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1. Einleitung 

1.1 Osteoporose 

Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die sich durch verminderte 

Knochenmasse und verschlechterte Knochenmikroarchitektur in Verbindung mit erhöhter 

Frakturanfälligkeit auszeichnet. Qualität und Quantität des Knochens werden sowohl 

genetisch als auch durch Umweltfaktoren wie Ernährung, körperlichen Trainingszustand und 

Hormonstatus beeinflusst. Knochenverlust kommt unter physiologischen und 

pathophysiologischen Bedingungen wie Altern, Postmenopause, Immobilität, Diabetes 

mellitus und Knochenmetastasen bei Krebserkrankungen vor. Mit zunehmender Ausweitung 

der Lebensspanne und Veränderung der Lebensbedingungen wurde die Osteoporose mit 

daraus resultierenden Frakturen zu einer führenden Ursache der Morbidität und Mortalität in 

der modernen Gesellschaft (Johnell and Kanis, 2006). Insgesamt ein Drittel aller Frauen und 

ein Fünftel aller Männer über 50 Jahre erleiden osteoporotische Frakturen (Melton, III et al., 

1998). Besonders gefürchtet ist die Schenkelhalsfraktur, da sie mit einer hohen Mortalitätsrate 

einhergeht. Sie wird bis zum Jahr 2050 bei Männern um 310% und bei Frauen um 240% im 

Vergleich zum Ausgangswert des Jahrs 1990 ansteigen (Gullberg et al., 1997). Dabei bedarf 

die Osteoporose eines enormen personellen und wirtschaftlichen Aufwands. Die Liegedauer 

der von osteoporotischen Frakturen betroffenen Patientinnen oberhalb des 45. Lebensjahres 

liegt zum Beispiel über der Liegedauer von an Brustkrebs oder Myokardinfarkt erkrankten 

Patientinnen über 45 Jahren (Kanis et al., 1997). Bedauerlicherweise ist bei über 80% der 

Hochrisikopatienten ihre Krankheit weder bekannt, noch wird sie behandelt (Nguyen et al., 

2004). Es werden hingegen oft nur die akuten Folgen der Erkrankung, also die Frakturen, 

therapiert. 

Aus diesem Grund ist es von enormer Bedeutung, die Biologie des Knochens besser zu 

verstehen und die Entwicklung auf eine effektive Diagnosestellung, Prävention und 

Behandlung der Osteoporose zu fokussieren. 

Es folgt ein Überblick über Aufbau und Funktion des Knochens, sowie die wichtigsten 

Knochenzellen. Anschließend werden wichtige Faktoren und Regulationsmechanismen 

vorgestellt: 
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1.2 Bau und Funktion des Knochens 

Der Knochen ist ein hochspezialisiertes, mineralisiertes Binde- und Stützgewebe und neben 

Zahnschmelz und Zahnbein das härteste Gewebe des menschlichen Körpers. Als passiver Teil 

des Bewegungsapparates dient er dem Ansatz von Bändern und Muskeln und ermöglicht 

somit die Bewegung. Das knöcherne Skelett besitzt eine Stützfunktion für den gesamten 

Körper und schützt die inneren Organe. Als größter Kalziumspeicher erfüllt der Knochen 

zudem wichtige metabolische Funktionen. Er ist unmittelbar eingebunden in die Regulierung 

des Blutkalziumspiegels, woraus sich wichtige pathophysiologische Konsequenzen ergeben. 

An dieses System knüpft die Regulierung des Phosphathaushaltes an.  

Knochen besteht zu etwa 60% aus anorganischer Matrix, zu etwa 30% aus organischer 

Matrix, zu 5 bis 10% aus Wasser und zu weniger als 3% aus Lipiden (Mackiewicz et al., 

2011). Knochenbildende Zellen gehören der organischen Matrix an. Sie stellen initial 

unmineralisiertes Gewebe her, das aus Kollagen Typ I, Proteoglykanen und Glykoproteinen 

besteht und als Osteoid bezeichnet wird. Dieses wird anschließend mineralisiert. 

Hauptbestandteil des mineralisierten Anteils ist Kalziumhydroxylapatit, das dem Knochen 

seine Stabilität verleiht. Zusätzlich besteht der mineralische Anteil aus kleinen Mengen 

Karbonat, Magnesium und Phosphorsäure. 

Die Knochenbildung findet auf zwei unterschiedlichen Wegen statt: während bei der 

chondralen Ossifikation ein Knorpelmodell vorgeformt wird, das allmählich durch 

Knochengewebe ersetzt wird, erfolgt bei der desmalen Ossifikation die Knochenbildung 

direkt durch Kondensierung mesenchymaler Zellen (Soltanoff et al., 2009). 

Der Aufbau jedes Knochens besteht aus einer außen gelegenen dünnen Schicht kompakter 

Knochensubstanz, der Substantia corticalis, und einem innen gelegenen Maschenwerk aus 

Knochenbälkchen, der Substantia spongiosa. Die Spongiosabälkchen werden in Bereichen 

großer Druck- und Zugspannung des Knochens vermehrt und an wenig belasteten Stellen 

vermindert aufgebaut, sodass mit einem Minimum an Material ein Maximum an Stabilität 

erreicht wird. Dies wird als trajektorielle Bauweise bezeichnet. 

1.2.1 ‚Remodeling’ 

Knochen passt sich äußeren Spannungsverhältnissen permanent an und befindet sich somit 

zeitlebens im Umbau. Dieser Vorgang wird als ‚Remodeling’ bezeichnet und erfordert ein gut 

reguliertes Nebeneinander von Knochensynthese und Knochenresorption. Dysregulationen 

dieses Systems können Probleme wie Osteoporose, Arthritis und ungesteuertes 

Knochenwachstum hervorrufen (Rachner et al., 2011; Sturge et al., 2011). Das ‚Remodeling’ 
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findet in spezialisierten vaskulären Strukturen statt, sogenannten ‚bone remodeling 

compartments‘ (BRC), deren Anzahl mit dem Knochenumsatz korreliert (s. Abbildung 1). 

Diese sind vom Knochenmark separiert und beinhalten Osteoblasten, Osteoklasten und 

Osteozyten, die zusammen die sogenannte ‚basic multicellular unit‘ (BMU) bilden. ‚Bone-

Lining’-Zellen grenzen das BRC dachartig gegen das Knochenmark ab (Hauge et al., 2001). 

Die Aktivität der Osteoblasten und Osteoklasten unterliegt einer strengen lokalen sowie 

systemischen Kontrolle.  

Das ‚Remodeling’ umfasst vom Beginn der Knochenresorption bis zum Abschluss der 

Knochensynthese in der Substantia spongiosa ca. 150 Tage (Eriksen et al., 1984a; Eriksen et 

al., 1984b), in der Substantia corticalis ca. 120 Tage (Agerbaek et al., 1991). 

Knochenresorption durch Osteoklasten Knochenformation durch Osteoblasten

‚Bone-Lining‘-Zellen

Osteozyten

Osteoid

Mikroläsion

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines ‚bone remodeling compartments‘ (BRC) mit den wichtigsten 

Knochenzellen und ihren Aufgaben, modifiziert nach McGee-Lawrence and Westendorf (2011, S.16). Der 

Knochenabbau erfolgt hier infolge einer Mikroläsion durch Osteoklasten. Osteoblasten hingegen sind für den 

Knochenaufbau zuständig. Sie produzieren das Osteoid und mineralisieren dieses anschließend. ‚Bone-Lining’-

Zellen grenzen das BRC dachartig gegen das Knochenmark ab. Das osteozytäre Netzwerk wandelt die von 

außen einwirkenden Biegungs- und Dehnungskräfte in Veränderungen der osteoblastären und osteoklastären 

Aktivität um. Apoptotische Osteozyten werden braun, intakte Osteozyten grau dargestellt. 

1.2.2 Knochenzellen 

Zu den Knochenzellen zählt man im Wesentlichen folgende: Osteoblasten, Osteozyten, 

‚Bone-Lining’-Zellen und Osteoklasten (s. Abbildung 1). Osteoklasten entstehen im 

Knochenmark aus hämatopoetischen Vorläuferzellen. Die übrigen der genannten Zelltypen 

entwickeln sich aus Osteoprogenitorzellen, die von mesenchymalen Vorläuferzellen 

abstammen. Im Folgenden werden die Knochenzellen vorgestellt: 
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1.2.2.1 Osteoblasten 

Osteoblasten sind einkernige, an der Oberfläche der Knochenbälkchen epithelartig 

angeordnete Zellen (s. Abbildung 1). Ihre Ultrastruktur lässt auf hohe Stoffwechselaktivität 

schließen, da sie zahlreiche Mitochondrien und Lysosomen, einen gut ausgebauten Golgi-

Apparat, raues endoplasmatisches Retikulum und eine hohe Anzahl an Ribosomen besitzen 

(Marks, Jr. and Popoff, 1988). 

Osteoblasten entstammen multipotenten mesenchymalen Stammzellen (MSC) des lokalen 

Stromagewebes, die durch hohe Proliferationsraten gekennzeichnet sind. Aus ihnen gehen 

ebenfalls Chondrozyten, Myoblasten, Adipozyten und retikuläre Zellen hervor (Bernard and 

Harley, 2010; Chamberlain et al., 2007; Nuttall et al., 1998; Szalay et al., 1997). Für jede 

Entwicklungsrichtung gibt es einen führenden Transkriptionsregulator. Diese Rolle 

übernimmt ‚Runt-related transcription factor 2‘ (Runx2) für die Osteogenese (Komori et al., 

1997; Otto et al., 1997) und ‚Peroxisome proliferator-activated receptor γ‘ (PPARγ) für die 

Adipogenese (Tontonoz and Spiegelman, 2008). Die Expression osteoblastärer Gene variiert 

je nach Entwicklungsstand der Zelle und gibt damit Aufschluss über ihren 

Differenzierungsstatus. Von Bedeutung sind hierbei die Expressionsmuster der 

knochenspezifischen Alkalischen Phosphatase (BAP), des Kollagens Typ I, des Osteokalzins 

(OC), des Runx2 und des Osterix (OSX). Runx2 und OSX sind dabei essentiell für die 

osteoblastäre Differenzierung. Hoch differenzierte Osteoblasten sind charakterisiert durch die 

Expression von OC (Owen et al., 1990; Siggelkow et al., 2004), produzieren das Osteoid und 

führen anschließend zu dessen Kalzifikation. Neben dem Knochenaufbau beeinflussen 

Osteoblasten auch die Knochenresorption durch Osteoklasten (s. 1.2.2.3.1) (Chambers and 

Fuller, 1985; Teitelbaum, 2000). Zudem sind sie für Wachstum, Wundregeneration und 

Umbauvorgänge des Knochens von zentraler Bedeutung.  

Osteoblasten haben eine durchschnittliche Lebensdauer von etwa drei Monaten. Anschließend 

gehen sie entweder in die Apoptose über oder sie entwickeln sich zu Osteozyten oder ‚Bone-

Lining’-Zellen (Eriksen, 2010; Uchihashi et al., 2012).  

Auf ihrer Zelloberfläche exprimieren Osteoblasten verschiedene Rezeptoren, unter anderem 

für Vitamin D, Parathormon und Östrogen, über die sie endokrin reguliert werden. Zudem 

werden sie in ihrer Differenzierung und Funktion sowohl lokal als auch mechanisch 

beeinflusst (Drissi et al., 2002; Kang JS et al., 2005; Salingcarnboriboon et al., 2006). Einen 

wichtigen Regulationsmechanismus der osteoblastären Differenzierung stellt das ‚Wnt-

Signaling‘ dar, das im Folgenden in seinen Grundzügen vorgestellt werden soll. 
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1.2.2.1.1 ‚Wnt-Signaling‘ in Osteoblasten 

Das ‚Wnt-Signaling‘ stellt einen Signaltransduktionsweg dar, durch den eine Zelle auf 

spezielle, von außen einwirkende Signale reagieren kann. Diese Wnt-Moleküle sind 

Glykoproteine und nehmen eine bedeutende Rolle für die Entwicklung und Erneuerung des 

Knochens ein. Unterteilt wird das ‚Wnt-Signaling‘ in den ‚Canonical‘ und den 

‚Noncanonical‘ Signalweg. Der ‚Canonical‘ Signalweg findet in allen Zellen der 

osteoblastären Linie statt. Hierbei binden Wnt-Moleküle an einen Rezeptorkomplex aus ‚low-

densitiy lipoprotein (LDL)-receptor-related protein‘ (LRP) 5 oder LRP6 und eins von zehn 

‚frizzled molecules‘ (Westendorf et al., 2004). Es kommt zur Stabilisierung des ‚β-catenin‘ 

und dadurch zur Transkription der Wnt-Zielgene (Hens et al., 2005; Westendorf et al., 2004) 

sowie zur Suppression des PPARγ (Kang S et al., 2007; Takada et al., 2009). Die 

osteoblastäre Differenzierung wird also auf Kosten der adipozytären Differenzierung 

gefördert und die Knochenfestigkeit erhöht (Bain et al., 2003). Die Suppression dieses 

Signalwegs hingegen führt zum Knochenverlust (Bodine and Komm, 2006). Viele 

Regulationsfaktoren greifen an dieser Stelle in den Knochenstoffwechsel ein. Runx2 

beispielsweise führt zur Antagonisierung dieses Systems durch Sklerostin-Aktivierung 

(Mendoza-Villanueva et al., 2011). Im Gegensatz dazu übt der ‚Noncanonical‘ Signalweg 

abhängig vom jeweiligen Liganden einen unterschiedlichen Einfluss auf die Adipogenese in 

MSC aus. Die Bindung des Liganden Wnt5A beispielsweise bewirkt eine Hemmung der 

Adipogenese, wobei die Bindung des Liganden Wnt5B die Adipogenese unterstützt 

(Kanazawa et al., 2005; Zaidi et al., 2012). 

1.2.2.2 Osteozyten 

Osteozyten machen etwa 90% aller Knochenzellen aus und entstehen, wenn sich Osteoblasten 

in die sie umgebende mineralisierte Matrix einmauern (Mackiewicz et al., 2011). Sie liegen in 

Knochenhöhlen (Lacunae osseae) und ihre Fortsätze in Knochenkanälchen (Canaliculi ossei), 

mit denen sie über ‚gap junctions‘ synzytial mit Nachbarosteozyten, Osteoblasten und ‚Bone-

Lining’-Zellen in Verbindung stehen (s. Abbildung 1). Eine wesentliche Aufgabe der 

Osteozyten stellt die Mechanorezeption dar. Auf den Knochen einwirkende Stresssignale wie 

Biegungs- oder Dehnungskräfte werden durch das osteozytäre Netzwerk in Veränderungen 

der osteoblastären und osteoklastären Aktivität im BRC umgewandelt (Marotti et al., 1992). 

Zu den Osteozyten-spezifischen Molekülen gehören ‚dentin matrix acidic phosphoprotein‘ 

(DMP) 1, ‚fibroblast growth factor‘ (FGF) 23 und Sklerostin, die neben ihrer Rolle in der 

Knochenbildung auch am Phosphatstoffwechsel beteiligt sind (Bonewald, 2006). Im höheren 

Lebensalter des Menschen sowie bei Untergang interzellulärer Verbindungen, 
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Östrogenmangel oder Glukokortikoidbehandlung gehen Osteozyten in die Apoptose über 

(Plotkin et al., 2005). 

1.2.2.3 Osteoklasten 

Osteoklasten sind vielkernige Riesenzellen, die mononukleären Phagozytenvorläuferzellen 

entstammen und mit Makrophagen und Monozyten verwandt sind. Ihre Hauptaufgabe besteht 

in der Resorption der Knochensubstanz (Marks, Jr. and Popoff, 1988), wobei die 

Resorptionsintensität mit der Sekretion der Wasserstoffionen und des Enzyms Kathepsin K 

korreliert. Die Demineralisierung des Knochens wird durch ein Absenken des lokalen pH-

Wertes auf 4,5 mithilfe gezielter Salzsäuresekretion erreicht. Die Lyse des organischen 

Materials erfolgt überwiegend durch die Sekretion von Kathepsin K, wodurch ‚Howship‘-

Lakunen auf der Oberfläche des Trabekelwerks und Haverskanäle im kortikalen Knochen 

entstehen. Bei Osteoporose sind Osteoblasten unfähig, diese Resorptionshohlräume wieder zu 

verschließen, sodass aus jedem ‚Remodeling’-Vorgang ein Knochenverlust resultiert (Eriksen 

et al., 1990).  

1.2.2.3.1 Die Bedeutung des RANKL/OPG-Quotienten in der Osteoklastogenese  

Die beiden Zytokine ‚macrophage colony stimulating factor‘ (MCSF) und ‚receptor for 

activation of nuclear factor kappa B‘-Ligand (RANKL) sind für die Entwicklung der 

osteoklastären Vorläuferzelle zum reifen Osteoklasten erforderlich. MCSF fördert durch die 

Bindung an seinen Rezeptor MCSFR die Proliferation und das Überleben der 

makrophagozytären bzw. osteoklastären Vorläuferzellen. RANKL bindet an seinen Rezeptor 

RANK, der auf der Membran der Osteoklastenvorläufer vorkommt, und aktiviert somit 

verschiedene Schlüsseltranskriptionsfaktoren sowie osteoklastäre Enzyme, die gemeinsam die 

Differenzierung, Reifung und Aktivierung der Osteoklasten fördern (Rachner et al., 2011; 

Wan, 2010). 

Den natürlichen Gegenspieler dieses Systems bildet Osteoprotegerin (OPG). Dieses hemmt 

durch RANKL-Bindung die Osteoklastogenese und konsekutiv die Knochenresorption 

(Rachner et al., 2011). Ist weniger OPG vorhanden, führt dies zu einer vermehrten RANKL-

Aktivität, die wiederum in einer Osteoporose resultieren kann. Da sowohl RANKL als auch 

OPG häufig von Osteoblasten produziert werden, sind diese in die Kontrolle der 

Osteoklastendifferenzierung wesentlich involviert. Werden Osteozyten beschädigt, 

sezernieren diese ebenfalls MCSF und RANKL und unterstützen somit die osteoklastäre 

Differenzierung und die Knochenresorption (Kurata et al., 2006). Erste medikamentöse 

Eingriffe in dieses System sind vorhanden: Der monoklonale RANKL-Antikörper 
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Denosumab führt zu einer ausgeprägten Reduktion der Osteoklastenanzahl (Reid et al., 2010) 

und zu einer exzellenten Reduktion des Frakturrisikos bei postmenopausaler Osteoporose 

(Cummings et al., 2009). 

Der RANKL/OPG-Quotient gilt als kritischer Faktor in der Regulierung des Gleichgewichts 

zwischen Osteoblasten und Osteoklasten und somit zwischen Knochenformation und 

Knochenresorption. 

1.2.2.4 ‚Bone-Lining’-Zellen 

‚Bone-Lining’-Zellen sind länglich geformte, flache Zellen, die alle Oberflächen des 

Knochens auskleiden. Sie entstehen aus Osteoblasten und entstammen somit ebenfalls 

mesenchymalen Stammzellen. Unter Einfluss des Parathormons oder unter Einwirkung 

mechanischer Kräfte können diese Zellen zu Osteoblasten rückdifferenzieren (Robling et al., 

2006). Über ‚gap junctions‘ sind ‚Bone-Lining’-Zellen sowohl untereinander als auch mit 

Osteozyten und Osteoblasten verbunden (Duncan and Turner, 1995; Robling et al., 2006). Sie 

regulieren die Ein- und Ausfuhr mineralischer Ionen in die extrazelluläre Matrix des 

Knochens und dienen als Blut-Knochengrenze. Eine wichtige Aufgabe besitzen ‚Bone-

Lining’-Zellen während des ‚Remodelings‘. Sie entfernen das von den Osteoklasten 

unverdaut zurückgelassene, demineralisierte Kollagen (Everts et al., 2002). Anschließend 

heben sie sich dachartig von der Knochenoberfläche ab (s. Abbildung 1) und schaffen somit 

eine spezialisierte Umgebung für gezieltes ‚Remodeling’ (Hauge et al., 2001). Um die 

Integrität der Knochenoberfläche wiederherzustellen, bilden die sich während des 

‚Remodelings’ abflachenden Osteoblasten eine neue Reihe ‚Bone-Lining’-Zellen und 

schließen sich vermutlich mit der alten ‚Bone-Lining‘-Zellschicht zu einer Schicht zusammen 

(Hauge et al., 2001). ‚Bone-Lining’-Zellen nehmen durch Expression von OPG und RANKL 

ebenfalls auf die Osteoklastogenese Einfluss (Eriksen et al., 2007). 

1.3 Knochenassoziierte Proteine und Transkriptionsfaktoren 

Osteoblasten und Adipozyten stammen von gemeinsamen Vorläuferzellen ab, den MSC 

(Chamberlain et al., 2007). Auf deren Differenzierungsrichtung Einfluss nehmende Vorgänge 

bilden ein hochsensibles System, in dem zahlreiche Faktoren mitwirken. Insbesondere die 

beiden Schlüsseltranskriptionsfaktoren Runx2 und PPARγ (Duque, 2008; Komori, 2006; 

Moerman et al., 2004) spielen eine große Rolle und sollen daher im Folgenden besonders 

gründlich vorgestellt werden. 
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Abbildung 2: Differenzierung mesenchymaler Stammzellen (MSC). MSC können sich zu Adipozyten, 

Osteoblasten, Chondrozyten und anderen Zellen differenzieren. Hierbei ist die Entwicklungsrichtung abhängig 

von der Anwesenheit bestimmter Transkriptionsfaktoren, die anhand ihrer Abkürzungen eingezeichnet sind. 

Osteoblasten wiederum können sich zu Osteozyten oder ‚Bone-Lining’-Zellen weiterentwickeln oder sie gehen 

in die Apoptose über. 

1.3.1 ‚Runt-related transcription factor 2’ (Runx2) 

‚Runt-related transcription factor 2‘, auch bekannt als ‚core-binding factor alpha 1‘ (Cbfα1), 

ist ein für die osteoblastäre Differenzierung und Funktion essentieller Transkriptionsfaktor der 

Runtdomäne-Genfamilie (Stein et al., 2004). Zu dieser Genfamilie gehören die drei Gene 

Runx1, Runx2 und Runx3, die in ihrer 128 Aminosäuren langen Runtdomäne eine Homologie 

zum Drosophila-Gen aufweisen (Aronson et al., 1997). Diese Runtdomäne ist ein hoch 

konserviertes Desoxyribonukleinsäure (DNA)-Bindungs- und Protein-Protein-

Interaktionsmotiv und für die Genfamilie namensgebend. Durch Bildung eines Heterodimers 

zwischen Runtdomäne und ‚core-binding factor beta‘ (Cbfβ) findet eine Strukturänderung der 

DNA-Interaktionsfläche im Bereich der Runtdomäne statt (Backstrom et al., 2002; Warren et 

al., 2000). Diese ermöglicht eine spezifische Bindung an die DNA-Sequenz 5‘-PuACCPuCA-

3‘ in der Promotorregion des Zielgenes und führt somit zu dessen Expression oder Repression 

(Kamachi et al., 1990). 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Runx2-Bindung an der 5’-PuACCPuCA-3‘-Sequenz des Zielgens. 

Cbfβ bindet an die Runtdomäne des Runx2 und bewirkt damit deren Strukturänderung, wodurch eine Bindung 

an die DNA ermöglicht wird. Je nach Aktivierungsstatus der weiteren Domänen des Runx2-Proteins (in der 

Abbildung als Rest bezeichnet) vermittelt dieser Komplex anschließend die Transkription bzw. Repression des 

Zielgens. 

 

Durch Nutzung zweier unterschiedlicher Promotoren können die beiden Hauptisoformen 

Runx2 I und Runx2 II mit eigenen voneinander abgrenzbaren Funktionen unterschieden 

werden (Banerjee et al., 2001).  

21 3 4 5 6 6.1 7
P1 P2

Runx2 II

Runx2 I

 

Abbildung 4: Das Runx2-Gen beinhaltet acht informationstragende Genabschnitte, sogenannte Exons, die hier 

mit den Zahlen 1 bis 7 markiert sind. Die Transkription des Gens wird durch zwei unterschiedliche Promotoren, 

P1 und P2, kontrolliert, wodurch die zwei Isoformen Runx2 I und Runx2 II entstehen (Abbildung modifiziert 

nach Ziros et al., 2008, S. 1660). 

 

Runx2 I reicht für die frühe osteoblastäre Differenzierung und die desmale Knochenbildung 

aus, während Runx2 II für die komplette osteoblastäre Reifung und chondrale Ossifikation 

notwendig ist. Aus nur einem Runx2-Gen geht durch die Verwendung der beiden Promotoren 

und durch alternatives Spleißen eine Vielfalt von Proteinisoformen mit unterschiedlichen 

biologischen Funktionen hervor (Terry et al., 2004). Während des alternativen Spleißens 

werden posttranskriptionell aus der Präkursor-mRNA (prä-mRNA) neben nicht-codierenden 

Genabschnitten, den Introns, auch verschiedene informationstragende Genabschnitte, 
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sogenannte Exons, herausgeschnitten (Stamm et al., 2005). Zusätzlich zu seiner DNA-

Bindungsdomäne beinhaltet das Protein multiple Domänen, die je nach Assoziation mit einem 

Koaktivator oder einem Korepressor entweder eine Transkription oder eine Repression des 

Gens nach sich ziehen (Jensen et al., 2007; Schroeder et al., 2005; Aronson et al., 1997). Die 

Transkriptionsaktivität des Runx2 untersteht einer komplexen und strengen Regulation in 

Knochenzellen. 

Runx2 ist essentiell für die osteoblastäre Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen 

und stellt den frühesten osteoblastären Marker dar (Komori, 2006; Lian et al., 2003). Ein 

homozygoter Runx2-‚Knockdown’ in Mäusen führt aufgrund des vollständigen Fehlens 

mineralisierten Knochens postnatal zur respiratorischen Insuffizienz und damit zum Tod der 

Tiere (Komori et al., 1997; Otto et al., 1997). Ein heterozygoter Runx2-‚Knockdown’ führt im 

Mausmodell zu einem Phänotyp, der dem Phänotyp der Kleidokranialen Dysplasie des 

Menschen entspricht (Mundlos et al., 1997). Die Kleidokraniale Dysplasie ist eine autosomal-

dominant vererbte Entwicklungsstörung des Knochens. Betroffene Patienten fallen durch 

hypoplastische Klavikel auf, die in Kombination mit unterschiedlichen Defekten der 

Zahnanlage, einer verzögerten Ossifikation der Schädelknochen und weiteren Fehlbildungen 

des Skeletts einhergehen (Han et al., 2010; Kim et al., 2006; Mundlos et al., 1997; Otto et al., 

1997). Interessanterweise führt die Runx2-Überexpression hingegen zu einer gesteigerten 

Knochenresorption, vermutlich da die osteoklastäre Differenzierung RANKL-assoziiert 

vermehrt wird (Geoffroy et al., 2002). Des Weiteren wird bei Runx2-Überexpression die 

terminale osteoblastäre Differenzierung gehemmt (Liu W et al., 2001). 

Runx2 beschleunigt zudem durch Expressionssteigerung der Zielgene die chondrozytäre 

Differenzierung (Yoshida et al., 2004) und reguliert die vaskuläre Invasion des sich 

entwickelnden Knochens (Komori, 2003). 

Die Regulierung der Runx2-Funktion ist sehr komplex. Einen wesentlichen Einfluss besitzen 

Wachstumsfaktoren der Gruppen TGF-β und ‚bone morphogenic protein‘ (BMP) (Phimphilai 

et al., 2006). Über verschiedene Aktivierungspfade laufen ihre Einflüsse am Runx2-Gen 

zusammen, sodass sie über diesen Weg die Differenzierung mesenchymaler Vorläuferzellen 

kontrollieren können. Runx2 ist teilweise essentiell für die Ausführung und 

Vervollständigung dieser Signalwege. 

1.3.2 ‚Peroxisome proliferator-activated receptor gamma’ (PPARγ) 

‚Peroxisome proliferator-activated receptor γ‘ ist ein Transkriptionsfaktor der nukleären 

Rezeptorfamilie, der sowohl im braunen als auch im weißen Fettgewebe reichlich vorkommt 
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(He et al., 2003; Imai et al., 2004). Er wird durch Anlagerung lipophiler Liganden aktiviert 

und wirkt in Verbindung mit seinem Partnerprotein ‚CCAAT-enhancer binding protein α‘ 

(C/EBPα). Nach obligater Heterodimerbildung mit dem ‚retinoid X receptor‘ (RXR) bindet 

PPARγ an das ‚Peroxisome Proliferator-response element‘ (PPRE) in der Promotorregion des 

Zielgenes und führt damit zu seiner Expression oder Repression (Tontonoz and Spiegelman, 

2008; Wu et al., 1999).  

PPRE

PPARγRXR
PPARγ-Ligand: 
aP2 , TZD, u.a.

Transkription/
Repression des 
Gens

RXR-Ligand

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der PPARγ-Bindung an die PPRE-Region des Zielgens. Durch Bildung 

eines Heterodimers mit RXR kann eine DNA-Bindung und somit eine Transkription bzw. Repression des 

Zielgens bewirkt werden. Die jeweiligen Liganden können dabei den Einfluss auf das Gen verstärken. 
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des PPARγ-Gens (obere Reihe), der PPARγ-Transkripte hPPARγ1-4 

und der beiden PPARγ-Isoformen PPARγ1 und PPARγ2. Die beiden Exons A1 und A2 werden im Gegensatz zu 

Exon B nicht translatiert. Während PPARγ2 nur aus hPPARγ2 hervorgeht, bilden die anderen drei Transkripte 

die Grundlage für PPARγ1. Dabei werden sie posttranskriptionellen Modifikationen wie alternativem Spleißen 

unterzogen (Fajas et al., 1997).  

 

Es existieren zwei Isoformen, PPARγ1 und PPARγ2, die vom selben Gen abgelesen werden 

und durch unterschiedliche Promotoren und alternatives Spleißen entstehen. Während die 

PPARγ2-Expression weitestgehend auf Adipozyten beschränkt ist, wird PPARγ1 auch in 

Muskelzellen, Osteoblasten und Makrophagen gebildet (Sugii and Evans, 2011; Zhu et al., 

1995). Deutliche Unterschiede bezüglich ihrer Funktion in der Adipogenese wurden nicht 

festgestellt (Fajas et al., 1997). 
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Die PPARγ-Aktivierung ist der Schlüsselschritt der adipozytären Differenzierung 

mesenchymaler Vorläuferzellen des Knochenmarks (Kawai and Rosen, 2010). Homozygot 

PPARγ-defiziente embryonale Stammzellen entwickeln sich nicht zu Adipozyten, sondern 

differenzieren spontan zu Osteoblasten. Bei heterozygot PPARγ-defizienten Mäusen findet 

man neben einer reduzierten Adipogenese eine erhöhte Knochenmasse mit gesteigerter 

Osteoblastogenese (Akune et al., 2004).  

