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1 Einleitung 

 

1.1 Regenerative Zahnmedizin 

Zahnerkrankungen zählen zu den Volkskrankheiten und können die Lebensqualität er-

heblich beeinträchtigen (1). Eine der häufigsten Zahnerkrankungen mit einer weltwei-

ten Prävalenz von über 10% ist die Parodontitis, welche zur Schädigung des Zahnhal-

teapparats bis hin zum Zahnverlust führen kann (2,3). Während die Ursachen für eine 

Parodontitis vielschichtig sind und aus dem Zusammenspiel von mikrobiellen Patho-

genen, Entzündungsreaktionen und Umwelteinflüssen resultieren (4,5), zielen Thera-

pien darauf ab, den Krankheitsprozess aufzuhalten und beschädigtes bzw. verloren 

gegangenes Gewebe zu ersetzen. Falls gute Aussichten bestehen, den betroffenen 

Zahn zu erhalten, ist die Therapie der Wahl bei Parodontitis zunächst die Entfernung 

von Konkrementen mit anschließender Wurzelglättung. Anderenfalls ist der therapeu-

tische Goldstandard der Ersatz des Zahns und von beschädigtem Gewebe des Zahn-

halteapparats durch künstliche Implantate (3,6). Allerdings sind Implantat-basierte 

Therapien nicht risikofrei (7). So kommt es nach dem Einsetzen von Implantaten z. B. 

häufig zu einer Entzündung des umliegenden Gewebes, welche als Periimplantitis be-

zeichnet wird (8). Darüber hinaus sind künstliche Implantate in ihrer Funktionalität und 

Langlebigkeit in der Regel unterlegen im Vergleich zu natürlichen Zähnen (9). Auf der 

Suche nach Alternativen zielen moderne Therapieansätze darauf ab, dentale  

Stamm-/Vorläuferzellen zur Regeneration dentaler Gewebe bis hin zum gesamten 

Zahn einzusetzen (10,11). Beim sogenannten „Tissue Engineering“ erfolgt eine künst-

liche Nachbildung von Geweben auf Basis von Zellen, wobei diese häufig mit Wachs-

tumsfaktoren und nicht-zellulären Trägermaterialien kombiniert werden (12). 

Ein bedeutender Meilenstein des dentalen „Tissue Engineering“ gelang der Arbeits-

gruppe um Takashi Tsuji durch Erzeugung eines künstlichen Zahnkeims im Mausmo-

dell. Hierfür wurden Stammzellen aus den epithelialen und mesenchymalen Geweben, 

welche zu Beginn der Zahnentwicklung den natürlichen Zahnkeim bilden, isoliert und 

anschließend in vitro wieder zusammengeführt. Dieser künstliche Zahnkeim konnte 

sowohl in vitro als Organkultur als auch in vivo nach Transplantation unter eine murine 

Nebennierenkapsel zu einem künstlichen Zahn heranwachsen (13). Ein solcher ekto-

pisch entwickelter Zahn konnte schließlich in die leere Knochenhöhle eines murinen 

Zahnverlustmodells transplantiert werden und dort physiologische Zahnfunktionen 

ausüben (14). Darüber hinaus gelang es, einen künstlichen Zahnkeim nach wenigen 
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Tagen Organkultur direkt in eine leere Zahnhöhle zu transplantieren und zu einem 

funktionellen künstlichen Zahn heranwachsen zu lassen (15). 

In einem anderen Ansatz erfolgte die Erzeugung eines biologischen Zahnimplantats 

durch Kombination von dentalen Stammzellen mit einer Matrix aus Hydroxylapatit und 

Tricalciumphosphat, einer Gelmatrix sowie einer Porzellankrone (16). Außerdem zeig-

ten Studien, dass auch eine direkte Transplantation von Stamm-/Vorläuferzellen ohne 

Trägermaterial insbesondere die Regeneration des Zahnhalteapparats begünstigen 

kann (17,18). Darüber hinaus konnten Versuchen an Ratten zeigen, dass eine Trans-

plantation von konditioniertem Medium oder Exosomen aus Stamm-/Vorläuferzellen, 

mit einer Matrix als Trägermaterial, zur Regeneration von parodontalen Schäden bei-

tragen kann (19,20). Klinische Studien zeigten bereits einen möglichen therapeuti-

schen Nutzen der Anwendung von „Tissue Engineering“ am Menschen zur Behand-

lung von Schäden des Zahnhalteapparats (21–23) und der Zahnpulpa (24). 

 

1.2 Dentale Stamm-/Vorläuferzellen 

Verschiedene Stamm-/Vorläuferzellen können zu unterschiedlichen Zeitpunkten wäh-

rend der Entwicklung von menschlichem Zahngewebe isoliert werden. Aus dem 

mesenchymalen Anteil eines Zahnkeims, dessen Ursprung in der embryonalen Neu-

ralleiste liegt, entwickeln sich zunächst die Zahnpapille, aus deren apikalem Anteil 

Stammzellen (SCAPs, engl. Stem cells from apical papilla) gewonnen werden können, 

sowie der dentale Follikel mit seinen Stamm-/Vorläuferzellen (DFCs, engl. Dental fol-

licle cells). Ausgehend von der Zahnpapille bilden sich im weiteren Verlauf Dentin-

bildende Odontoblasten und die Zahnpulpa, welche weiterhin Stammzellen (DPSCs, 

engl. Dental pulp stem cells) enthält, während der dentale Follikel den Zahnhalteappa-

rat ausbildet, der innerhalb des parodontalen Ligaments ebenfalls Stamm-/Vorläufer-

zellen (PDLSCs, engl. Periodontal ligament stem cells) beinhaltet (25–28). Aus dem 

epithelialen Anteil eines Zahnkeims, dessen embryonaler Ursprung im Ektoderm des 

ersten Kiemenbogens liegt, entwickelt sich das Schmelzorgan, woraus Ameloblasten 

hervorgehen, die den Zahnschmelz bilden. Da diese Zellen aber nach Abschluss der 

Zahnentwicklung im Menschen nicht mehr vorhanden sind, kann der Zahnschmelz ei-

nes vollständig entwickelten Zahns nicht mehr endogen regeneriert werden (25,26). 

Abbildung 1 zeigt den Aufbau eines menschlichen Zahns während und nach der Zahn-

entwicklung und wo die mesenchymalen Stamm-/Vorläuferzellen zu finden sind. 
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Abb. 1: Zahnentwicklung und dentale Stammzellen. Die Abbildung zeigt einen Zahn in ei-

ner frühen (A) und späteren (B) Entwicklungsphase sowie einen vollständig entwickelten Zahn 

(C) mit den wichtigsten Bestandteilen und den enthaltenen dentalen Stammzellen. Über dem 

heranwachsenden Zahn in der späteren Entwicklungsphase ist ein Milchzahn dargestellt, wel-

cher ebenfalls Stammzellen (SHED, engl. Stem cells from human exfoliated deciduous teeth) 

enthält (B). Eigene Darstellung nach (25–30). 

 

Aus der Zahnentwicklung wird ersichtlich, dass eine Isolierung von SCAPs und DFCs 

– im Gegensatz zu DPSCs und PDLSCs – nur aus Zähnen möglich ist, die sich noch 

in der Entwicklung befinden (27,31). Eine mögliche Alternative für regenerative Thera-

pien stellen mesenchymale Stammzellen nicht-dentalen Ursprungs dar, wie z. B. 

mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark (engl. Bone marrow mesen-

chymal stem cells, BMMSCs) oder Stammzellen aus Fettgewebe (engl. Adipose-deri-

ved stem cells, ADSCs), welche ebenfalls Potential zur Regeneration dentaler Gewebe 

besitzen (32). 

