuchi et al., 1997). So zeigte das Bilden eines Blends aus 
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PLLA-Fasern und Koll1-Fasern eine größere Proliferation und Differenzierung 

der verwendeten mesenchymalen Stamzellen (Schofer et al., 2009b).   

Hier soll nun ein möglicher kooperativer Effekt beider Stimuli, sprich BMP-2 und 

Kollagen 1, nachgewiesen und analysiert werden. 

 

4.1. Verwendete Materialien 

PLLA ist ein biologisch abbaubares und verträgliches Polymer, das von der 

Food und Drug Administration genehmigt worden ist (Waris et al., 2004, 

Giavaresi et al., 2004). Kollagen ist ein Hauptbestandteil von Knochengewebe 

und beeinflusst dessen mechanische Eigenschaften (Catanese Iii et al., 1999). 

Außerdem hat es wichtige Eigenschaften wie eine hohe Zellkompatibilität, eine 

hohe Wasseraffinität, Resorbierbarkeit, Informationsweiterleitung und Stabilität 

(Kolácná et al., 2007). Wird HFIP als Lösungsmittel für Kollagen benutzt, ähneln 

die gesponnenen Fasern Gelatinefasern (Zeugolis et al., 2008).  

BMP-2 gehört zu den Wachstumsfaktoren und regt die Differenzierung von 

mesenchymalen Stammzellen zu Osteoblasten an (Liu et al., 2007, Wozney et 

al., 1988, Kato et al., 2009, Cheng et al., 2003a, Jørgensen et al., 2004). BMP-2 

und BMP-7 werden bereits in der Klinik zur Frakturheilung eingesetzt (Axelrad 

et al., 2007).  

 

4.2. Fasermorphologie 

Schon früher konnte gezeigt werden, dass PLLA-Fasern (Dersch et al., 2003, 

Boudriot et al., 2004, Maretschek et al., 2008, Paletta et al., 2009b) sowie auch 

Kollagenfasern (Matthews et al., 2002, Sell et al., 2009, Schofer et al., 2009c) 

einfach elektrogesponnen werden können, wodurch sich ungewebte 3D-

Gebilde aus Fasern bilden lassen. 

Es wurde nachgewiesen, dass sich BMP-2 in PLLA einbringen lässt, ohne seine 

biologische Aktivität zu verlieren (Schmidmaier et al., 2002, Schmidmaier et al., 

2006, Niu et al., 2009, Schofer et al., 2008). Durch die von uns gezeigten Effek-
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te von BMP-2 auf die Genexpression für den Zellzyklus relevanter Gene können 

wir diese These bestätigen und insoweit ergänzen, dass sich BMP-2 auch in 

einen PLLA-Koll1-Blend ohne Aktivitätsverlust einfügen lässt. 

Zusätzlich konnte bereits gezeigt werden, dass das Bilden eines Blends aus 

PLLA-Fasern und Koll1-Fasern im Verhältnis 4:1 zu einer Abnahme der Hydro-

phobie führt, da der Kontaktwinkel deutlich im Vergleich mit dem Kontaktwinkel 

der PLLA-Fasern abnahm (Schofer et al., 2009b). Außerdem zeigten sich 

Durchmesser, die nur der Hälfte der Durchmesser der PLLA-Fasern entspra-

chen (Schofer et al., 2009b). Insgesamt ähnelten die PLLA-Koll1-Blend-Fasern 

in ihrer Morphologie Kollagen1-Fasern (Schofer et al., 2009c). Diese Ergebnis-

se vorrangegangener Arbeiten konnten wir in dieser Studie bestätigen (siehe 

Kap. 3.2.1.).  

Durch das Einbringen von BMP-2 in die PLLA-Koll1-Fasern, kam es zu einer 

Reduktion des Faserdurchmessers auf die Hälfte. Auch die Porengröße der 

Fasern verkleinerte sich von 2 µm auf 0,6 µm. Im Gegensatz zu PLLA-BMP-2-

Fasern, welche das eingesponnen BMP-2 in Beads akkumulieren (Schofer et 

al., 2008), kam es bei der Inkorporation von BMP-2 in die PLLA-Koll1-Blend-

Fasern zu einer gleichmäßigen Verteilung (siehe Abb. 7.c.). Die gemessenen 

Porengrößen entsprechen hingegen nicht den in der Literatur für das Tissue 

Engineeering geforderten idealen Porengrößen von 100-350 µm (Bruder and 

Fox, 1999, Hutmacher, 2000).   