Erhöht man die PPARγ2-Expression in spezialisierten Zellen ohne angelegtes adipogenes 

Potential, kommt es zur Transdifferenzierung dieser Zellen zu Adipozyten (Kook et al., 

2006). Des Weiteren führt die Steigerung der PPARγ-Aktivität über zwei Mechanismen zum 

Knochenverlust. Zum einen findet durch ‚β-catenin‘-Suppression eine Hemmung der 

osteoblastären Differenzierung statt (Wei et al., 2010; Wei et al., 2011), zum anderen kommt 

es zur RANKL-assoziierten Aktivierung der osteoklastären Differenzierung hämatopoetischer 

Stammzellen (Lecka-Czernik, 2009; Lecka-Czernik, 2010; Park et al., 2009). So verursacht 

der PPARγ-Funktionsverlust in hämatopoetischen Zelllinien der Maus Osteopetrose mit hoher 

Knochenmasse und extramedullärer Hämatopoese in der Milz (Wan et al., 2007). 

PPARγ moduliert die Insulinsensitivität der Zellen und ist an der Regulierung des Glukose- 

und Fettsäurestoffwechsels beteiligt (Rosen and Spiegelman, 2001). Es bildet eine Schaltstelle 

zwischen systemischem Fettstoffwechsel und der Adipogenese (Tontonoz et al., 1994). 

Dysregulationen können zu Adipositas, Insulinresistenz und Diabetes mellitus Typ2 führen 

(Sharma and Staels, 2007). 

Thiazolidindione (TZD) wie Rosiglitazon, Pioglitazon und Troglitazon gehören zur 

Medikamentengruppe der Antidiabetika und bewirken durch PPARγ2-Aktivierung in vitro 

und in vivo irreversibel die Förderung der Adipogenese und die Hemmung der Osteogenese 

(Okazaki et al., 1999; Schwartz, 2008). Es ist davon auszugehen, dass TZD den 

Knochenhaushalt durch Apoptoseinduktion der Osteozyten negativ beeinflussen (Mabilleau et 

al., 2010), sodass es zu reduzierter Knochenmasse und Knochenfestigkeit kommt. 

1.3.2.1 Interaktionen zwischen PPARγ und Runx2 

Entscheidend für die Entwicklungsrichtung einer MSC sind die beiden 

Schlüsseltranskriptionsfaktoren Runx2 und PPARγ (Duque, 2008; Komori, 2006; Moerman et 

al., 2004). Eine gesteigerte Adipogenese im Knochenmark ist assoziiert mit einer 

verminderten Osteogenese (Duque, 2008). Runx2 fördert die osteogene Differenzierung, 

wohingegen PPARγ die adipogene Differenzierung fördert. Runx2 und PPARγ agieren also 

als Gegenspieler in diesem System. Bei Infiltration des Knochenmarks können Adipozyten 

parakrin durch sekretorische Produkte und Adipozytokine auf Funktion und Differenzierung 
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der Osteoblasten einwirken (Shockley et al., 2009; Wolf, 2008). Kokulturen mit primären 

bzw. differenzierten Fettzellen und Osteoblasten führen so zu einer signifikanten Reduktion 

der Expression der Runx2-messenger-Ribonukleinsäure (mRNA) und des Runx2-Proteins in 

Osteoblasten und zu einer gesteigerten Expression der PPARγ-mRNA und des PPARγ-

Proteins. Durch anschließenden PPARγ-‚Knockdown’ wird die Runx2-Suppression 

verhindert. In der Kokultur findet keine vermehrte Apoptose in Osteoblasten statt (Liu LF et 

al., 2010). 

Jeon et al. beschrieben 2003, dass durch PPARγ-Aktivierung eine Reduktion der 

Transkriptionsaktivität des Runx2-Promotors und somit eine Suppression der Runx2-mRNA 

erfolgt. Des Weiteren wird die Runx2-Transkriptionsaktivität gehemmt, sodass durch 

vermindertes Ablesen zum Beispiel des Osteokalzinpromotors eine Reduktion der 

Osteokalzin-mRNA stattfindet (Jeon et al., 2003; Liu LF et al., 2010). Eine direkte Hemmung 

der Runx2-Expression durch PPARγ ist demnach beschrieben. Über den Einfluss des Runx2 

auf PPARγ und den Ort der Interaktion ist bislang nur wenig bekannt. 

1.3.3 Osterix (OSX) 

Osterix, auch bekannt als SP7, ist ein Zinkfinger-Transkriptionsfaktor, der von Osteoblasten 

exprimiert wird und für die Differenzierung von Präosteoblasten in reife Osteoblasten 

erforderlich ist (Nakashima et al., 2002). Osterix-‚Knockout’-Mäuse sterben bei der Geburt, 

weil ihnen größtenteils mineralisierter Knochen fehlt. Ihre mesenchymalen Stammzellen 

können sich aber zu Chondrozyten differenzieren, wodurch in Bereichen chondraler 

Ossifikation minimal mineralisierte Regionen entstehen können (Nakashima et al., 2002). 

Osterix aktiviert den Kollagen-IA1-Promotor (Koga et al., 2005) und inhibiert den ‚Canonical 

Wnt‘-Signalpfad, sowie konsekutiv die osteoblastäre Proliferation (Zhang et al., 2008).  

OSX und Runx2 beeinflussen einander positiv. Die Mechanismen dieser Induktionen sind 

bislang jedoch weitestgehend unbekannt (Celil et al., 2005; Nakashima et al., 2002; Tai et al., 

2004). Ebenso sind Details über die Regulation und Funktion von Osterix nur unvollständig 

verstanden.  

1.3.4 Osteokalzin (OC) 

Osteokalzin ist ein γ-carboxyliertes Protein, das etwa 10 bis 20% aller nicht-kollagenen 

Proteine im Knochen ausmacht. Seine Expression ist weitestgehend auf Osteoblasten 

beschränkt (McKee et al., 1992). Die Regulation erfolgt systemisch durch Hormone wie z.B. 

1,25-Dihydroxy-Vitamin D und gewebsspezifisch (Ducy et al., 1997). Die Funktion des 

Osteokalzins ist abhängig von seinem Karboxylierungszustand. Karboxyliert ist es biologisch 
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inaktiv, bindet an freies Kalzium und kalziumhaltige Oberflächen und hat eine hohe Affinität 

zum Knochen (Bugel, 2008; Hauschka et al., 1989). Unterkarboxyliert ist es biologisch aktiv 

und besitzt hormonale Charakteristika. Zu diesen zählen die Zellspezifität des Osteokalzin-

Gens, die Sekretion in zirkadianer Rhythmik und die Synthese als Prä-Pro-Molekül 

(Hauschka et al., 1989). Osteokalzin spielt eine Hauptrolle in der Regulierung des 

Energiemetabolismus. Es führt zu einem Anstieg der Betazell-Proliferation, der 

Insulinsekretion und -Sensitivität und des Energieverbrauchs (Lee NK et al., 2007). Des 

Weiteren wird Osteokalzin durch Osteoblasten in der Phase der Matrixmineralisation und 

damit relativ spät in der osteoblastären Differenzierung synthetisiert (Viereck et al., 2002). 

Das Serum-Osteokalzin stellt einen spezifischen Marker der Knochenbildung (Brown et al., 

1984) bzw. des Knochenumsatzes dar (Delmas et al., 1983). In seinem Promotor befinden 

sich zwei ‚osteoblast-specific elements‘ (OSE): OSE1 und OSE2, wobei Letzteres die Runx2-

bindende Promotorsequenz des Osteokalzingens darstellt (Ducy et al., 1997) und heute als 

Runx2-Konsensus-Sequenz bezeichnet wird. Die Runx2-Bindung in diesem Bereich führt zur 

Promotorinduktion des OC-Gen. 

1.3.5 Knochenspezifische Alkalische Phosphatase (BAP) 

Die Alkalische Phosphatase ist ein ubiquitär vorkommendes, membranständiges Enzym, 

dessen Isoenzyme in verschiedenen Geweben nachgewiesen werden können. Bei der 

knochenspezifischen Isoform (BAP) handelt es sich um ein Glykoprotein, das auf der 

Zelloberfläche der Osteoblasten zu finden ist (Swaminathan, 2001). Die Aktivität der BAP 

lässt sich im Serum messen und ist unter physiologischen Bedingungen während der 

Mineralisation des Knochens maximal (Wennberg et al., 2000). Pathologisch erhöhte 

Serumkonzentrationen sind mit einem erhöhten Knochenumsatz assoziiert, beispielsweise bei 

postmenopausaler Osteoporose oder metastasierenden Tumoren. Bei homozygoten AP-

‚Knockout’-Mäusen bleibt die Mineralisation des Knochens aus, obwohl sich die 

Osteoblasten normal differenzierten (Wennberg et al., 2000). Daraus lässt sich schließen, dass 

die BAP eine wichtige Rolle in der Kalzifikation der Knochenmatrix einnimmt (Golub et al., 

1992). BAP wird als hochspezifischer Marker für die knochenbildende Aktivität der 

Osteoblasten betrachtet und gilt als früher osteoblastärer Marker (Dresner-Pollak et al., 1996; 

Okazaki et al., 1999; Siggelkow et al., 1999b). Ihre Expression folgt einem charakteristischen 

Verlauf während der osteoblastären Entwicklung und stellt somit einen Marker der 

Osteoblastendifferenzierung dar (Liu LF et al., 2010; Siggelkow et al., 2004). 
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1.3.6 Adipozytäres Protein 2 (aP2) 

Das adipozytäre Protein 2 gehört zur Gruppe der ‚fatty acid-binding proteins‘ (FABP). Diese 

Gruppe umfasst etwa 14 bis 15 Kilodalton große Proteine, die Lipidantworten in Zellen 

koordinieren (Furuhashi and Hotamisligil, 2008). Sie binden mit hoher Affinität reversibel an 

hydrophobische Liganden wie gesättigte und ungesättigte Fettsäuren und ermöglichen somit 

ihren Transport in den Nukleus oder zu anderen spezifischen Kompartimenten der Zelle 

(Furuhashi and Hotamisligil, 2008). Dort erleichtern sie die Bindung der Liganden an ihren 

nukleären Rezeptor und steigern zudem dessen Transkriptionsaktivität an den Zielgenen. 

FABPs agieren auf diesem Wege als Übermittler der Transkriptionsregulierung durch Lipide. 

FABP4, auch bekannt als aP2, wird von Adipozyten und Makrophagen exprimiert und gilt als 

später adipozytärer Marker (Gregoire et al., 1998; Nuttall et al., 1998). Es besitzt einen 

signifikanten Einfluss auf das metabolische Syndrom, bei dem die vier folgenden Aspekte 

häufig aufeinandertreffen: stammbetonte Adipositas, Dyslipoproteinämie, essentielle 

Hypertonie und Glukosetoleranzstörung. Insbesondere in Letztere und in deren Verknüpfung 

mit der Adipositas greift aP2 in wichtigem Grade ein. Zu dieser Erkenntnis gelangten 

Hotamisligil et al. (1996), da diese in einem aP2-defizienten Mausmodell weniger 

Hyperinsulinämie und weniger Insulinresistenz bei adipösen, nicht jedoch bei schlanken 

Mäusen feststellten (Hotamisligil et al., 1996). Des Weiteren fanden Furuhashi et al. (2007) in 

einem kleinmolekularen aP2-Inhibitor einen effektiven Wirkstoff gegen stark ausgeprägte 

Arteriosklerose und Diabetes mellitus Typ II in Mausmodellen. Es ist also anzunehmen, dass 

die aP2-Funktion einen wichtigen Ansatzpunkt in der Entwicklung neuer Therapien gegen 

Insulinresistenz, Diabetes mellitus und Arteriosklerose bilden wird (Furuhashi et al., 2007).  

1.3.7 Lipoproteinlipase (LPL) 

Die Lipoproteinlipase wird von Adipozyten, skelettalen wie kardialen Muskelzellen und 

Makrophagen sezerniert und spielt eine wichtige Rolle im Lipoproteinstoffwechsel. Sie 

unterstützt durch Hydrolysierung von Triglyzeriden und Konversion von Triglyzerid-reichem 

‚very low-density lipoprotein‘ (VLDL) zu Cholesterol-reichem ‚low-density lipoprotein‘ 

(LDL) die Freisetzung von Fettsäuren (Russell, 1992). Diese werden anschließend in 

metabolisch aktiven Geweben wie Leber und Muskel verstoffwechselt oder in Adipozyten 

gespeichert. Defekte dieses Proteins verursachen die Familiäre Chylomikronämie. Betroffene 

Patienten leiden an sehr hohen Plasmatriglyzeridwerten, eruptiven Xanthomen, Lipaemia 

retinalis und Hepatosplenomegalie (Reina et al., 1992). Die LPL dient als Marker der 

adipogenen Differenzierung, gilt dabei allerdings im Gegensatz zu aP2 als Protein der frühen 

Differenzierung (Nuttall et al., 1998).  
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1.3.8 Osteoblastäres Differenzierungsmodell  

Rattenosteoblasten durchlaufen nach einem Modell von Owen unter Einfluss von Vitamin-C-

Phosphat und β-Glycerolphosphat nacheinander folgende Stadien: Proliferation, 

Matrixreifung und Mineralisation (Owen et al., 1990). Ein vergleichbares Modell konnte auch 

für primäre humane Osteoblasten (pHOB) erstellt werden (Owen et al., 1990; Siggelkow et 

al., 1999a; Siggelkow et al., 2004). Dabei können jedem Stadium charakteristische 

Genexpressionsmuster zugeteilt werden. Das Proliferationsstadium ist charakterisiert durch 

die aktive Proliferation der Zellen und die Expression der Gene, die mit der Bildung der 

extrazellulären Matrix assoziiert sind. Hierzu gehören Prokollagen I, ‚transforming growth 

factor-β‘ (TGF-β) und Fibronektin (Owen et al., 1990). Unter den von Owen gewählten 

Kulturbedingungen schließt sich nach circa 12 Tagen die Matrixreifung an, die durch die 

Zunahme der AP-Expression und -Enzymaktivität charakterisiert ist. In dieser Zeit erreicht 

die AP ihr Maximum, wohingegen OC noch nicht signifikant ansteigt. Am Ende der 

Matrixreifung kommt es zum maximalen Anstieg der OC-Expression, wodurch der Beginn 

der Mineralisation gekennzeichnet ist. Diese Phase beginnt nach Owen ungefähr an Tag 22 

und ist charakterisiert durch hohe Expressionen von OC, ‚Bone Sialoprotein‘ und Osteopontin 

(Stein and Lian, 1993). Die Proliferation der pHOB nimmt unter Standardkulturbedingungen 

mit zunehmender Konfluenz ab, während der Grad der Differenzierung zunimmt (Siggelkow 

et al., 1999b).  

 

Abbildung 7: Das „osteoblastäre Differenzierungsmodell“ modifiziert nach Owen et al. (1990, S. 422), 

Siggelkow et al. (2004, S.575) und Giesen (2007, S.86). 
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1.4 Zielsetzung 

Die Zielsetzung dieser Arbeit gliederte sich in drei Teile.  

Im ersten Abschnitt sollte in der Polymerase-Kettenreaktion die Auswirkung eines Runx2-

‚Knockdowns’ in pHOB auf die osteogenen Differenzierungsmarker OC, OSX und AP, sowie 

die adipogenen Differenzierungsmarker PPARγ, aP2 und LPL erfasst werden, um die Rolle 

des Runx2 im Gleichgewicht zwischen adipogener und osteogener Differenzierung besser zu 

verstehen. 

Im zweiten Abschnitt sollte im ‚Westernblot’ die Auswirkung der Runx2-mRNA 

supprimierenden ‚small-interfering‘-Ribonukleinsäure- (siRNA-) Runx2 auf Proteinebene 

untersucht werden. Bislang erfolgte die Untersuchung der Runx2-Suppression auf 

Proteinebene durch die siRNA-Runx2 in pHOB-Zellen noch nicht. Dafür sollte der ‚Western-

Naßblot‘ in unserem Labor etabliert werden. 

Im dritten Abschnitt sollte in der Polymerase-Kettenreaktion und im Luziferase-

Reportergenassay die Interaktion zwischen Runx2 und PPARγ untersucht werden. 

Insbesondere auf die Lokalisation des Runx2-Einflusses auf PPARγ wurde der Fokus gelegt. 

Der Luziferase-Reportergenassay sollte hierfür ebenfalls in unserem Labor etabliert werden.  
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2. Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Zellkultur 

2.1.1.1 Primäre humane Osteoblasten (pHOB)  

Die primären humanen Osteoblasten entstammen dem Knochenmaterial verschiedener 

Patienten, die sich in der orthopädischen Abteilung des Universitätsklinikums Göttingen (PD 

Dr. med. Mike Baums) und des Krankenhauses Neu-Mariahilf (Dr. med. Georg J. Manthey) 

in Göttingen operativen Eingriffen unterzogen haben. Sämtliche Knochenproben bestanden 

aus spongiösem Material, das aus Femur oder Tibiaplateau entnommen wurde.  

Die Patienten willigten schriftlich in die Verwendung des Materials zu Forschungszwecken 

ein. Der Ethikantrag lag bereits vor (Ethikantrag Nr. 9/5/01 mit dem Studientitel „Etablierung 

eines humanen Osteoblasten-Zellkulturmodells zur Untersuchung der Differenzierung 

während der Zeit in Kultur“). 

Tabelle 1: Übersicht verwendeter pHOB-Zellen 

Patient Patientenalter OP-Datum Operation Anmerkung 

S.R. 62 01.12.2009 Knie-TEP Gonarthrose 

A.S.  76 15.03.2010 Hüft-TEP   

W.V. 72 01.03.2010 Knie-TEP Gonarthrose 

B.S. 60 27.10.2008 Knie-TEP Gonarthrose 

2.1.1.2 ‚Single-cell-derived human mesenchymal stem cell line’ (SCP1) 

Die ‚single-cell-derived human mesenchymal stem cell line‘ wurde freundlicherweise durch 

Herrn Matthias Schieker aus der Abteilung Experimentelle Chirurgie und Regenerative 

Medizin der Ludwig-Maximilians-Universität München zur Verfügung gestellt (Boker et al., 

2008). Es handelt sich hierbei um humane mesenchymale Stammzellen, die durch lentiviralen 

Gentransfer modifiziert wurden und ektopisch Humane-Telomerase-Reverse-Transkriptase 

(hTERT) exprimieren.  

Nicht transfizierte mesenchymale Stammzellen verlieren bei Zellteilung die an den 

Chromosomenenden befindlichen Telomere. Nach circa 24 bis 40 Proliferationszyklen kommt 

es zum Wachstums- und Proliferationsstopp und zum Verlust mesenchymaler Funktionen. 

Diese beinhalten im Wesentlichen folgende Merkmale: unbegrenzte Proliferationskapazität 

sowie Differenzierungsmöglichkeiten zu unterschiedlichen Geweben; zu Knochen-, Knorpel-, 
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Fett- oder Muskelgewebe. Dem Telomer- und damit Funktionsverlust wirkt hTERT entgegen. 

Diese besteht aus dem ribonukleären Protein-Komplex Telomerase, dessen RNA als 

telomerische Matrize dient, und aus einer katalytischen Untereinheit mit Reverse-

Transkriptase-Aktivität. Die Zellen behalten somit auch nach einigen Replikationszyklen 

ihren Stammzellcharakter. 

Im Gegensatz zum Einsatz retroviraler Vektoren findet beim Einsatz lentiviraler Vektoren 

keine maligne Transformation der mesenchymalen Stammzellen in vitro statt.  

Tabelle 2: Reagenzien zur Nährmediumherstellung 

Reagenz Hersteller 

Dulbecco's modified eagle’s medium 

(DMEM) 
PAA, Pasching 

Modified eagle’s medium (MEM) alpha PAA, Pasching 

FCS (Fötales Kälberserum) PAA, Pasching 

L-Glutamin-Lösung (200mM) Gibco BRL, Cölbe 

Penicillin/Streptomycin-Fertiglösung 

(Pen./Strep.-Lösung) 
Gibco BRL, Cölbe 

 

Tabelle 3: Nährmediumherstellung 

pHOB-Nährmedium 

500 ml DMEM 

 + 50 ml FCS 

  + 5 ml Pen./Strep.-Lösung (10.000 units/ml) 

  + 5 ml L-Glutamin-Lösung (200 mM) 

SCP1-Nährmedium 
500 ml MEMalpha 

 + 50 ml FCS 

  + 5 ml Pen./Strep.-Lösung 

 

Tabelle 4: Reagenzien für die Zellkultur 

Reagenzien Hersteller 

OptiMEM (serumfreies Medium) Gibco BRL, Cölbe 

PBS (- CaCl2, - MgCl2) PAA, Pasching 

Trypsin-EDTA-Lösung Gibco BRL, Cölbe 

Trypanblau Serva, Heidelberg 

2-Mercaptoethanol Sigma, Taufkirchen 

75% Ethanol J.T. Backer, Deventer, NL 

Kryoröhrchen Nalgene Nunc, Roskilde, Dänemark 

Zellkulturflaschen Nunc, Roskilde, Dänemark 

Stickstofftank  Cryoson, Schöllkrippen 
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Tabelle 5: Geräte für die Zellkultur 

Produkt Hersteller 

Einmalpipetten 10ml, 20 ml Greiner, Nürtingen 

Pipettenspitzen  

10μl, 20µl, 100μl, 1.000μl Biozym, Hessisch-Oldendorf 

Neubauer-Zählkammer Brand, Wertheim 

Mikroplatte 6er Wells Nunc, Roskilde, Dänemark 

96-well- Platten Nunc, Roskilde, Dänemark 

Petrischale 9,4 x 1,6cm Greiner, Nürtingen 

Kulturflaschen Nunc, Roskilde, Dänemark 

Falconröhrchen Becton-Dickinson, Mountain View, USA 

Reaktionsgefäß 0,5ml, 1,5ml, 2 ml Eppendorf, Hamburg 

Pasteurpipetten Brand, Wertheim 

Sterilfilter Minisart Sartorius, Göttingen 

Absaugpumpe Schütt, Göttingen 

Mikroskop CK 2 mit Kamera SC 35 Olympus, Tokyo, Japan 

Bio-Photometer Eppendorf, Hamburg 

Bunsenbrenner Schuett, Göttingen 

Pipettus Hirschmann, Eberstadt 

CO2 Incubator MCO- 18 AIC Sanyo, Loughborough, UK  

Sterilbank Schirp, Bork, Westfalen 

Wasserbad Gebr. Rettberg, Göttingen 

Rotixa K Hettich, Lauenau 

Skalpel Techno cut, Horsham, UK 

Zellschaber Sarstedt, Newton, USA 

Fluoreszenzmikroskop Carl Zeiss, Jena 

Minirocker PeqLab, Erlangen 

2.1.2 Stimulationsverfahren 

2.1.2.1 Osteogene Stimulation 

Tabelle 6: Materialien für die osteogene Stimulation 

Reagenz Hersteller 

β-Glycerolphosphat  Sigma, Taufkirchen 

Ascorbinsäure-2-Phosphat  Sigma,Taufkirchen 

Dexamethason  Sigma, Taufkirchen 

1,25-Dihydrocholecalciferol  Hoffmann-La Roche, Grenzach 

  



   2 Material und Methoden 

 21 

2.1.2.2 Adipogene Stimulation 

Tabelle 7: Materialien für die adipogene Stimulation 

Reagenz Hersteller 

Dexamethason  Sigma, Taufkirchen 

IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthine)  Sigma, Taufkirchen 

Insulin  Berlin-Chemie, Berlin 

Troglitazon Molekulare Onkologie, Göttingen 
 

Tabelle 8: Stimulationsmedien 

Osteogenes Stimulationsmedium 

300 ml Nährmedium 

 +  10 mM ß-Glycerolphosphat 

 + 10 µM Ascorbinsäure-2-Phosphat 

 + 10 nM Dexamethason 

 + 48 µM 1,25-Dihydroxycholecalciferol 

Adipogenes Stimulationsmedium 

300 ml Nährmedium 

 +  1µM Dexamethason 

 + 0,5 mM IBMX 

 + 0,2 µM Insulin 

2.1.3 Arbeiten mit Bakterien 

Zur Herstellung chemisch kompetenter Bakterien wurden Escherichia coli der Linie DH5α 

hausintern bezogen und genutzt. Diese Bakterien waren zuvor einer Kalziumbehandlung 

unterzogen worden. 

Tabelle 9: Materialien für die Bakterienkultur 

Reagenz Hersteller 

Tryptone AppliChem, Darmstadt 

Yeast extract (Hefe) AppliChem, Darmstadt 

NaCl Merck, Darmstadt 

Ampicillin AppliChem, Darmstadt 

50% Glycerol Sigma, Taufkirchen 

LB-Kulturplatten hausintern bezogen 

 

Tabelle 10: Herstellung des LB- Mediums 

Reagenz Menge 

Tryptone  10 g 

Yeast extract 5 g 

NaCl 10 g 

Ampicillin 200 mg 

H2O dest ad 1.000 ml 

pH 7,4 
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2.1.4 Arbeiten mit Nukleinsäuren 

2.1.4.1 Arbeiten mit RNA 

2.1.4.1.1 Verwendete siRNAs 

Tabelle 11: Verwendete siRNAs 

siRNA Hersteller 

siRNA, Runx2 Nr.4 Qiagen, Hilden 

siRNA, control (non-silencing) Qiagen, Hilden 

2.1.4.2 Arbeiten mit Desoxyribonukleinsäure (DNA) 

2.1.4.2.1 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)  

Tabelle 12: Materialien für die RT-PCR 

Reagenz Hersteller 

5 x First Strand-Buffer Invitrogen, Karlsruhe 

dNTP 

(0,1μmol/μl);TTP,GTP,CTP,ATP Roche, Mannheim 

DTT (0,1mol/l) Invitrogen, Karlsruhe 

P(dT) 15 – Primer (11 μM) Roche, Mannheim 

RNase-Inhibitor (40U/μl) Roche, Mannheim 

M-MLV(200U/μl) Invitrogen, Karlsruhe 

Thermocycler Primus advanced 96 PeqLab, Erlangen 

PCR-Reaktionsgefäße Biozym, Hessisch-Oldendorf 

2.1.4.2.2 ‚Real-Time’-PCR  

Tabelle 13: Materialien für die ‚Real-Time‘-PCR 

Reagenz/Gerät Hersteller 

SYBR Green Master Mix Applied Biosystems, Carlsbad, USA 

Step One Plus Real Time PCR System Applied Biosystems, Carlsbad, USA 

Micro Amp Fast 96-well Reaction Plate  Applied Biosystems, Carlsbad, USA 

Optical Adhesive Covers PCR compatible Applied Biosystems, Carlsbad, USA 
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Tabelle 14: Verwendete ‚Real-Time‘-PCR Primer 

Gen Sequenz Hersteller 

β-Aktin sense 

β-Aktin antisense 
5'- CTG GAA CGG TGA AGG TGA CG -3' 

5'- AGT CCT CGG CCA CAT TGT GA -3' 
Invitrogen, Karlsruhe 

Runx2 sense 

Runx2 antisense 
5'- TTC CAG ACC AGC AGC ACT C -3' 

5'- CAG CGT CAA CAC CAT CAT T -3' 
Invitrogen, Karlsruhe 

OSX sense 

OSX antisense 

5´- GCA GCT AGA AGG GAG TGG TG - 3´ 

5´- GCA GGC AGG TGA ACT TCT TC - 3´ 
Invitrogen, Karlsruhe 

OC sense 

OC antisense 

5´- ATG AGA GCC CTC ACA CTC CTC - 3´ 

5´- GCC GTA GAA GCG CCG ATA GGC- 3´ 
Invitrogen, Karlsruhe 

AP sense 

AP antisense 

5‘- CCA CGT CTT CAC ATT TGG TG- 3‘ 

5‘- AGA CTG CGC CTG GTA GTT GT- 3‘ 
Invitrogen, Karlsruhe 

PPARγ2 sense 

PPARγ2 antisense 

5´- CTT TTG GTG ACT TTA TGG A- 3´ 

5´- CTT GTA GCA GGT TGT CTT- 3´ 
Invitrogen, Karlsruhe 

aP2 sense 

aP2 antisense 

5´- TAC TGG GCC AGG AAT TTG AC- 3´ 

5'- GTG GAA GTG ACG CCT TTC AT- 3' 
Invitrogen, Karlsruhe 

LPL sense 

LPL antisense 

5‘- AGT GGC CAA ATA GCA CAT CC -3‘ 

5‘- CCG AAA GAT CCA GAA TTC CA-3‘ 
Invitrogen, Karlsruhe 

2.1.4.2.3 Plasmidpräparation 

Tabelle 15: Materialien für die Plasmidpräparation 

Reagenz/Gerät Hersteller 

Ethanol JT Baker, Deventin, NL 

Isopropanol Roth, Karlsruhe 

Endofree Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden 

Ampicillin  Prothetik, Göttingen 

Schüttler  IKA, Staufen 

2.1.4.2.4 Verwendete Plasmide bzw. Vektoren 

2.1.4.2.4.1 PPARγ-Promotorgen 

Das PPARγ-Promotorgen wurde in einen pGL3-Basic Vector eingebaut. Dieser gehört zur 

Gruppe der pGL3-Luziferase-Reporter-Vektoren und ermöglicht eine quantitative Analyse 

genexpressionsregulierender Faktoren. Er umfasst in nicht modifiziertem Zustand 4818 

Basenpaare (bp). Auf seinem Genom liegen verschiedene Restriktionsstellen, die man sich für 

die Insertion eines Gens zu Nutze machen kann. In diesem Fall waren zuvor Genabschnitte, 

die zwischen Kpn I und Xho I liegen, durch einen 587 bp umfassenden, für den PPARγ-

Promotor kodierenden Genabschnitt ersetzt worden. Distal davon befindet sich eine für die 

‚firefly‘ (Photinus pyralis)-Luziferase kodierende Region auf dem Vektor. Diese wird nach 

der Transkription des vorgeschalteten PPARγ-Promotors abgelesen und gibt somit Aufschluss 

über die Transkriptionsaktivität des PPARγ-Promotorgens an. Luziferase baut unter 

Chemilumineszenz Luziferin zu Oxyluziferin um, das mithilfe eines Luminometers gemessen 
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werden kann. Der Vektor enthält des Weiteren ein Ampicillinresistenzgen, das nach Einbau 

des Vektors in Escherichia coli- (E. coli-) Bakterien als Selektionsmerkmal dient. 

Transformierte E. coli-Bakterien werden hierbei in ein mit Ampicillin versehenes Medium 

gegeben. Nur die den Vektor enthaltenden und damit Ampicillin-resistenten Bakterien 

überleben und proliferieren, während nicht-transformierte Bakterien absterben. Für 

darauffolgende Versuche entnommene Bakterien enthalten neben der Ampicillinresistenz 

auch den Rest des Vektors inklusive Reportergen.  

2.1.4.2.4.2 PPRE-Gen (PPRE-Luc) 

In den pGL3-Basic Vector kann anstatt des PPARγ-Promotors (s. 2.1.4.2.4.1) auch das 

‚Peroxisome proliferator-response element‘ (PPRE) eingebaut werden. Auch in diesem Fall 

ist das PPRE als Reportergen an das Luziferasegen gekoppelt. Interessant ist dieses 

Konstrukt, um die Transkriptionsaktivität des PPARγ-Proteins zu erfassen und damit seine 

Funktionalität zu prüfen.  