 

1.3 Dentale Follikelzellen (DFCs) 

 
1.3.1 Die Rolle von DFCs während der Zahnentwicklung 

Für die Entwicklung regenerativer Therapien des Zahnhalteapparats, beispielsweise 

zur Behandlung von Parodontitis, sind DFCs als dessen endogene Vorläuferzellen be-

sonders interessant. Im dentalen Follikel (auch Zahnfollikel genannt) befinden sich die 

Zellen innerhalb von lockerem Bindegewebe, welches um die Zahnpapille und das 
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Schmelzorgan liegt (vgl. Abb. 1). Im Laufe der Zahnentwicklung bildet der dentale Fol-

likel den gesamten Zahnhalteapparat, bestehend aus dem Wurzelzement, dem umlie-

genden Alveolarknochen sowie dem parodontalen Ligament, welches die mineralisier-

ten Gewebe miteinander verankert (28,33,34). Besonders wichtig für die Entwicklung 

der Zahnwurzel ist dabei die Interaktion mit der Hertwig-Epithelscheide – einem epithe-

lialen Gewebe, das nach Ausbildung der Zahnkrone apikal auswandert und die Form 

der Zahnwurzel festlegt (35,36). 

Neben der Entwicklung des Zahnhalteapparats ist der Zahnfollikel – im Zusammen-

spiel mit den umliegenden Geweben – von zentraler Bedeutung für den Durchbruch 

heranwachsender Zähne (37,38). Ein wesentlicher Bestandteil dieses Prozesses ist 

die Resorption von Alveolarknochen durch Osteoklasten zur Freilegung eines Erupti-

onswegs über der Zahnkrone. Daraufhin führt die Osteogenese im Bereich der Zahn-

wurzel zur Bewegung des Zahns durch den Eruptionsweg (38). Abbildung 2 fasst sche-

matisch den Ursprung von DFCs und die Bedeutung der Zellen für die Zahnentwick-

lung zusammen. 

 

Abb. 2: Ursprung von DFCs und Rolle während der Zahnentwicklung. Die Abbildung zeigt 

schematisch den embryonalen Ursprung von DFCs und deren Rolle während der Zahnent-

wicklung. Zelltypen sind von einem Rahmen umgeben, während biologische Prozesse ohne 

Rahmen dargestellt sind. Nähere Details sind im Fließtext beschrieben. Eigene Darstellung 

nach (25–28,33,34,37,38). 

 

Dabei unterscheiden sich DFCs entsprechend ihrer Lokalisierung innerhalb des den-

talen Follikels. Beispielsweise produzieren Zellen des koronalen Follikels bei der Initi-

ierung des Zahndurchbruchs – im Gegensatz zu Zellen des apikalen Anteils – kein 

Collagen I (39). Dahingegen fördert der koronale Zahnfollikel ein Milieu, welches mo-

nonukleäre Zellen anlockt und deren Differenzierung in Osteoklasten stimuliert (40). 

Hierzu trägt eine erhöhte Expression und Sekretion von RANKL (engl. Receptor         

activator of nuclear factor kappa B ligand) bei (41–43). Dieses Protein bindet an den 
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Rezeptor RANK (engl. Receptor activator of nuclear factor kappa B), welcher sich auf 

der Zellmembran von Osteoklasten und Vorläuferzellen befindet und deren Aktivität 

stimuliert (44). Darüber hinaus spielt die Sekretion des Proteins Osteoprotegerin 

(OPG) eine Rolle. OPG ist ebenfalls ein Rezeptor für RANKL und kann dieses „abfan-

gen“, was folglich die Aktivierung von RANK hemmt (45,46). Daher wird die Osteo-

klastogenese durch einen hohen RANKL/OPG-Quotienten stimuliert (38). Des Weite-

ren führt eine hohe Expression von CSF-1 (engl. Colony-stimulating factor 1) im den-

talen Follikel zur Herunterregulierung von OPG in DFCs sowie zur Induktion von RANK 

in Osteoklastenvorläufern, was folglich den Zahndurchbruch unterstützt (47,48). Da-

rüber hinaus fördert die Stimulierung mit einem posttranslational erzeugten Spaltpro-

dukt (Aminosäuren 1-34) des Proteins PTHrP (engl. Parathyroid hormone-related pro-

tein) diesen Prozess durch Erhöhung des RANKL/OPG-Quotienten (49). Anschließend 

führt die Aktivierung des Rezeptors RANK innerhalb der Zelle insbesondere zur Induk-

tion des Transkriptionsfaktors NF-κB (engl. Nuclear factor kappa B), um die weitere 

Osteoklastogenese zu steuern (50). Passend hierzu konnten Que et al. zeigen, dass 

die Expression von NF-κB im dentalen Follikel während des Höhepunkts der Einwan-

derung mononukleärer Zellen am stärksten ist (51). Abbildung 3 fasst die molekularen 

Mechanismen, welche den Zahndurchbruch steuern, schematisch zusammen. 

 

1.3.2 Isolierung und Charakterisierung von DFCs 

DFCs wurden zum ersten Mal im Jahr 1992 aus molaren Zähnen von Ratten isoliert 

(52). Daraufhin gelang Morsczeck et al. 2005 die Isolierung von Zellen aus Zahnfolli-

keln humaner Weisheitszähne (53). Die isolierten DFCs sind plastikadhärent und bil-

den Kolonien nach Aussäen in geringer Dichte, wodurch sie von anderen Zellpopula-

tionen aus dem dentalen Follikel selektiert werden können und wichtige Eigenschaften 

mit BMMSCs teilen (53–55). Humane DFCs exprimieren typische Stammzellmarker 

wie OCT4, Notch1, STRO und CD44 (56) und lassen sich in vitro über mindestens 

zehn Passagen ohne Induktion zellulärer Seneszenz vermehren (57). Dabei besitzen 

sie die Fähigkeit, in die verschiedenen Zelltypen des Zahnhalteapparats – Osteoblas-

ten, Zementoblasten und PDL-Fibroblasten (Fibroblasten des parodontalen Liga-

ments) – zu differenzieren (11). Somit weisen DFCs Eigenschaften multipotenter 

Stammzellen auf. Dabei legen Studien nahe, dass DFCs ein heterogenes Gemisch 

von Stamm- und Vorläuferzellen mit verschiedenen Differenzierungspotentialen sind 

(56,58). 
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Abb. 3: Molekulare Mechanismen während der Initiierung des Zahndurchbruchs. Die Ab-

bildung zeigt schematisch die molekularen Mechanismen, welche im koronalen Anteil des den-

talen Follikels die Osteoklastogenese und folglich den Zahndurchbruch steuern. Dabei wird 

die Osteoklastogenese durch einen hohen RANKL/OPG-Quotienten stimuliert und durch einen 

niedrigen RANKL/OPG-Quotienten gehemmt. Weitere Details sind im Fließtext beschrieben. 

Eigene Darstellung nach (38,40–50). 

 

1.3.3 Die Bedeutung von DFCs für die regenerative Medizin 

Aufgrund ihrer Stammzelleigenschaften besitzen DFCs Potential für den Einsatz in re-

generativen Therapien verschiedener Gewebe und insbesondere des Zahnhalteappa-

rats. Darüber hinaus eignen sich DFCs besonders für die Regeneration von Knochen 

des Gesichtsschädels, deren embryonaler Ursprung ebenfalls in der Neuralleiste liegt 

(28,59), wobei die Zellen auch für die Regeneration von Knochengewebe mesoderma-

len Ursprungs in Betracht gezogen werden (60). 