Die Leitfähigkeit lag für die PLLA-Koll1-Blendlösung höher als für die PLLA-

Fasern, was den geringeren Durchmesser der PLLA-Koll1-Fasern erklären 

könnte (Boudriot et al., 2006, Hohman et al., 2001a, Hohman et al., 2001b). 

Die PLLA-Lösung in DCM zeigte eine höhere Oberflächenspannung, was die 

schlechtere Spinnbarkeit beim Spinnprozess möglicherweise herleitet. 

Die Viskosität beider Lösungen liegt nahezu im selben Bereich. Auch die Visko-

sität hat Einfluss auf den Spinnprozess (Boudriot et al., 2006). Eine zu geringe 

Viskosität der Polymerlösung führt zur Bildung von Beads, d.h. Unregelmäßig-

keiten und Tropfenbildung in der Faser (Kriegel et al., 2009). Ein Anstieg der 

Viskosität führt zu gleichmäßigen Fasern mit größeren Durchmessern (Zong et 

al., 2002). Steigt die Viskosität aber zu stark an, führt dies zu schlechterer 

Spinnbarkeit und Gelbildung an der Nadelspitze (Zong et al., 2002). 
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4.3. Freisetzungskinetik 

In den letzten Jahren haben haben viele Studien gezeigt, dass sich Polymere 

gut als Trägermaterialien für Medikamente und Wachstumsfaktoren eignen, 

weshalb sie häufig im Tissue Engineering verwendet wurden (Langer, 1990, 

Stasiak et al., 2007, Sell et al., 2009, Schmidmaier et al., 2008, Niu et al., 2009, 

Kriegel et al., 2009, Haidar et al., 2009). Die Trägermaterialien lassen sich hier-

bei in vier Kategorien einteilen: polymere Nanopartikel (Singh et al., 2001), Hyd-

rogele (DuBose et al., 2005), Mizellen (Nishiyama and Kataoka, 2006) und fa-

serartige Polymere (Kim et al., 2004).  

Um die Freisetzung von BMP-2 aus PLLA-Fasern und PLLA-Koll-1-Blend-

Fasern vergleichen zu können, wurde ein mit FITC gekoppeltes Protein in die 

Fasern eingesponnen. Die PLLA-Fasern setzten kaum BMP-2 aus ihren Fasern 

frei. Dies könnte auf ihre hydrophobe Oberfläche zurückzuführen sein 

(Maretschek et al., 2008). Die Freisetzung läuft eigentlich über Hydrolyse des 

Polymers. PLLA ist kristallin und hydrolysiert sehr langsam (Tsuji and Ikarashi, 

2004). Jedoch lagern sich hydrophile Komponenten wie BMP-2 während des 

Spinnprozesses an der Oberfläche an und zeigen so trotzdem ihre biologische 

Wirksamkeit (Kim et al., 2004). Außerdem könnte die poröse Oberfläche der 

PLLA-Fasern einen Kontakt zu den BMP-Rezeptoren der Zellen begünstigen 

(Schofer et al., 2008).  

Auch die PLLA-Koll1-Blend-Fasern setzten trotz ihrer Wasserlöslichkeit keinen 

Fluoreszenzfarbstoff frei (siehe Kap. 3.2.2). Der Fluoreszenzfarbstoff zeigte sich 