2.1.4.2.4.3 Runx2-Plasmid 

Der ‚Precision Lenti open reading frame‘ (ORF) Vector der Firma Thermo Scientific ist ein 

lentivirales Plasmid, das benutzerdefiniert modifiziert werden kann. Es besteht aber anders als 

bei oben genannten Vektoren keine Kopplung an das Luziferasegen. An seinen ORF-Bereich 

wurde das Runx2-Gen eingefügt. Dadurch führt die Transfektion des Plasmids in einer Zelle 

zur ektopischen, nicht adäquat durch endogene Regulationsmechanismen beeinflussbaren 

Runx2-Produktion und damit zur Runx2-Überexpression. Das Plasmid besitzt den 

antibiotischen Selektionsmarker Ampicillin und zusätzlich den Fluoreszenzmarker 

TurboGFP, der zur Bestimmung der Transfektionseffizienz benutzt werden kann. Runx2-Gen, 

Fluoreszenzmarker und Selektionsmarker werden durch nur einen gemeinsamen Promotor 

reguliert, sodass das Vorkommen einer der genannten Komponenten mit dem Vorkommen 

der beiden anderen Komponenten einhergeht. Das Plasmid wurde schon mit eingefügtem 

Runx2-Gen von ABgene, United Kingdom bezogen. 

Tabelle 16: Verwendete Plasmide 

Plasmid Hersteller/zur Verfügung gestellt von 

pGL3-Basic Vector PPARγ Promotor Klinische Pharmakologie, UMG 

pGL3-Basic Vector PPRE Klinische Pharmakologie, UMG 

Precision LentiORF mit Runx2-Gen ABgene, United Kingdom 
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2.1.4.2.5 Restriktionsverdau 

Tabelle 17: Materialien für den Restriktionsverdau 

Produkt Hersteller 

Tango Puffer Fermentas, St. Leon-Rot 

HIND III  Fermentas, St. Leon-Rot 

XBA 1 Fermentas, St. Leon-Rot 

2.1.4.2.6 Agarosegelelektrophorese  

Tabelle 18: Materialien für die Agarosegelelektrophorese 

Reagenz/Gerät Hersteller 

Tris Base Roth, Karlsruhe 

Borsäure Sigma, Taufkirchen 

EDTA (0,5M) Gibco BRL, Cölbe 

Agarose Biozym, Hessisch-Oldendorf 

Ethidiumbromid Sigma, Taufkirchen 

DNA-Längenstandard Invitrogen, Karlsruhe 

Saccharose Merck, Darmstadt 

Harnstoff Merck, Darmstadt 

Bromphenolblau Sigma, Taufkirchen 

Spannungsgerät Bio RAD, München 

Elektrophoresekammer Bio RAD, München 

Mikrowelle Micromat AEG, Winnenden 

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder Fermentas international 

 

Tabelle 19: Herstellung des Agarosegels und des Auftragspuffers 

20 x TBE- Puffer:  Auftragspuffer: 

216 g Tris  21 g Harnstoff 

110 g Borsäure  25 g Saccharose 

40 ml 0,5M EDTA  100μl 0,5M EDTA 

ad 400 ml H2Odest.  0,05g Bromphenolblau 

pH 8 – 8,2 (HCl)   

ad 1.000 ml H2Odest.   

2.1.4.2.7 Transfektion mit Lipofektamin 

Tabelle 20: Materialien für die Lipofektamintransfektion 

Reagenz Hersteller 

Lipofektamin 2000 Invitrogen, Karlsruhe 

Plus Reagent Invitrogen, Karlsruhe 

Opti MEM Gibco, Cölbe 
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2.1.4.2.8 Luziferase-Reportergenassay 

Tabelle 21: Materialien für den Luziferase-Reportergenassay 

Reagenz/Gerät Hersteller 

TRIS Roth, Karlsruhe 

HCl Roth, Karlsruhe 

NaCl Merck, Darmstadt 

EDTA Sigma, Deisenhofen 

Dikaliumhydrogenphosphat (K₂HPO₄) Merck, Darmstadt 

Kaliumdihydrogenphosphat (KH₂PO₄) Merck, Darmstadt 

PBS PAA, Pasching 

DTT Sigma, Deisenhofen 

Stickstoff, flüssig hausintern bezogen 

Glycylglycin AppliChem, Darmstadt 

Magnesiumsulfat (MgSO₄) Merck, Darmstadt 

EGTA Sigma, Deisenhofen 

D-Luziferin-Na-Salt p.j.k., Kleinblittersdorf 

ATP p.j.k., Kleinblittersdorf 

Luminometerröhrchen Sarstedt, Nümbrecht 

Luminometer Auto-Lumat LB 953 Berthold Technologies, Bad Wildbad 

GFP Pharmakologie Uni Göttingen 

Fluorometer Fusion™ Canberra-Packard, Dreieich 

 

Tabelle 22: Herstellung des Kratzpuffers 

Kratzpuffer   

TRIS/HCl (pH 7,5) 40 mM 

NaCl 150 mM 

EDTA (pH 8,0) 1 mM 

 

Tabelle 23: Herstellung des Kaliumphosphatpuffers 

Kaliumphosphatpuffer (pH 7,8)   

K₂HPO₄ 100mM 

KH₂PO₄ 100mM 

 

Tabelle 24: Herstellung des Glycylglycin-Puffers 

Glycylglycin- Puffer   

Glycylglycin (pH 7,8) 25 mM 

MgSO₄ 15 mM 

EGTA (pH 8,0) 4 mM 

 

Tabelle 25: Herstellung der Luziferin-Stammlösung 

Luziferin- Stammlösung   

DTT 10 mM 

Luziferin 1 mM 

Glycylglycin-Puffer in 180 ml  
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Tabelle 26: Herstellung des Luziferase-Assay-Mix 

Luziferase-Assay-Mix   

Kaliumphosphatpuffer 16,5 mM 

Glycylglycin-Puffer 82,4% (v/v) 

DTT 1,1 mM 

ATP 2,2 mM 

 

Tabelle 27: Herstellung des Luziferin-Mix 

Luziferin-Mix   

Luziferin 1 mM 

DTT 10 mM 

Glycylglycinpuffer in 7 ml 

Der Luziferin-Mix wird eisgekühlt und lichtgeschützt hergestellt und bis zur Verwendung 

aufbewahrt. 

2.1.5 Arbeiten mit Proteinen 

2.1.5.1 Proteinvorbereitung für den ‚Westernblot’ 

Tabelle 28: Materialien für die Proteinvorbereitung 

Reagenz/Gerät Hersteller 

Bovines Serumalbumin Invitrogen, Karlsruhe 

Bio-Photometer Eppendorf, Hamburg 

Hepes Sigma, Taufkirchen 

NaCl Merck, Darmstadt 

MgCl₂ Merck, Darmstadt 

EGTA Sigma, Taufkirchen 

Glycerin Merck, Darmstadt 

NP-40 Sigma, Taufkirchen 

Proteaseinhibitor Roche, Mannheim 

 

Tabelle 29: Herstellung des Lysepuffers 

Reagenz Konzentration 

Hepes pH 7,5 50 mM 

NaCl 150 mM 

MgCl₂ 1,5 mM 

EGTA 1 mM 

Glycerin 10% 

NP-40 0,50% 

Proteaseinhibitor 1 Tablette 

 ad 10 ml H₂O 
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2.1.5.2 ‚Westernblot’ 

Tabelle 30: Materialien für den ‚Westernblot’ 

Reagenz/Produkt Hersteller 

Ampuwa, H₂O dest. Fresenius, Bad Homburg 

NuPage LDS Sample Buffer Invitrogen, Karlsruhe 

DTT (0,1 mol/l) Invitrogen, Karlsruhe 

2-Mercaptoethanol Sigma, Taufkirchen 

NuPage Gel Invitrogen, Karlsruhe 

Laufpuffer Invitrogen, Karlsruhe 

ColorPlus Prestained Protein Ladder New England BioLabs, Ipswich, MA  

Gelelektrophoresekammer Invitrogen, Karlsruhe 

Schwämme Invitrogen, Karlsruhe 

Wardman-Papier omnilab, Bremen 

Nitrozellulosemembran GE Healthcare, München 

Blotkammer (1.Methode) Invitrogen, Karlsruhe 

Transferpuffer 1.Methode) Invitrogen, Karlsruhe 

Blotkammer (2.Methode) Bio-Rad, München 

Blotpuffer (2.Methode) Bio-Rad, München 

Magermilchpulver Roth, Karlsruhe 

Primärantikörper Runx2 M70, sc 10758 Santa Cruz, Heidelberg 

Sekundärantikörper Runx2 anti-rabbit Dako, Hamburg 

Primärantikörper PPARγ E8, sc 7273 Santa Cruz, Heidelberg 

Sekundärantikörper PPARγ anti-mouse Dako, Hamburg 

Primärantikörper β-Aktin, A5441 Sigma, Taufkirchen 

Sekundärantikörper β-Aktin anti-mouse Dako, Hamburg 

Ponceau S AppliChem, Darmstadt 

Amersham ECL Plus Detection Solution GE Healthcare, München 

Röntgenkassette Intas, Göttingen 

Röntgenfilm Konica Minolta, Langenhagen 

Medical Film Processor SRX 101A Konica Minolta, Langenhagen 

Tween 20 Sigma, Taufkirchen 

GFP Hausintern bezogen 

RLT-Puffer (aus RNeasy mini Kit) Qiagen, Hilden 

Re Blot Plus Strong Lösung Millipore Californien 
 

Tabelle 31: Verdünnung der ‚Westernblot’-Antikörper 

Primärantikörper Verdünnung Sekundärantikörper Verdünnung 

Runx2 M70  1:100 Runx2 anti-rabbit  1:2.000 

PPARγ E8  1:50 PPARγ anti-mouse  1:2.000 

Anti-β-Aktin  1:5.000 β-Aktin anti-mouse  1:2.000 
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Tabelle 32: Herstellung des TBS-T 

TBS-T Puffer   

TRIS HCl 24,2 g/l  

NaCl 87,6 g/l 

pH  auf 7,5 einstellen, anschließend 

Tween 5 ml dazugeben 

2.1.5.3 Image-J-Densitometrie 

Tabelle 33: Materialien für die Image-J-Densitometrie 

Produkt Hersteller 

Scanner DCP-7030 Brother, Bad Vilbel 

Image-J-Densitometrie 

http://lukemiller.org/index.php/2010/11/ 

analyzing-gels-and-western-blots-with-image-j/ 

2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkultur 

2.2.1.1 Primäre humane Osteoblasten (pHOB) 

Primäre humane Osteoblasten wurden wie bei Siggelkow et al. beschrieben aus 

Knochenfragmenten gewonnen (Siggelkow et al., 1999a). Nach Entnahme aus dem 

Operationsgebiet wurden diese sofort steril in 0,9% NaCl-Lösung eingelegt und anschließend 

bei 4°C gekühlt. Innerhalb von 24 Stunden wurden sie aufgearbeitet und kultiviert. 

Durch eine sterile Pinzette und ein steriles Skalpell wurde die Knochenprobe von kortikalem 

Gewebe und Fettgewebe befreit. Nach Zerkleinerung des übrig gebliebenen spongiösen 

Knochenmaterials in ca. 1 mm
3
 
 

Knochenstücke wurden diese mehrfach mit PBS gewaschen, 

um anhaftende Blutbestandteile zu entfernen. Zehn bis zwölf dieser Knochenfragmente 

wurden nun in Gewebekulturschalen gegeben und jeweils mit 3 ml pHOB-Nährmedium 

bedeckt. 

2.2.1.2 ‚Single-cell-derived human mesenchymal stem cell line’ (SCP1) 

Die SCP1-Zellen wurden bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und mithilfe des Nährmediums 

‚modified eagle‘s medium alpha‘ (MEMalpha) in Kultur genommen.  

2.2.1.3 Kultivierung der Zellen 

Die in dieser Promotionsarbeit verwendeten Zellen wurden bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit 

und 5% CO
2 

im Brutschrank kultiviert. Zweimal wöchentlich wurden etwa zwei Drittel des 

verbrauchten Mediums abgesaugt und je nach Zelllinie durch frisches pHOB-Nährmedium 

bzw. MEMalpha ersetzt. Es wurde darauf geachtet, die Zellen beim Einfüllen des neuen 

http://lukemiller.org/index.php/2010/11/analyzing-gels-and-western-blots-with-image-j/
http://lukemiller.org/index.php/2010/11/analyzing-gels-and-western-blots-with-image-j/
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Mediums nicht aufzuwirbeln. Im Folgenden wird die Kultivierung von Zellen häufig als 

‚basale Kulturbedingungen‘ bzw. ‚Standardkulturbedingungen‘ bezeichnet.  

2.2.1.4 Ablösung der Zellen durch Trypsin  

Nach Absaugen des Zellkulturmediums wurden die adhärenten Zellen mit ca. 8 ml PBS 

gewaschen. Es folgte die Inkubation im Brutschrank mit 2 ml Trypsin für 3 bis 5 Minuten 

(min) und anschließend die Überführung in ein 15 ml Falconröhrchen durch Zugabe von 8 ml 

Medium. Bei 1400 UpM wurden die Zellen 5 Min zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet 

wurde in 3 ml pHOB-Medium resuspendiert und nach Lebendzellzahlbestimmung mit einer 

versuchsabhängigen Zellzahl auf die Kultur-Platten ausgesät.  

2.2.1.5 Lebendzellzahlbestimmung  

Für die Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen in einer Zellsuspension wurden 10 µl der 

Zellsuspension mit 10 µl 0,5% Trypanblau-Lösung gemischt. Hiervon wurden 10 μl in eine 

Neubauer-Zählkammer gegeben. Zur Erfassung der vitalen Zellen wurden nur die ungefärbten 

Zellen gezählt, da sich vitale Zellen nicht durch Trypanblau anfärben lassen.  

2.2.1.6 Einfrieren von Zellen  

Nach Abtrypsinierung der Zellen erfolgte die Resuspension des Zellpellets in 1,8 ml 

Einfriermedium und deren Überführung in Kryoröhrchen. Diese Röhrchen wurden für 2 bis 3 

Tage in ein mit Isopropanol gefülltes Einfriergefäß gestellt und bei -70°C gelagert. 

Anschließend wurden sie in flüssigem Stickstoff aufbewahrt.  

2.2.1.7 Auftauen von Zellen  

Die mit Zellen versehenen Kryoröhrchen wurden im Wasserbad bei 37°C erwärmt, in 8 ml 

Medium überführt und abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet in 

Medium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche überführt.  

2.2.2 Stimulationsverfahren 

2.2.2.1 Osteogene Stimulation 

Die osteogene Stimulation erfolgte durch Ascorbinsäure-2-Phosphat (Vitamin C), 1,25-

Dihydrocholecalciferol (Vitamin D3), β-Glycerolphosphat und Dexamethason. Vitamin C 

erhöht extrazelluläre Matrixproteine wie Kollagen Typ1 und Osteokalzin (Urban et al., 2012). 

Vitamin D3 erhöht die Runx2- und Osteokalzin-Genexpression in pHOB (Siggelkow et al., 

1999b; Siggelkow et al., 2004; Viereck et al., 2002). β-Glycerolphosphat induziert in 
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knochenbildenden Zellen die Mineralisierung und wird vermutlich durch AP hydrolysiert 

(Chung et al., 1992; Tenenbaum et al., 1992). Glukokortikoide unterstützen die 

Knochenresorption und führen zur Suppression osteoblastenspezifischer Marker (Delany et 

al., 1994). Paradoxerweise aber besitzen sie ebenfalls einen stimulierenden Effekt auf die 

Osteogenese, da sich humane Knochenmarkszellen unter Dexamethasoneinfluss osteoblastär 

differenzieren. pHOB exprimieren nach 24-stündiger Dexamethasonstimulation mehr Runx2, 

aber weniger Osteokalzin (Viereck et al., 2002). 

Unter Zugabe des im Materialteil aufgeführten osteogenen Stimulationsmediums erfolgte die 

Stimulation im Brutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO₂-Anteil (Siggelkow 

et al. 1999a). Zweimal wöchentlich wurde das Stimulationsmedium ausgetauscht. Für die 

anschließende Transfektion wurde das Stimulationsmedium durch das Transfektionsmedium 

OptiMEM ersetzt. 

2.2.2.2 Adipogene Stimulation  

Die adipogene Stimulation erfolgte durch Dexamethason, Insulin und Isobutylmethylxanthin 

(IBMX). Dexamethason besitzt als Glukokortikoid einen paradoxen Einfluss auf den 

Knochenhaushalt (s. 2.2.2.1). Insulin ist ein Peptidhormon, das in Zusammenhang mit dem 

Phosphodiesterasehemmer IBMX und Dexamethason über eine PPARγ2- und C/EBPα-

Induktion die adipogene Differenzierung fördert (Ding et al., 2003; Nuttall et al., 1998; 

Prichett et al., 2000). 

Unter Zugabe des im Materialteil aufgeführten adipogenen Stimulationsmediums (ggf. plus 

10 µM Troglitazon) erfolgte die Stimulation im Brutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit 

und 5% CO2-Anteil. Zweimal wöchentlich wurde das Stimulationsmedium ausgetauscht. Für 

die anschließende Transfektion wurde das Stimulationsmedium durch das 

Transfektionsmedium OptiMEM ersetzt. 

2.2.3 Arbeiten mit Bakterien 

2.2.3.1 Transformation chemisch kompetenter DH5 α-E.-coli-Bakterien 

100 µl kalziumbehandelte DH5α-Bakterien wurden langsam aufgetaut. Nach Zugabe von 50 

ng Plasmid-DNA erfolgte eine 30-minütige Inkubation auf Eis. Anschließend wurde der 

Ansatz bei 42°C 2 min einem Wärmeschock ausgesetzt und sofort für weitere 20 min auf Eis 

gelagert. Nach Zugabe von 300 µl LB-Medium wurde der Ansatz für 30 min bei 37°C in das 

Schüttelbad gestellt. 200 µl der Suspension wurden auf einer auf 37°C vorgewärmten 

LB/Ampicillin-Agarplatte ausgestrichen. Die Platten inkubierten bei 37°C über Nacht im 
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Brutschrank. Am nächsten Morgen wurde pro Agarplatte eine gewachsene Kolonie in 5 ml 

LB-Medium mit 1 µl Selektionsantibiotikum Ampicillin/ml Medium bei 37°C und etwa 300 

UpM 8 bis 16 Stunden im Schüttelinkubator kultiviert. Aus diesen Vorkulturen wurden die 

Plasmide durch Maxi-Präparationen am folgenden Tag isoliert. 

2.2.4 Arbeiten mit Nukleinsäuren 

2.2.4.1 Arbeiten mit RNA 

2.2.4.1.1 RNA-/Protein-Isolierung anhand des AllPrep-RNA/Protein-Kits 

Die Isolierung von RNA und Protein aus kultivierten Zellen ist eine Standardmethode und 

wurde mithilfe des AllPrep-RNA/Protein-Kits von Qiagen durchgeführt. Die Methode 

umfasst folgende Schritte: Probenlyse, RNA- und Proteinisolierung. Die Probenlyse erfolgt 

mithilfe eines APL-Puffers, der Protein und RNA vor Ab- und Umbau schützt. Durch 

spezifische Bindung der RNA an eine in der AllPrep-Spin-Säule befindliche Silika-Gel-

Membran kann diese von Proteinen und weiteren Zellbestandteilen getrennt werden. Die 

Aufreinigung der Proteine gelingt mittels einer Protein-Cleanup-Spin-Säule. Die Benutzung 

des Qiagenproduktes wurde exakt nach Anweisung des Herstellers durchgeführt. Protein und 

RNA wurden bei -80°C gelagert. 

2.2.4.1.2 RNA-Isolierung anhand des RNeasy-Micro-Kits 

Die reine RNA-Isolierung erfolgte anhand des RNeasy-Micro-Kit von Qiagen. Durch 

spezifische Bindung der RNA an eine in der mitgelieferten RNeasy-Spin-Säule befindlichen 

Silika-Gel-Membran konnte diese von Proteinen, genomischer DNA und sonstiger 

Verunreinigung gesäubert werden. Die Benutzung des Qiagenproduktes befolgte exakt das 

Handbuch des Herstellers. Im letzten Schritt erfolgte die Eluation der RNA in RNase-freiem 

Wasser. Darin wurde die RNA-Konzentration mittels Photometrie bestimmt. Die RNA wurde 

bei -80°C gelagert. 

2.2.4.1.3 Photometrische mRNA-Konzentrationsmessung  

Nach Verdünnung der RNA-Suspension mit Ampuwa im Verhältnis 1:50 erfolgte die RNA-

Messung im Eppendorf Bio-Photometer bei 230, 260 und 280 nm Wellenlänge. 
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2.2.4.2 Arbeiten mit DNA 

2.2.4.2.1 Reverse-Transkriptase-PCR 

Während der Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion wird die Gesamt-RNA einer 

Zellpopulation mithilfe der M-MLV Reverse Transkriptase und oligo (dt) Primern in 

komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben. Die Reverse-Transkriptase-PCR stellt ein 

Standardverfahren dar. 

Für die reverse Transkription wurden 150 ng RNA entsprechend der jeweiligen Konzentration 

mit destilliertem Wasser auf 10 µl Gesamtvolumen gemischt und 10 min bei 60°C inkubiert. 

Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen: 

8 µl 5x First Strand Buffer 

8 µl dNTP  

8 µl oligo (dt) 15 Primer 

4 µl DTT  

2 µl MMLV 

0,5 µl RNase-Inhibitor 

Dieser Ansatz wurde anschließend im Thermo-Cycler mithilfe des folgenden Programms 

amplifiziert: 

Zeit (min) Temperatur (°C) 

60 38 

10 72 

∞ 4 

2.2.4.2.2 ‚Real-Time‘-PCR 

Die ‚Real-Time‘-Polymerase-Kettenreaktion ist eine Standardmethode, um DNA-Abschnitte 

einer DNA-Sequenz selektiv zu amplifizieren. Ein PCR-Ansatz setzte sich wie folgt 

zusammen: 

4,5 µl sybr Mix 

2,5 µl steriles Wasser 

1,0 µl sense primer 

1,0 µl antisense primer 

9 µl dieses Ansatzes wurden mit 1 µl c-DNA in jedes Well gegeben. 
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Der Ansatz inkubierte nach folgendem Temperaturschema im PCR-Cycler: 

Zeit (sec) Temperatur (°C) Zyklen 

20 95   

3 95 40 

30 60   

Es wurden jeweils 40 Amplifikationszyklen durchlaufen. Anschließend wurde eine 

Schmelzkurve für jeden Primer nach folgendem Schema erstellt: 

Zeit (sec) Temperatur (°C) 

15 95 

60 60 

15 95 

Diese Schmelzkurve dient der Überprüfung der korrekten Amplifikation. Optimalerweise 

entsteht ein Temperaturpeak, der sich je nach Primer ungefähr zwischen 75°C und 85°C 

befindet. 

Als ‚Housekeeping‘-Gen wurde β-Aktin verwendet. 

2.2.4.2.3 Auswertung der ‚Real-Time‘-PCR 

Bei der relativen Quantifizierung der ‚Real-Time‘-PCR wird der ‚cycle-threshold‘ (CT)-Wert 

eines zu untersuchenden Gens mit dem ‚Housekeeping‘-Gen β-Aktin in Bezug gesetzt. Dabei 

wird die Differenz der CT-Werte von Zielgen und ‚Housekeeping‘-Gen (ΔCT) gebildet und in 

folgende arithmetische Formel eingesetzt: 

Ratio = 2 
–ΔΔCT

 

Die Ratio ist dann die Expression des Zielgens in Relation zum ‚Housekeeping‘-Gen. Die 

Ratios der Proben wurden entsprechend der oben aufgeführten Formel berechnet. Bei 

Mehrfachansätzen innerhalb der Versuche wurden zunächst Mittelwert und Standardfehler 

der einzelnen Ergebnisse berechnet. 

2.2.4.2.4  Statistik  

Zur statistischen Auswertung wurde das Programm GraphPadPrism 4.0 verwendet. Die 

erhaltenen Daten wurden dem Man-Whitney-Test unterzogen. Dieser ist ein 

nichtparametrischer t-Test und vergleicht zwei ungepaarte Gruppen miteinander. Der 

resultierende p-Wert gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der eine zufällige Probe wieder in 

dem beobachteten Bereich liegt. Ist der p-Wert kleiner als 0,05, sind weniger als 5% der 

Ergebnisse zufallsbedingt und man spricht von einer statistischen Signifikanz. Bei einem 



   2 Material und Methoden 

 35 

Wert kleiner als 0,01 spricht man von einer hohen statistischen Signifikanz. Ein p-Wert 

kleiner als 0,1 wird als Tendenz eingestuft. 

2.2.4.2.5 Präparation von Plasmid-DNA  

Die Plasmidpräparationen des PPRE- und PPARγ-Promotorgens erfolgten anhand des 

Endofree-Plasmid-Maxi-Kit von Qiagen und wurden genau nach Vorschrift des Herstellers 

Qiagen unter Verwendung der mitgelieferten Puffer P1, P2, P3, ER, QBT, QC, QN und TE 

durchgeführt, deren Zusammensetzung vom Hersteller nicht angegeben ist. 

200 ml LB-Medium plus 200 µl Ampicillin wurden mit 40 µl der am Vortag angesetzten 

Bakterienkultur gemischt. Es folgte die Inkubation im Schüttler (300 rpm) bei 37°C für 12 bis 

16 Stunden. Nach Resuspension in 10 ml Puffer P1, Zelllyse in 10 ml Puffer P2 und 

Neutralisation mit 10 ml Puffer P3 wurde die Lösung in eine QIAfilter-Maxi-

Filtrationseinheit gefüllt, mit dem mitgelieferten Kolben durch den Filter in ein Auffanggefäß 

gedrückt und mit 2,5 ml ER-Puffer auf Eis inkubiert. Während der Inkubation wurde eine 

Qiagen-Tip 500-Säule mit 10 ml QBT Puffer äquilibriert. Das gefilterte Gemisch wurde auf 

diese Säule gegeben. Durch die Bindung der Plasmid-DNA an den Filter des Qiagen-Tips 

erfolgte die Trennung von Plasmid-DNA und Lösungsmittel. Nach zweimaligem Waschen 

mit 30 ml QC-Puffer wurde die DNA in 15 ml QN-Puffer gelöst, 10,5 ml Isopropanol 

dazugegeben und mit 5 ml 70% Ethanol gewaschen. Endgültig eluiert wurde die DNA in 100 

μl TE-Puffer. Die Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte im Bio-Photometer der 

Firma Eppendorf. Die DNA wurde bei -20°C gelagert.  

2.2.4.2.6 Restriktionsverdau 

Der Restriktionsverdau dient der Kontrolle einer Plasmidamplifikation. Zwei 

Restriktionsendonukleasen können nur dann ein Plasmid in zwei Teile schneiden, wenn dieses 

die für sie spezifischen Schnittstellen enthält und somit korrekt amplifiziert wurde. In der 

anschließend durchgeführten Agarosegelelektrophorese werden die zwei in ihrer 

Basenpaarlänge bekannten Plasmidanteile entsprechend ihrer Größe aufgetrennt und können 

anhand einer DNA-‚Ladder‘ verifiziert werden. 

Zur Optimierung der Reaktionsbedingungen für die Restriktionsenzyme wird Tango Puffer 

zum Reaktionsansatz gegeben. Die Schnittstelle der Restriktionsendonuklease HIND III 

befindet sich an der Basenpaarposition 53, der Restriktionsendonuklease XBA I an Position 

1742. Beispielsweise gilt für den PPARγ-Promotor enthaltenden, 4916 bp großen pGL3-

Vektor, dass durch die Restriktion eine 1689 bp große und eine 3229 bp große Untereinheit 

entstehen.  
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Es wurde wie folgt pipettiert: 

  PPRE 1 PPRE 2 PPARγ 1 PPARγ 2 

Tango Puffer 2 µl ⁻ 2 µl ⁻ 

HIND III 1 µl ⁻ 1 µl ⁻ 

XBA 1 1µl ⁻ 1µl ⁻ 

DNA 1,2 µl 1,2 µl 1 µl 1 µl 

H₂O 14,8 µl 18,8 µl 15 µl 19 µl 

Weiterhin ermöglicht ein Ampicillinresistenzgen die Selektion der transformierten 

Bakterienkulturen. 

2.2.4.2.7 Agarosegelelektrophorese 

Die Agarosegelelektrophorese stellt eine Methode zur Auftrennung von DNA-Molekülen 

unterschiedlicher Größe mithilfe eines elektrischen Feldes dar, die sich die negative Ladung 

der DNA zu Nutze macht. 

Für die Herstellung des Agarosegels wurde eine 1%-ige Lösung aus Agarose und 1x TBE 

Puffer in der Mikrowelle aufgekocht. Zur Visualisierung der cDNA-Moleküle erfolgte im 

Anschluss die Zugabe von 3 μl Ethidiumbromid. Die Agaroselösung wurde in Gelform 

gegossen und in eine mit 1x TBE-Puffer gefüllte Gelelektrophoresekammer gelegt. Es wurden 

zu jeder Probe 5 μl eines Bromphenolblau enthaltenden Auftragspuffers hinzupipettiert. Bei 

einer Spannung von 100V wurde für 45 min ein elektrisches Feld erzeugt, sodass die DNA-

Moleküle entsprechend ihrer negativen Ladung zum positiven Pol wanderten. Die 

Wanderungsgeschwindigkeit verhielt sich dabei antiproportional zur Größe der cDNA-

Moleküle. Zum Größenvergleich der DNA-Banden wurde eine sogenannte DNA-‚Ladder‘ 

benutzt. Die Detektion der cDNA-Banden erfolgte unter UV-Licht durch das im Gel 

enthaltene Ethidiumbromid. 

2.2.4.2.8 Lipofektamintransfektion 

Pro 6-well-Platte wurden folgende Ansätze vorbereitet: 

Ansatz A 

125 μl OptiMEM 

4 µl Plus Reagent 

1 µl siRNA (soweit nicht anders im 

Versuch beschrieben) 

15 min Inkubation bei RT 

Ansatz B 
125 µl OptiMEM 

5/10 µl Lipofektamin (s. Versuch) 
5 min Inkubation bei RT 
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Die beiden Ansätze wurden anschließend zusammengeführt und inkubierten 15 min bei RT. 

Nach Zellzahlbestimmung erfolgte die Aussaat der benötigten Zellen auf 6-well Platten. Nach 

24 Stunden wurde das Medium entfernt, die Zellen zweimalig mit PBS gewaschen und pro 

well 1,5 ml OptiMEM dazugegeben. Der vorbereitete Lipofektaminansatz wurde 

tropfenweise hinzugefügt. Nach 6 Stunden Inkubation im CO2-Inkubator wurde das 

Transfektionsmedium entfernt und Kulturmedium dazugeben. 