Ein großer Vorteil von DFCs, vor allem im Vergleich zu nicht-dentalen Stammzellen, 

ist die verhältnismäßig leichte Verfügbarkeit aus impaktierten Weisheitszähnen, wel-

che oft aus medizinischen Gründen entfernt werden und die Isolierung folglich keine 

Zusatzbelastung für den Spender darstellt (53,60). Zudem legten verschiedene Stu-

dien nahe, dass DFCs eine höhere Differenzierungskapazität als andere dentale 
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Stamm-/Vorläuferzellen aufweisen (61), wobei in einer Arbeit von Qu et al. gezeigt 

wurde, dass PDLSCs und Stamm-/Vorläuferzellen aus dem alveolaren Knochen noch 

besser osteogen differenzieren (62). Des Weiteren zeichnen sich DFCs durch ein brei-

tes Differenzierungsspektrum aus. So konnte gezeigt werden, dass sie nicht nur in 

Zellen des Zahnhalteapparats, sondern durch entsprechende Stimulierung auch in 

Adipozyten und neuronale/gliale Zellen differenzieren können (63–65). Passend dazu 

konnte die Expression neuronaler und glialer Stammzellmarker wie Nestin und GFAP 

(engl. Glial fibrillary acidic protein) in DFCs nachgewiesen werden (56). 

Mehrere Studien konnten bereits das therapeutische Potential von DFCs in vivo auf-

zeigen. So führte eine subkutane Transplantation dieser Zellen in Mäusen nach eini-

gen Wochen zur Bildung parodontaler Strukturen (66). Eine lokale Transplantation von 

DFCs in Parodontitis-geschädigtes Gewebe von Hunden konnte sogar den gesamten 

Zahnhalteapparat wiederherstellen (67). Außerdem zeigten verschiedene Arbeiten ei-

nen immunsupprimierenden Einfluss durch die Zellen, welcher bei der Behandlung von 

Parodontitis aufgrund des dort vorherrschenden inflammatorischen Milieus besonders 

vorteilhaft sein könnte und auch für die Behandlung anderer entzündlicher Krankheiten 

und Autoimmunerkrankungen in Frage kommt (68–71). Darüber hinaus konnten DFCs 

im Rahmen von „Tissue Engineering“ gezielt zur Regeneration verschiedener Gewebe 

eingesetzt werden. So kombinierten Takahashi et al. humane DFCs mit einer Gelati-

nematrix, was nach Transplantation auf eine Schädelkalotte im Rattenmodell zur Bil-

dung von neuem Knochenmaterial führte (72). In einer anderen Studie unterstützte die 

Transplantation extrazellulärer Vesikel aus den Zellen – verpackt in einer Kollagen-

matrix – die Heilung alveolärer Knochendefekte (73). Außerdem konnte in Mäusen 

durch Kombination von DFCs mit einem Zahnimplantat ein kompletter Zahn funktionell 

ersetzt werden (74). Viele Forschungsarbeiten beschäftigten sich überdies mit der 

Frage, welche Trägermaterialien am besten für die Regeneration von Knochendefek-

ten geeignet sind. So wurde beispielsweise gezeigt, dass eine Kultivierung von DFCs 

auf Tricalciumphosphat die osteogene Differenzierung unterstützt (75). Zudem wirkt 

sich insbesondere das Verwenden einer Matrix mit geringer Oberflächensteifigkeit po-

sitiv auf die Osteogenese aus (76). Hierin besteht ein Unterschied zu mesenchymalen 

Stammzellen nicht-dentalen Ursprungs, welche am besten auf Materialien mit einer 

knochenähnlichen Steifigkeit in Osteoblasten differenzieren (77). In einem Matrix-

freien Ansatz gelang Chu et al. außerdem die dreidimensionale Nachbildung eines 
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parodontalen Ligaments durch DFCs in vitro, welche sich für eine direkte Transplanta-

tion in beschädigtes Gewebe eignen könnte (78). 

 

1.4 Die osteogene Differenzierung von DFCs 

 
1.4.1 Induktion der osteogenen Differenzierung 

Für den Erfolg regenerativer Therapien ist ein detailliertes Verständnis der molekula-

ren Abläufe während der Differenzierung von DFCs in Zellen des Zielgewebes von 

großer Bedeutung, um eine bestmögliche Steuerung des Differenzierungsprozesses 

zu ermöglichen. Von besonderem Interesse ist die osteogene Differenzierung von 

DFCs, in dessen Folge die Zellen mineralisiertes Gewebe bilden können. Dabei erfolgt 

die Mineralisierung im Zahnhalteapparat direkt ausgehend von DFCs durch desmale 

Ossifikation, wobei im Gegensatz zur endochondralen Ossifikation – welche bei der 

Entwicklung der meisten Knochen des menschlichen Körpers stattfindet – keine knor-

pelige Zwischenstufe gebildet wird (79,80). Im Jahr 2002 gelang erstmals eine osteo-

gene Differenzierung dieser Zellen in vitro, indem murine DFCs mit dem Protein BMP2 

(engl. Bone morphogenetic protein 2) stimuliert wurden (81). Studien der Arbeits-

gruppe um Christian Morsczeck zeigten 2005, dass eine osteogene Differenzierung 

humaner DFCs in vitro durch Stimulierung mit Dexamethason oder Insulin möglich ist 

(53,82). Wenig später konnte gezeigt werden, dass sich humane DFCs auch durch 

Behandlung mit BMP2 oder IGF-2 (engl. Insulin-like growth factor 2) osteogen diffe-

renzieren lassen (83,84). Dabei war das osteoinduktive Potential dieser vier Substan-

zen bereits zuvor aus nicht-dentalen Stamm-/Vorläuferzellen bekannt (85–88). Die mo-

lekularen Mechanismen bei Stimulierung mit den verschiedenen Induktoren weisen, 

trotz einiger Unterschiede, wichtige Parallelen auf. So spielt beispielsweise das Protein 

BMP2 bei den Dexamethason-, IGF-2-, und Insulin-vermittelten Differenzierungswe-

gen ebenfalls eine Rolle, da diese die Genexpression von BMP2 stark induzieren 

(84,89). 

 

1.4.2 Molekulare Signalwege während der osteogenen Differenzierung    

mesenchymaler Stamm-/Vorläuferzellen 

Der BMP (engl. Bone morphogenetic protein)-Signalweg ist – neben weiteren moleku-

laren Signalwegen – von großer Bedeutung für die Differenzierung von dentalen und 

nicht-dentalen Stamm-/Vorläuferzellen (90,91). Die Aktivierung des Signalwegs erfolgt 
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klassischerweise durch Bindung von BMP-Liganden wie z. B. BMP2 oder BMP4, die 

zur TGF-β (engl. Transforming growth factor β)-Superfamilie gehören, an einen tetra-

meren Komplex aus BMP-Rezeptoren der Typen I und II. Daraufhin phosphorylieren 

die Typ II-Rezeptoren die Typ I-Rezeptoren, welche folglich die intrazellulären Proteine 

Smad1/5/8 phosphorylieren. Diese binden anschließend an Smad4 und translozieren 

gemeinsam in den Zellkern (92,93), wo die Smad-Proteine schließlich mit Transkripti-

onsfaktoren interagieren und die Expression von Zielgenen beeinflussen (94). Eine 

nukleäre Translokation von Smad4 kann außerdem durch phosphoryliertes Smad2/3 

erfolgen, wobei deren Phosphorylierung durch Bindung von TGF-β an dessen Rezep-

torkomplex – ebenfalls zusammengesetzt aus Typ I- und Typ II-Rezeptoren – induziert 

wird (90). Eine endogene Regulierung dieser Signalwege findet über die beiden Smad-