auch nach 14 Tagen in den Fasern. Dass trotzdem ein Effekt durch BMP-2 in 

den PLLA-Koll1-Blend-Fasern nachzuweisen war, liegt wahrscheinlich an der 

starken Interaktion von BMP-2 mit der extrazellulären Matrix. So bindet BMP-2 

z.B. an sulfatierte Polysaccharide auf der Zelloberfläche wie Heparin und Hepa-

ransulfat. Dies geschieht über eine negativ geladene Kette dieser Moleküle, 

wodurch es zu einer vermehrten Phosphorylierung von SMAD1/5/8 kommt 

(Zhao et al., 2006, Takada et al., 2003). Der hier gezeigte Anstieg von Smad-5 

in der Genexpressionsanalyse und der Signalfluoreszenz bestätigt diese These 

(siehe Kap. 3.4.4.). Auch andere Moleküle der extrazellulären Matrix gehen 

durch BMP-2 eine stärkere Interaktion mit der Zelloberfläche ein. So wird das 
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Kollagen-Integrin-Signal durch BMP-2 verstärkt (Xiao et al., 2002, Ronzière et 

al., 2005).  

4.4. Biologische Wirksamkeit 

Das Wachstum von Zellen auf elektrogesponnenen Nanofasern wurde bereits 

nachgewiesen (Schofer et al., 2008, Hosseinkhani et al., 2007, Donzelli et al., 

2007). Bei der Produktion der Scaffolds zeigt sich, dass PLLA-Fasern  leichter 

zu produzieren und stabiler als Kollagenfasern sind, aber nicht die osteogenen 

und differenzierenden Eigenschaften von Kollagenfasern besitzen (Schofer et 

al., 2009c). Das Bilden eines Blends aus Kollagen und PLLA in DCM im Ver-

hältnis 4:1 konnte eine höhere Stabilität erzielen als die alleinigen Kollagenfa-

sern und höhere Zelldichten bei einer höheren Differenzierung als die PLLA-

Fasern bewerkstelligen (Schofer et al., 2009b). Auch wurde bereits BMP-2 in 

PLLA-Fasern versponnen, wobei eine höhere Genexpression erzielt werden 

konnte (Schofer et al., 2008). Wie bereits bekannt, führt BMP-2 in Bezug auf die 

osteogene Differenzierung zu einer vermehrten Differenzierung und größeren 

Osteoblastenaktivität (Jäger et al., 2008). In dieser Arbeit sollte ein möglicher 

kooperativer Effekt von BMP-2 und Kollagen nutzbar gemacht werden. 

 

4.4.1. Adhäsion, Wachstum und Proliferation der Zellen 

Die hMSC wurden auf den PLLA-Fasern, den PLLA-Koll1-Blend-Fasern und 

den PLLA-Koll1-Blend-BMP-2-Fasern für 12 h ausgesät und anschließend aus-

gezählt. Es zeigte sich eine höhere Adhäsion nach 12 h auf den BMP-2 enthal-

tenden Fasern. Dieser Effekt könnte durch den positiven Einfluss von BMP-2 

auf die Integrine der Zelloberfläche auslösbar sein. Durch BMP-2 kommt es zu 

einer vermehrten Aktivierung der Integrine, was eine größere Aktivierung der 

fokalen Kontakte nach sich zieht. Hierdurch kommt es zu vermehrten Zellkon-

takten und Proliferation (Shah et al., 1999, Sotobori et al., 2006, Jikko et al., 

1999). Außerdem könnten der kleinere Durchmesser der BMP-2 enthaltenden 

Fasern und die Porengröße zusätzlich einen Effekt auf die Adhäsion gehabt 

haben. 
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Um den Einfluss von BMP-2 auf die Zellproliferation und das biologische 

Wachstum zu beurteilen, wurden die Zelldichten über einen Zeitraum von 22 

Tagen auf den jeweiligen Fasermatten untersucht und verglichen. Es kam zu 

einem Anstieg der Zelldichten auf PLLA-Koll1-Fasern und PLLA-Koll1-BMP-2-

Fasern gegenüber den alleinigen PLLA-Fasern. Jedoch zeigten sich geringere 

Zelldichten bei Fasern, die BMP-2 enthielten gegenüber den PLLA-Koll1-

Blendfasern ohne BMP-2, was wahrscheinlich darauf zurückzuführen ist, dass 

es durch BMP-2 eher zu einer verstärkten Differenzierung der Zellen als zu ih-

rer Proliferation kommt (Guicheux et al., 2003). 