2.2.4.2.9 Luziferase-Reportergenassay 

Der Luziferase-Reportergenassay dient der quantitativen Messung der Transkriptionsaktivität 

eines Reportergens. Das Reportergen wird hierfür mit dem Luziferasegen gekoppelt, sodass 

bei vorhandener Transkriptionsaktivität an dem Reportergen, beispielweise bei Bindung 

eines Agonisten, das Enzym Luziferase hergestellt wird. Daraufhin wird dem Testsystem 

zugegebenes Luziferin unter Chemilumineszenz zu Oxyluziferin umgebaut. Es wird Licht der 

Wellenlänge 560 nm emittiert, das sich bei Substratüberschuss proportional zur 

Luziferasemenge verhält und im Luminometer gemessen werden kann. Bei Antagonisierung 

des Reportergens stellt sich ein Verblassen der Chemilumineszenz ein.  

Die Zellernte für den Reportergenassay erfolgte 48 Stunden nach Transfektion. Nach 

Entfernung des Kulturmediums und anschließendem Waschen in PBS wurden die Zellen in 

je ca. 1,5 ml Kratzpuffer mithilfe eines Gummispatels aus der Kulturschale gelöst und in ein 

Eppendorf-Reaktionsgefäß auf Eis überführt. Es folgten Zentrifugation (5 min, 4°C, 5.000 

UpM), Entfernung des Überstandes und Resuspension des Sediments in 150 µl kaltem 

Kaliumphosphatpuffer mit 1 mM DTT. Die Zellen wurden einem Gefrierschock in flüssigem 

Stickstoff ausgesetzt, anschließend im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und geschüttelt. Dieser 

Vorgang erfolgte insgesamt dreimal. Danach wurden die Zelltrümmer herunterzentrifugiert 

(5 min, 4°C, 14.000 UpM). Luziferase- und GFP-Messungen erfolgten im Überstand.  

Für den Luziferase-Genassay wurden 368 µl Luziferase-Assay-Mix mit 50 µl Probe im 

Luminometerröhrchen gemischt. Die Messung der Proben erfolgte im Luminometer vor und 

20 sec nach automatisierter Zugabe von 200 µl Luziferin-Lösung. Das Luminometer gab die 

Ergebnisse in Relativen Lichteinheiten (RLU) an. 

2.2.4.2.10 Quantitativer Nachweis der GFP-Reportergen-Aktivität 

Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz bei Durchführung des Luziferase-Genassays 

wurden die Zellen mit dem für ‚green fluorescent protein‘ (GFP) kodierenden Plasmid CMV-

pGFPtpz kotransfiziert. GFP ist ein Protein, das bei Anregung durch Licht einer bestimmten 
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Wellenlänge fluoresziert und somit detektiert werden kann. Die Fluoreszenz korreliert hierbei 

mit der Menge des GFP und schließlich mit dem Transfektionserfolg.  

Es wurden je 50 µl Zellextrakt in eine 96-well Schale gegeben und im computergesteuerten 

Fluorometer gemessen. Die Proben wurden mit einer Wellenlänge von 485 nm angeregt und 

die Fluoreszenz wurde bei 530 nm für 1 sec bei einer Signalverstärkung von 110 Volt (V) 

gemessen. Die Quantität der Fluoreszenz wurde in Relativen Fluoreszenzeinheiten (RFU) 

angegeben. 

2.2.5 Arbeiten mit Proteinen 

2.2.5.1 Protein-Isolierung adhärenter Zellen 

Nach Entfernung von Medium und Knochenfragmenten wurden die Zellen in PBS 

gewaschen, anschließend in 400 µl 60°C heißem Lysepuffer durch einen Zellschaber aus der 

Petrischale gelöst und in ein E-Cup überführt. Es folgte eine Zentrifugation bei 4°C und 1.400 

UpM über 5 min, die 15-minütige Inkubation auf Eis sowie eine erneute Zentrifugation (10 

min, 14.000 UpM, 4°C). Die Proteinkonzentration erfolgte im Überstand und wurde anhand 

der BCA-Methode nach Erstellung einer Standardkurve am Eppendorf Bio-Photometer 

durchgeführt. 

2.2.5.2 Proteinmessung anhand der Bicinchoninsäure (BCA)- Reaktion 

Vor Beginn der Proteinbestimmung wurde mittels einer Standardlösung aus bovinem 

Serumalbumin der Firma Invitrogen eine Standardkurve erstellt. Die Ausgangskonzentration 

betrug 1 µg/µl. Hieraus wurde eine Verdünnungsreihe im Verhältnis 1:2 mit destilliertem 

Wasser angesetzt und daraus sechs Standardproben à 50 µl hergestellt. 

Nach Isolierung der Proteine aus der Zellkultur wurden je 10 µl der gewonnenen Probe zu je 

40 µl destilliertem Wasser gegeben. BCA-Protein-Assay-Reagent A und -Reagent B wurden 

im Verhältnis 50:1 gemischt, pro Probe 950 µl hiervon mit 50 µl Proteinlösung sorgfältig 

vermengt und bei 37°C 30 min inkubiert. 

Am Eppendorf Bio-Photometer wurden die Standardlösungen und die Proben bei einer 

Wellenlänge von 562 nm gemessen. 

2.2.5.3 Probenvorbereitung 

Nach der Proteinisolierung wurde die Proteinlösung entsprechend der jeweiligen 

Konzentration auf eine Gesamtmenge von 10 µl Flüssigkeit aufgefüllt. Anschließend wurden 

jeder Probe 10 µl NuPage 4xLDS Sample Buffer und 1M DTT im Verhältnis 1:5 zugeführt. 

Bei 10-minütiger Inkubation erfolgte die Denaturierung bei 70°C.  
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2.2.5.4 Invitrogen-Gelelektrophorese 

Die Gelelektrophorese ist ein Standardverfahren zur Auftrennung von Proteinen. 

Entsprechend der Arbeitsanleitung des Herstellers wurde das NuPage Gel für die Invitrogen-

Gelelektrophorese vorbereitet. Pro Gel wurden 5 µl Protein-‚Ladder‘ zum Größenvergleich 

der Proteinbanden in eine separate Tasche hineinpipettiert. Die anderen Taschen wurden mit 

einer einheitlichen Proteinmenge zwischen 50 und 150 µg befüllt. Bei 100 V erfolgte der 

Durchlauf der Proben durch das Sammelgel in ca. einer Stunde, der Durchlauf durch das 

Trenngel erfolgte bei 120 V in ungefähr einer weiteren Stunde. 

2.2.5.5 Invitrogen-‚Westernblot’  

Der Gelelektrophorese folgt das Aufbringen der auf dem Gel befindlichen Polypeptidbanden 

auf einen festen Träger, die Nitrozellulosemembran. Das Gel wird direkt auf die 

Nitrozellulosemembran gelegt und senkrecht zur Laufrichtung des Gels wird eine elektrische 

Spannung angelegt. Die Proteinbanden gelangen somit aus dem Gel heraus auf die Membran, 

wo sie gebunden werden. Das Muster der getrennten Proteinbanden bleibt dabei bestehen. Die 

‚geblotteten’ Banden können anschließend mithilfe spezifischer Antikörper identifiziert 

werden. 

Entsprechend der Arbeitsanleitung der Firma Invitrogen wurde der ‚Westernblot’ aufgebaut 

und durchgeführt. Das Blotten erfolgte in einem Zeitraum von zwei Stunden bei 30 V. Zur 

Überprüfung des ‚Westernblots‘ wurde eine unspezifische Färbung aller Proteinbanden durch 

Ponceau S durchgeführt. 

2.2.5.6 Bio-Rad-‚Westernblot’ 

Nach Auftrennung der Proteine durch Gelelektrophorese werden die auf dem Gel 

befindlichen Polypeptidbanden auf einen festen Träger, die Nitrozellulosemembran, gebracht. 

Durch das Anlegen einer elektrischen Spannung senkrecht zur Laufrichtung des Gels wandern 

die Proteinbanden aus dem Gel heraus auf die dem Gel anliegende Membran und werden dort 

gebunden. Das Muster der getrennten Proteinbanden bleibt dabei bestehen. Die ‚geblotteten’ 

Banden können mithilfe spezifischer Antikörper identifiziert werden. Unspezifisch gebundene 

Antikörper werden durch Waschen mit Detergenzien-enthaltenden Puffern wieder entfernt. 

Gearbeitet wurde mit dem System der Firma Bio-Rad. Der Zusammenbau des sogenannten 

Gelsandwiches erfolgte strikt der von Bio-Rad beigefügten Anleitung. Hierbei war 

insbesondere darauf zu achten, dass das Gel auf der Kathodenseite der Membran zum Liegen 

kommt. Das Blotten erfolgte bei 350 mA über einen Zeitraum von 90 min. Zur Überprüfung 

http://de.wikipedia.org/wiki/Puffer
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des ‚Westernblots‘ wurde eine unspezifische Färbung aller Proteinbanden durch Ponceau S 

durchgeführt. 

2.2.5.7 Immunreaktion durch ‚enhanced chemiluminescence‘ (ECL) 

In dieser Promotionsarbeit wurden zur Entfernung unspezifisch bindender Antikörper 5% 

Magermilchpulver in TBS-T als Detergenzien-enthaltende Pufferlösung eingesetzt. Der etwa 

einstündigen Inkubation in dieser Lösung bei RT folgte das Einlegen der 

Nitrozellulosemembran über Nacht bei 4°C im 1:100 durch 5%-Milch-TBS-T-Lösung 

verdünnten Primärantikörper.  

Anschließend wurde die Membran zweimal kurz mit PBS und zweimal 10 min in 5%-Milch-

TBS-T gewaschen. Die Verdünnung des Sekundärantikörpers erfolgte im Verhältnis 1:2.000 

in 2,5%-Milch-TBS-T-Lösung. Hierin wurde die Membran eine Stunde bei RT auf dem 

Schwenktisch inkubiert. Nachfolgend wurde die Membran zweimal kurz mit PBS, dreimal 10 

min in 5%-Milch-TBS-T und anschließend noch einmal kurz in PBS gewaschen. 

2.2.5.8 Detektion 

Die Antikörperbindung wurde mit dem ECL-Plus-Detection-System von Amersham 

nachgewiesen. Die Detektionslösungen A und B wurden im Verhältnis 40:1 gemischt und 5 

min bei RT auf die Membran gegeben. 

Nach Entfernung der Lösung erfolgte die Detektion durch Belichtung eines Röntgenfilms in 

einer Röntgenkassette in der Dunkelkammer. Je nach Signalstärke wurde der Film zwischen 

einer Minute und einer Stunde belichtet. 

2.2.5.9 Wiederverwendung der Nitrozellulosemembran 

Nach der Immundetektion ist es möglich, den gebundenen Antikörper wieder zu entfernen 

und die Membran für weitere Analysen mit anderen Antikörpern einzusetzen. 

Hierfür wurde die Membran mit PBS gewaschen und im Anschluss 30 min in einer 1: 10 

verdünnten Re Blot Plus Strong-Lösung inkubiert. Anschließend wurde die Membran 

nochmal mit PBS gewaschen und zur Kontrolle in einer Röntgenkassette detektiert. Die 

Membran konnte nun erneut der Prozedur Blockade, Primärantikörper, Sekundärantikörper, 

Detektion unterzogen werden. 

2.2.5.10 Image-J-Densitometrie 

Die Image-J-Densitometrie ist ein semiquantitatives Verfahren, mit dem man nach 

Durchführung eines ‚Westernblots‘ die Bandendichte auf einem Röntgenfilm erfassen kann. 
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Der Röntgenfilm wurde hierfür durch Einscannen digitalisiert. Anschließend erfolgte dessen 

Auswertung nach Anleitung der folgenden Homepage: 

http://lukemiller.org/index.php/2010/11/analyzing-gels-and-western-blots-with-image-j/.  

Die Banden wurden mit dem Cursor manuell umkreist und durch das Internetprogramm 

ausgewertet.  

 

http://lukemiller.org/index.php/2010/11/analyzing-gels-and-western-blots-with-image-j/


   3 Ergebnisse 

 42 

3. Ergebnisse  

3.1 Runx2-‚Knockdown’ 

3.1.1 7-Tage-Runx2-‚Knockdown’ 

In Vorversuchen von M. Giesen wurde gezeigt, dass die Qiagen siRNA-Runx2 Nr. 4 

(siRunx2) die Runx2-mRNA in pHOB effektiv herunterreguliert (Giesen, 2007). Um den 

Effekt der Transfektion zu überprüfen und die Auswirkungen auf die PPARγ2-mRNA zu 

untersuchen, wurde der 7-Tage-Runx2-‚Knockdown’-Versuch durchgeführt. 

Hierfür wurden 40.000 pHOB-Zellen des Patienten S.R. pro well auf einer 6-well-Platte 

ausgesät (n=6). Die Aussaat erfolgte 24 Stunden vor Transfektion (Tag -1) und die Zellen 

wurden zu vier verschiedenen Zeitpunkten abgeerntet: Am Tag der Transfektion (Tag 0) 

sowie nach 48 Stunden (Tag 2), 96 Stunden (Tag 4) und 168 Stunden (Tag 7). 

Transfiziert wurden 1 µg siRunx2 bzw. 1 µg Kontroll-siRNA (siKo) mit 5 µl Lipofektamin. 

Nach 6-stündiger Transfektion wurde das Transfektionsmedium durch pHOB-Nährmedium 

ersetzt und die Zellen wurden wie gewohnt in Kultur genommen (s. 2.2.1.1). 

  

Versuch Medium Zellen 
Messzeitpunkte  

(Tage) 

Analysierte  

Genexpressionen 

7-Tage- 

Runx2- 

‚Knockdown’ 

pHOB-Nährmedium; 

Transf: 

OptiMEM,  

5µl Lipofektamin, 

1 µg siRunx2/ 

1 µg siKo 

pHOB, 

40.000/well 
0, 2, 4, 7 

Runx2 

PPARγ2 
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Abbildung 8: 7-Tage-Runx2-‚Knockdown’ in pHOB. Darstellung der Genexpression von A) Runx2 bzw. B) 

PPARγ2 jeweils in Relation zum β-Aktin-Gen nach Transfektion von 1 µg siRunx2 bzw. 1 µg siKo an Tag 0. 

Die Analysen erfolgten an Tag 0, 2, 4 und 7 anhand der ‚Real-Time‘-PCR. Die Darstellungen zeigen die 

Mittelwerte (n=6) und die entsprechenden Standardfehler (SEM). Die Sterne markieren die Signifikanzen 

zwischen siKo und siRunx2: *=p<0,05; **=p<0,01. Das Kreuz markiert eine Tendenz der Veränderungen 

zwischen siKo und siRunx2: #=p<0,1. 

Abbildung 8A: Die Transfektion der siRunx2 bewirkte nach vier Tagen eine im Vergleich zur 

Kontroll-siRNA tendenzielle Runx2-Suppression auf 41% des 0-Wertes. Nach 48 Stunden 

(48% des 0-Wertes) und 7 Tagen (168% des 0-Wertes) fand keine signifikante Veränderung 

der Runx2-Genexpression statt. Die Transfektionseffizienz ließ im Verlauf nach. 

Abbildung 8B: Nach Transfektion der Kontroll-siRNA kam es zu einer Abnahme der 

PPARγ2-Genexpression auf minimal 29% des 0-Wertes an Tag 4 und 47% an Tag 7. Die 

Transfektion der siRunx2 führte im Vergleich zur Kontroll-siRNA (siKo) zu einer 

signifikanten Steigerung der PPARγ2-mRNA auf 287% des 0-Wertes nach 48 Stunden, 49% 

des 0-Wertes nach vier Tagen und 113% des 0-Wertes an Tag 7. Der 7-Tage-Wert war dabei 

hochsignifikant. 

Fazit:  

Die Transfektion der siRunx2 führte nach vier Tagen zu einer tendenziellen Reduktion der 

Runx2-mRNA. Die Transfektion der siRunx2 führte nach 48 Stunden, 4 Tagen und 7 Tagen 

zu einer (hoch-) signifikanten Steigerung der PPARγ2-mRNA. 
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3.1.2 29-Tage-Runx2-‚Knockdown’ 

Versuch Medium Zellen 
Messzeitpunkte  

(Tage) 

Analysierte  

Genexpression 
Anmerkung 

29-Tage- 

Runx2- 

‚Knockdown’ 

pHOB-

Nährmedium; 

Transf.: 

5 µl 

Lipofektamin,  

1 µg siRunx2/ 

1 µg siKo 

pHOB 

Pat1: 

50.000/well 

Pat2: 

70.000/well 

0, 2, 7, 29 

Runx2 

PPARγ 

OC 

OSX 

AP 

aP2 

LPL 

osteogene  

Stimulation 

an Tag 

26/27 

Für den 29-Tage-Runx2-‚Knockdown’-Versuch wurden folgende pHOB-Zellen ausgesät 

(n=4): A.S. (Patient 1) und W.V. (Patient 2) (vgl. 2.1.1.1). Die Aussaat erfolgte 24 Stunden 

vor Transfektion (Tag -1) und die Zellen wurden zu vier verschiedenen Zeitpunkten 

abgeerntet: Am Tag der Transfektion (Tag 0), sowie nach 48 Stunden (Tag 2), 168 Stunden 

(Tag 7) und nach 696 Stunden (Tag 29). 

Zeitplan 

Tag -1 Aussaat 

Tag 0 1. Transfektion, Analyse 

Tag 2 Analyse 

Tag 4 2. Transfektion 

Tag 7 Analyse 

Tag 26/27 osteogene Stimulation 

Tag 29 Analyse 

Es erfolgten zwei Transfektionen (Tag 0; Tag 4) von 1 µg siRunx2 bzw. 1 µg siKo mit 5 µl 

Lipofektamin. Nach jeweils 6 Stunden wurde das Transfektionsmedium wieder durch das 

pHOB-Nährmedium (s. Tabelle 3) ersetzt und die Zellen wurden darin wie gewohnt in Kultur 

genommen (s. 2.2.1.1). Ein Teil der Zellen wurde über zwei Tage an Tag 26 und 27 osteogen 

stimuliert (vgl. 2.1.2.1, 2.2.2.1). Bei den nicht stimulierten Zellen erfolgte der letzte Wechsel 

des pHOB-Nährmediums 48 Stunden vor der Ernte. Die Analyse erfolgte durch ‚Real-Time‘-

PCR und ‚Westernblot’. 
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3.1.2.1 Einfluss der siRNA-Runx2 auf die Runx2-Expression in pHOB 

 

Abbildung 9: Darstellung der Runx2-Genexpression bei pHOB des A) Patienten 1 bzw. B) Patienten 2 ggf. mit 

osteogener Stimulation bei C) Patient 1 bzw. D) Patient 2, jeweils in Relation zum β-Aktin-Gen. Bei 

Transfektion von 1 µg siRunx2 bzw. 1 µg siKo an Tag 0 und Tag 4 erfolgten die Analysen an Tag 0, 2, 7 und 29 

anhand der ‚Real-Time‘-PCR. Die Darstellungen zeigen die Mittelwerte (n=4) und die entsprechenden 

Standardfehler (SEM). Die Sterne markieren die Signifikanzen zwischen zwei ausgewählten Vergleichsgruppen: 

*=p<0,05; **=p<0,01. 

Abbildung 9A: Bei pHOB des ersten Patienten fiel die basale Runx2-Genexpression nicht 

signifikant auf 84% des 0-Wertes im Verlauf der 29 Versuchstage. Die siRunx2-Transfektion 

bewirkte im Vergleich zu Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen zu allen erfassten Zeitpunkten 

eine signifikante Reduktion der Runx2-Genexpression auf 16%, 4% bzw. 6% des 0-Wertes an 

den jeweiligen Tagen. Nach 7 und nach 29 Tagen war die Reduktion im Vergleich zur 

Kontroll-siRNA hochsignifikant. 

Abbildung 9B: Bei pHOB des zweiten Patienten fiel die basale Runx2-Genexpression 

während der 29 Tage signifikant auf 79% des 0-Wertes. Zu allen erfassten Zeitpunkten konnte 

eine hochsignifikante Reduktion der Runx2-Genexpression gezeigt werden. Diese betrug 3%, 

5% bzw. 26% des 0-Wertes an den jeweiligen Tagen. 

Abbildung 9C: Bei pHOB des ersten Patienten bestand sowohl mit als auch ohne osteogene 

Stimulation ein hoch signifikanter Unterschied zwischen Kontroll-siRNA- und siRunx2- 
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transfizierten Zellen. Während bei nicht stimulierten Zellen die Kontroll-siRNA-transfizierten 

Zellen bei 33% des 0-Wertes lagen, wurden unter siRunx2-Einfluss 6% des 0-Wertes erreicht. 

Bei stimulierten Zellen lagen die Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen bei 38% des 0-Wertes, 

wohingegen die siRunx2-transfizierten Zellen 16% des 0-Wertes erreichten. Die Runx2-

Expression wurde also bei stimulierten Zellen durch siRunx2-Einfluss signifikant weniger 

reduziert als bei unstimulierten Zellen. So wurde bei Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen 

anstatt einer Reduktion auf 33% nur eine Reduktion auf 38% des 0-Wertes und bei siRunx2-

transfizierten Zellen anstatt einer Reduktion auf 6% nur eine Reduktion auf 16% des 0-Wertes 

erreicht.  

Abbildung 9D: Bei pHOB des zweiten Patienten bestand ein signifikanter Unterschied 

bezüglich der Runx2-Expression bei unstimulierten Zellen, jedoch nicht bei stimulierten 

Zellen. Während bei unstimulierten Zellen die Kontrolle (siKo) bei 57% des 0-Wertes lag, 

wurde unter siRunx2-Einfluss eine signifikante Reduktion auf 26% erreicht. Bei stimulierten 

Zellen lag die Kontrolle (siKo) bei 130% des 0-Wertes, wohingegen die siRunx2-

transfizierten Zellen 83% des 0-Wertes erreichten (nicht signifikant). Bei stimulierten Zellen 

wurde die Runx2-Expression durch die siRunx2 nicht signifikant weniger gehemmt als bei 

nicht stimulierten Zellen (von 26% auf 83%). Bei den Kontroll-Zellen (siKo) konnte hingegen 

anstatt einer Reduktion auf 83% eine Steigerung auf 130% des 0-Wertes gezeigt werden. 

Dieser Unterschied war signifikant. 

Berechnet man die Mittelwerte beider Patienten, ergibt sich folgende Tabelle: 

 

0-Wert 1 

siKo48h/0-Wert  0,975 

siRunx2 48h/0-Wert  0,087 

siKo7T/0-Wert  0,8665 

siRunx2 7T/0-Wert  0,049 

siKo 29Tunst/0-Wert 0,457 

siRunx2 29Tunstim/0-Wert  0,167 

siKo 29T stim/0-Wert 0,909 

siRunx2 29T stim/0-Wert 0,499 

29T unbeh/0-Wert 0,819 
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Fazit (betrifft die Mittelwerte der pHOB beider Patienten): 

Im Langzeit-‚Knockdown’-Versuch gelang die Downregulation der Runx2-Suppression über 

29 Tage durch zweimalige Transfektion der siRunx2 an Tag 0 und Tag 4. Die osteogene 

Stimulation führte zu einem Anstieg der Genexpression von Runx2 (siKo: von 45,7% auf 

90,9% (Tendenz) bzw. siRunx2: von 16,7% auf 49,9%). Da die Mittelwerte nicht signifikant 

sind, zeigen die Ergebnisse aber keinen sogenannten ‚Rescue’ der Runx2-mRNA durch die 

Stimulation, sondern allenfalls eine Abschwächung des siRunx2-Effekts. 

3.1.2.2 Einfluss der siRNA-Runx2 auf die OC-Expression in pHOB 

 

Abbildung 10: Darstellung der OC-Genexpression bei pHOB des A) Patienten 1 (n=4) bzw. B) Patienten 2 

(n=2) im 29-Tage-Runx2-‚Knockdown’, jeweils in Relation zum β-Aktin-Gen. Bei Transfektion von 1 µg 

siRunx2 bzw. 1 µg siKo an Tag 0 und Tag 4 erfolgten die Analysen an Tag 0, 2, 7 und 29 anhand der ‚Real-

Time‘-PCR. Die Darstellungen zeigen die Mittelwerte und die entsprechenden Standardfehler (SEM). Die Sterne 

markieren die Signifikanzen zwischen zwei ausgewählten Vergleichsgruppen: *=p<0,05; **=p<0,01. 

Abbildung 10A: Bei pHOB des ersten Patienten (n=4) fiel die basale OC-Expression im 

Versuchsverlauf hochsignifikant auf 36% des 0-Wertes ab. Die Kontroll-siRNA-transfizierten 

Zellen zeigten eine abnehmende OC-Expression auf minimal 34% des Ausgangswertes an 

Tag 29. Durch den Runx2-‚Knockdown’ fand im Vergleich zu Kontroll-siRNA-transfizierten 

Zellen zu allen untersuchten Zeitpunkten eine signifikante Reduktion der OC-Genexpression 

auf 43%, 21% bzw. 24% des 0-Wertes statt. Die Werte nach 48 Stunden und 7 Tagen waren 

hochsignifikant.  

Abbildung 10B: Bei pHOB des zweiten Patienten betrug n=2, sodass diese Ergebnisse alleine 

statistisch nicht verwertet werden können. Die basale OC-Expression fiel im Versuchsverlauf 

(signifikant) auf 80% des 0-Wertes ab. Die siRunx2-Transfektion führte zu einer 

(hochsignifikanten) OC-Gensuppression nach 48 Stunden auf 48% des 0-Wertes. Die anderen 

Zeitpunkte (68%, 122%) blieben unverändert. 
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Berechnet man die Mittelwerte beider Patienten, ergibt sich folgende Tabelle: 

0-Wert 1 

siKo48h/0-Wert  0,855 

siRunx2 48h/0-Wert  0,455 

siKo7T/0-Wert  0,624 

siRunx2 7T/0-Wert  0,405 

siKo 29Tunst/0-Wert 0,516 

siRunx2 29Tunstim/0-Wert  0,635 

29T unbeh/0-Wert 0,511 

Fazit (betrifft die Mittelwerte der pHOB beider Patienten): 

Im Versuchsverlauf fand unter Basisbedingungen eine Reduktion der OC-Expression auf 

51,1% des 0-Wertes statt. Die siRunx2 führte insgesamt zu einer Reduktion der osteogenen 

Differenzierung durch eine signifikante OC-Reduktion, die im Mittel nur nach 48 Stunden 

signifikant war (45,5%). 

3.1.2.3 Einfluss der siRNA-Runx2 auf die OSX-Expression in pHOB  

 

Abbildung 11: Darstellung der OSX-Genexpression bei pHOB des A) Patienten 1 bzw. B) Patienten 2, jeweils 

in Relation zum β-Aktin-Gen. Bei Transfektion von 1 µg siRunx2 bzw. 1 µg siKo an Tag 0 und Tag 4 erfolgten 

die Analysen an Tag 0, 2, 7 und 29 anhand der ‚Real-Time‘-PCR. Die Darstellungen zeigen die Mittelwerte 

(n=4) und die entsprechenden Standardfehler (SEM). Die Sterne markieren die Signifikanzen zwischen zwei 

ausgewählten Vergleichsgruppen: **=p<0,01. Das Kreuz markiert eine tendenzielle Reduktion: #=p<0,1. 

Abbildung 11A: Bei pHOB des ersten Patienten fiel die basale OSX-Expression im 29-

Tageverlauf hochsignifikant auf 38% des 0-Wertes. Die Kontroll-siRNA-Transfektion 

bewirkte nach 48 Stunden eine nicht signifikante, auf 133% des Ausgangswerts erhöhte OSX-

Expression, an Tag 7 und Tag 29 eine verminderte OSX-Expression mit einem Minimum von 

44% des 0-Wertes an Tag 29. Durch den Runx2-‚Knockdown’ fanden im Vergleich zu 

Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen nicht signifikante Veränderungen der OSX-

Genexpression auf 55%, 59% bzw. 77% des 0-Wertes statt. 
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Abbildung 11B: Bei pHOB des zweiten Patienten fiel die basale OSX-Expression im Verlauf 

des Versuches tendenziell auf 29% des 0-Wertes ab. Bei Kontroll-siRNA-Transfektion wurde 

die OSX-Expression auf minimal 30% des Ausgangswertes an Tag 29 reduziert. Die 

Transfektion der siRunx2 zog an Tag 7 eine Reduktion auf 48% und an Tag 29 eine 

Reduktion der OSX-Genexpression auf minimal 13% des 0-Wertes nach sich. Im Vergleich 

zu Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen ergaben sich jedoch keine Signifikanzen. 

Berechnet man die Mittelwerte beider Patienten, ergibt sich folgende Tabelle: 

0-Wert 1 

siKo48h/0-Wert  0,979 

siRunx2 48h/0-Wert  0,83 

siKo7T/0-Wert  0,617 

siRunx2 7T/0-Wert  0,532 

siKo 29Tunst/0-Wert 0,432 

siRunx2 29Tunstim/0-Wert  0,52 

29T unbeh/0-Wert 0,338 

Fazit (betrifft die Mittelwerte der pHOB beider Patienten): 

Unter basalen Kulturbedingungen kommt es zu einer Abnahme der OSX-Expression auf 

33,8%. Der Runx2-‚Knockdown’ führt nicht zu einer signifikanten Veränderung der OSX-

Expression. 

3.1.2.4 Einfluss der siRNA-Runx2 auf die AP-Expression in pHOB 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 12: Darstellung der AP-Genexpression bei pHOB des A) Patienten 1 (n=4) bzw. B) Patienten 2 

(n=2), jeweils in Relation zum β-Aktin-Gen. Bei Transfektion von 1 µg siRunx2 bzw. 1 µg siKo an Tag 0 und 

Tag 4 erfolgten die Analysen an Tag 0, 2, 7 und 29 anhand der ‚Real-Time‘-PCR. Die Darstellungen zeigen die 

Mittelwerte und die entsprechenden Standardfehler (SEM). Die Sterne markieren die Signifikanzen zwischen 

zwei ausgewählten Vergleichsgruppen: *=p<0,05; **=p<0,01. 

Abbildung 12A: In der Versuchsspanne von 29 Tagen beobachtete man bei pHOB des ersten 

Patienten eine hochsignifikante Steigerung der basalen AP-Genexpression auf 211% des 0-
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Wertes. Nach Kontroll-siRNA-Transfektion fand eine Reduktion der AP-Genexpression auf 

minimal 53% nach 48 Stunden statt. Die Runx2-Suppression bewirkte eine im Vergleich zu 

Kontroll-siRNA-transfizierten Zellen nicht signifikante AP-Reduktion auf 22% des 0-Wertes 

nach 48 Stunden, sowie eine signifikant verminderte AP-Genexpression an Tag 7 auf 9% des 

0-Wertes und an Tag 29 auf 44% des 0-Wertes.  

Abbildung 12B: Bei pHOB des zweiten Patienten betrug n=2, sodass diese Ergebnisse alleine 

statistisch nicht ausgewertet werden können. Diese Zellen verzeichneten während der 29 Tage 

keine (signifikante) Änderung der basalen AP-Expression im Vergleich zum 0-Wert. Unter 

Einfluss der siKo lag der 48-Stunden-Wert bei 22% des Ausgangswertes. Zu den beiden 

anderen Zeitpunkten fand eine geringe Steigerung der Genexpression auf 135% (Tag 7) bzw. 