Proteine 6 und 7 statt, welche die Phosphorylierung von Smad1/5/8 bzw. Smad2/3 

hemmen (90,95). Zudem existieren nicht-kanonische BMP- und TGF-β-Signalwege, 

welche die Expression von Zielgenen durch MAP (engl. Mitogen-activated protein)-

Kinasen und unabhängig von Smad-Proteinen beeinflussen (90). Eine Aktivierung der 

MAP-Kinasen kann außerdem durch Proteine der FGF (engl. Fibroblast growth factor)-

Familie wie z. B. FGF2 nach Bindung an deren Rezeptoren erfolgen (96,97). Im Zell-

kern führt die Signaltransduktion durch die Smad-Proteine und die MAP-Kinasen unter 

anderem zur Induktion des Transkriptionsfaktors RUNX2 (engl. Runt-related transcrip-

tion factor 2), um den weiteren Verlauf der osteogenen Differenzierung zu steuern 

(96,98). 

Der osteoinduktive Effekt des BMP-Signalwegs in mesenchymalen Stamm-/Vorläufer-

zellen kann überdies durch den PTH/PTHrP-Signalweg verstärkt werden (99–102). 

Dabei führt eine Bindung von PTH (engl. Parathyroid hormone) oder PTHrP an den 

gemeinsamen Rezeptor PTH1R (engl. Parathyroid hormone 1 receptor) zur Erhöhung 

der intrazellulären cAMP-Konzentration, wodurch die Proteinkinase A (PKA) aktiviert 

wird (103). Durch diese Kinase wird der Transkriptionsfaktor CREB (engl. cAMP 

response element-binding protein) phosphoryliert, welcher die BMP-induzierte Expres-

sion von RUNX2 weiter unterstützt (103–105). 

Ebenfalls bedeutend für die Entwicklung von Knochen und Zähnen ist der kanonische 

Wnt-Signalweg, dessen Schlüsselprotein β-Catenin die Expression von Zielgenen 

steuert (106,107). Dabei wird die Expression von β-Catenin im nicht-induzierten Zu-

stand durch einen Komplex reguliert, der aus den Proteinen Axin, APC (engl. Adeno-

matous polyposis coli) sowie Kinasen der CK1 (engl. Casein kinase 1)-Familie und den 
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Kinasen GSK3α (Glykogensynthase-Kinase 3α) und GSK3β (Glykogensynthase-

Kinase 3β) besteht (108,109). Die Kinasen phosphorylieren β-Catenin im N-terminalen 

Proteinabschnitt, woraufhin es ubiquitiniert und im Proteasom abgebaut wird 

(109,110). Nach Aktivierung des Wnt-Signalwegs durch Bindung eines Liganden wie 

z. B. WNT3A (engl. Wnt family member 3A) an die beiden Rezeptoren Frizzled und 

LRP5/6 (engl. Low-density lipoprotein receptor related protein 5/6) wird zunächst das 

Protein Dishevelled an den Frizzled-Rezeptor rekrutiert, was daraufhin zur Bindung 

und Inaktivierung des β-Catenin-regulierenden Proteinkomplexes über Axin an LRP5/6 

führt (111). Folglich wird β-Catenin nicht mehr abgebaut, kann in den Zellkern translo-

zieren und an weitere Proteine wie z. B. Transkriptionsfaktoren der TCF (engl. T-cell 

factor)/LEF (engl. Lymphoid enhancer-binding factor)-Familie binden (112,113). Des 

Weiteren existiert ein nicht-kanonischer Wnt-Signalweg, welcher die Expression von 

Zielgenen unabhängig von β-Catenin reguliert und z. B. durch die Liganden WNT5A 

(engl. Wnt family member 5A) oder WNT11 (engl. Wnt family member 11) aktiviert wird 

(114–116). Einige Studien lassen vermuten, dass der nicht-kanonische Wnt-Signalweg 

die osteogene Differenzierung mesenchymaler Stamm-/Vorläuferzellen ebenfalls sti-

mulieren kann (117–119), während Versuche von Hasegawa et al. zeigten, dass 

WNT5A zur Herunterregulierung osteogener Marker in PDLSCs führt (120). 

Die BMP- und Wnt-Signalwege werden unter anderem durch den Notch-Signalweg 

beeinflusst, wobei sowohl unterstützende als auch inhibitorische Wechselwirkungen in 

verschiedenen Studien gezeigt wurden (121–124). Der Notch-Signalweg wird nach 

Bindung eines Notch-Liganden, der sich in der Plasmamembran einer benachbarten 

Zelle befindet, an einen Notch-Rezeptor der Zielzelle aktiviert. Daraufhin wird die in-

trazelluläre Domäne des Rezeptors (NICD, engl. Notch intracellular domain) abgespal-

ten und transloziert in den Zellkern, um die Expression von Zielgenen zu steuern (125). 

Während der Notch-Signalweg die Proliferation von osteogenen Vorläuferzellen unter-

stützt, werden die Aktivität von RUNX2 und folglich die Differenzierung gehemmt 

(126,127). 

Dahingegen wird die osteogene Differenzierung mesenchymaler Stamm-/Vorläuferzel-

len durch den Hedgehog-Signalweg unterstützt (128). Bei diesem führt die Bindung 

von z. B. SHH (engl. Sonic hedgehog) oder IHH (engl. Indian hedgehog) an Rezepto-

ren der PTCH (engl. Patched)-Familie zur Induktion von Transkriptionsfaktoren der 

  

 



1 Einleitung  16 
 

 

 

Abb. 4: Molekulare Signalwege während der osteogenen Differenzierung in mesen-

chymalen Stamm-/Vorläuferzellen. Die Abbildung zeigt schematisch die molekularen Sig-

nalwege, welche die osteogene Differenzierung von mesenchymalen Stamm-/Vorläuferzellen 

steuern. Weitere Details lassen sich dem Fließtext entnehmen. Eigene Darstellung nach 

(90,92–98,103–113,121–134). 
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GLI-Familie (129–132), welche die Osteogenese unter anderem über RUNX2 unter-

stützen können (133,134). Darüber hinaus stimuliert IHH die Expression von PTHrP, 

welches den Signalweg allerdings über eine negative Rückkopplung hemmt (132). 

Zusammengefasst zeigt sich, dass die osteogene Differenzierung mesenchymaler 

Stamm-/Vorläuferzellen durch verschiedene Signalwege gesteuert wird, welche sich 

zum Teil gegenseitig regulieren. Die wesentlichen molekularen Mechanismen dieser 

Signalwege sind in Abbildung 4 graphisch dargestellt. 

Nach der osteogenen Induktion von mesenchymalen Stamm-/Vorläuferzellen steuern 

zunächst Transkriptionsfaktoren den Prozess der Osteogenese. Neben RUNX2 gehö-

ren hierzu insbesondere MSX2 (engl. Msh homeobox 2) und DLX3 (engl. Distal-less 

homeobox 3), die beide eine DNA-bindende Homöobox-Domäne besitzen (135,136). 