Ein Anfärben der Zellen mit dem Ki67-Anitkörper nach 4 Tagen zeigte rein qua-

litative Ergebnisse zwischen den Fasern. In der Fluoreszenzmikroskopie zeigte 

sich, dass Ki67 bei allen drei Faserarten nachweisbar war (siehe Abb. 10.). 

Ki67 ist ein Proliferationsmarker, der in der G0-Phase der Zellen abwesend ist 

und die Zellteilung anzeigt (Scholzen and Gerdes, 2000).  

Um die Proliferation der Zellen noch weiter quantitativ zu untersuchen, wurden 

die Expressionslevel der Zellen auf den drei verschiedenen Faserarten nach 

vier Tagen für CCND bestimmt. Cyclin D1 ist das Produkt des CCND1-Gens 

und hat eine wichtige Aufgabe bei der Regulation des Zellzyklus (Draetta and 

Beach, 1988). Hier bestätigten sich die Ergebnisse der Zelldichten und der 

Proliferation nach 4 Tagen. Es kam zu einer vermehrten Genexpression von 

CCND der Zellen auf  PLLA-Koll1-Blend-Fasern gegenüber PLLA-Fasern und 

PLLA-Koll1-Blend-BMP-2-Fasern. Dies kann ebenfalls dadurch erklärt werden, 

dass durch das Zufügen von BMP-2 die Zellen sich eher weiter differenzieren 

(Jäger et al., 2008).  

 

4.4.2. Einfluss der BMP-2 enthaltenden PLLA-Koll1-Blend-Fasern auf 

die Differenzierung und Matrixformation der hMSC 

Die PLLA-Koll1-Blendfasern mit BMP-2 zeigte in der Genexpression gegenüber 

den PLLA-Koll1-Blendfasern ohne BMP-2 einen Anstieg der Gene, die u.a. für 

die Differenzierung der Stammzellen zu Osteoblasten notwendig ist, wie Kol-

lagen 1, Alkalische Phosphatase und Osteocalcin (Jaiswal et al., 2000, Doi et 

al., 2002, Salasznyk et al., 2004) (siehe Kap. 3.4.1.). Somit bleibt die biologi-
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sche Wirkung von BMP-2 trotz des Einspinnprozesses erhalten. Auch die Aus-

wertung mittels der Flureszenzmikroskopie konnte eine stärkere Matrixformati-

on durch BMP-2 nachweisen (siehe Kap. 3.4.2, Kap. 3.4.3.). Dass BMP-2 einen 

positiven Einfluss auf die Differenzierung von Stammzellen hat, wurde bereits in 

einigen Studien nachgewiesen (Kato et al., 2009, Liu et al., 2007, Lee et al., 

2003, Komori et al., 1997, Schofer et al., 2011). So wurde z.B. eine höhere Ex-

pression der Alkalischen Phosphatase bei Vorläuferzellen durch BMP-2 nach-

gewiesen (Bae et al., 2001). Auch im Tierversuch konnte eine Hochregulation 

von Osteocalcin und Smad-5 durch BMP-2 nachgewiesen werden (Schofer et 

al., 2011).  

BMP-2 bindet an seine Rezeptoren, wodurch es zur Phosphorylierung dieser 

und somit zur Phosphorylierung und Aktivierung von R-SMADs 1/5/8 kommt 

(Nohe et al., 2002). Durch eine Annäherung zwischen R-Smad 1/5/8 und co-

Smad4, kommt es zur Translokation in den Zellkern und somit zur Genexpres-

sion BMP spezifischer Gene (Feng and Derynck, 2005, Shi and Massagué, 

2003, Rosen, 2009). Zu diesen schon bekannten Forschungsergebnissen pas-

sen unsere Ergebnisse aus der Genexpressionsanalyse für Smad-5. Hier kam 

es durch BMP-2 zu einer signifikanten Hochregulation von Smad-5. Auch auf 

den PLLA-Koll1-Blendfasern ohne BMP-2 war es zu einer Hochregulation der 

Gene gekommen, die für die Differenzierung der hMSC notwendig sind (siehe 

Kap. 3.4.). Folglich vereinen die PLLA-Koll1-Blendfasern mit BMP-2 den osteo-

induktiven Effekt von Kollagen Typ 1 und BMP-2. Dass die Hochregulation der 

für die Osteogenese wichtigen Gene besonders unter osteoinduktiven Bedin-

gungen so eindeutig war, lässt sich durch die wechselseitige Verstärkung von 

BMP-2 und Dexamethason erklären (Jäger et al., 2008).  