127% (Tag 29) statt. Durch Einfluss der siRunx2 bestand zu allen erfassten Zeitpunkten eine 

(signifikante) Reduktion der AP-Genexpression auf 22% nach 48 Stunden, auf 29% nach 7 

Tagen und 94% des 0-Wertes an Tag 29. (Nach 7 und nach 29 Tagen war diese 

hochsignifikant.) 

Berechnet man die Mittelwerte beider Patienten, ergibt sich folgende Tabelle: 

0-Wert 1 

siKo48h/0-Wert  0,544 

siRunx2 48h/0-Wert  0,226 

siKo7T/0-Wert  1,094 

siRunx2 7T/0-Wert  0,176 

siKo 29Tunst/0-Wert 0,963 

siRunx2 29Tunstim/0-Wert  0,645 

29T unbeh/0-Wert 1,877 

Fazit (betrifft die Mittelwerte der pHOB beider Patienten): 

Unter Basisbedingungen fand eine tendenzielle Zunahme der AP-Expression im Verlauf auf 

187,7% des 0-Wertes statt. Der Runx2-‚Knockdown’ führt zu einer Reduktion der AP-

Expression, die tendenziell nach 48 Stunden (22,6% des 0-Wertes) und hochsignifikant nach 

7 Tagen vorliegt (17,6% des 0-Wertes). Anschließend ist sie im Mittel nicht mehr 

detektierbar. 
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3.1.2.5 Einfluss der siRNA-Runx2 auf die PPARγ2-Expression in pHOB 

 

Abbildung 13: Darstellung der PPARγ2-Genexpression bei pHOB des A) Patienten 1 bzw. B) Patienten 2, 

jeweils in Relation zum β-Aktin-Gen. Bei Transfektion von 1 µg siRunx2 bzw. 1 µg siKo an Tag 0 und Tag 4 

erfolgten die Analysen an Tag 0, 2, 7 und 29 anhand der ‚Real-Time‘-PCR. Die Darstellungen zeigen die 

Mittelwerte (n=4) und die entsprechenden Standardfehler (SEM). Die Sterne markieren die Signifikanzen 

zwischen zwei ausgewählten Zellgruppen: *=p<0,05; **=p<0,01. Das Kreuz kennzeichnet eine tendenzielle 

Reduktion: #=p<0,1. 

Abbildung 13A: Unter Standardkulturbedingungen sank die PPARγ2-Genexpression während 

der 29 Versuchstage bei pHOB des ersten Patienten ohne Signifikanz auf 84% des 

Ausgangswertes ab. Unter siKo-Einfluss stieg die PPARγ-Genexpression nach 48 Stunden 

auf 144% des 0-Wertes, nach 7 Tagen sank sie auf 58%. Die Runx2-Suppression bewirkte 

nach 7 Tagen im Vergleich zur Kontrolle (siKo) eine hochsignifikante Induktion des 

PPARγ2-Gens auf 120% des 0-Wertes. Die anderen Zeitpunkte zeigten keine Signifikanz und 

keine Tendenz einer Induktion an (48 Stunden: 152%; 29 Tage: 100% des 0-Wertes). 

Abbildung 13B: Eine hochsignifikante Steigerung der PPARγ2-Genexpression hingegen fand 

bei pHOB des zweiten Patienten auf 297% des Ausgangswertes statt. Nach Kontroll-siRNA-

Transfektion zeigte sich ein 7-Tage-Wert von 57% und ein 29 Tage-Wert von 446% des 0-

Wertes. Unter Runx2-Suppression konnte nach 48 Stunden keine signifikante Veränderung 

gezeigt werden (100% des 0-Wertes). Nach 7 Tagen hingegen konnte im Vergleich zur 

Kontrolle (siKo) eine Tendenz der PPARγ2-Geninduktion auf 90% des 0-Wertes beobachtet 

werden. Nach 29 Tagen zeigte sich im Vergleich zur Kontrolle (siKo) eine hochsignifikante 

Repression des PPARγ2-Gens auf 202% des 0-Wertes. 

Berechnet man die Mittelwerte beider Patienten, ergibt sich folgende Tabelle: 
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0-Wert 1 

siKo48h/0-Wert  1,262 

siRunx2 48h/0-Wert  1,225 

siKo7T/0-Wert  0,582 

siRunx2 7T/0-Wert  1,034 

siKo 29Tunst/0-Wert 2,827 

siRunx2 29Tunstim/0-Wert  1,589 

29T unbeh/0-Wert 1,906 

Fazit (betrifft die Mittelwerte der pHOB beider Patienten): 

Unter Basisbedingungen nahm die PPARγ2-Genexpression in pHOB auf 190,6% des 0-

Wertes zu. Durch den Runx2-‚Knockdown’ kommt es nach sieben Tagen zu einer 

hochsignifikanten Steigerung der PPARγ2-Expression (auf 103,4% des 0-Wertes). Im 

Kurzzeit-Runx2-‚Knockdown’ war sie nach 48 Stunden und 4 Tagen signifikant, nach 7 

Tagen hochsignifikant (3.1.1). 

3.1.2.6 Einfluss der siRNA-Runx2 auf die aP2-Expression in pHOB 

 

Abbildung 14: Darstellung der aP2-Genexpression bei pHOB des A) Patienten 1 bzw. B) Patienten 2, jeweils in 

Relation zum β-Aktin-Gen. Bei Transfektion von 1 µg siRunx2 bzw. 1 µg siKo an Tag 0 und Tag 4 erfolgten die 

Analysen an Tag 0, 2, 7 und 29 anhand der ‚Real-Time‘-PCR. Die Darstellungen zeigen die Mittelwerte (n=4) 

und die entsprechenden Standardfehler (SEM). Die Sterne markieren die Signifikanzen zwischen zwei 

ausgewählten Vergleichsgruppen: *=p<0,05; **=p<0,01. Das Kreuz kennzeichnet eine tendenzielle Reduktion 

zwischen den Vergleichsgruppen: #=p<0,1. 

Abbildung 14A: Unter Standardkulturbedingungen nahm die basale aP2-Genexpression bei 

pHOB des ersten Patienten während 29 Tagen hochsignifikant auf 299% des 0-Wertes zu. 

Unter Kontroll-siRNA-Einfluss wurde die aP2-Expression auf ein Maximum von 260% nach 

29 Tagen linear gesteigert. Bei Runx2-Suppression zeigte sich im Vergleich zu Kontroll-

siRNA-transfizierten Zellen nach 48 Stunden und 7 Tagen eine tendenzielle Reduktion der 
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aP2-Genexpression auf 52% bzw. 75% des 0-Wertes. Nach 29 Tagen entsprach die aP2-

Genexpression 251% des 0-Wertes. Eine Signifikanz bestand zu keinem Zeitpunkt. 

Abbildung 14B: Bei pHOB des zweiten Patienten führte die Kultivierung der Zellen unter 

Standardbedingungen zu einer hochsignifikanten Steigerung auf 2313% des 0-Wertes. Die 

Kontrolle (siKo) erreichte nach 48 Stunden mit 72% die geringste aP2-Genexpression und 

nach 29 Tagen mit 515% die stärkste Genexpression. Die Transfektion der siRunx2 hatte nach 

48 Stunden (115% des 0-Wertes) und 7 Tagen (133% des 0-Wertes) keinen Einfluss auf die 

aP2-Genexpression. Nur nach 29 Tagen konnte man nach Transfektion der siRunx2 eine aP2-

Expression (entspricht 2130% des 0-Wertes) beobachten, die beinahe so hoch war wie die 

unbehandelte Kontrolle (29T unbehandelt). Zu diesem Zeitpunkt bestand ein 

hochsignifikanter Unterschied zur Kontrolle (29T siKo).  

Berechnet man die Mittelwerte beider Patienten, ergibt sich folgende Tabelle: 

0-Wert 1 

siKo48h/0-Wert  1,159 

siRunx2 48h/0-Wert  0,889 

siKo7T/0-Wert  1,593 

siRunx2 7T/0-Wert  1,09 

siKo 29T/0-Wert 4,06 

siRunx2 29T/0-Wert  13,252 

29T unbeh/0-Wert 13,062 

Fazit (betrifft die Mittelwerte der pHOB beider Patienten): 

Unter Basisbedingungen nimmt die aP2-Genexpression während der 29 Tage auf 1306,2% 

des 0-Wertes zu. Der Runx2-‚Knockdown’ führt nach 29 Tagen zu einer tendenziellen 

Steigerung der aP2-Expression (1325,2% des 0-Wertes) im Vergleich zu Kontroll-siRNA-

transfizierten Zellen und damit dazu, dass die aP2-Expression ungefähr so hoch ist wie die 

unbehandelte Kontrolle. 
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3.1.2.7 Einfluss der siRNA-Runx2 auf die LPL-Expression in pHOB 

 

Abbildung 15: Darstellung der LPL-Genexpression bei pHOB des A) Patienten 1 bzw. B) Patienten 2, jeweils in 

Relation zum β-Aktin-Gen. Bei Transfektion von 1 µg siRunx2 bzw. 1 µg siKo an Tag 0 und Tag 4 erfolgten die 

Analysen an Tag 0, 2, 7 und 29 anhand der ‚Real-Time‘-PCR. Die Darstellungen zeigen die Mittelwerte (n=4) 

und die entsprechenden Standardfehler (SEM). Die Sterne markieren die Signifikanzen zwischen zwei 

ausgewählten Vergleichsgruppen: *=p<0,05; **=p<0,01. 

Abbildung 15A: Bei pHOB des ersten Patienten fiel die basale LPL-Expression im 

Versuchsverlauf signifikant auf 12% ab. Nach Kontroll-siRNA-Transfektion sank die LPL-

Expression und erreichte minimal 28% des Ausgangswertes an Tag 7. Auch unter Runx2-

Suppression zeigte sich eine Reduktion der LPL-Expression im Versuchsverlauf. Die im 

Vergleich zur Kontroll-siRNA an Tag 4 (37% des 0-Wertes) und Tag 7 (48% des 0-Wertes) 

erhöhte LPL-Genexpression wies ebenso wie die nach 29 Tagen beobachtete Genreduktion 

(32% des 0-Wertes) keine Tendenz und keine Signifikanz auf.  

Abbildung 15B: pHOB des zweiten Patienten reduzierten ihre LPL-Expression während der 

29 Tage unter Basalbedingungen hochsignifikant auf 11% des Ausgangswertes. Sowohl unter 

Kontroll-siRNA-, als auch siRunx2-Einfluss fand ein steter Rückgang der LPL-mRNA statt. 

Eine Signifikanz oder Tendenz zwischen beiden Ansätzen konnte hier nicht beobachtet 

werden. (48 Stunden: 35% des 0-Wertes, 7 Tage: 11% des 0-Wertes, 29 Tage: 8% des 0-

Wertes). 

Berechnet man die Mittelwerte beider Patienten, ergibt sich folgende Tabelle: 

0-Wert 1 

siKo48h/0-Wert  0,353 

siRunx2 48h/0-Wert  0,364 

siKo7T/0-Wert  0,201 

siRunx2 7T/0-Wert  0,274 

siKo 29Tunst/0-Wert 0,169 

siRunx2 29Tunstim/0-Wert  0,183 

29T unbeh/0-Wert 0,119 

0-
W

er
t

48
h s

iK
o

48
h s

iR
unx2

7T
 s
iK

o

7T
 s
iR

unx2

29
T
 s
iK

o

29
T
 s
iR

unx2
 

29
T
 u

nbeh

0.00000

0.00002

0.00004

0.00006

0.00008

0.00010

*

G
e
n

e
x
p

r
e
ss

io
n

 L
P

L
/ß

-A
k

ti
n

0-
W

er
t

48
h s

iK
o

48
h s

iR
unx2

7T
 si

K
o

7T
 si

R
unx2

29
T
 si

K
o

29
T
 si

R
unx2

29
T
 u

nbeh

0.000000

0.000025

0.000050

0.000075

0.000100 **

G
e
n

e
x

p
r
e
ss

io
n

 L
P

L
/ß

-A
k

ti
n

A) LPL-Genexpression bei Pat 1 B) LPL-Genexpression bei Pat 2



   3 Ergebnisse 

 55 

Fazit (betrifft die Mittelwerte der pHOB beider Patienten): 

Die LPL-Genexpression nimmt während der 29 Tage unter Basisbedingungen ab (Pat 1: 12%, 

Pat 2: 11%). Die Transfektion der siRunx2 bewirkt keine signifikante Veränderung der LPL-

Expression. 

3.1.2.8 Einfluss der siRNA-Runx2 auf das Runx2-Protein in pHOB 

Im 29-Tage-Runx2-‚Knockdown’-Versuch erfolgte neben der Auswertung der Runx2-mRNA 

auch die Betrachtung des Runx2-Proteins im ‚Westernblot’. Dafür wurden aus pHOB-Zellen 

des zweiten Patienten je 60 µg Protein eingesetzt. Der Primärantikörper Runx2 M70 wurde 

im Verhältnis 1:100 und der Sekundärantikörper anti-rabbit im Verhältnis 1:2.000 verdünnt. 

Auch mit pHOB des ersten Patienten wurde eine ‚Westernblot’-Analyse durchgeführt, die 

aber wegen fehlender Bandenbildung hier nicht dargestellt werden kann. Im Gegensatz zur 

mRNA-Ebene, wo nur die PPARγ2-Isoform erfasst wurde, erfolgte im ‚Westernblot’ die 

Bestimmung des Gesamt-PPARγ, also beider Isoformen. 
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Abbildung 16: Darstellung des ‚Westernblots‘ nach der Bio-Rad-Methode mit Detektionsantikörpern für A) 

Runx2 und B) β-Aktin bei pHOB des Patienten 2. Bei Transfektion von 1 µg siRunx2 bzw. 1 µg siKo an Tag 0 

und Tag 4 erfolgten die Analysen an Tag 2, 7 und 29. Zwischen den beiden Abbildungen befindet sich die 

Protein-‚Ladder‘. Der Buchstabe D steht hierbei für die in der Densitometrie erfasste Dichte. 

Da die β-Aktin-Genexpression von experimentellen Bedingungen unabhängig ist, diente β-

Aktin neben der PCR auch im ‚Westernblot’ als ‚Housekeeping‘-Gen. Anhand der β-Aktin-

Banden kann überprüft werden, ob die pro Tasche eingesetzte Proteinmenge ungefähr 

einheitlich ist und die am Ende des ‚Westernblots‘ detektierten Banden somit miteinander 

vergleichbar sind. 

Nach 48 Stunden zeigten sich dezente punktförmige Banden des Runx2-Proteins etwa auf 

Höhe der 58 kDa-Bande (vgl. Protein-‚Ladder‘). Zwischen der Transfektion der Kontroll-
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siRNA und der siRunx2 konnte kein deutlicher Unterschied festgestellt werden. Nach 7 

Tagen hingegen zeigte sich auf der gleichen Höhe die Kontrollbande deutlich stärker als die 

siRunx2-Bande, obwohl in der Kontrolle weniger Protein nachweisbar ist (s. β-Aktin). 

Wertete man diese in der Image-J-Densitometrie aus, war die Dichte auf 210% gesteigert. 

Nach 29 Tagen zeigten sich dezente punktförmige Banden des Runx2-Proteins zwischen der 

50- und 60-kDa-Bande. Auch hier konnte man keinen signifikanten Unterschied zwischen der 

Transfektion der Kontroll-siRNA und der siRunx2 feststellen. 

Fazit (n=1): 

Es kam zum ‚Knockdown’ des Runx2-Proteins an Tag 7. Die Dichte der siRunx2-Bande war 

im Vergleich zur Kontroll-Bande (siKo) auf ca. 50% reduziert. 

3.2 Runx2-Überexpression 

3.2.1 Runx2-Überexpression (mRNA) 

Versuch Medium Zellen Messzeitpunkt 
Analysierte  

Genexpression 
Anmerkung 

Runx2- 

Über-

expression 

(mRNA) 

pHOB-

Nährmedium/ 

MEMalpha; 

Transf.: 

10 µl 

Lipofektamin,  

Runx2-Plasmid 

(0,6 µg; 2 µg; 

5µg) 

pHOB 

60.000/well; 

SCP1-Zellen 

100.000/well 

48h 
Runx2 

PPARγ 

0h: Aussaat 

24h: 

Transfektion  

30h:  

Nährmedium 

72h: 

Aufarbeitung,  

Analyse 

In diesem Versuch wurden pHOB- und SCP1-Zellen 24 Stunden nach Aussaat mit folgenden 

unterschiedlichen Mengen des Runx2-Plasmids im OptiMEM-Medium transfiziert: 0 µg/ 0,6 

µg/ 2 µg/ 5 µg. Sechs Stunden später wurde das Transfektionsmedium durch das jeweilige 

Kulturmedium ausgetauscht. 72 Stunden nach Aussaat erfolgte die Aufarbeitung mittels RT-

PCR und ‚Real-Time‘-PCR. 
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Abbildung 17: I) Darstellung der Runx2-Genexpression bei IA) pHOB und IB) SCP1-Zellen, jeweils in 

Relation zum β-Aktin-Gen in der ‚Real-Time‘-PCR; nach Transfektion unterschiedlicher Mengen des Runx2-

Plasmids.  

II) Darstellung der PPARγ2-Genexpression bei IIA) pHOB und IIB) SCP1-Zellen, jeweils in Relation zum β-

Aktin-Gen in der ‚Real-Time‘-PCR; nach Transfektion unterschiedlicher Mengen des Runx2-Plasmids. Die 

Darstellungen zeigen die Mittelwerte (n=4) und die entsprechenden Standardfehler (SEM). Die Sterne markieren 

die Signifikanzen zwischen zwei ausgewählten Vergleichsgruppen: *=p<0,05; **=p<0,01. 

Abbildung 17I): pHOB-Zellen und SCP1-Zellen wiesen mit steigender Plasmidmenge eine 

zunehmende Runx2-Genexpression auf. Die einzige Ausnahme hierbei bildete die 

Transfektion von 5 µg Runx2-Plasmid in pHOB-Zellen, da diese eine nicht signifikante, 

geringere Geninduktion aufwies als die Transfektion von 2 µg Plasmid. Diese hingegen 

erreichte eine hochsignifikante 40,78-fache Genexpression im Vergleich zum Ausgangswert 

(ohne Plasmid). Bei SCP1-Zellen konnte eine signifikante Steigerung der Runx2-

Genexpression bei Transfektion von 0,6µg Plasmid auf 217% des Ausgangswertes gezeigt 

werden.  

Abbildung 17II): Bezüglich der PPARγ2-Genexpression wurden in diesem Versuch große 

Differenzen zwischen beiden Zellarten festgestellt. Bei pHOB-Zellen fand eine signifikante 

Reduktion der PPARγ2-Genexpression bei Plasmidtransfektion statt, die nach Transfektion 

bei 0,6 µg Runx2-Plasmid mit 60% des Ausgangswertes ihre stärkste Ausprägung fand. 

SCP1-Zellen hingegen steigerten ihre PPARγ2-Genexpression um ca. 2- bis 3,48-fache. Der 

Maximalwert wurde nach Transfektion von 5 µg Plasmid erreicht. 
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Fazit: 

Bei Transfektion des Runx2-Plasmids zeigte sich eine Steigerung der Runx2-mRNA in 

pHOB- und SCP1-Zellen.  

Die PPARγ2-mRNA wurde nach Transfektion des Runx2-Plasmids in pHOB-Zellen 

reduziert, wohingegen in SCP1-Zellen zur Steigerung der PPARγ2-mRNA führte.  

3.2.2 Runx2-Überexpression (Protein) 

Versuch Medium Zellen Messzeitpunkte Analyse Anmerkung 

Runx2- 

Über- 

expression 

(Protein) 

MEMalpha; 

Transf.: 

10 µl 

Lipofektamin,  

Runx2-Plasmid 

(2 µg) 

SCP1-Zellen 

200.000/well 

48h 

120h 

‚Westernblot’: 

Runx2 

PPARγ 

β-Aktin 

-24h: Aussaat 

0h: Transfektion  

5h: Nährmedium 

48/120h: 

Aufarbeitung,  

Analyse 

SCP1-Zellen wurden unter Standardkulturbedingungen 24 Stunden vor Transfektion (2 µg 

Runx2-Plasmid) ausgesät. Fünf Stunden nach Transfektion wurde das Transfektionsmedium 

wieder gegen MEMalpha ausgetauscht. Aufarbeitung und Analyse erfolgten 48 bzw. 120 

Stunden nach Transfektion durch den Invitrogen-‚Westernblot’. Hierbei wurden 150 µg 

Protein eingesetzt. Die unterschiedlichen Proteine wurden jeweils mit ihren spezifischen 

Antikörpern in eigenen Detektionsumläufen auf dem Röntgenfilm sichtbar gemacht. 

Zwischen diesen Umläufen wurde die Membran nach dem Protokoll (s. 2.2.5.9) 

wiederaufbereitet. 
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Abbildung 18: Darstellung der Proteinbanden im A) β-Aktin-‚Westernblot’, B) Runx2-‚Westernblot’, C) 

PPARγ-‚Westernblot’ nach Transfektion von 2 µg Runx2-Plasmid. Zugabe von 150 µg Protein in SCP1-Zellen. 

Der Buchstabe D gibt die in der Densitometrie gemessenen Dichtewerte der einzelnen Banden an.  

Abbildung 18A: β-Aktin wurde im ‚Westernblot’ als ‚Housekeeping‘-Gen eingesetzt. Die β-

Aktin-Bande befand sich in etwa zwischen der 40 und der 45 kDa-Bande der Protein-
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‚Ladder‘. Der 48-Stunden-Wert der transfizierten Zellen war in der Densitometrie etwa 2,27-

fach höher als bei nicht-transfizierten Zellen, der 5-Tage-Wert entsprach etwa dem 0,6-fachen 

Wert der nicht-transfizierten Zellen.  

Abbildung 18B/C: In SCP1-Zellen war nach 48 Stunden und 5 Tagen unter Basalbedingungen 

mehr PPARγ-Protein als Runx2-Protein nachweisbar. Die Expression beider Proteine wurde 

unter basalen Kulturbedingungen zwischen Tag 2 und Tag 5 erhöht. Im Runx2-‚Westernblot’ 

zeigte sich bei nicht-Plasmid-transfizierten Zellen nach 48 Stunden eine schmale Bande etwa 

auf Höhe der 55- bis 65-kDa-Bande der Protein-‚Ladder‘. Im Vergleich hierzu zeigten die 

Plasmid-transfizierten Zellen nach 48 Stunden eine wesentlich dichtere Bande, die in der 

Densitometrie einer 5,29-fache Steigerung entsprach. Im Bezug auf β-Aktin zeigte sich hier 

also eine deutliche, etwa 2,3-fachen Steigerung. Nach 5 Tagen ließ sich nur ein geringer 

Unterschied zwischen der Bandendichte beider Vergleichsgruppen feststellen. In der 

Densitometrie war bei Plasmid-transfizierten Zellen eine 1,5-fach dichtere Runx2-Bande zu 

beobachten als bei nicht-Plasmid-transfizierten Zellen. Im Vergleich zu β-Aktin zeigte sich 

nach 5 Tagen eine etwa 2,4-fache Steigerung der Bandendichte.  

Die PPARγ-Banden waren ungefähr zwischen der 55- und 60-kDa-Bande zu beobachten. Im 

‚Westernblot’ war die 48-Stunden-Bande der Plasmid-transfizierten Zellen dichter als bei 

nicht-Plasmid-transfizierten Zellen. Allerdings entsprach dieses Ergebnis in etwa der β-Aktin-

Steigerung. Nach 5 Tagen war die Bande der Plasmid-transfizierten Zellen 0,37-mal so dicht 

wie die der nicht-Plasmid-transfizierten Zellen und somit deutlich schmaler. Im Verhältnis zu 

β-Aktin zeigte sich hier eine Reduktion auf das 0,61-fache der nicht-Plasmid-transfizierten 

Zellen. Es kam also 5 Tagen nach Induktion des Runx2-Proteins zu einer verminderten 

Produktion des PPARγ-Proteins. 

Fazit (n=1): 

Die einmalige Runx2-Überexpression durch das Runx2-Plasmid wurde nach 48 Stunden auf 

Proteinebene sichtbar und war nach 5 Tagen nur noch geringer detektierbar. Das PPARγ-

Protein schien nach 2 Tagen induziert zu sein. Nach 5 Tagen kam es auf Proteinebene zu 

einer Abnahme des PPARγ-Proteins. 
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3.3 Runx2-/PPARγ-Interaktionsversuche 

3.3.1 Interaktionsversuch I 

Versuch Medium Zellen Messzeitpunkt Analyse Zeitplan 

Interaktion I 

pHOB-/ 

MEMalpha- 

Nährmedium; 

Transf.: 

10 µl 

Lipofektamin; 

unterschiedliche  

Konzentrationen 

des 

PPARγ-

Promotors 

pHOB: 

100.000/well 

SCP1: 

100.000/well 

48h 

RLU 

PPARγ-

Promotor 

0h: Aussaat 

24h: 

Transfektion  

30h:  

Nährmedium 

72h: 

Aufarbeitung,  

Analyse 

Für das bessere Verständnis der Interaktion zwischen Runx2 und PPARγ-Promotor wurden 

die Interaktionsversuche durchgeführt. Um für die Hauptversuche optimale 

Versuchsbedingungen zu erhalten, wurde vorher eine große Versuchsreihe durchgeführt 

(Interaktion I-VI). Die Anzahl aller Interaktionsversuche betraf n=2, wodurch Signifikanzen 

nicht errechnet werden konnten. Dies hatte zur Folge, dass in diesem Teil der Ergebnisse alle 

Veränderungen in Prozentzahlen angegeben wurden, dabei aber keine Aussage über die 

Signifikanz getroffen wurde.  

Der Interaktionsversuch I diente der Suche nach der optimalen PPARγ-Promotormenge, mit 

der die PPARγ-Genaktivität in der Zelle messbar ist und war somit rein methodischer Natur. 

Es wurden hierbei pHOB-Zellen des Patienten B.S. und SCP1-Zellen 24 Stunden nach 

Aussaat mit folgenden unterschiedlichen Mengen des PPARγ-Promotors im OptiMEM-

Medium transfiziert: 0 µg/ 0,6 µg/ 2 µg/ 5 µg Promotor. Sechs Stunden nach der Transfektion 

wurde das Transfektionsmedium durch das jeweilige Kulturmedium ausgetauscht. 72 Stunden 

nach Aussaat erfolgte die Aufarbeitung nach dem Luziferase-Reportergenassay-Protokoll. 
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Abbildung 19: Darstellung der RLU-Werte im Luziferase-Reportergenassay nach Transfektion 

unterschiedlicher PPARγ-Promotormengen (0 µg/0,6 µg/2 µg/5 µg) A) in pHOB bzw. B) in SCP1-Zellen. 

Darstellung der Mittelwerte (n=2).  

Abbildung 19A: Der Durchschnittswert der im Interaktion-I-Versuch ermittelten RLU-Werte 

der pHOB-Zellen ohne Promotortransfektion betrug 203. Wurden 0,6 µg PPARγ-Promotor 

transfiziert, stieg dieser dezent auf 105% und bei Transfektion von 2 µg Promotor auf 102%. 

Das Maximum von 117% wurde bei Transfektion von 5 µg Promotor erreicht.  

Abbildung 19B: Betrachtete man RLU-Durchschnittswerte der SCP1-Zellen, lagen diese nach 

Transfektion von 0 µg bzw. 0,6 µg bei 213. Dies entspricht 104% des pHOB-Basalwertes. 

Wurden 2 µg PPARγ-Promotor transfiziert, stieg der durchschnittliche Wert dezent auf 109% 

und bei Transfektion von 5 µg auf 119%. 

Es wurden also keine relevanten Unterschiede der RLU-Werte bei Änderung der PPARγ-

Promotormenge festgestellt. Ursächlich hierfür war wahrscheinlich eine nicht ausreichend 

hoch gewählte Zellzahl, sodass der nächste Versuch mit 400.000 Zellen pro well durchgeführt 

wurde. 

Fazit:  

Es zeigte sich kein relevanter Unterschied durch Veränderung der Promotormenge. 

Wahrscheinlich war die Zellzahl nicht ausreichend. 
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3.3.2 Interaktionsversuch II 

Versuch Medium Zellen Messzeitpunkt Analyse Zeitplan 

Interaktion 

II 

MEMalpha  

Nährmedium; 

Transf.: 

5 µl 

Lipofektamin; 

unterschiedliche  

Konzentrationen 

des 

Promotors 

SCP1 

400.000/well 
48h 

RLU 

PPARγ-

Promotor 

0h: Aussaat 

1h/24h: 

Transfektion  

7h/30h:  

Nährmedium 

49h/72h: 

Aufarbeitung,  

Analyse 

Um die richtige PPARγ-Promotormenge zu ermitteln, mit der die PPARγ-Genaktivität in der 

Zelle messbar ist und um zu prüfen, ob die frühe, bereits eine Stunde nach Aussaat 

durchgeführte Transfektion einen Vorteil für das Transfektionsergebnis bringt, wurde der 

Interaktion-II-Versuch durchgeführt.  

Im Interaktion-II-Versuch wurden 400.000 SCP1-Zellen pro well eine Stunde bzw. 24 

Stunden nach Aussaat mit unterschiedlichen Mengen des PPARγ-Promotors transfiziert: 0 µg/ 

0,6 µg/ 2 µg/ 5 µg Promotor. Sechs Stunden nach der Transfektion wurde das 

Transfektionsmedium durch das MEMalpha Kulturmedium ausgetauscht. 48 Stunden nach 

Transfektion erfolgte die Aufarbeitung nach dem Luziferase-Reportergenassay-Protokoll. 

 
Abbildung 20: Darstellung der RLU-Werte im Luziferase-Genassay nach Transfektion unterschiedlicher 

PPARγ-Promotormengen (0 µg/0,6 µg/2 µg/5 µg) A) eine Stunde nach Aussaat bzw. B) 24 Stunden nach 

Aussaat in SCP1-Zellen. Darstellung der Mittelwerte (n=2). 

Abbildung 20A: Wurde eine Stunde nach Aussaat der SCP1-Zellen bereits transfiziert, betrug 

der durchschnittliche RLU-Wert ohne Promotortransfektion 203. Wurden 0,6 µg PPARγ-

Promotor transfiziert, stieg dieser dezent auf 105% und bei Transfektion von 2 µg Promotor 

auf 102%. Das Maximum von 117% wurde bei Transfektion von 5 µg Promotor erreicht. 
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Abbildung 20B: Wurde erst 24 Stunden nach Aussaat mit 0 µg bzw. 0,6 µg transfiziert, lagen 

RLU-Durchschnittswerte bei 213. Wurden 2 µg PPARγ-Promotor transfiziert, stieg der 

durchschnittliche Wert leicht auf 109% und bei Transfektion von 5 µg auf 119%. 

Es wurden also keine relevanten Unterschiede der RLU-Werte bei Änderung des Zeitpunktes 

der Transfektion und mit Änderung der PPARγ-Promotormenge festgestellt.  

Fazit:  

Der Zeitpunkt der Transfektion nach Aussaat machte keinen Unterschied bezüglich des RLU-

Wertes. Eine Stimulation ist erforderlich, da wahrscheinlich zu wenig PPARγ in den Zellen 

vorhanden ist. 