Sowohl MSX2 als auch DLX3 werden für die korrekte Entwicklung von Knochen und 

Zähnen benötigt (137–140). Allerdings beeinflussen sie die osteogene Differenzierung 

gegenläufig, da diese durch DLX3 unterstützt und durch MSX2 gehemmt wird 

(136,141–143). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Promotoraktivität von 

RUNX2 durch DLX3 erhöht und durch MSX2 unterdrückt wird (144,145). Der Tran-

skriptionsfaktor RUNX2, dessen Expression ebenfalls essentiell für die Knochenbil-

dung ist, nimmt eine zentrale Rolle ein und stimuliert die Expression von Genen/Pro-

teinen, welche für die osteogene Differenzierung benötigt werden (135,146–148). Da-

bei wird stromabwärts von RUNX2 mit Osterix ein weiterer Transkriptionsfaktor indu-

ziert, der für die Knochenbildung unabdingbar ist (149,150). Allerdings zeigten Studien, 

dass die Expression von Osterix auch unabhängig von RUNX2, beispielsweise durch 

den Transkriptionsfaktor ZBTB16 (engl. Zinc finger and BTB domain containing 16), 

induziert werden kann (151,152). Ausgehend von der Aktivität der Transkriptionsfak-

toren werden im weiteren Verlauf der Differenzierung Matrixproteine wie z. B. Colla-

gen I produziert und die Aktivität der alkalischen Phosphatase (ALP) induziert (153). 

Das Enzym ALP spaltet Phosphat-Moleküle von Pyrophosphaten und weiteren Subs-

traten ab. Die freien Phosphate werden für die Bildung von Hydroxylapatit benötigt, 

welches in der Collagen-Matrix abgelagert wird und sie somit mineralisiert (154). Wei-

tere Bestandteile mineralisierter Matrix sind unter anderem die Proteine Osteopontin 

und BSP (engl. Bone sialoprotein), die von osteogen differenzierenden Zellen sezer-

niert werden, sowie Osteocalcin, welches nach vollständiger Differenzierung exprimiert 

wird. Studien zeigten, dass der Transkriptionsfaktor RUNX2 die Expression von Osteo-

pontin und BSP unterstützt, aber die Expression von Osteocalcin hemmt (155,156). 
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Somit kommt RUNX2 – neben seiner Bedeutung für die Initiierung der Osteogenese – 

eine inhibitorische Rolle für die späte Phase der Differenzierung zu. Dahingegen wird 

die Aktivität des Transkriptionsfaktors Osterix für die Expression aller drei Matrixprote-

ine benötigt (149). 

 

1.4.3 Besonderheiten der osteogenen Differenzierung von DFCs 

Im Gegensatz zu den bekannten molekularen Mechanismen der osteogenen Differen-

zierung mesenchymaler Stamm-/Vorläuferzellen weisen die Mechanismen während 

der Osteogenese von DFCs Besonderheiten auf. So wird in DFCs interessanterweise 

die Genexpression von RUNX2 und MSX2 nach osteogener Stimulierung durch Dexa-

methason oder Insulin nicht induziert, während die Genexpression von DLX3 bei län-

gerer Kultivierung unabhängig von osteogenen Induktoren ansteigt (157). Für RUNX2 

ist eine bedeutende Rolle während der osteogenen Differenzierung von DFCs aber 

ebenfalls naheliegend, da eine Mutation von RUNX2, welche die Sekundärstruktur des 

Proteins verändert, zu einem verminderten Mineralisierungsvermögen führt (158). Al-

lerdings konnten Versuche von Viale-Bouroncle et al. zeigen, dass DLX3 der zentrale 

Transkriptionsfaktor bei der Osteogenese von DFCs ist, welcher die Expression von 

RUNX2 und weiteren osteogenen Markern stimuliert (159). Überdies kann DLX3 die 

Expression des Transkriptionsfaktors ZBTB16 induzieren (159), welcher die osteo-

gene Differenzierung von DFCs ebenfalls positiv beeinflusst (151). 

Die Expression von DLX3 wird in humanen DFCs insbesondere durch Stimulierung mit 

BMP2 induziert (159,160). Dabei erfolgt die Induktion über einen Transkriptionsfaktor-

komplex, der aus Smad4, β-Catenin und LEF1 besteht und über LEF1 an den DLX3-

Promotor bindet (160). Somit sind sowohl der BMP-Signalweg als auch das Schlüs-

selprotein des kanonischen Wnt-Signalwegs an der osteogenen Differenzierung von 

DFCs beteiligt. Überraschenderweise führt eine Stimulierung der Zellen mit WNT3A 

aber nicht zur Induktion der DLX3-Expression. Dahingegen konnte gezeigt werden, 

dass β-Catenin über eine C-terminale Phosphorylierung durch PKA aktiviert wird, wo-

bei die PKA-Aktivität durch BMP2 stark induziert wird (160), was die zentrale Rolle des 

BMP-Signalwegs für die DLX3-Expression und die osteogene Differenzierung in DFCs 

weiter verdeutlicht. Eine Beteiligung von BMP2 und PKA an der Induktion von DLX3 

konnte darüber hinaus in anderen Zellen gezeigt werden. So unterstützt PKA die 

BMP2-induzierte Expression von DLX3 in murinen Vorläuferzellen und phosphoryliert 

außerdem DLX3 direkt, was möglicherweise dessen Stabilität erhöht (161). Zudem 
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wurde eine Induktion der DLX3-Expression durch BMP2 über Smad1 und Smad4 in 

murinen Keratinozyten beobachtet (162). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass 

der osteoinduktive Einfluss von DLX3 in DFCs abhängig von BMP2 ist und dass DLX3 

den BMP-Signalweg in einer positiven Rückkopplung verstärkt (159). Allerdings ist die 

gegenseitige Induktion begrenzt, da eine bereits hohe DLX3-Expression durch BMP2 

nicht weiter stimuliert werden kann und eine übermäßige Expression von DLX3 oder 

BMP2 die ALP-Aktivität in den Zellen nicht weiter erhöht (160). Die Bedeutung von 

BMP2 für die alveoläre Osteogenese äußert sich zudem in der Beobachtung, dass 

DFCs bereits eine basale Expression von BMP2 aufweisen, die im periapikalen Anteil 

des Zahnfollikels höher als im Bereich der Zahnkrone ist (43). 

Anders verhält es sich beim kanonischen Wnt-Signalweg, da eine Stimulierung von 

DFCs mit WNT3A nicht nur die DLX3-Expression, sondern die gesamte Osteogenese 

hemmt (160,163). Dahingegen unterstützt das Protein APCDD1 (engl. Adenomatosis 

polyposis coli down-regulated 1), welches als Inhibitor des Wnt-Signalwegs bekannt 

ist, die Differenzierung und interessanterweise auch die Expression von β-Catenin 

(164). Außerdem zeigte eine Studie an DPSCs, dass DLX3 die Expression von DKK1 

(engl. Dickkopf related protein 1), einem weiteren Inhibitor des Wnt-Signalwegs, über 

Bindung an die Promotorregion des Gens induziert (165). Die Beobachtungen legen 

somit nahe, dass der kanonische Wnt-Signalweg für die Osteogenese ausgehend von 

dentalen Stamm-/Vorläuferzellen eine andere Rolle spielt als in nicht-dentalen Gewe-

ben, wobei β-Catenin in diesen Zellen trotzdem benötigt wird und durch alternative 

Mechanismen aktiviert wird (106,160). Im Gegensatz hierzu wird der nicht-kanonische 

Wnt-Signalweg oft positiv mit der Osteogenese ausgehend von DFCs assoziiert. So 

konnte gezeigt werden, dass WNT5A in DFCs exprimiert wird (166–168) und dass eine 