Neben dem schon vorher aufgeführten Effekt zwischen BMP-2 und sulfatierten 

Polysacchariden und dem von BMP-2 beeinflussten SMAD-

Signaltransduktionsweg, der die Differenzierung der Stammzellen zu Osteo-

blasten anregt (Lin et al., 2008, Takada et al., 2003, Zhao et al., 2006, Rosen, 

2009), gibt es noch einen bereits nachgewiesenen Effekt von BMP-2. So ver-

stärkt BMP-2 die Wechselwirkung zwischen Integrinen und Kollagen und erhöht 

somit zusätzlich die Differenzierung (Jikko et al., 1999, Lai and Cheng, 2005). 

Durch die Interaktion zwischen der ECM und Integrinen kommt es über die Ak-

tivierung von FAK zur Differenzierung der Zellen (Takeuchi et al., 1997, 
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Sotobori et al., 2006, Tamura et al., 2001). FAK aktiviert hierbei die ERK, eine 

MAPKinase, und regt dadurch die Differenzierung weiter an (Suzawa et al., 

2002). Außerdem kommt es neben der BMP-2-Aktivierung zu einer direkten 

Wirkung von Kollagen an α2β1-Integrin und somit zur weiteren FAK-Aktivierung 

(Takeuchi et al., 1997). Dies erklärt den höheren Anstieg der Genexpression 

von FAK der Zellen, die auf PLLA-Kol1-Blend-BMP-Fasern kultiviert wurden 

gegenüber den Fasern ohne BMP-2 (siehe Kap. 3.4.4.). 

MAPKinasen, wie ERK, aktivieren im Zellkern ATF2, c-Jun oder c-Fos, um Os-

teopontin, Alkalische Phosphatase (ALP) oder Kollagen I zu regulieren (Lai and 

Cheng, 2002), was eine erhöhte Expression von JUN erklären würde. Auch die 

MAPKinasen p38 und JNK sorgen über diesen Weg für Osteoblastendifferen-

zierung und werden ebenfalls positiv durch BMP-2 beeinflusst (Guicheux et al., 

2003). 

 

4.5. Fazit 

Zusammenfassend lässt sich aufgrund unserer Ergebnisse vor dem Hinter-

grund bestehender Literatur davon ausgehen, dass die PLLA-Koll1-Blend-BMP-

2-Fasern genutzt werden können, um die Aktivierung verschiedener Signal-

transduktionswege zu kombinieren. Sie vereinen die osteoinduktiven Effekte 

von Kollagen Typ 1 und BMP-2 und regen somit die Differenzierung von 

mesenchymalen Stammzellen zu Osteoblasten an. So kam es zu einer Hochre-

gulation der Gene Smad-5, Kollagen, Osteocalcin, Alkalische Phosphatase und 

FAK. Das Scaffold stellt somit einen weiteren Fortschritt im Zuge des Tissue 

Engineerings und der Knochendefektheilung dar. 

Um das Scaffold weiter hinsichtlich seiner Haltbarkeit und mechanischen 

Stabiltität zu untersuchen, wäre eine Übertragung des Versuchs auf ein Tier-

modell sinnvoll. Außerdem bedarf es weiterer Untersuchungen des kontrollier-

ten Release, um das Scaffold zu modifizieren.   
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5. Zusammenfassung   