3.3.3 Interaktionsversuch III 

Versuch Medium Zellen Messzeitpunkt Analyse Zeitplan 

Interaktion 

III 

MEMalpha  

Nährmedium; 

Transf.: 

5 µl 

Lipofektamin; 

unterschiedliche  

Konzentrationen 

des 

Promotors; 

adipog. Stim. 

SCP1 

400.000/well 

48 Stunden  

nach 

Transfektion 

RLU 

PPARγ-

Promotor 

0h: Aussaat 

24h: 

Transfektion  

30h:  

Nährmedium, 

bzw. 

adipogene 

Stimulation 

72h: 

Aufarbeitung,  

Analyse 

Für den Interaktion-III-Versuch wurden SCP1-Zellen 24 Stunden nach Aussaat mit 

unterschiedlichen Mengen des PPARγ-Promotors im OptiMEM-Medium transfiziert: 0 µg/ 

0,6 µg/ 2 µg/ 5 µg Promotor. Sechs Stunden nach der Transfektion wurde das 

Transfektionsmedium durch Nährmedium bzw. durch adipogenes Stimulationsmedium 

ersetzt. 72 Stunden nach Aussaat erfolgte die Aufarbeitung im Luziferase-Reportergenassay. 
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Abbildung 21: Darstellung der RLU-Werte im Luziferase-Reportergenassay nach Transfektion 

unterschiedlicher PPARγ-Promotormengen (0 µg/0,6 µg/2 µg/5 µg) in SCP1-Zellen A) ohne Stimulation, B) mit 

adipogener Stimulation. Darstellung der Mittelwerte (n=2). 

Abbildung 21A: Der RLU-Wert der Negativkontrolle lag im Interaktion-III-Versuch bei 224. 

Ohne adipogene Stimulation stiegen die Werte mit zunehmender Promotormenge dezent auf 

maximal 112% des Ausgangswertes.  

Abbildung 21B: Wurde adipogen transfiziert, stiegen die RLU-Werte auf maximal 124% des 

Ausgangswertes an. Es ließen sich also insgesamt keine deutlichen Unterschiede ausmachen. 

Wahrscheinlich war die Stimulationsdauer nicht ausreichend, sodass diese im nächsten 

Interaktionsversuch auf 14 Tage verlängert und die Zellzahl wegen der damit erhöhten 

Proliferationsmöglichkeit reduziert wurde.  

Fazit:  

Nach 42-stündiger adipogener Stimulation zeigten sich keine deutlichen Unterschiede. Eine 

längere Stimulation ist erforderlich. Somit müssen weniger Zellen ausgesät werden. 
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3.3.4 Interaktionsversuch IV 

Versuch Medium Zellen Messzeitpunkt Analyse Zeitplan 

Interaktion 

IV 

MEMalpha  

Nährmedium/ 

adipog. Stim.; 

Transf.: 5 µl 

Lipofektamin; 

unterschiedliche  

Konzentrationen 

des 

Promotors 

SCP1 

40.000/well 
Tag 23 

RLU 

PPARγ-

Promotor 

0h: Aussaat 

T7: Konfluenz 

T7 bis T21: 

adipogene Stimulation 

T21: Transfektion  

nach 6h:  

Nährmedium 

T23: Aufarbeitung,  

Analyse 

SCP1-Zellen wuchsen unter Standardkulturbedingungen etwa 7 Tage bis zu ihrer Konfluenz. 

Zellen der Gruppe A wurden für weitere 14 Tage unter Standardkulturbedingungen kultiviert 

und anschließend an Tag 21 für sechs Stunden mit reinem Transfektionsmedium ohne 

Transfektionssubstrat behandelt. Zellen der Gruppe B wurden ebenfalls weitere 14 Tage unter 

Standardkulturbedingungen kultiviert und im Anschluss mit unterschiedlichen PPARγ-

Promotormengen transfiziert (0,6 µg; 2 µg; 5 µg). Zellen der Gruppe C wurden nach ihrer  

Konfluenz 14 Tage lang adipogen stimuliert. Anschließend erfolgte die Transfektion 

unterschiedlicher Mengen des PPARγ-Promotors (0,6 µg; 2 µg; 5 µg). 6 Stunden nach 

Transfektion wurde das Transfektionsmedium durch das Nährmedium MEMalpha 

ausgetauscht. Die Aufarbeitung und Analyse erfolgte 48 Stunden nach Transfektion.  

 

Abbildung 22: Darstellung der RLU-Werte im Luziferase-Reportgenassay A) unter Einfluss des 

Transfektionsmediums (TM), B) nach Transfektion unterschiedlicher PPARγ-Promotormengen (0,6 µg/2 µg/5 

µg) ohne Stimulation und C) mit adipogener Stimulation nach Transfektion unterschiedlicher PPARγ-

Promotormengen in SCP1-Zellen. Darstellung der Mittelwerte (n=2). 
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Abbildung 22A/B: Die Negativkontrolle des Interaktion-IV-Versuchs zeigte durchschnittliche 

RLU-Werte von 242. Ohne adipogene Stimulation stiegen diese nur sehr gering auf maximal 

103% des Ausgangswertes an (5 µg PPARγ-Promotor).  

Abbildung 22C: Die adipogene Stimulation bewirkte allerdings eine deutliche Steigerung der 

RLU-Werte. Bei Transfektion von 0,6 µg PPARγ-Promotor erhöhten sich diese auf 140%, bei 

2 µg auf 566% und bei 5 µg auf 945%. Die adipogene Stimulation bewirkte also eine 

deutliche Erhöhung der PPARγ-Promotoraktivität und damit eine vermehrte Transkription des 

PPARγ-Gens. 

Fazit:  

Die adipogene Stimulation über 14 Tage führte zu einer steigenden PPARγ-Promotoraktivität. 

3.3.5 Interaktionsversuch V 

Versuch Medium Zellen Messzeitpunkt Analyse Zeitplan 

Interaktion V 

MEMalpha  

Nährmedium/ 

adip. Stim. 

(+ Troglitazon); 

Transf.: 

5 µl 

Lipofektamin; 

PPARγ-
Promotor/ 

PPRE-Luc/ 

Runx2-Plasmid 

SCP1 

40.000/well 
Tag 13 

RLU 

PPARγ-

Promotor 

0h: Aussaat 

T7: Konfluenz 

T7 bis T11: 

adip. Stimulation 

(+ Troglitazon) 

T11: 

Transfektion  

nach 5h:  

adip. Stimulation 

(+ Troglitazon) 

T13: 

Aufarbeitung,  

Analyse 

Die Antidiabetikagruppe Thiazolidindione bewirkt eine PPARγ-Aktivierung. Für den 

Interaktion-V-Versuch wurde aus dieser Gruppe das Medikament Troglitazon in Kombination 

mit der in den Vorversuchen angewandten adipogenen Stimulation eingesetzt. Außer dem 

PPARγ-Promotor wurden zwei weitere Transfektionssubstrate verwendet. Bei PPRE-Luc ist 

das ‚Peroxisome proliferator-response element‘ an das Luziferasegen gekoppelt. Es führt bei 

vermehrtem Aufkommen funktionsfähigen PPARγ-Proteins zu einer gesteigerten 

Luziferaseaktivität und dient somit als Reportergen dem PPARγ-Funktionsnachweis. Das 

Runx2-Plasmid bewirkt eine Steigerung der Runx2-mRNA und des Runx2-Proteins in der 

transfizierten Zelle (s. Runx2-Überexpressionsversuche).  

SCP1-Zellen wuchsen 7 Tage unter Basisbedingungen bis zu ihrer Konfluenz. Zellen der 

Gruppe A wurden nach weiteren 4 Tagen unter Standardkulturbedingungen an Tag 11 für 
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sechs Stunden mit reinem Transfektionsmedium ohne Transfektionssubstrat behandelt. 

Anschließend inkubierten sie für weitere 42 Stunden unter Standardkulturbedingungen. Hier 

dienten sie als Negativkontrolle. Zellen der Gruppe B wurden nach insgesamt 11 Tagen in 

Kultur mit unterschiedlichen Substraten transfiziert (2 µg PPARγ-Promotor/ 0,5 µg PPRE-

Luc/ 0,5 µg PPRE-Luc + 2 µg Runx2-Plasmid). Eine adipogene Stimulation erfolgte nicht. 

Bei Zellen der Gruppe C wurde nach Konfluenz eine 4-tägige adipogene Stimulation plus 

zusätzliche Troglitazongabe und die Transfektion unterschiedlicher Substrate (2 µg PPARγ-

Promotor/ 0,5 µg PPRE-Luc/ 0,5 µg PPRE-Luc + 2 µg Runx2-Plasmid) durchgeführt. 5 

Stunden nach Transfektion wurde das Transfektionsmedium wiederum gegen das 

Stimulationsmedium plus Troglitazon ausgetauscht. Die Aufarbeitung und Analyse erfolgte 

48 Stunden nach Transfektion.  

 

Abbildung 23: Darstellung der RLU-Werte im Luziferase-Genassay A) ohne Transfektion unter Einfluss des 

Transfektionsmediums (TM), B) nach Transfektion unterschiedlicher Substrate ohne Stimulation und C) nach 

Transfektion unterschiedlicher Substrate mit adipogener Stimulation plus Troglitazon in SCP1-Zellen. 

Darstellung der Mittelwerte (n=2). 

Abbildung 23A/B: Im Interaktion-V-Versuch betrug der durchschnittliche RLU-Wert der 

Negativkontrolle 230. Ohne Stimulation und mit Transfektion des PPARγ-Promotors wurden 

RLU-Werte von durchschnittlich 102% gemessen, bei Transfektion von des PPRE-Luc 94% 

und bei Transfektion des PPRE-Luc plus Runx2-Plasmid 96%.  

Abbildung 23C: Wurde zusätzlich adipogen und mit 10 µM Troglitazon stimuliert, betrug der 

durchschnittliche RLU-Wert bei Transfektion des PPARγ-Promotor 230, bei Transfektion des 

PPRE-Luc 97% und bei Transfektion des PPRE-Luc plus Runx2-Plasmid 93%. 
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Die zusätzliche, durch Troglitazon erfolgte Stimulation hat also auf Reportergenebene nicht 

ausreichend funktioniert, sodass im nächsten Versuch die Wirkung des Troglitazons auf 

SCP1-Zellen zuerst auf RNA-Ebene getestet wurde. 

Fazit:  

Die viertägige adipogene Stimulation plus Troglitazon führte nicht zu einer Induktion der 

PPARγ-Promotoraktivität oder der PPARγ-Transkriptionsaktivität.  

Das Runx2-Plasmid führte nicht zu einer Repression der PPARγ-Transkriptionsaktivität.  

3.3.6 Troglitazoneinfluss auf die PPARγ2-mRNA 

Versuch Medium Zellen 
Messzeitpunkte  

(Tage) 

Analysierte  

Genexpression 
Anmerkung 

Troglitazon 

MEMalpha- 

Nährmedium;  

adipogenes  

Stimulationsmedium;  

10 µM Troglitazon 

SCP1: 

100.000/well 
8T; 11T; 18T 

PPARγ2- 

mRNA 

adipogene 

Stimulation 

nach 4 

Tagen; 

Troglitazon 

Dieser Versuch wurde durchgeführt, um den Einfluss des adipogenen Stimulationsmediums 

in Kombination mit Troglitazon auf die PPARγ2-mRNA zu messen.  

Alle SCP1-Zellen inkubierten vier Tage unter Standardkulturbedingungen bis zu ihrer 

Konfluenz. Zellen der Gruppe A wurden nicht adipogen stimuliert. Sie dienten als 

Negativkontrolle und wurden nach weiteren 4, 7 bzw. 14 Tagen abgeerntet. Zellen der Gruppe 

B wurden ab Tag 4 über einen Zeitraum von 4, 7 bzw. 14 Tage adipogen stimuliert. Gruppe 

C-Zellen wurden ab Tag 4 adipogen stimuliert und mit 10 µM Troglitazon kostimuliert. Auch 

hier wurde die Stimulation über 4, 7 bzw. 14 Tage durchgeführt Aufarbeitung und Analyse 

erfolgten durch RT-PCR und ‚Real-Time‘-PCR. 
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Abbildung 24: Darstellung der PPARγ2-Genexpression bei SCP1-Zellen ohne Stimulation/ mit adipogener 

Stimulation/ mit adipogener Stimulation und Troglitazon A) nach 4 Tagen, B) nach 7 Tagen und C) nach 14 

Tagen, jeweils in Relation zur β-Aktin-Genexpression in der ‚Real-Time‘-PCR; Darstellung der Mittelwerte 

(n=3). 

Abbildung 24: Im Troglitazonversuch fiel der basale PPARγ2-mRNA-Spiegel in SCP1-Zellen 

von Tag 4 bis Tag 14 auf 30% ab. Nach adipogener Stimulation wurde die PPARγ2-mRNA 

an Tag 4 und Tag 7 auf 37% bzw. 34% des Ausgangswertes (4T unst.) reduziert. An Tag 14 

induzierte die adipogene Stimulation die PPARγ2-mRNA-Produktion signifikant auf 182% 

der unstimulierten Zellen desselben Messzeitpunktes. Wurde parallel adipogen stimuliert und 

Troglitazon hinzugegeben, führte dies an jedem der drei gemessenen Zeitpunkte zu einer 

signifikant vermehrten PPARγ2-mRNA verglichen mit Ergebnissen der nur adipogen 

stimulierten Zellen. An Tag 4 betrug diese Steigerung 217% des Vergleichswertes, überstieg 

jedoch nicht die Kontrolle. An Tag 7 wurde die PPARγ2-Genexpression auf 278% und an 

Tag 14 auf 348% des Vergleichswertes induziert. An beiden Tagen wurde die Kontrolle 

übertroffen. 

Fazit:  

Der basale PPARγ2-mRNA-Spiegel fiel in SCP1-Zellen auf 30% in 14 Tagen ab.  

Nach 4 und 7 Tagen fand eine Hemmung und nach 14 Tagen eine Induktion der PPARγ2-

mRNA durch die adipogene Stimulation statt. Der zusätzliche Troglitazoneinfluss führte zur 

Hemmung der PPARγ2-mRNA nach 4 Tagen im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle, aber 

zur Induktion nach 7 und 14 Tagen, also zur früheren und stärkeren PPARγ2-mRNA 

Induktion. 
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3.3.7 Interaktionsversuch VI 

Versuch Medium Zellen Messzeitpunkt Analyse Zeitplan 

Interaktion 

VI 

MEMalpha  

Nährmedium/ 

adipog. Stim. 

(+ Troglitazon); 

Transf.: 

5 µl 

Lipofektamin; 

PPARγ-Promotor 

(2 µg; 5 µg) 

SCP1 

40.000/well 
Tag 23 

PPARγ2-

mRNA, 

RLU 

PPARγ-

Promotor 

0h: Aussaat 

T7: Konfluenz 

T7 bis T21: 

adipogene 

Stimulation 

(+ Troglitazon) 

T21: Transfektion  

nach 5h:  

adip. 

Stimulation 

(+ Troglitazon) 

T23: Aufarbeitung,  

Analyse 

Um einen direkten Vergleich zwischen der Expression der PPARγ2-mRNA (‚Real-Time‘-

PCR) und der Funktionalität des PPARγ-Proteins (Luziferase-Reportergenassay) zu erhalten 

wurde der Interaktion-VI-Versuch durchgeführt.  

SCP1-Zellen wuchsen hierbei 7 Tage unter Standardkulturbedingungen bis zu ihrer 

Konfluenz. Wurde nicht adipogen stimuliert, folgten bis zur Transfektion weitere 14 Tage 

unter diesen Bedingungen. Wurde adipogen stimuliert, fand dies nach Konfluenz ggf. mit 

Kostimulation durch Troglitazon über einen Zeitraum von 14 Tagen statt. Anschließend 

erfolgte die Transfektion von 2 µg bzw. 5 µg PPARγ-Promotor und die Weiterführung der 

entsprechenden Stimulation. Aufarbeitung und Analyse wurden 48 Stunden nach Transfektion 

an Tag 23 durch RT-PCR und ‚Real-Time‘-PCR bzw. durch den Luziferase-Reportergenassay 

durchgeführt. 

Zellen der Gruppe A wurden nicht stimuliert, Zellen der Gruppe B wurden adipogen 

stimuliert und Zellen der Gruppe C wurden mit adipogenem Stimulationsmedium und 

Troglitazon kostimuliert. 
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Abbildung 25: I) Darstellung der PPARγ2-Genexpression in der ‚Real-Time‘-PCR nach Transfektion des 

PPARγ-Promotors IA) ohne Stimulation, IB) mit adipogener Stimulation, IC) mit adipogener Stimulation plus 

Troglitazon, jeweils in Relation zum β-Aktin-Gen. Darstellung der Mittelwerte (n=2) und der entsprechenden 

Standardfehler (SEM). 

II) Darstellung der RLU-Werte im Luziferase-Reportergenassay nach Transfektion des PPARγ-Promotors IIA) 

ohne Stimulation, IIB) mit adipogener Stimulation, IIC) mit adipogener Stimulation und Troglitazon. 

Darstellung der Mittelwerte (n=2) bei SCP1-Zellen. 

Abbildung 25: Bei nicht stimulierten Zellen ergab die Transfektion unterschiedlicher 

Promotormengen sowohl auf mRNA-Ebene als auch bezüglich der PPARγ-Promotoraktivität 

keinen deutlichen Unterschied. Wurde adipogen stimuliert, führte dies zu einem Anstieg der 

PPARγ2-Genexpression auf etwa 300% (2 µg Promotor) bzw. 273% (5 µg Promotor) des 

Ausgangswertes. Dieser Anstieg konnte auf der Promotorebene bei Transfektion von 2 µg 

Promotor nicht festgestellt werden. Wurden 5 µg Promotor transfiziert, fand eine Steigerung 

des durchschnittlichen RLU-Wertes auf 137% des Vergleichswertes an. Wurde eine 

Kostimulation durch adipogenes Stimulationsmedium plus Troglitazon durchgeführt, konnte 

dies keinen weiteren Anstieg der PPARγ2-Genexpression bewirken. Es kam sogar zu einer 

dezenten Reduktion der Genexpression auf 273% bzw. 220% des Ausgangswertes. Die 

Aktivität des PPARγ-Promotors konnte durch die Kostimulation ebenfalls nicht erhöht 

werden. 

Fazit:  

Die adipogene Stimulation über 14 Tage führte zu einem deutlichen Anstieg der PPARγ2-

mRNA und der Promotoraktivität bei Transfektion von 5 µg PPARγ-Promotor. Die 

Kostimulation mit Troglitazon erzielte auf mRNA-Ebene keine Steigerung, auf 

Promotorebene eine Reduktion im Vergleich zur alleinigen adipogenen Stimulation. 
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3.3.8 Interaktionsversuch VII 

Versuch Medium Zellen Messzeitpunkt Analyse Zeitplan 

Interaktion VII 

MEMalpha  

Nährmedium/ 

adip. Stim.; 

Transf.: 

5 µl 

Lipofektamin; 

PPARγ-

Promotor 

(2 µg; 5 µg)/ 

PPRE-Luc  

(2 µg; 5 µg)/ 

Runx2-

Plasmid 

(2 µg) 

SCP1 

40.000/well 
T23 

PPARγ2-

mRNA, 

RLU 

PPARγ-

Promotor 

0h: Aussaat 

T7: Konfluenz 

T7 bis T21: 

adip. Stim. 

T21: Transfektion  

nach 5h:  

adip. 

Stimulations- 

medium 

T23: 

Aufarbeitung,  

Analyse 

Im Interaktion-VII-Versuch kam erstmals das Runx2-Plasmid in der Luziferase-

Versuchsreihe zum Einsatz, durch das die Produktion der Runx2-mRNA und des Proteins in 

SCP1-Zellen gesteigert wird (s. 3.2.1 und 3.2.2). Ziel dieses Einsatzes war die bessere 

Erfassung der Lokalisation der Interaktion zwischen Runx2-Plasmid und PPARγ. Findet diese 

bereits am PPARγ-Promotor statt, erwartet man nach Runx2-Plasmidtransfektion eine 

verminderte PPARγ-Promotoraktivität im Luziferase-Genassay und dadurch eine verminderte 

PPARγ-mRNA-Produktion in der PCR. Findet diese erst später statt, erwartet man keine 

verminderte PPARγ-Produktion in der PCR und keine verminderte PPARγ-Promotoraktivität. 

Allerdings wäre dann eine Reduktion der Funktionalität des Proteins anzunehmen. Diese lässt 

sich durch das PPRE erfassen. Um eine gut detektierbare basale PPARγ-Aktivität zu erhalten 

wurde adipogen stimuliert. 

SCP1-Zellen wuchsen unter Standardkulturbedingungen 7 Tagen bis zu ihrer Konfluenz. 

Wurde nicht stimuliert, folgten weitere 14 Tage unter diesen Bedingungen. Wurde adipogen 

stimuliert, fand dies nach Konfluenz der Zellen bis zur Transfektion über einen Zeitraum von 

14 Tagen statt. Im Anschluss wurde die adipogene Stimulation fortgesetzt. Aufarbeitung und 

Analyse erfolgten 48 Stunden nach Transfektion an Tag 23 durch RT-PCR und ‚Real-Time‘-

PCR bzw. durch Luziferase-Reportergenassay. 

Zellen der Gruppe A wurden nicht stimuliert, allerdings mit 2 µg bzw. 5 µg PPARγ-Promotor 

transfiziert. Zellen der Gruppe B wurden stimuliert und mit 2 µg bzw. 5 µg PPARγ-Promotor 

transfiziert. Bei Zellen der Gruppe C erfolgte eine adipogene Stimulation und die 

Transfektion von 2 µg bzw. 5 µg PPARγ-Promotor plus 2 µg Runx2-Plasmid. Zellen der 
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Gruppe D wurden ebenfalls adipogen stimuliert und mit 2 µg bzw. 5 µg PPRE-Luc 

transfiziert. 

 

Abbildung 26: I) Darstellung der PPARγ2-Genexpression in der ‚Real-Time‘-PCR IA) nach Transfektion des 

PPARγ-Promotors ohne Stimulation, IB) nach adipogener Stimulation und Transfektion des PPARγ-Promotors, 

IC) nach adipogener Stimulation und Kotransfektion des PPARγ-Promotors und des Runx2-Plasmids, ID) nach 

adipogener Stimulation und Transfektion des PPRE-Luc, jeweils in Relation zum β-Aktin-Gen. Darstellung der 

Mittelwerte (n=2) und der entsprechenden Standardfehler (SEM). 

II) Darstellung der RLU-Werte im Luziferase-Reportergenassay IIA) nach Transfektion des PPARγ-Promotors 

ohne Stimulation, IIB) nach adipogener Stimulation und Transfektion des PPARγ-Promotors, IIC) nach 

adipogener Stimulation und Kotransfektion des PPARγ-Promotors und des Runx2-Plasmids, IID) nach 

adipogener Stimulation und Transfektion des PPRE-Luc, jeweils in Relation zum β-Aktin-Gen. Darstellung der 

Mittelwerte (n=2) bei SCP1-Zellen. 

Abbildung 26: Bei nicht stimulierten SCP1-Zellen ergab sich kein wesentlicher Unterschied 

zwischen der Transfektion mit 2 µg und 5 µg PPARγ-Promotor sowohl auf RNA-Ebene als 

auch bezüglich der PPARγ-Promotoraktivität. Bei adipogener Stimulation erhöhte sich die 

PPARγ2-Genexpression auf 182% (2 µg Promotor) bzw. 174% (5 µg Promotor), der RLU-

Wert stieg auf 435% bzw. 309% des Ausgangswertes (2µg Prom) an. Die zusätzliche Gabe 

von Runx2-Plasmid führte bei Transfektion von 2 µg Promotor zu einem weiteren Anstieg der 

PPARγ2-Genexpression auf 218% des Ausgangswertes, wohingegen bei 5 µg 

Promotortransfektion eine leichte Reduktion auf 168% zu erkennen war. Auch die PPARγ-

Promotoraktivität wurde auf 297% bzw. 222% des Ausgangswertes reduziert.  

Adipogen stimulierte Zellen, die zusätzlich mit PPRE-Luc transfiziert wurden, zeigten eine 

Steigerung der PPARγ2-Genexpression auf 191% (2 µg Promotor) bzw. 180% (5 µg 

Promotor) im Vergleich zu unstimulierten Zellen. Auch die PPARγ-

Promotoraktivitätsmessung ergab mit 898% bzw. 701% deutlich höhere RLU-Werte.  
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Fazit:  

PPARγ-Promotoraktivität und PPARγ2-mRNA stiegen unter adipogener Stimulation an. Die 

Zugabe des Runx2-Plasmids reduzierte die PPARγ-Promotoraktivität. Eine Veränderung der 

PPARγ2-mRNA durch das Runx2-Plasmid ist jedoch nicht zu beobachten. Die Induktion von 

PPRE-Luc nach adipogener Stimulation zeigt, dass das gebildete PPARγ-Protein auch 

funktionsfähig ist. 

3.3.9 Interaktionsversuch VIII 

Versuch Medium Zellen Messzeitpunkt Analyse Zeitplan 

Interaktion VIII 

MEMalpha  

Nährmedium/ 

adip. Stim. 

Transf.: 

5 µl 

Lipofektamin; 

PPARγ-

Promotor 

(2 µg; 5 µg)/ 

PPRE-Luc  

(2 µg; 5 µg); 

Runx2 Plasmid 

(2 µg) 

SCP1 

40.000/well 
Tag 23 

PPARγ2-

mRNA, 

RLU 

PPARγ-

Promotor 

0h: Aussaat 

T7: Konfluenz 

T7 bis T21: 

adip. Stim. 

T21: 

Transfektion 

nach 10h:  

adip. Stim. 

T23: 

Aufarbeitung,  

Analyse 

Der Interaktion-VIII-Versuch wurde durchgeführt, um die Interaktion zwischen Runx2 und 

PPARγ besser zu lokalisieren und die Ergebnisse des Interaktion-VII-Versuchs zu 

verifizieren. 

Hierbei wurde im Gegensatz zum letzten Versuch zusätzlich eine unstimulierte Kontrolle zur 

PPRE-gebundenen Luziferasemessung hinzugefügt. 

SCP1-Zellen wuchsen 7 Tage unter Standardkulturbedingungen bis zur Konfluenz. Wurde 

nicht stimuliert, folgten bis zur Transfektion weitere 14 Tage unter diesen Konditionen. 

Wurde adipogen stimuliert, fand dies nach Konfluenz der Zellen über einen Zeitraum von 14 

Tagen statt. Daran schlossen sich die Transfektion und eine weitere adipogene Stimulation an. 

Aufarbeitung und Analyse erfolgten 48 Stunden nach Transfektion an Tag 23 durch ‚Real-

Time‘-PCRs und Luziferase-Reportergenassays. 

Zellen der Gruppe A wurden nicht adipogen stimuliert, allerdings mit PPARγ-Promotor 

transfiziert. Bei Zellen der Gruppe B erfolgte eine adipogene Stimulation und die 

Transfektion des PPARγ-Promotors. Zellen der Gruppe C wurden adipogen stimuliert und mit 

PPARγ-Promotor und Runx2-Plasmid kotransfiziert. Bei Zellen der Gruppe D wurde keine 

Stimulation durchgeführt. Sie wurden mit PPRE transfiziert. In der Gruppe E fanden eine 

adipogene Stimulation und die Transfektion von PPRE-Luc statt. 
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Abbildung 27: I) Darstellung der PPARγ2-Genexpression in der ‚Real-Time‘-PCR IA) nach Transfektion des 

PPARγ-Promotors ohne Stimulation, IB) nach adipogener Stimulation und Transfektion des PPARγ-Promotors, 

IC) nach adipogener Stimulation und Kotransfektion des PPARγ-Promotors und des Runx2-Plasmids, ID) nach 

Transfektion des PPRE-Luc ohne Stimulation, IE) nach adipogener Stimulation und nach Transfektion des 

PPRE-Luc, jeweils in Relation zum β-Aktin-Gen. Darstellung der Mittelwerte (n=2) und der entsprechenden 

Standardfehler (SEM). 

II) Darstellung der RLU-Werte im Luziferase-Reportergenassay IIA) nach Transfektion des PPARγ-Promotors 

ohne Stimulation, IIB) nach adipogener Stimulation und Transfektion des PPARγ-Promotors, IIC) nach 

adipogener Stimulation und Kotransfektion des PPARγ-Promotors und des Runx2-Plasmids, IID) nach 

Transfektion des PPRE-Luc ohne Stimulation, IIE) nach adipogener Stimulation und nach Transfektion des 

PPRE-Luc, jeweils in Relation zum β-Aktin-Gen. Darstellung der Mittelwerte (n=2) bei SCP1-Zellen. 

Abbildung 27: Bei nicht stimulierten und PPARγ-transfizierten SCP1-Zellen ergab sich kein 

wesentlicher Unterschied zwischen der Transfektion mit 2 µg und 5 µg PPARγ-Promotor 

sowohl auf mRNA-Ebene als auch bezüglich der PPARγ-Promotoraktivität. Bei adipogener 

Stimulation erhöhte sich die PPARγ2-Genexpression auf 285% (2 µg Promotor) bzw. 278% 

(5 µg Promotor), der RLU-Wert stieg auf 495% bzw. 505% an. Die zusätzliche Gabe von 

Runx2-Plasmid führte zu einer geringen Veränderung der PPARγ2-Genexpression auf 282% 

(2µg Promotor) bzw. 363% des Ausgangswertes (5µg Promotor). Die PPARγ-

Promotoraktivität wurde auf 192% bzw. 184% reduziert. 

Nicht-stimulierte Zellen, die mit PPRE-Luc transfiziert wurden, zeigten eine Reduktion der 

PPARγ-Genexpression auf 76% (2 µg Promotor) bzw. eine etwa gleichbleibende (5 µg 

Promotor) PPARγ2-Genexpression im Vergleich zur Referenzgruppe. Die PPARγ-

Promotoraktivitätsmessung ergab etwas höhere RLU-Werte mit 155% bzw. 139%. Wurden 

diese Zellen hingegen adipogen stimuliert, stieg die PPARγ2-Genexpression auf 271% bzw. 

293% an. Der durchschnittliche RLU-Wert verzeichnete einen deutlichen Anstieg auf 2011% 

bzw. 1523% des Ausgangswertes. 
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Fazit:  

PPARγ-Promotoraktivität und PPARγ-mRNA stiegen unter adipogener Stimulation an. Die 

Zugabe von Runx2 reduzierte die PPARγ-Promotoraktivität. Eine Veränderung der PPARγ2-

mRNA durch das Runx2-Plasmid konnte jedoch nicht beobachtet werden. Die Induktion von 

PPRE-Luc zeigte, dass das durch adipogene Stimulation gebildete PPARγ-Protein 

funktionsfähig und vermehrt aktiv ist. 

3.3.10 Interaktionsversuch IX 

Versuch Medium Zellen Messzeitpunkt Analyse Zeitplan 

Interaktion IX 

MEMalpha  

Nährmedium/ 

adipog. Stim. 