Behandlung von murinen DFCs mit dem Liganden die osteogene Differenzierung und 

Mineralisierung verstärkt (166). Allerdings führte in einer anderen Studie die Behand-

lung von murinen DFCs mit WNT5A zu einer Inhibition der Differenzierung (167). In 

humanen DFCs zeigte WNT5A keinen eindeutigen Einfluss auf osteogene Marker, da-

für aber einen unterstützenden Einfluss auf die Zellviabilität (168). Daneben ist der 

nicht-kanonische Wnt-Signalweg möglicherweise an der Regulierung des Zahndurch-

bruchs beteiligt, da WNT5A in Versuchen von Maeda et al. die Expression von RANK 

in murinen Osteoklasten-Vorläuferzellen stimulierte (169). 
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Eine negative Rückkopplung des BMP2/DLX3-Signalwegs findet in DFCs unter ande-

rem über den Notch-Signalweg statt, der ebenfalls während der osteogenen Differen-

zierung und durch DLX3 induziert wird, aber die Osteogenese sowie die DLX3-Expres-

sion hemmt (170). Überraschenderweise werden die Differenzierung von DFCs und 

die DLX3-Expression außerdem durch extrazelluläres PTHrP gehemmt, das nach os-

teogener Induktion – unabhängig vom Hedgehog-Signalweg, der ebenfalls PTHrP in-

duzieren kann (132) – von den Zellen sezerniert wird (171). Hier unterscheiden sich 

DFCs von anderen mesenchymalen Stamm-/Vorläuferzellen, bei welchen die osteo-

gene Differenzierung durch Behandlung mit PTHrP verstärkt wird (101,102). Allerdings 

konnten Experimente zeigen, dass nukleär exprimiertes PTHrP den BMP-Signalweg 

und die Differenzierung von DFCs unterstützt (172). Da PTHrP posttranslational ge-

spalten wird und die erzeugten Spaltprodukte verschiedene Funktionen ausüben kön-

nen (173), lassen sich die gegensätzlichen Einflüsse auf die Differenzierung von DFCs 

vermutlich auf unterschiedliche PTHrP-Fragmente zurückführen. 

Der Hedgehog-Signalweg, welcher positiv mit der osteogenen Differenzierung nicht-

dentaler Stamm-/Vorläuferzellen assoziiert ist (128), spielt in DFCs ebenfalls eine an-

dere Rolle. So zeigten Experimente, dass BMP2 den Signalweg in DFCs unterdrückt 

und eine Stimulierung der Zellen mit IHH zur Herunterregulierung osteogener Marker 

führt (174). Die Ursache dieses Gegensatzes könnte in der BMP2-vermittelten Induk-

tion von PKA während der osteogenen Differenzierung von DFCs liegen, da in ver-

schiedenen Studien gezeigt wurde, dass PKA den Hedgehog-Signalweg hemmt 

(175,176). 

Ein weiteres Protein, welches in DFCs stromabwärts von BMP2 induziert wird, ist der 

Transkriptionsfaktor EGR1 (engl. Early growth response 1), welcher positiv mit der Ex-

pression osteogener Marker wie DLX3 und der ALP-Aktivität assoziiert ist (177,178). 

Darüber hinaus wurde gezeigt, dass EGR1 an die Smad-Proteine 1/5 bindet und deren 

Phosphorylierung stimuliert (30,178). Außerdem wird die EGR1-Expression durch die 

Proteinkinase Akt (auch Proteinkinase B genannt) hochreguliert, welche ebenfalls 

durch BMP2 induziert wird und die Differenzierung unterstützt (178). Eine Studie von 

Choi et al. zeigte zudem, dass Akt den Transkriptionsfaktor DLX3 phosphorylieren 

kann und in murinen Vorläuferzellen die Stabilität von DLX3 und die Osteogenese po-

sitiv beeinflusst (179). Eine Regulierung der Expression von DLX3 kann überdies 

durch verschiedene epigenetische Mechanismen erfolgen (180–183). 
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Zusammenfassend wird deutlich, dass der BMP2/DLX3-Signalweg und die osteogene 

Differenzierung in DFCs durch viele molekulare Mechanismen beeinflusst werden. 

Diese sind in Abbildung 5 schematisch dargestellt unter Aufteilung in unterstützende 

(Abb. 5A) und hemmende (Abb. 5B) Mechanismen. 

 

Abb. 5: Molekulare Mechanismen während der osteogenen Differenzierung von DFCs. 

Die Abbildung zeigt schematisch die molekularen Mechanismen, welche die osteogene Diffe-

renzierung von DFCs stimulieren (A) bzw. hemmen (B). Genauere Erläuterungen lassen sich 

dem Fließtext entnehmen. Eigene Darstellung nach (159,160,163,164,170–172,174,177–

179). 
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Da DLX3 mit einer Vielzahl von Signalwegen interagiert, überrascht es nicht, dass der 

Transkriptionsfaktor neben der osteogenen Differenzierung von DFCs auch an vielen 

anderen biologischen Prozessen beteiligt ist. So unterstützt DLX3 beispielsweise die 

Differenzierung von Odontoblasten (184–186), Keratinozyten (187) und Haarfollikeln 

(188,189). Zudem konnte gezeigt werden, dass DLX3 die Viabilität und Proliferation 

von DFCs unterstützt (159), wohingegen der Transkriptionsfaktor die Zellteilung von 

BMMSCs und DPSCs inhibiert (165,184,190,191). 

Die Proteinkinase C (PKC) ist ein weiteres Protein, welches den Transkriptionsfaktor 

DLX3 regulieren kann (187,192). Eine Beteiligung von PKC an der osteogenen Diffe-

renzierung von DFCs liegt daher nahe und wurde zunächst in unveröffentlichten Vor-

arbeiten innerhalb der Arbeitsgruppe untersucht, wobei gezeigt wurde, dass eine PKC-

Inhibition in den Zellen die BMP2-induzierte ALP-Aktivität hemmt. Diese Beobachtung 

konnte in weiteren Experimenten, welche im Rahmen der dieser Arbeit vorausgegan-

genen Masterarbeit erfolgten, allerdings nicht reproduziert werden. Dahingegen 

konnte eine Hemmung von osteogenen Markern und der Mineralisierung bei Überak-

tivierung von PKC festgestellt werden. Eine genauere Betrachtung einzelner PKC-Iso-

formen zeigte, dass die Isoformen PKCα, PKCβ1 und PKCβ2 – welche zu den soge-

nannten klassischen PKC-Isoformen zählen (193) – während der osteogenen Diffe-

renzierung von DFCs deutlich herunterreguliert werden (Abb. 6A – C). Passend hierzu 

konnte die Mineralisierung durch Behandlung der Zellen mit einem spezifischen Inhi-

bitor klassischer PKCs verstärkt werden (Abb. 6D). Somit üben klassische PKC-Iso-

formen einen hemmenden Einfluss auf die osteogene Differenzierung von DFCs aus. 

Um die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen zu evaluieren, wurde in der vo-

rausgegangenen Masterarbeit untersucht, ob PKC die Osteogenese durch Stabilisie-

rung des Transkriptionsfaktors MSX2 hemmt, wie bereits in murinen Vorläuferzellen 

von Jeong et al. gezeigt wurde (194). Allerdings konnte diese Hypothese nicht bestätigt 

werden. Des Weiteren wurde evaluiert, ob das Protein CEMP1 (engl. Cementum pro-

tein 1) die Osteogenese stromabwärts von PKC reguliert, da Komaki et al. einen hem-

menden Einfluss von CEMP1 auf das Mineralisierungsvermögen von PDLSCs zeigten 

(195) und die Expression dieses Proteins in internen Vorarbeiten der Arbeitsgruppe 

durch PKC reguliert wurde. Jedoch konnte durch CEMP1 ebenso kein eindeutiger Ein-

fluss auf die Differenzierung von DFCs gefunden werden. Somit hemmen klassische 

Isoformen von PKC die osteogene Differenzierung von DFCs unabhängig von MSX2 

und CEMP1. 
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Abb. 6: Klassische PKC-Isoformen hemmen die osteogene Differenzierung von DFCs. 