5.1. Deutsche Zusammenfassung 

Neuartige Knochenersatzmaterialien gewinnen in der Orthopädie und der 

Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie einen immer höheren Stellenwert bei der Be-

handlung von unüberbrückbaren Knochendefekten. Standard bei der Knochen-

transplantation ist der Einsatz von autogener Spongiosa aus dem Becken-

kamm. Die darüber hinaus zunehmend eingesetzten synthetischen Knochener-

satzmaterialien bestehen aus Metallen, Polymeren, Keramik und Kompositen 

und sollten als Voraussetzung die Prinzipien des Tissue Engineering erfüllen, 

sprich ein dreidimensionales Grundgerüst besitzen, das bestenfalls mit Wachs-

tumsfaktoren und Stammzellen besiedelt wird. Häufig werden für das Tissue 

Engineering Polymerstoffe oder deren Nanofasern eingesetzt. So vereinen aus 

Polymeren gesponnene Nanofasern, eingesetzt als Knochenersatzstoffe, ver-

schiedene Vorteile. Sie imitieren die extrazelluläre Matrix, was auf ihnen kulti-

vierte Zellen zur Differenzierung, Migration und Proliferation anregt. Dabei 

hängt die biologische Wirksamkeit von den physikalischen und chemischen Ei-

genschaften der Fasern ab. Die aus PLLA gesponnen Fasern zeigen nach der 

Kultivierung mit mesenchymalen Stammzellen im Verlauf eine hohe Zelldichte 

bei einer niedrigen Zelldifferenzierung. Eine bessere Zelldifferenzierung und 

höhere Zelldichten erhält man bei einer Funktionalisierung der Zellen mit Kol-

lagen Typ 1 oder dem Wachstumsfaktor BMP-2. In dieser Arbeit sollte ein mög-

licher kooperativer Effekt zwischen Kollagen Typ 1 und BMP-2 auf die Nanofa-

sern übertragen werden. Dafür wurden Scaffolds aus PLLA-Fasern, PLLA-

Koll1-Blend-Fasern und PLLA-Koll1-BMP-2-Fasern mit humanen mesenchyma-

len Stammzellen unter Wachstums- und osteoinduktiven Bedingungen über 22 

Tage kultiviert. Im Verlauf wurde die Genexpression von Alkalischer Phophata-

se, Osteokalcin und Kollagen Typ 1 bestimmt. Außerdem wurde die Genex-

pression der Signaltransduktionsmoleküle FAK und Smad-5 analysiert. Mittels 

Fluoreszenzmikroskopie wurde die Ablagerung von Calcium und Kollagen Typ 

1 im Extrazellulärraum sowie die Zelldichte dargestellt. Durch das Einfügen von 

BMP-2 in die PLLA-Koll1-Blend-Faser kam es zu einer Abnahme des Faser-

durchmessers und der Porengröße. Auf den BMP-2 enthaltenden Scaffolds 
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zeigte sich eine bessere Adhäsion, aber eine schlechtere Proliferation der 

mesenchymalen Stammzellen. Außerdem zeigten die Zellen auf diesen Scaf-

folds einen Anstieg der Genexpression von Alkalischer Phosphatase, Osteokal-

cin und Kollagen Typ 1. Die Fluoreszenzmikroskopie zeigte eine höhere Abla-

gerung von Kollagen Typ 1 und Calcium in die extrazelluläre Matrix. Das Vor-

handensein von BMP-2 in den Fasern führte zu einer Hochregulierung der Ge-

nexpression von FAK. Der Einfluss von Kollagen Typ 1 auf die Genregulierung 

zeigte sich vor allem in einer Hochregulierung von Smad-5. Folglich kann man 

die Einflüsse von BMP-2 und Kollagen Typ 1 auf die mesenchymalen Stamm-

zellen, kultiviert auf PLLA-Fasern, kombinieren. Auf diese Weise lässt sich die 

Aktivierung verschiedener Signaltransduktionswege erreichen, die zu einer zu-

nehmenden Differenzierung der Stammzellen führen und dieses Scaffold zu 

einem möglichen Träger für mesenchymale Stammzellen im Zuge des Tissue 

Engineering von Knochengewebe machen.              