Transf.: 

5 µl 

Lipofektamin; 

PPARγ-Promotor 

(2 µg; 5 µg)/ 

PPRE-Luc  

(2 µg; 5 µg)/ 

Runx2 Plasmid 

(2 µg) 

SCP1 

40.000/well 
Tag 25 

PPARγ2-

mRNA, 

RLU 

PPARγ-

Promotor 

0h: Aussaat 

T14: Konfluenz 

T14 bis T23: 

adip. Stim. 

T23: Transfektion  

nach 10h:  

adipog. 

Stimulations- 

medium 

T25: 

Aufarbeitung,  

Analyse 

SCP1-Zellen wuchsen 14 Tage unter Standardkulturbedingungen bis zu ihrer Konfluenz. 

Wurde nicht stimuliert, folgten weitere 9 Tage unter diesen Konditionen bis zur 

zehnstündigen Transfektion. Wurde adipogen stimuliert, fand dies nach Konfluenz der Zellen 

über einen Zeitraum von 9 Tagen statt. Daran schlossen sich die Transfektion und eine 

weitere adipogene Stimulation an. Aufarbeitung und Analyse erfolgten 48 Stunden nach 

Transfektion an Tag 25 durch RT-PCR und ‚Real-Time‘-PCR bzw. durch Luziferase-

Reportergenassay. 

Zellen der Gruppe A wurden nicht adipogen stimuliert, allerdings mit 2 µg bzw. 5 µg PPARγ-

Promotor transfiziert. Zellen der Gruppe B wurden adipogen stimuliert und mit 2 µg bzw. 5 

µg PPARγ-Promotor transfiziert. Zellen der Gruppe C wurden adipogen stimuliert und mit 

PPARγ-Promotor (2 µg; 5 µg) und Runx2-Plasmid (2 µg) transfiziert. Bei Zellen der Gruppe 

D wurde keine adipogene Stimulation durchgeführt. Sie wurden mit 2 µg bzw. 5 µg PPRE 

transfiziert. In der Gruppe E fand eine adipogene Stimulation statt. Auch hier wurde PPRE-

Luc (2 µg; 5 µg) transfiziert. 
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Abbildung 28: I) Darstellung der PPARγ2-Genexpression in der ‚Real-Time‘-PCR IA) nach Transfektion des 

PPARγ-Promotors ohne Stimulation, IB) nach adipogener Stimulation und Transfektion des PPARγ-Promotors, 

IC) nach adipogener Stimulation und Kotransfektion des PPARγ-Promotors und des Runx2-Plasmids, ID) nach 

Transfektion des PPRE-Luc ohne Stimulation, IE) nach adipogener Stimulation und nach Transfektion des 

PPRE-Luc, jeweils in Relation zum β-Aktin-Gen. Darstellung der Mittelwerte (n=2) und der entsprechenden 

Standardfehler (SEM). 

II) Darstellung der RLU-Werte im Luziferase-Reportergenassay IIA) nach Transfektion des PPARγ-Promotors 

ohne Stimulation, IIB) nach adipogener Stimulation und Transfektion des PPARγ-Promotors, IID) nach 

adipogener Stimulation und Kotransfektion des PPARγ-Promotors und des Runx2-Plasmids, IID) nach 

Transfektion des PPRE-Luc ohne Stimulation, IIE) nach adipogener Stimulation und nach Transfektion des 

PPRE-Luc, jeweils in Relation zum β-Aktin-Gen. Darstellung der Mittelwerte (n=2) bei SCP1-Zellen. 

Abbildung 28: Als Ausgangswert wurde folgender Wert verwendet: 2µg PPARγ-Promotor. 

Die PPARγ2-mRNA und -Promotoraktivität zeigten in unstimulierten Zellen bei Transfektion 

unterschiedlicher Promotormengen nur einen geringen Unterschied. Wurde zusätzlich 

adipogen transfiziert, fand eine deutliche Steigerung der PPARγ-Genexpression auf 478,8% 

bzw. 359,3% des Ausgangswertes statt. Dieser Anstieg ließ sich mit 290,9% bzw. 224,5% des 

jeweiligen Ausgangswertes auch auf der Ebene der PPARγ-Promotoraktivität nachvollziehen. 

Das Runx2-Plasmid bewirkte bei Kotransfektion mit 2 µg PPARγ-Promotor eine leichte 

Reduktion der PPARγ2-mRNA auf 461,8%, bei Kotransfektion von 5 µg PPARγ-Promotor 

eine Reduktion der PPARγ2-mRNA auf 256,3%. Die PPARγ-Promotoraktivität wurde auf 

114,2% bzw. 239,3% des Ausgangswertes verändert.  

Unstimulierte, mit PPRE-Luc transfizierte Zellen verhielten sich bezüglich beider Parameter 

ähnlich wie unstimulierte, PPARγ-Promotor-transfizierte Zellen. Wurde adipogen stimuliert, 

führte dies zu einer deutliche Steigerung der mRNA auf 474,7% bzw. 325,9% des 

Ausgangswertes sowie der Promotoraktivität auf 263,8% bzw. 543,6% des jeweiligen 

Ausgangswertes. 

2µ
g 

PPA
R

g-
P

5µ
g 

PPA
R

g-
P

2µ
g 

PPA
R

g-
P +

 S
tim

5µ
g 

PPA
R

g-
P +

 S
tim

2µ
g 

PPA
R

g-
P+Stim

+R
unx2

-P
la

sm

5µ
g 

PPA
R

g-
P+Stim

+R
unx2

-P
la

sm

2µ
g 

PPR
E
-L

uc

5µ
g 

PPR
E
-L

uc

2µ
g 

PPR
E
-L

uc 
+ S

tim

5µ
g 

PPR
E
-L

uc 
+ S

tim
0

2.5×10 -9

5.0×10 -9

7.5×10 -9

1.0×10 -8

1.3×10 -8

1.5×10 -8

1.7×10 -8

I) A)           B)            C)           D)            E)

G
e
n

e
x
p

r
es

si
o
n

 P
P

A
R

g
a
m

m
a
2
/ß

-A
k

ti
n

2µ
g 

PPA
R

g-
P

5µ
g 

PPA
R

g-
P

2µ
g 

PPA
R

g-
P +

 S
tim

5µ
g 

PPA
R

g-
P +

 S
tim

2µ
g 

PPA
R

g-
P+Stim

+R
unx2

-P
la

sm

5µ
g 

PPA
R

g-
P+Stim

+R
unx2

-P
la

sm

2µ
g 

PPR
E
-L

uc

5µ
g 

PPR
E
-L

uc

2µ
g 

PPR
E
-L

uc 
+ S

tim

5µ
g 

PPR
E
-L

uc 
+ S

tim

0

250

500

750

1000

1250

1500

1750

2000

2250

  II) A)           B)           C)              D)          E)

R
el

a
ti

v
e 

L
ic

h
te

in
h

ei
te

n
 (

R
L

U
)

Interaktion IX



   3 Ergebnisse 

 78 

Fazit:  

PPARγ-Promotoraktivität und PPARγ2-mRNA stiegen unter adipogener Stimulation an. Die 

PPARγ-Promotoraktivität wurde durch das Runx2-Plasmid nur teilweise bei Transfektion von 

2µg PPARγ-Promotor reduziert. Die Induktion von PPRE-Luc zeigt, dass das durch 

adipogene Stimulation vermehrt gebildete PPARγ-Protein funktionsfähig und vermehrt aktiv 

ist.  
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4. Diskussion 

4.1 Runx2-‚Knockdown’ 

4.1.1 Vor- und Nachteile der Arbeit mit pHOB 

Primäre humane Osteoblasten entstammen direkt den Knochenproben eines 

Operationsgebietes in Femur oder Tibia (s. 2.1.1.1). Die Zellen sind nicht osteoblastär 

differenziert und können sich zu Adipozyten, Chondrozyten und Myoblasten entwickeln. Sie 

werden in der Literatur häufig als MSC bezeichnet. Da es sich aber nicht um Stammzellen im 

eigentlichen Sinne handelt, ist diese Bezeichnung unpräzise. Der Begriff pHOB wird im 

Sinne der mesenchymalen Vorläuferzelle verwendet und dient der Beschreibung, dass die 

Zellen direkt aus Knochenfragmenten gewonnen wurden. 

pHOB können in Abhängigkeit von Alter, Geschlecht, Hormonstatus, zugrundeliegender 

Erkrankung und anderer Faktoren der Patienten interindividuell unterschiedlich sein. 

Beispielsweise vermutet man, dass pHOB älterer Patienten mehr zur Ausprägung adipogener 

Markerproteine neigen als pHOB junger Menschen (Giesen, 2007). Zudem kann eine 

begrenzte Zellanzahl die Vielfalt der Versuchsansätze einschränken, sodass in pHOB-Studien 

eine größere Varianz der Ergebnisse möglich ist. Den wesentlichen Vorteil dieser Zellen stellt 

jedoch der große klinische Bezug dar. Sie gewähren einen realistischen Einblick in die 

Physiologie bzw. Pathophysiologie der osteogenen Differenzierung. Anhand dieser Zellen 

können experimentell hervorgerufene Veränderungen in vitro relativ authentisch ermittelt 

werden. Studien über die Differenzierung menschlichen Knochens werden also durch den 

Einsatz der pHOB vereinfacht. 

Im Folgenden werden die Mittelwerte der pHOB beider Patienten aus den Runx2-

‚Knockdown’-Versuchen diskutiert, da die Zellen gleichzeitig unter denselben 

Rahmenbedingungen kultiviert wurden und die Patienten vergleichbar alt waren (s. 2.1.1.1). 

Es gilt dabei zu beachten, dass Patient 1 weiblich ist und die Knochenfragmente aus dem 

proximalen Femur entnommen wurden, während es sich bei dem zweiten Patienten um einen 

Mann handelt, dessen Proben dem distalen Femur entstammen. Zudem war bei Patient 2 eine 

Arthrose des operierten Gelenks vorbeschrieben. Ein entsprechender Hinweis lag bei Patient 1 

nicht vor. pHOB des ersten Patienten wurden vor Versuchsbeginn 13 Tage länger unter 

Basisbedingungen kultiviert als die des zweiten Patienten, womit ein Unterschied bezüglich 

des Differenzierungsstatus möglich ist. 
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4.1.2 Die siRNA-Runx2 führt in pHOB zur Runx2-Suppression 

Runx2 ist essentiell für den Übergang mesenchymaler Vorläuferzellen in Osteoblasten. Um 

die Bedeutung dieses Faktors während der osteogenen Differenzierung besser zu verstehen, 

wurden Runx2-‚Knockdown’-Versuche mithilfe einer gegen Runx2 gerichteten siRNA in 

pHOB durchgeführt. siRNAs sind kleine, etwa 21 bis 25 Nukleotide umfassende RNA-

Doppelstränge. Sie sind Teil der RNA-Interferenz, die in den letzen Jahren in den Fokus der 

Wissenschaft gerückt ist, und führen zu einer hochspezifischen mRNA-Spaltung. Die 

doppelsträngige RNA wird vorerst durch die Endonuklease DICER (von engl. to dice: in 

Würfel schneiden) prozessiert, bevor sie im ‚RNA-induced silencing complex‘ (RISC) auf 

einen Strang reduziert wird, spezifisch an die mRNA bindet und diese schließlich spaltet. 

Anschließend bleibt die siRNA funktionsfähig am RISC gebunden, wodurch eine einzelne 

siRNA zum Abbau mehrerer mRNAs führen kann (Gavrilov and Saltzman, 2012). Durch 

Verwendung der siRNAs erfolgt ein spezifischer und potenter ‚Knockdown’. Als 

Negativkontrolle wurde eine ‚non-silencing‘-siRNA (Kontroll-siRNA; siKo) eingesetzt, die 

nicht zur Beeinflussung der Genexpression führt, da sie zu keinem Säugetiergen eine 

Homologie aufweist. 

Die siRunx2 führte im Kurzzeit-‚Knockdown’-Versuch nicht zu einer ausreichenden 

Suppression der Runx2-Expression. Alle drei Zeitpunkte (48%, 41%, 168% des 0-Wertes) 

erfüllten formal nicht die Kriterien einer suffizienten Gensuppression, die eine mRNA-

Reduktion auf 10% des Ausgangswertes bzw. einen signifikanten Unterschied im t-Test 

erforderlich machen (s. 3.1.1). Da zeitgleich eine Steigerung der PPARγ-Expression vorliegt 

und der ‚Knockdown’ mittels RNA-Interferenz spezifisch ist, liegt ein methodisches Problem 

im Kurzzeit-Versuch für die fehlende Runx2-Suppression als Ursache nahe. Beispielweise 

können Fehler bei der Durchführung der PCR verantwortlich sein. Eventuell war aber auch 

die Anzahl der Versuche nicht ausreichend, woraus eine größere Varianz der Ergebnisse 

resultieren kann. Ein möglicher Effekt, in diesem Falle die Suppression, könnte sich somit 

nicht entsprechend in den Ergebnissen wiederfinden.  

Da M. Giesen (2007) nach einmaliger Transfektion derselben siRunx2 in pHOB-Zellen eine 

für vier Tage suffiziente Runx2-Suppression beobachtete, die anschließend abschwächte, 

empfahl er eine erneute Transfektion zum Erhalt der Gensuppression. Gründe für die zeitlich 

begrenzte Wirkung liegen in der Halbwertszeit der siRNA, die in „bloßem“ Zustand der 

siRNA im Serum mit wenigen Minuten bis zu einer Stunde sehr kurz ist (Behlke, 2006; Stein 

and Lian, 1993). Diese variiert in Abhängigkeit von der Lokalisation und der vorliegenden 

Form der siRNA. Doppelsträngige RNA ist deutlich stabiler als Einzelstrang-RNA und damit 
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abhängig von der DICER- und RISC-Aktivität (Hutvagner and Zamore, 2002). Dadurch 

arbeiten siRNAs in Säugetierzellen über durchschnittlich 66 Stunden (Chiu and Rana, 2002), 

bevor sie durch RNasen abgebaut oder über mehrere Zellteilungen hinweg heraus verdünnt 

werden.  

Im Langzeit-‚Knockdown’-Versuch wurden also zwei siRunx2-Transfektionen durchgeführt 

(Tag 0; Tag4). Die bereits 48 Stunden nach einfacher siRunx2-Transfektion hochsignifikant 

supprimierten Runx2-mRNA-Werte bleiben nach einer zweiten siRunx2-Transfektion über 29 

Tage erhalten (s. 3.1.2.1). Für diese Zeitspanne kann die unmittelbare Funktion der siRunx2 

nicht mehr als Erklärung dienen, da die Wirkdauer der siRNA überschritten ist und 

Zellproliferationen stattgefunden haben.  

Ein Vergleich mit den Mittelwerten der basal kultivierten pHOB ist hier sinnvoll (0-Wert; 29 

Tage unbehandelt). Die basale Runx2-Expression wird auf 81,3% (s. 3.1.2.1) und die OC-

Expression auf 51,1% des 0-Wertes reduziert (s. 3.1.2.2). Die OSX-mRNA wird auf 33,8% 

reduziert (s. 3.1.2.3), während die AP-Expression in dieser Zeit um 187,72% des 0-Wertes 

zunimmt (s. 3.1.2.4).  

Zieht man zur Einschätzung des Differenzierungsstatus der basal kultivierten Zellen das 

modifizierte osteoblastäre Differenzierungsmodell nach Owen hinzu (s. 1.3.8; Abbildung 7), 

muss man beachten, dass die Zellen in allen zu dieser modifizierten Version des Modells 

beitragenden Veröffentlichungen durch β-Glycerolphosphat, aktiviertes Vitamin C und 

Dexamethason osteogen stimuliert wurden (Giesen, 2007; Owen et al., 1990; Siggelkow et 

al., 1999a; Siggelkow et al., 2004). Da die in dieser Arbeit vorliegenden pHOB unter basalen 

Kulturbedingungen ohne osteogene Stimulation wuchsen, ist ein Vergleich nur bedingt 

möglich. Veränderungen der OSX- und AP-Expression weisen darauf hin, dass sich pHOB 

unter basalen Kulturbedingungen osteogen differenzieren und sich nach 29 Tagen im frühen 

Matrixreifungsstadium befinden (vgl. Abbildung 7). Der fehlende OC-Anstieg lässt darauf 

schließen, dass die Mineralisationsphase nicht erreicht wurde. Außerdem wären in diesem 

Stadium eine Abnahme der AP-Expression und die Bildung von Mineralisationsknoten zu 

erwarten. 
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Abbildung 29: Vergleich der Expression verschiedener osteogener Differenzierungsmarker mit dem 

modifizierten osteoblastären Differenzierungsmodell nach Owen. Die Liniendiagramme markieren den unter 

osteogener Stimulation charakteristischen Verlauf der Differenzierungsmarker. Die Rauten markieren die 

Genexpressionen der basal kultivierten pHOB zu Beginn (Tag 0) und am Ende (Tag 29) des großen Runx2-

‚Knockdown’-Versuchs. 

Im Vergleich zu diesen basal kultivierten pHOB zeigten die Mittelwerte der siRunx2-

transfizierten Zellen nach 29 Tagen eine hochsignifikante Reduktion der Runx2-Expression 

auf 16,68% des 0-Wertes. Möglicherweise fand unter Runx2-Suppression eine 

Umdifferenzierung in andere aus MSC hervorgehende Zellen statt. Eine adipogene 

Umdifferenzierung ist hierbei unwahrscheinlich, da kein signifikanter Unterschied bezüglich 

der PPARγ2-, aP2- und LPL-Expression zwischen transfizierten und basal kultivierten Zellen 

besteht. Um alternative Differenzierungsrichtungen zu erfassen, könnte beispielweise die 

Bestimmung des Sry-type HMG box 9 (Sox9) für die chondrogene Differenzierung (Bernard 

and Harley, 2010; Kamachi et al., 2000) bzw. von MyoD und Myogenin für die myogene 

Differenzierung (Szalay et al., 1997) hilfreich sein. Nakashima et al. (2002) vermuteten eine 

wichtige Rolle des Runx2 in der mesenchymalen Kondensation. Somit könnte unter Runx2-

Suppression auch ein Differenzierungsstopp oder aber eine Rückdifferenzierung in frühere 

Differenzierungsstufen stattgefunden haben. Die pHOB waren vor Versuchsbeginn 60 bzw. 

73 Tage in Kultur unter basalen, nicht osteogenen Kulturbedingungen. In dieser Zeit hat 

vermutlich ein osteogener Differenzierungsprozess stattgefunden (s. oben). Song und Tuan 
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beschrieben 2004 Rückdifferenzierungen von Osteoblasten in MSC-ähnliche Zellen, die 

dadurch ihre Pluripotenz wiedererlangten. Hierbei wurde ein Rückgang der 

Schlüsseltranskriptionsfaktoren Runx2, PPARγ und Sox9 beobachtet. Zur Erfassung dieses 

MSC-Stadiums könnten in einer Immunfluoreszenzuntersuchung die folgenden, dann 

gemeinsam auftretenden Marker bestimmt werden: Fibronektin, Kollagen Typ I, Kollagen 

Typ IV und CD44 (Schieker et al., 2004). 

4.1.3 Die Runx2-Suppression führt in pHOB nach 48 Stunden zu einer signifikanten 

OC-und zu einer tendenziellen AP-Reduktion 

Nach 48 Stunden zeigte sich neben der Suppression des Runx2-Gens auf durchschnittlich 

8,7% eine Reduktion des OC-Gens auf 45,5% des 0-Wertes. Der Einfluss des Runx2 auf die 

OC-Genexpression könnte durch eine spezifische Bindungsstelle für Runx2 im OC-Promotor, 

die sogenannte Runx2-Konsensus-Sequenz, erklärbar sein (Ducy et al., 1997). Die Runx2-

Bindung in diesem Bereich führt zur Promotorinduktion des OC-Gens und damit zu einer 

gesteigerten Genexpression. Fällt dieser Stimulus durch einen Runx2-‚Knockdown’ weg, 

könnte es konsekutiv zur Reduktion der OC-Genexpression kommen. 

Des Weiteren zog die Runx2-Suppression nach 48 Stunden eine tendenzielle Reduktion der 

AP auf 22,6% des 0-Wertes nach sich (s. 3.1.2.4). Auch M. Giesen konnte in seiner 

Dissertation einen Runx2-Einfluss auf die AP-Expression in pHOB nachweisen, die 

allerdings erst nach 96 Stunden eine Signifikanz aufzeigte (Giesen, 2007). Aber auch einige 

andere Faktoren nehmen Einfluss auf die AP-Regulation. Hierzu gehören beispielsweise die 

aktivierte Vitamin A-Säure (Retinsäure), aktiviertes Vitamin-D (1,25-Dihydrocholecalciferol) 

und ‚granulocyte colony stimulating-factor‘ (GCS-F) (Gianni et al., 1995; Kyeyune-Nyombi 

et al., 1991; Rambaldi et al., 1990).  

In dieser Dissertation konnte also durch die Korrelation zwischen Runx2 und OC bzw. 

teilweise AP gezeigt werde, dass die Runx2-Suppression die osteogene Differenzierung 

hemmt. 

4.1.4 Die Runx2-Suppression besitzt in pHOB keinen signifikanten Einfluss auf die 

OSX-mRNA 

OSX wird durch den Runx2-‚Knockdown’ nach 48 Stunden nicht signifikant beeinflusst (s. 

3.1.2.3). Die Regulation dieses Faktors ist noch nicht abschließend geklärt. Ursprünglich ging 

man davon aus, dass OSX in der Osteoblastendifferenzierung als Transkriptionsfaktor Runx2 

nachgeschaltet ist und damit vor allem durch Runx2 reguliert wird. Diese These entstand 

durch die Beobachtung, dass OSX-‚Knockout’-Mäuse Runx2 exprimieren (Nakashima et al., 
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2002), wohingegen Runx2-‚Knockout’-Mäuse kein OSX exprimieren (Inada et al., 1999). Des 

Weiteren führte die Runx2-Überexpression zur OSX-Induktion (Matsubara et al., 2008). 

Anschließend entdeckten verschiedene Arbeitsgruppen, dass OSX auch Runx2-unabhängig 

reguliert werden kann. Matsubara et al. stellten fest, dass ‚bone morphogenetic protein-2‘ 

(BMP-2) bestimmte ‚Smad‘ (Kombination aus dem Drosophila-Protein ‚mothers against 

decapentaplegic‘ und dem Caenorhabditis-elegans-Protein SMA für ‚small body size‘)-

Moleküle aktiviert, die ‚msh-homeobox-2‘-(Msx2-) assoziiert OSX induzieren (Matsubara et 

al., 2008). Celil et al. beschrieben einen Runx2-unabhängigen OSX-Regulierungspfad über 

‚Mitogen-activated protein kinase pathway‘ (MAPK) und ‚Insulin-like growth factor 1‘ (IGF-

1) (Celil et al., 2005). Lee MH et al. entdeckten eine Steigerung der OSX-Expression durch 

BMP-2 gesteuerte Aktivierung von ‚distal-less homeobox 5‘ (Dlx5) (Lee MH et al., 2003). Da 

OSX in unseren pHOB-Versuchen nicht durch Runx2 reguliert zu sein scheint, wäre es 

interessant, diese alternativen Regulationswege in pHOB genauer zu untersuchen. 

4.1.5 Die Runx2-Suppression führt in pHOB nach 7 Tagen zur Reduktion osteogener 

Marker und zur PPARγ-Induktion 

7 Tage nach Transfektion der siRunx2 zeigte sich eine ausgeprägte, hochsignifikante 

Reduktion der osteogenen Marker Runx2 auf 4,9% und AP auf 17,6% des 0-Wertes. Zu 

diesem Zeitpunkt gilt dies allerdings nicht für OC (40,5% des 0-Wertes), und wiederum bleibt 

ein signifikanter Einfluss auf OSX aus (s. 3.1.2.1-3.1.2.4). Anders als zuvor zeigte sich zu 

diesem Zeitpunkt eine partielle Induktion adipogener Marker. PPARγ2, das als 

Schlüsseltranskriptionsfaktor der adipogenen Differenzierung gilt, ist im Vergleich zu siKo-

transfizierten Zellen hochsignifikant auf 103,4% des 0-Wertes induziert. Zu diesem Zeitpunkt 

des Versuchs scheint die Runx2-Suppression also eine Umdifferenzierung der Zellen mit 

Steigerung des adipogenen Markers PPARγ2 nach sich zu ziehen. Dies konnte im kurzen 

‚Knockdown’-Versuch zu allen drei untersuchten Zeitpunkten (48 Stunden, 4 Tage, 7 Tage) 

durch eine signifikante bis hochsignifikante PPARγ2-Induktion auf 287%, 49% bzw. 113% 

des 0-Wertes gezeigt werden (s. 3.1.1). Auch hier ist der Unterschied zu Kontroll-siRNA-

transfizierten Zellen nach sieben Tagen am deutlichsten ausgeprägt. Diese Steigerung der 

PPARγ2-Genexpression wäre erwartungsgemäß auf die Runx2-Reduktion zurückzuführen, 

die hier jedoch nicht vorlag. Nur nach vier Tagen zeigte sich eine tendenzielle Runx2-

Reduktion auf 41% des 0-Wertes. Kollaterale Regulationswege kommen als Ursache nicht 

infrage, da die Verwendung einer siRNA zu einem spezifischen ‚Knockdown’ führt. 

Wahrscheinlich ist also die größtenteils fehlende Runx2-Reduktion im Kurzzeit-Runx2-

‚Knockdown’-Versuch methodischer Natur (s. 4.1.2). Um das Zusammenspiel zwischen den 
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beiden zentralen Transkriptionsfaktoren Runx2 und PPARγ genauer zu untersuchen, wurden 

die Interaktionsversuche durchgeführt (s. 3.3.1 bis 3.3.10). 

Die LPL als früher adipozytärer Marker wurde unter Runx2-Suppression zu keinem Zeitpunkt 

des Versuchs verändert und gab somit keinen Hinweis auf eine gesteigerte adipozytäre 

Differenzierung. Obwohl Bindungsstellen des PPARγ im LPL-Promotor beschrieben wurden 

(Schoonjans et al., 1996), lässt sich keine Korrelation zwischen der Expression beider Gene 

feststellen. Eine Vielzahl LPL-regulierender Proteine wie der Kofaktor Apolipoprotein CII 

sind bekannt (Catapano, 1982; Kinnunen et al., 1977). Die Regulation erfolgt auf 

transkriptioneller, posttranskriptioneller, translationaler und posttranslationaler Ebene (Wang 

H and Eckel, 2009). Des Weiteren existiert ein negativer Rückkopplungsmechanismus, über 

den die enzymatische Aktivität der LPL durch hohe Fettsäurekonzentrationen 

herunterreguliert wird. Dies soll verhindern, dass die Kapazität der Gewebe, welche die 

Fettsäuren aufnehmen, überschritten wird (Bengtsson and Olivecrona, 1980). Die LPL besitzt 

in Osteoblasten eine wichtige Aufgabe: Für die γ-Carboxylierung der Knochenmatrixproteine 

benötigen Osteoblasten das lipophile Vitamin K1. Die LPL unterstützt die endozytotische 

Aufnahme dieses Faktors über ‚LDL receptor-related protein 1‘ (LRP1) (Niemeier et al., 

2005). 

4.1.6 Die siRNA-Runx2 führt in pHOB nach 29 Tagen zu einer Runx2-Suppression, 

beeinflusst die anderen osteogenen und adipogenen Differenzierungsmarker jedoch 

nicht 

Nach 29 Tagen konnte durch die siRunx2 eine hochsignifikante Runx2-Reduktion auf 16,7% 

des 0-Wertes beobachtet werden (s. 0). Die anderen osteoblastären Marker OC, AP und OSX 

wurden nicht signifikant auf 63,5%, 64,5% bzw. 52% des 0-Wertes verändert.  

Die adipogenen Marker PPARγ2, aP2 und LPL wurden durch die Runx2-Suppression nach 29 

Tagen im Mittel nicht beeinflusst. Die nach 7 Tagen beobachtete partielle adipogene 

Umdifferenzierung kann hier also nicht mehr detektiert werden. Mögliche Hintergründe 

wurden bereits in Absatz 4.1.2 diskutiert. 

4.1.7 Die osteogene Stimulation bewirkte nach zweimaliger Transfektion der siRNA-

Runx2 in pHOB keinen Runx2-‚Rescue’ 

Nach zweifacher Runx2-Suppression erfolgte eine 48-stündige osteogene Stimulation durch 

Vitamin C, Vitamin D3, β-Glycerolphosphat und Dexamethason. Dadurch stieg die Runx2-

Expression in siRunx2-transfizierten Zellen nicht signifikant von 16,7% auf 49,9% des 0-

Wertes. Es gelang demnach im Mittel kein Runx2-mRNA-‚Rescue’, d.h. keine durch 
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osteogene Stimulation signifikant geringere Suppression des Runx2-Gens (s. 3.1.2.1). 

Dexamethason, Vitamin C und Vitamin D3 können einzeln in pHOB zu einer Steigerung der 

Runx2-Genexpression führen, die allerdings erst später als 48 Stunden nach 

Stimulationsbeginn eintritt (Giesen, 2007; Siggelkow et al., 1999a; Siggelkow et al., 2004; 

Viereck et al., 2002). Eine Steigerung der Runx2-Genexpression durch β-Glycerolphosphat 

konnte kürzlich durch Cui et al (2012) in glatten Gefäßmuskelzellen gezeigt werden. In 

knochenbildenden Zellen fördert dieser Faktor die osteoblastären Differenzierung durch 

Induktion der Mineralisierung (Chung et al., 1992; Tenenbaum et al., 1992), eine Runx2-

Steigerung ist hier jedoch bislang nicht beschreiben. 

Durch Kombination der unterschiedlichen osteogenen Stimulanzien findet im vorliegenden 

Versuch kein Runx2-‚Rescue’ statt. Vermutlich war die Stimulationsdauer von 48 Stunden 

hierfür nicht ausreichend lang. 

4.1.8 Die siRNA-Runx2 führt nach 7 Tagen vermutlich auch zur Suppression des 

Runx2-Proteins 

Neben Genuntersuchungen auf mRNA-Ebene wurde zur Untersuchung der Proteinebene auch 

ein Runx2-‚Westernblot’ durchgeführt. Runx2 ist als Transkriptionsfaktor in nur geringem 

Maße in der Zelle enthalten, sodass der Proteinnachweis insbesondere in ‚Knockdown’-

Versuchen schwierig ist (s. 3.1.2.8). 

Anhand der β-Aktinbanden ist ersichtlich, dass die ‚Westernblot’-Methodik funktioniert hat 

und dass eine ausreichende Proteinmenge eingesetzt wurde. Nach 48 Stunden ist sowohl in 

Kontroll-siRNA- als auch siRunx2-transfizierten Zellen kein Runx2-Protein nachweisbar. 