(A – C) Die Western Blots zeigen die Proteinexpression von PKCα (A), PKCβ1 (B) und PKCβ2 

(C) in DFCs nach Induktion der osteogenen Differenzierung mit ODM (Osteogenes Differen-

zierungsmedium) bzw. BMP2-Medium oder Kultivierung in Kontrollmedium (DMEM) zu ver-

schiedenen Zeitpunkten. One-way ANOVA (engl. One-way analysis of variance, kurz ANOVA) 

wurde angewandt zum Vergleich zwischen den verschiedenen Medien zum gleichen Zeit-

punkt, mit anschließenden Tukey-Tests zum Vergleich zwischen ODM bzw. BMP2-Medium 

und DMEM: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. (D) Die Alizarin-Färbung zeigt die Minerali-

sierung ausgehend von DFCs nach 28 Tagen Kultivierung in DMEM, ODM bzw. BMP2-Me-

dium und gleichzeitiger Behandlung mit dem Inhibitor klassischer PKCs Gö6976 (100 nM). Die 

Ergebnisse dieser Abbildung stammen aus der vorausgegangenen Masterarbeit und wurden 

teilweise bereits 2021 veröffentlicht in der Zeitschrift „Stem Cell Research & Therapy“ (196). 

 

1.5 Proteinkinase C (PKC) 

 
1.5.1 Struktureller Aufbau und Aktivierungsmechanismen von PKC 

Das Enzym PKC ist eine Serin/Threonin-Kinase, die an der Steuerung einer Vielzahl 

von biologischen Prozessen beteiligt ist. Humane PKCs umfassen eine Familie aus 
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mindestens zehn verschiedenen Isoformen, die sich in klassische Isoformen (α, β1, β2 

und γ), neue Isoformen (δ, ε, η und θ) sowie atypische Isoformen (ζ und ι) einteilen 

lassen, wobei sich die Gruppen unter anderem in ihren Aktivierungsmechanismen un-

terscheiden (193,197). So werden klassische PKCs durch Diacylglycerol (DAG) und 

Phospholipide in der Plasmamembran – vor allem Phosphatidylserin – sowie intrazel-

luläre Ca2+-Ionen aktiviert, während die Aktivierung neuer Isoformen nur durch DAG 

und Phospholipide erfolgt. Atypische Isoformen hingegen werden unabhängig von 

Ca2+-Ionen und DAG aktiviert (197,198). Allerdings können atypische PKCs ebenfalls 

mit Phospholipiden interagieren und so aktiviert werden (199). 

Die verschiedenen Abhängigkeiten von Co-Faktoren resultieren aus strukturellen Un-

terschieden zwischen den PKC-Gruppen, welche in Abbildung 7 schematisch darge-

stellt sind. Dabei besteht der grundlegende Aufbau aller Isoformen aus einer N-termi-

nalen regulatorischen Domäne, welche für die Interaktion mit den Co-Faktoren zustän-

dig ist, sowie einer C-terminalen katalytischen Domäne. Je nach PKC-Gruppe ist die 

regulatorische Domäne in verschiedene weitere Domänen unterteilt: Die sogenannten 

C1-Domänen, C1A und C1B, sind Bestandteile klassischer und neuer PKC-Isoformen 

und binden DAG (insbesondere die C1B-Domäne), während die C2-Domäne in klas-

sischen PKCs mit Ca2+-Ionen interagiert. Phospholipide können mit unterschiedlicher 

Spezifität sowohl von C1- als auch von C2-Domänen gebunden werden. Einige PKC-

Isoformen beinhalten zum Teil Varianten dieser Domänen, welche nicht mehr mit Co-

Faktoren interagieren können (vgl. Abb. 7). In atypischen PKCs befindet sich außer-

dem die sogenannte PB1-Domäne (Phox/Bem1-Domäne), welche für die Bindung von 

 

Abb. 7: Schematischer Aufbau der verschiedenen PKC-Isoformen. Die Abbildung zeigt 

schematisch den Aufbau der verschiedenen Gruppen von PKC-Isoformen mit den wichtigsten 

Domänen. Mit Sternchen gekennzeichnete Domänen sind gruppenspezifische Varianten, wel-

che im Gegensatz zu den Domänen ohne Sternchen nicht mehr zur Bindung der jeweiligen 

Co-Faktoren fähig sind. P bezeichnet die Pseudosubstratdomäne. Weitere Details sind im 

Fließtext beschrieben. Eigene Darstellung nach (193,197,200–203). 
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Interaktionspartnern zuständig ist (200–202). Der regulatorische Enzymteil aller Iso-

formen enthält darüber hinaus eine autoinhibitorische Pseudosubstrat-Sequenz, die 

im inaktivierten Zustand die Substratbindestelle von PKC blockiert (203). 

Im Ausgangszustand – nach Synthese des Enzyms – liegt PKC in der Zelle zunächst 

membrangebunden vor (204). Um das Enzym für die Aktivierung vorzubereiten, sind 

bei allen PKC-Isoformen drei Phosphorylierungen innerhalb der katalytischen Domäne 

notwendig: Die erste Phosphorylierung findet an der Aminosäure T500 statt, bevor an-

schließend T641 und zuletzt S660 phosphoryliert werden (die Positionen der Amino-

säuren beziehen sich auf PKCβ2 und variieren zwischen den Isoformen). Während die 

erste Phosphorylierungsreaktion durch die Kinase PDK1 (engl. 3-phosphoinositide- 

dependent protein kinase-1) ausgeführt wird, erfolgen die zwei weiteren Schritte durch 

Autophosphorylierung. Schließlich wird das Enzym nach der dritten Phosphorylierung 

ins Zytosol freigesetzt und kann erst jetzt durch die Co-Faktoren aktiviert werden (205–

207). Aufgrund der Notwendigkeit der Phosphorylierungen kann eine Regulierung des 

Enzyms über Dephosphorylierungen durch die Aktivität von Phosphatasen vermittelt 

werden (208). 

Da in Zellmembranen normalerweise kaum DAG vorhanden ist, muss für die Aktivie-

rung klassischer und neuer PKCs zunächst die Konzentration dieses Co-Faktors er-

höht werden. Dies geschieht durch die Aktivität von Phospholipasen, insbesondere 

durch die Phospholipase C (PLC), die membranständiges Phosphatidylinositol-4,5-   

bisphosphat (PIP2) in DAG und Inositol-1,4,5,-triphosphat (IP3) spaltet. Darüber hinaus 

führt IP3 zur Freisetzung von Ca2+-Ionen aus intrazellulären Speichern (209,210). Die 

Interaktion mit den membrangebundenen Co-Faktoren führt schließlich zur Rekrutie-

rung von PKC an die Plasmamembran oder die Membran von Organellen wie z. B. des 

Golgi-Apparats und zur Freisetzung des hemmenden Pseudosubstrats (203,211,212). 