   

5.2. Englische Zusammenfassung 

New bone substitute materials take a great role in the treatment of bone defects 

in orthopedic, oral and maxillofacial surgery. Standard procedure for bone graft-

ing is the use of autogenous cancellous bone from the iliac crest. Synthetic 

bone replacement materials consist of metals, polymers, ceramics and compo-

sites, and should require a three-dimensional skeleton and are, if at all, mixed 

with growth factors and stem cells. These are the properties of tissue engi-

neerung, which polymeric material is often used for. For example, spun nano-

fibers of polymers show several advantages. These imitate the extracellular ma-

trix, which stimulates the cultured cells to differentiate, migrate and proliferate. 

The biological effect of this stimulation depends on the physical and chemical 

properties of the fibers. In this context, fibers that were spun from PLLA, after 

cultivation with mesenchymal stem cells, possess a high cell density and a low 

cell differentiation. A better cell differentiation is obtained by functionalizing of 

the cells with collagen type 1 or the growth factor BMP-2. Objective of this dis-

sertation is to show a possible cooperative effect between type 1 collagen and 

BMP-2. For this purpose, scaffolds made of PLLA, PLLA-coll1-blend and PLLA-
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coll1-blend-BMP-2 were cultured with human mesenchymal stem cells under 

growth and osteoinductive conditions for 22 days. In the course of this process 

the gene expression of alkaline phosphatase, osteocalcin, and collagen type 1 

was determined. In addition, the gene expression of the signal transduction 

molecules FAK and Smad 5 was analyzed. The cell density and the deposition 

of calcium and collagen type 1 in the extracellular space were shown by fluo-

rescence microscopy. The insertion of BMP-2 in the PLLA-coll1-blend fiber 

caused a decrease in the diameter and the pore size. The BMP-2 containing 

scaffolds showed a better adhesion but a lower proliferation of mesenchymal 

stem cells. In addition, the cells on these scaffolds showed an increase in gene 

expression of alkaline phosphatase, osteocalcin and collagen type 1. The fluo-

rescene microscopy showed a higher deposition of collagen type 1 and calcium. 

The presence of BMP-2 in the fibers resulted in an upregulation of gene ex-

pression of FAK. The influence of collagen type 1 revealed the gene regulation 

primarily in up-regulation of Smad 5. This means that by cultivating mesenchy-

mal stem cells on PLLA fibers a combined effect of BMP-2 and collagen type 1 

can be realized. This activates different signaling pathways leading to an in-

creasing differentiation of stem cells. Thus the scaffold can be used for tissue 

engineering. 
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Abstract  

Mesenchymal stem cell differentiation of osteoblasts is triggered by a series of 

signaling processes including integrin and bone morphogenetic protein (BMP), 

which therefore act in a cooperative manner. The aim of this study was to ana-

lyze whether these processes can be remodeled in an artificial poly-(L)-lactide 

acid (PLLA) based nanofiber scaffold. Matrices composed of PLLA-collagen 

type I or BMP-2 incorporated PLLA-collagen type I were seeded with human 

mesenchymal stem cells (hMSC) and cultivated over a period of 22 days, either 

under growth or osteoinductive conditions. During the course of culture, gene 

expression of alkaline phosphatase (ALP), osteocalcin (OC) and collagen I 

(COL-I) as well as Smad5 and focal adhesion kinase (FAK), two signal trans-

duction molecules involved in BMP-2 or integrin signaling were analyzed. Fur-

thermore, calcium and collagen I deposition, as well as cell densities and prolif-

eration, were determined using fluorescence microscopy. The incorporation of 

BMP-2 into PLLA-collagen type I nanofibers resulted in a decrease in diameter 

as well as pore sizes of the scaffold. Mesenchymal stem cells showed better 

adherence and a reduced proliferation on BMP-2 containing scaffolds. This was 

accompanied by an increase in gene expression of ALP, OC and COL-I. Fur-

thermore the presence of BMP-2 resulted in an upregulation of FAK, while col-

lagen had an impact on the gene expression of Smad5. Therefore these differ-

ent strategies can be combined in order to enhance the osteoblast differentia-

tion of hMSC on PLLA based nanofiber scaffold. By doing this, different signal 

transduction pathways seem to be up regulated. 
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