Nach sieben Tagen ist hingegen ein Unterschied der Bandendichte beider Vergleichsgruppen 

sichtbar. Während die mRNA auf 4,9% des 0-Wertes supprimiert ist (vgl. 3.1.2.1), beträgt die 

Reduktion auf Proteinebene in der Densitometrie etwa 47,5%. Da die entsprechenden β-

Aktinbanden visuell einen großen Dichteunterschied aufweisen, ist die Differenz beider 

Runx2-Banden vermutlich größer. Wahrscheinlich ist die Halbwertszeit des Proteins nach 

sieben Tagen überschritten, der Abbau des Proteins hat somit voraussichtlich bereits 

stattgefunden und durch die fehlende mRNA nach Runx2-‚Knockdown’ wird keines 

nachproduziert. Nach 29 Tagen ist ebenfalls kein Runx2-Protein in Kontrolle (29TsiKo) und 

Probe (29TsiRunx2) detektierbar. 

In den hier durchgeführten Versuchen wurde die Proteinsynthese ausschließlich mit Hilfe des 

‚Westernblots‘ untersucht. Da bei pHOB des ersten Patienten keine Banden sichtbar waren, 

konnte hier nur der ‚Westernblot’ des zweiten Patienten gezeigt werden. Eine sichere Aussage 

ist somit nicht möglich. Um den Effekt zu verifizieren, sollten die Ergebnisse an anderen 
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pHOB wiederholt werden. Empfehlenswert wäre hierbei eine der Runx2-Suppression 

vorgeschaltete Runx2-Überexpression. 

4.2 Interaktion zwischen Runx2 und PPARγ 

4.2.1 Runx2-Einfluss auf PPARγ  

Sowohl Osteoblasten, als auch Adipozyten stammen von MSCs des Knochenmarks ab. 

Beobachtungen, dass zwischen diesen beiden Zelllinien häufig ein Differenzierungswechsel 

stattfindet und dass eine Abnahme des Knochenvolumens mit steigendem 

Knochenmarkfettgewebe einhergeht (Meunier et al., 1971), lassen auf eine ausgeprägte 

Wechselwirkung mit hoher Plastizität der Knochenmarkzellen schließen (Nuttall et al., 1998). 

Da diese Wechselwirkung im Hinblick auf die Entwicklung neuer Therapieoptionen bei 

Erkrankungen des Knochens von großer Bedeutung ist, besteht hier ein großes 

wissenschaftliches Interesse. Hierbei dient die altersbedingte Osteoporose als besonders 

passendes Beispiel. Persönliches Risiko und wirtschaftliche Bedeutung dieser häufigen 

Erkrankung wurden zu Beginn der Einleitung schon ausführlich geschildert (s. 1.1). Zugrunde 

liegt der Osteoporose im Wesentlichen neben einer verringerten Knochenmasse ein erhöhter 

Knochenfettanteil und damit eine deutliche Verlagerung des Gleichgewichts zwischen 

osteoblastärer und adipogener Differenzierung (Burkhardt et al., 1987). Eine entscheidende 

Rolle für die Entwicklungsrichtung der MSC spielen die beiden als Gegenspieler agierenden 

Schlüsseltranskriptionsfaktoren Runx2 und PPARγ. 

In der Literatur liegen, anders als im umgekehrten Fall (s. 1.3.2.1), nicht viele Informationen 

über den Runx2-Einfluss auf PPARγ vor. Um diesen Einfluss genauer zu untersuchen, 

wurden Runx2-Überexpressionsversuche durchgeführt (s. 3.2.1; 3.2.2). Die Überexpression 

erfolgte hierbei durch Transfektion eines Runx2-Plasmids in pHOB- und SCP1-Zellen. 

Darauf folgten Messungen der Runx2- und PPARγ2-mRNA in PCRs. Um zu überprüfen, ob 

Veränderungen der Runx2- und PPARγ2-mRNA auch Veränderungen auf Proteinebene nach 

sich ziehen, wurde ein ‚Westernblot’ durchgeführt, in dem sich der Antikörper gegen das 

Gesamt-PPARγ richtete. 

Um das Zusammenspiel der beiden Faktoren genauer zu untersuchen, erfolgten die Runx2-

PPARγ-Interaktionsversuche (s. 3.3.1 bis 3.3.10). Hierbei interessierten insbesondere die 

Auswirkungen des plasmidinduzierten Runx2-Proteins auf die PPARγ-Promotoraktivität im 

Luziferase-Reportergenassay und die PPARγ2-mRNA in der PCR.  

Da in SCP1-Zellen eine geringe Spontanaktivität des PPARγ-Promotors und geringe 

PPARγ2-mRNA-Konzentrationen vorlagen, wurde adipogen stimuliert. Im Luziferase-
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Reportergenassay wurde anhand des PPRE geprüft, ob das durch adipogene Stimulation 

gesteigerte PPARγ-Protein die Funktion als Transkriptionsfaktor aufnimmt und somit 

funktionsfähig ist. 

4.2.1.1 Das Runx2-Plasmid führt in pHOB- und SCP1-Zellen zur Steigerung der 

Runx2-mRNA und zu einem konträren Effekt auf die PPARγ2-mRNA 
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Abbildung 30: Dosis-Wirkungskurve des Runx2-Plasmids in Bezug auf die A) Runx2-Genexpression bzw. B) 

PPARγ2-Genexpression in pHOB (blaue Linie) und SCP1-Zellen (rote Linie). Der 0-Wert entspricht 100%, alle 

anderen Werte werden hier in Relation zum 0-Wert angegeben (y-Achse). Die x-Achse gibt die Menge des 

transfizierten Runx2-Plasmids an.  

Durch das Runx2-Plasmid gelang sowohl in pHOB, als auch in SCP-1-Zellen nach 48 

Stunden eine Runx2-Induktion (vgl. Abb. 30 bzw. 3.2.1). Es zeigte sich bei beiden Zellarten 

eine Korrelation zwischen der Menge des transfizierten Runx2-Plasmids und der Runx2-

mRNA. Bezüglich der PPARγ2-Expression wurde allerdings ein deutlicher Unterschied 

beobachtet. Das Runx2-Plasmid führte in pHOB-Zellen nach 48 Stunden zu einer 

signifikanten Reduktion der PPARγ2-mRNA auf bis zu 60% des Ausgangswertes. In SCP1-

Zellen fand hingegen ein signifikanter, mit der Menge des transfizierten Runx2-Plasmids 

zunehmender Anstieg der PPARγ2-mRNA auf maximal 348% des 0-Wertes statt (s. 3.2.1). 

Dieser Differenz könnten Unterschiede bezüglich der Homogenität beider Zellarten zugrunde 

liegen. Während SCP1-Zellen auf eine einzige, hTERT-transfizierte MSC zurückgehen und 

somit homogen sind, bestehen pHOB aus einer relativ inhomogenen Zellgruppe. Man geht 

von Zellen unterschiedlicher Differenzierungsstadien aus, unter denen wahrscheinlich auch 

(Vorläufer-) Zellen der adipozytären Differenzierung vorkommen. Diese Zellgruppe reagiert 
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auf die Runx2-Überexpression entsprechend der gegenläufigen Differenzierungshypothese 

zwischen Adipogenese und Osteogenese, d.h. bei gesteigerter Runx2-Expression findet eine 

Reduktion der PPARγ-Expression statt (Gori et al., 1999) und umgekehrt. Möglicherweise 

sind SCP1-Zellen zu einseitig vorgeprägt oder sie weisen Defizienzen auf, um gegenläufig 

reagieren zu können. Möglicherweise findet aber auch keine rein osteogene Differenzierung 

bei Runx2-Überexpression in SCP1-Zellen statt, sondern eine parallel ablaufende, adipogene 

Differenzierung mit PPARγ2-Induktion. Ponce et al (2008) vermuteten, dass osteogene und 

adipogene Differenzierungswege in mesenchymalen Vorläuferzellen wahrscheinlich nicht 

ausschließlich gegenläufig, sondern bis zu einem relativ späten Moment der osteogenen 

Differenzierung parallel verlaufen (Ponce et al., 2008). Ahdjoudj et al. (2001) beobachteten 

ebenfalls eine sehr späte Trennung von Osteoblasten und Adipozyten während der MSC-

Differenzierung, die mit einer lang erhaltenen Plastizitätskapazität zwischen den Zelllinien 

einhergeht. So hielten sich adipogen differenzierende MSC die Expression osteoblastärer 

Marker aufrecht, während sie mit der Expression adipogener Marker begannen (Ahdjoudj et 

al., 2001; Ahdjoudj et al., 2004). 

4.2.1.2 Das Runx2-Plasmid führt in SCP1-Zellen vermutlich zu einer Induktion des 

Runx2-Proteins und zu einer Reduktion des PPARγ-Proteins 

Zur Untersuchung der Runx2-Proteinsynthese nach Runx2-Plasmidtransfektion wurde ein 

orientierender ‚Westernblot’ in SCP1-Zellen durchgeführt (n=1) (s. 3.2.2). Die Densitometrie 

ergab nach 48 Stunden eine 2,27-fache Steigerung und nach 5 Tagen eine Reduktion auf 60% 

der Bandendichte des β-Aktins. Bei rein visueller Beurteilung erschienen die Unterschiede 

jedoch geringer. 

Die Runx2-Banden zeigten, dass das Runx2-Protein im ‚Westernblot’ mit dem verwendeten 

Antikörper nachweisbar und in den SCP1-Zellen vorhanden ist. 48 Stunden nach Runx2-

Plasmid-Transfektion war eine deutliche Runx2-Proteininduktion sichtbar. Nach 5 Tagen 

bestand ein Unterschied zwischen visueller Auswertung und Densitometrie. Die Runx2-

Bande transfizierter Zellen erschien in ähnlichem Maße wie β-Aktin etwas weniger dicht als 

die der untransfizierten Zellen. Die Densitometrie gibt allerdings eine deutliche, etwa dem 48 

Stunden-Wert entsprechende Steigerung des Runx2-Proteins an. 

Die PPARγ-Banden zeigen, dass auch das PPARγ-Protein im ‚Westernblot’ mit dem 

gewählten Antikörper nachweisbar und in den SCP1-Zellen vorhanden ist. Im Gegensatz zur 

PCR-Auswertung werden hier beide PPARγ-Isoformen erfasst. Nach 48 Stunden ist der 

Dichteanstieg in etwa äquivalent zu β-Aktin. Im Gegensatz dazu ergibt die densitometrische 
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Berechnung eine Reduktion des PPARγ-Proteins durch die Runx2-Überexpression nach 48 

Stunden an. Nach 5 Tagen findet eine Reduktion des PPARγ-Proteins statt.  

Die Runx2-Überexpression führt also vermutlich zu einer Änderung der Runx2- und PPARγ-

Proteinsynthese. Da Unterschiede zwischen der visuellen und densitometrischen Auswertung 

bestehen, sind die Aussagen nicht eindeutig. Weitere ‚Westernblot’-Analysen mit pHOB und 

SCP1-Zellen sollten folgen, um die Auswirkungen der Runx2-Überexpression besser zu 

erfassen bzw. zu verifizieren. 

4.2.1.3 Lokalisation des Runx2-Einflusses auf PPARγ 

Um den Runx2-Einfluss auf PPARγ besser zu verstehen, wurden zwei Genabschnitte an zwei 

unterschiedlichen Genen untersucht. Der PPARγ-Promotor gibt Auskunft über die 

Transkriptionsaktivität am PPARγ-Gen, also über den Beginn der PPARγ-mRNA-Synthese, 

wohingegen das PPRE die Funktionalität des PPARγ-Proteins in seiner Position als 

Transkriptionsfaktor an einem fremden Gen wiedergibt. Da in SCP1-Zellen spontan eine nicht 

ausreichende PPARγ-Promotoraktivität beobachtet wurde (s. 3.3.1 bis 3.3.3), musste mit 

Dexamethason, Insulin und Isobutylmethylxanthin adipogen stimuliert werden. Nach vier und 

sieben Tagen bewirkte dies eine Hemmung der PPARγ-mRNA. Ding et al. (2003) hingegen 

beschrieben schon am ersten Tag einer adipogenen Stimulation, die mit den gleichen Faktoren 

durchgeführt wurde, eine deutliche Steigerung der zwei Proteine PPARγ und C/EBPα in 

Knochenmarkzellen der Maus (Ding et al., 2003). Die Abweichung der Ergebnisse könnte 

speziesspezifisch bedingt sein (Mensch vs. Maus), aber auch durch Unterschiede des 

Zellmaterials (Primärmaterial vs. Zelllinie) oder des Versuchsaufbaus begründet sein. Erst 

nach 14 Tagen gelang eine Geninduktion, die durch zusätzliche Gabe des PPARγ-Agonisten 

Troglitazon früher hervorgerufen und in stärkerem Maße erreicht werden konnte (s. 3.3.6). 

Auch Okazaki et al. beschrieben durch Troglitazon eine PPARγ2-Erhöhung in 

Knochenmarkzellen der Maus (Okazaki et al., 1999). 

Für die folgenden Versuche war die adipogene Stimulation ausreichend, bei der kein sicherer 

Unterschied bezüglich der PPARγ-Promotoraktivität zwischen der Transfektion von 2µg und 

5 µg PPARγ-Promotor gezeigt werden konnte. 

4.2.1.3.1 Runx2 reduziert die PPARγ-Promotoraktivität 

Die Lokalisation des Runx2-Einflusses auf PPARγ wurde bislang in der Literatur nicht 

beschrieben. In dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass Runx2 bereits die Aktivität 

des PPARγ-Promotors hemmt. Die Berechnung der Mittelwerte aus Interaktionsversuch VII 

und VIII (s. 3.3.8 und 3.3.9) ergibt nach Transfektion von 2µg PPARγ-Promotor und 2µg 
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Runx2-Plasmid eine signifikante Reduktion der PPARγ-Promotoraktivität im Vergleich zu 

adipogen stimulierten, nur PPARγ-Promotor transfizierten Zellen von 465,5% auf 246,8% des 

Ausgangswertes. Nach Transfektion von 5µg PPARγ-Promotor und 2µg Runx2-Plasmid 

zeigte sich eine tendenzielle Reduktion der PPARγ-Promotoraktivität von 426,9% auf 219,3% 

des Ausgangswertes. Auch der letzte Interaktionsversuch, dessen Aufbau von den beiden 

genannten Versuchen abweicht (s. 3.3.10), bestätigte die deutliche Reduktion der PPARγ-

Promotoraktivität bei Transfektion von 2µg PPARγ-Promotor plus Plasmid im Vergleich zu 

adipogen stimulierten, nur PPARγ-Promotor transfizierten Zellen. Die Transfektion von 5 µg 

PPARγ-Promotor plus Plasmid hingegen erzielte diese Wirkung nicht. Es erscheint dabei 

verständlich, dass der Effekt des Runx2-Plasmids mit steigender PPARγ-Promotormenge 

abnimmt. Da Liu LF et al. (2010) eine Hemmung des Runx2-Promotors durch PPARγ 

beobachteten, kann man davon ausgehen, dass die beiden Gegenspieler Runx2 und PPARγ 

durch Hemmung des Promotors miteinander interagieren.  

Ein Blick auf die Struktur des Proteins hilft bei der Überlegung, wie Runx2 den PPARγ-

Promotor hemmen könnte. Runx2 besitzt verschiedene Domänen, die nach ihrer Funktion im 

Wesentlichen in folgende Gruppen eingeteilt werden: DNA-Bindungs-, Aktivierungs- und 

Repressionsdomäne(n) (Schroeder et al., 2005). Für die richtige, intranukleäre Lokalisation 

sind das ‚nuclear localisation signal‘ (NLS) und das ‚nuclear matrix targeting signal‘ (NMTS) 

zuständig. 

RD

V

W

R

P

Y

NMTSAD3NLSDNA-BindungAD2

Runx2-Protein

carboxyterminalaminoterminal

AD1

Transactivation domains: Ad1, AD2, AD3
PST: Prolin/Serin/Threonin-reiche Region
QA: 

 

Abbildung 31: Schematischer Aufbau des Runx2-Proteins. Bereiche mit (potentieller) Repressionsfunktion 

werden hier rot dargestellt. Hierzu gehören aminoterminale Regionen des Proteins, die DNA-Bindungsdomäne 

(Runt-Domäne), Teile des ‚nuclear matrix targeting signal‘ (NMTS), die Repressionsdomäne (RD) und die 

carboxyterminalen Aminosäuren VWRPY. NLS= ‚nuclear localisation signal‘, AD=Aktivierungsdomäne.  

Die Betrachtung der Repressionsdomänen ist für die vorliegende Runx2-Hemmung des 

PPARγ-Promotors von entscheidender Bedeutung. Die transkriptionelle Repression erfolgt 

hier wahrscheinlich durch Kondensierung der Chromatinstruktur. Dies geschieht über 

Histone, die in deacetyliertem Zustand positiv geladen sind und somit die stark negativ 

geladene DNA binden können. Für die Deacetylierung ist die Histon-Deacetylase (HDAC) 

verantwortlich, wodurch die Bindung der Runtdomäne an die DNA erschwert wird. Die 
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Histon-Acetyltransferase (HAT) hingegen führt zur Acetylierung mit nachfolgendem Verlust 

der positiven Ladung und der DNA-Bindefähigkeit. Eine Transkription ist somit möglich. 

Histon acetyliert Histon deacetyliert

HDAC

Positive Ladung des Histons ermöglicht verstärkte Bindung an negativ geladene DNA

Kondensierung der DNA mit reduzierter Genexpression  

5‘-PuACCPuCA-3‘;
PPARγ-Promotor

Repression des 
PPARγ-Gens

Cbfβ
Runt RD 

 

Abbildung 32: Möglicher Mechanismus der Hemmung der PPARγ-Promotoraktivität durch Runx2. Nach 

Heterodimerbildung mit Cbfβ bindet Runx2 an die spezifische Sequenz im PPARγ-Promotor. Durch HDAC-

Aktivierung erfolgt die Histondeacetylierung und somit eine verstärkte Bindung des Histons an die DNA. 

Dadurch kondensiert diese mit konsekutiv reduzierter Genexpression. 

Verschiedene Regionen des Proteins sind bekannt, die eine Repression bewirken oder zu einer 

solchen beitragen (s. Abbildung 31). Die letzten fünf Aminosäuren Valin (V), Tryptophan 

(W), Arginin (R), Prolin (P) und Tyrosin (Y) am carboxyterminalen Endes des Proteins 

interagieren mit Korepressoren, beispielsweise mit verschiedenen Mitgliedern der 

‚transducin-like enhancer of split‘ (TLE)/ Groucho (Grg)-Proteinfamilie (Javed et al., 2000). 

Diese formen einen Komplex mit der HDAC Rpd3, über den sie ihre repressive Wirkung 

entfalten (Chen et al., 1999). Eine zweite carboxyterminale Repressionsregion liegt proximal 

davon, rekrutiert HDAC6 in den Nukleus und vermittelt über dieses Enzym die Repression. 

Diese HDAC6-Interaktionsdomäne liegt teilweise in der Region des NMTS (Westendorf et 

al., 2002). In und um die NMTS-Region gibt es weitere Repressionsregionen, die u.a. auch 

mit TLEs interagieren. Eine dritte Repressionsdomäne befindet sich am aminoterminalen 

Ende innerhalb der ersten 94 Aminosäuren des Proteins. Hier bindet HDAC3 und führt zu 

einer Repression des Runx2-vermittelten Aktivierung des OC-Promotors (Schroeder et al., 

2004). Schließlich trägt die Runtdomäne zu Interaktionen mit Korepressoren bei, womit 
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vermutlich die DNA-Bindung durch Maskierung der DNA-Interaktionsfläche verhindert wird 

(Kahler and Westendorf, 2003). 

4.2.1.3.2 Runx2 verändert nicht die PPARγ2-mRNA  

Obwohl der verwendete PPARγ-Promotor, der beide PPARγ-Isoformen abdeckt, den Beginn 

der PPARγ-mRNA-Synthese darstellt, wird bei Reduktion der PPARγ-Promotoraktivität nicht 

die PPARγ2-mRNA reduziert. Dieser Beobachtung könnte eine zeitliche Differenz des 

Effektes zwischen Promotor- und mRNA-Ebene zugrunde liegen. Die Zellen könnten einen 

PPARγ-mRNA-Vorrat besitzen, durch den sich die Wirkung von PPARγ-Promotor- auf 

PPARγ-mRNA-Ebene verzögert. Eventuell ist die Erklärung aber auch im methodischen 

Bereich zu finden. Der Runx2-Effekt auf die PPARγ-Promotoraktivität erfolgt über eine 

Koexpression und wird somit nur in transfizierten Zellen gemessen. Die Messung der mRNA 

jedoch findet in der Gesamtheit der Zellen statt. Da aber nur ein Teil der Zellen transfiziert ist 

und somit Runx2 überexprimiert, könnte der Effekt in der Gesamt-mRNA-Messung 

untergehen. Auch die RNA-Interferenz kommt als Ursache infrage. Im Rahmen 

posttranskriptioneller Modifikationen nehmen siRNAs und miRNAs Einfluss auf die 

Produktion der mRNA (s. 4.1.2). Von der Promotoraktivität abweichende mRNA-Ergebnisse 

könnten auf eine reduzierte Hemmung der PPARγ2-mRNA durch diese Systeme 

zurückzuführen sein. Auch der Runx2-Überexpressionsversuch könnte eine Erklärung 

aufzeigen. Hier bewirkte die Runx2-Überexpression eine starke Induktion der PPARγ-mRNA 

in SCP1-Zellen (s. 3.2.1). Diese Steigerung blieb hingegen in den Interaktionsversuchen aus, 

sodass womöglich eine nicht sichtbare Reduktion vorliegt. 

4.2.1.4 Die adipogene Stimulation bewirkte eine Steigerung der Aktivität des PPARγ-

Proteins als Transkriptionsfaktor 

Die adipogene Stimulation bewirkte parallel zur mRNA-Ebene eine Steigerung der 

Funktionalität des PPARγ-Proteins. Diese Aussage kann anhand des an die Luziferase 

gekoppelten PPRE-Gens getätigt werden. Es kommt zu einer Steigerung der PPRE-RLU-

Werte, die sich durch eine unstimulierte Kontrolle verifizieren lässt. Diese Steigerung beträgt 

ungefähr das 14-fache bei Transfektion von 2µg PPRE-Luc bzw. das 11-fache der 

unstimulierten, PPRE-Luc transfizierten Zellen bei 5µg PPRE. 

Diese Versuche könnten als Vorbereitung für weitere Untersuchungen der Interaktion 

zwischen Runx2 und PPARγ dienen. Die Hemmung der PPARγ-Funktion als 

Transkriptionsfaktor könnte beispielweise durch eine Kotransfektion von Runx2-Plasmid und 

PPRE-Luc überprüft werden. Zur Steigerung der PPARγ-Aktivität und –Konzentration wäre 
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eine vorausgehende adipogene Stimulation über ca. 10 bis 14 Tage empfehlenswert. Zu 

erwarten wäre eine abnehmende Luziferaseaktivität des PPRE-Luc unter Runx2-Plasmid-

Einfluss. 

4.2.2 Gegenseitiger Einfluss der beiden Faktoren Runx2 und PPARγ 

MSC

Adipozyt

Osteoblast

PPARγ

Runx2 

 

Abbildung 33: Einfluss der beiden Transkriptionsfaktoren PPARγ und Runx2 auf die Differenzierung 

mesenchymaler Stammzellen.  

 

Sowohl Osteoblasten, als auch Adipozyten entstammen pluripotenten MSCs des 

Knochenmarks. Man geht davon aus, dass sich Adipogenese und Osteogenese in diesem 

Differenzierungsprozess gegenläufig verhalten (Akune et al., 2004; Jeon et al., 2003; Lecka-

Czernik et al., 1999; Parhami et al., 1999). PPARγ hemmt Runx2 dabei auf Promotor-, 

mRNA- und Proteinebene und zudem seine Funktion als Transkriptionsfaktor (s. 1.3.2.1) (Jeon 

et al., 2003; Liu LF et al., 2010). Diese Erkenntnisse führten zu dem Versuch, durch PPARγ-

‚Down‘-Regulation dessen Einfluss auf Runx2 zu vermindern und somit die Knochenmasse 

zu erhöhen. Akune et al. (2004) supprimierten mithilfe einer siRNA die PPARγ-

Genexpression, wodurch ein Anstieg der Osteogenese in vivo und in vitro zu verzeichnen war 

(Akune et al., 2004). Yu et al. hingegen supprimierten PPARγ kürzlich mit Hilfe zweier 

PPARγ-Antagonisten und mittels RNA-Interferenz und beobachteten zwar eine Hemmung 

der Adipogenese in MSC, jedoch keine Steigerung der Osteogenese (Yu et al., 2012). Ein 

wichtiger Aspekt in dieser Hinsicht ist die Frage danach, welche PPARγ-Isoform 

herunterreguliert wird. Es erscheint sinnvoll, das sehr viel seltenere PPARγ2 selektiv in seiner 

Genexpression zu reduzieren, da dieses (fast) ausschließlich in Adipozyten vorkommt und 

einen wesentlich wichtigeren Einfluss auf die Adipogenese hat (Yu et al., 2012). Ein isolierter 

therapeutischer Einfluss könnte also eine spezifische Regulierung ohne Beeinflussung anderer 

Systeme ermöglichen. Das in dieser Dissertation aufgrund der eingeschränkten Lokalisation 

unerwartete Vorkommen der PPARγ2-mRNA in pHOB- und SCP1-Zellen (s. 3.1.1, 0, 

3.1.2.5, 3.3.6-3.3.9) könnte durch die Pluripotenz beider Zellarten mit möglicher konsekutiver 

adipozytärer Differenzierung erklärbar sein. Während Bruedigam et al. (2008) eine wichtige 
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Rolle des PPARγ2 in der Osteogenese vermuteten, konnten Yu et al. (2012) PPARγ2 während 

der Osteogenese nicht nachweisen, ganz im Gegensatz zu PPARγ1. Letztere Isoform ist nicht 

zellspezifisch und ist in die Regulierung des Glukose- und Lipidstoffwechsels involviert. 

Dysregulationen führen zu Problemen wie Adipositas, Insulinresistenz und Diabetes mellitus 

Typ 2 (Kadowaki, 2000; Kubota et al., 1999). Bei medikamentöser Therapie dieser Isoform 

muss also mit multiplen Nebenwirkungen gerechnet werden. Die PPARγ-Regulierung muss 

als komplexes System verstanden werden, in das weitere Forschungsprojekte noch mehr 

Klarheit bringen sollten. 

Über den Einfluss des Runx2 auf PPARγ gestaltet sich die Literatursuche sehr schwierig. In 

der vorliegenden Dissertation konnte gezeigt werden, dass Runx2 den PPARγ-Promotor, also 

den Beginn der mRNA-Synthese hemmt. Allerdings konnte eine Hemmung der mRNA nicht 

festgestellt werden (s. 0). Im ‚Westernblot’ erhält man den Hinweis, dass Runx2 auch zu einer 

Reduktion des PPARγ-Proteins führt. Die Fragestellung, ob Runx2 auch die PPARγ-Funktion 

als Transkriptionsfaktor hemmt, wurde nicht untersucht, aber in der vorliegenden Dissertation 

durch die PPRE-Luc- und Runx2-Plasmid-Versuche vorbereitet (4.2.1.4).  

Bei kritischer Auseinandersetzung mit der Dissertation fällt auf, dass die Proteinuntersuchung 

im ‚Westernblot’ nur orientierend stattgefunden hat. Eine sichere Aussage über das Verhalten 

des Runx2- und PPARγ-Proteins kann somit nicht getroffen werden. Zudem wurde die 

Runx2-Überexpression in pHOB und SCP1-Zellen auf mRNA-und Proteinebene nur über 

eine kurze Zeitspanne hinweg beobachtet. Untersuchungen über die Auswirkungen des 

Runx2-Plasmids im Verlauf, insbesondere auf die adipogenen Differenzierungsmarker, wären 

jedoch sehr interessant. Des Weiteren wären Untersuchungen über den Runx2-Einflusses auf 

PPRE-Luc spannend, die im Rahmen dieser Dissertation vorbereitet wurden (s. 4.2.1.4). 

Abschließend kann festgestellt werden, dass die komplexe Interaktion zwischen Runx2 und 

PPARγ in den Ergebnissen nicht gänzlich erfasst werden konnte. Aufgrund der Ergebnislage 

kann jedoch von einer engen Interaktion zwischen den beiden Faktoren ausgegangen werden, 

die eine klinische Relevanz in der Osteoporoseforschung besitzen könnte. 

.
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5. Zusammenfassung 

Mesenchymale Stammzellen können sich je nach führendem Transkriptionsfaktor zu 

Osteoblasten, Adipozyten, Chondrozyten oder Myoblasten differenzieren. Während sie sich 

unter Runx2-Einfluss entlang der osteoblastären Linie differenzieren, entwickeln sie sich bei 

vorliegendem PPARγ entlang des adipogenen Differenzierungswegs. Das Gleichgewicht 

zwischen beiden Faktoren und ihr Zusammenspiel besitzen eine wichtige klinische 

Bedeutung. In dieser Dissertation wurden durch Runx2-Suppression bzw. -Überexpression 

die Rolle dieses Faktors in pHOB und SCP1-Zellen erfasst und die Interaktion zwischen 

Runx2 und PPARγ untersucht. 

Der Runx2-Knockdown’ erfolgte mittels RNA-Interferenz, die Runx2-Überexpression durch 

ein Runx2 exprimierendes Plasmid. In RT-PCRs wurden mRNA-Messungen durchgeführt. 

Die Proteinbestimmung erfolgte im ‚Westernblot’. Promotoraktivität und Funktionalität der 

Proteine wurden in Luziferase-Reportergenassays überprüft. 

Unter basalen Kulturbedingungen differenzierten sich pHOB osteogen ohne Erreichen der 

Mineralisationsphase. Durch zweimalige siRunx2-Transfektion gelang auf mRNA-Ebene eine 

suffiziente Runx2-Suppression über 29 Tage auf durchschnittlich 10,1%, die wahrscheinlich 

auch auf Proteinebene stattfindet. Neben einer Steigerung der PPARγ-mRNA nach sieben 

Tagen konnte darunter auch eine Suppression der osteogenen Differenzierungsmarker OC und 

AP beobachtet werden. Ein Rescue’ der supprimierten Runx2-Genexpression konnte durch 

osteogene Stimulation nicht erreicht werden.  

In den Runx2-/PPARγ-Interaktionsversuchen wurden SCP1-Zellen adipogen stimuliert, um 

die PPARγ2-mRNA und PPARγ-Promotoraktivität zu erhöhen. Darunter konnte ebenfalls 

eine gesteigerte Funktionalität des PPARγ-Proteins beobachtet werden. Die Kostimulation mit 

Troglitazon führte zu einer früheren und verstärkten PPARγ2-mRNA-Expression. Runx2 

hemmt die PPARγ-Promotoraktivität in SCP1-Zellen, während die PPARγ2-mRNA 

unbeeinflusst bleibt. 

Die zentrale Rolle des Runx2 in der osteogenen Differenzierung scheint durch den Einfluss 

auf die osteogenen Marker OC und AP in pHOB bestätigt zu werden. Auch der Einfluss auf 

die adipogene Differenzierung erfolgt voraussichtlich über Runx2, das den zentralen 

Transkriptionsfaktor PPARγ hemmt. Dies geschieht bereits am Promotor. Gründe für die 

fehlende PPARγ-mRNA-Suppression könnten zeitlicher oder methodischer Natur sein, aber 

auch auf zellmolekulare Mechanismen zurückführbar sein. 
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