Die Aktivierung von PLC erfolgt in der Zelle durch Bindung eines Liganden an eine 

Rezeptor-Tyrosinkinase (RTK) oder einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor (GPCR, 

engl. G-Protein-coupled receptor) mit einem Gq-Protein (213). Beispielsweise kann 

das Protein PTHrP durch Bindung an den Rezeptor PTH1R zur Aktivierung von Gq-

Proteinen führen und über PLC schließlich PKC aktivieren (214,215). Durch die Akti-

vität der Diacylglycerolkinase kann die Konzentration von DAG in der Membran durch 

Umwandlung in eine Phosphatidsäure wieder gesenkt werden (210). Abbildung 8 zeigt 

schematisch die Aktivierung von PKC am Beispiel klassischer Isoformen. 
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Abb. 8: Molekularer Mechanismus der Aktivierung klassischer PKC-Isoformen. Die Ab-

bildung zeigt schematisch die molekularen Mechanismen, welche über DAG und Ca2+-Ionen 

zur Aktivierung klassischer PKC-Isoformen führen. Nähere Details können dem Fließtext ent-

nommen werden. Eigene Darstellung nach (203,205–207,209–213). 

 

1.5.2 Die Regulierung biologischer Prozesse durch PKC 

Das Enzym PKC kann eine Vielzahl von Substraten phosphorylieren und ist an zahl-

reichen biologischen Prozessen beteiligt. Zudem weisen die verschiedenen Mitglieder 

der PKC-Familie Überschneidungen in ihrer Substratspezifität auf, was eine einfache 

Zuordnung von Isoformen zu bestimmten biologischen Prozessen erschwert (197). So 

wird beispielsweise der Zellzyklus von PKC in vielfältiger Weise beeinflusst und kann 

abhängig von PKC-Isoform, Zellzyklusphase und äußeren Einflüssen sowohl stimuliert 

als auch gehemmt werden (216,217). Eine generelle Inhibition des Enzyms führt aber 

meist zur Hemmung der Proliferation (218–220). Überraschenderweise wurde in einer 

Studie von Barboule et al. gezeigt, dass eine Stimulierung von PKC ebenfalls zum 

Zellzyklusarrest führen kann, indem die Expression des Zellzyklusinhibitors p21 indu-

ziert wird (221). Dem gegenüber konnten andere Studien einen positiven Einfluss der 

Kinase auf die Proliferation von unter anderem Tumorzellen feststellen (222–224). In-

teressanterweise wurden vor allem klassische PKCs gegenläufig mit der Zellprolifera-

tion assoziiert. So zeigten einige Studien einen unterstützenden Einfluss dieser Isofor-

men (225,226), wohingegen in Versuchen an Tumorzellen ein hemmender Einfluss 

gefunden wurde, welcher mit einer Inhibition des Zellzyklusproteins CDK1 (engl. Cyc-

lin-dependent kinase 1) einherging (227). Somit beeinflussen klassische PKCs den 
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Zellzyklus auf vielfältige Weise, wobei insbesondere PKCα in der Literatur ebenso po-

sitiv (228–230) wie negativ (231,232) mit dem Zellzyklus assoziiert wurde, während 

die Isoformen PKCβ1/2 und PKCγ die Proliferation überwiegend unterstützen 

(225,226,233). Die gegensätzlichen Beobachtungen in Bezug auf PKCα könnten dar-

aus resultieren, dass diese Isoform sowohl mit Zellzyklusproteinen wie Cyclin D1 als 

auch mit Zellzyklusinhibitoren wie z. B. p53, p21 und p27 interagiert (234–237), wohin-

gegen PKCβ1/2 und PKCγ vor allem die Expression von Cyclin D1 induzieren 

(238,239). Darüber hinaus wurden die Isoform PKCδ sowie atypische PKCs meist po-

sitiv mit der Zellproliferation assoziiert (240–244). 

Neben dem Zellzyklus wird außerdem die Apoptose durch PKC beeinflusst. So können 

beispielsweise Caspasen nach Induktion des programmierten Zelltods die Isoformen 

PKCδ, PKCε und PKCθ spalten und deren Pseudosubstrat-Domänen abtrennen. In-

folgedessen werden die Kinasen aktiviert und können die weitere Apoptose regulieren 

(245–247). Ferner konnte gezeigt werden, dass eine Herunterregulierung von PKCα 

zur Induktion Apoptose-assoziierter Proteine führt (248), während eine Inhibition von 

PKCβ2 oder PKCζ antiapoptotisch wirkt (249,250). 

Die PKC-Enzyme sind außerdem an der Regulierung des Energiestoffwechsels von 

Zellen beteiligt. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass das Enzym AMPK 

(AMP-aktivierte Proteinkinase), welches bei Energiemangel durch Erhöhung des 

AMP/ATP-Quotienten aktiviert wird und wesentlich an der Steuerung des Energie-

haushalts der Zelle beteiligt ist, durch PKC phosphoryliert und dadurch inaktiviert wer-

den kann (251). Zudem konnten Studien einen Einfluss von PKC auf Prozesse fest-

stellen, die stromabwärts von AMPK reguliert werden, wie z. B. die Glykolyse und die 

Autophagie (252–254).  

Des Weiteren spielt PKC eine Rolle für die Migrationsfähigkeit von mesenchymalen 

Stamm-/Vorläuferzellen und somit deren Mobilisierung in Richtung von beschädigtem 

Gewebe bei der Regeneration von Defekten. So konnte gezeigt werden, dass PKCε 

die Migrationsfähigkeit von BMMSCs unterstützt (255). Darüber hinaus sind die Iso-

formen PKCα, PKCδ und PKCζ an der Regulierung der Migration mesenchymaler 

Stamm-/Vorläuferzellen beteiligt (256,257). 

Verschiedene Studien berichteten zudem von einer Regulierung der Osteoklastoge-

nese und folglich des Zahndurchbruchs durch PKC. So wurde eine Herunterregulie-

rung der RANKL-induzierten Aktivität von Osteoklasten nach unselektiver PKC-Hem-

mung beobachtet (258,259). Insbesondere für die Isoformen PKCβ2 und PKCδ konnte 
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eine Beteiligung an der Osteoklastogenese gezeigt werden (260,261). Außerdem sind 

atypische PKCs an diesem Prozess beteiligt. Diese bilden in Osteoklasten-Vorläufer-

zellen nach Stimulierung durch RANKL einen Komplex gemeinsam mit TRAF6 (engl. 

TNF receptor associated factor 6) und p62, der für die Aktivierung von NF-κB und die 

Differenzierung in Osteoklasten benötigt wird (262). Darüber hinaus stimuliert PKC den 

Transport von NF-κB in den Zellkern (263). Ein positiver Einfluss von PKC auf den 

Zahndurchbruch konnte im Jahr 2004 von Yao et al. gezeigt werden, in deren Versu-

chen die Injektion eines PKC-Aktivators in Ratten zwischen fünf und elf Tagen nach 

der Geburt den Durchbruch der ersten molaren Zähne des Unterkiefers beschleunigte 

(264). 

 

1.5.3 Die Regulierung der Differenzierung mesenchymaler                         

Stamm-/Vorläuferzellen durch PKC 

Neben der Osteoklastogenese ist PKC insbesondere am Aufbau von Knochengewebe 

beteiligt, wobei die Kinase bereits in der frühen embryonalen Entwicklung eine wichtige 

Rolle spielt. So konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von PKCδ in embryonalen 

Stammzellen zur Differenzierung in einen mesenchymalen Phänotyp und zur Expres-

sion endodermaler Marker führt (265). Im Folgenden steuern die Kinasen der PKC-

Familie die weitere Entwicklung zu spezialisierten Zellen des Zielgewebes in einer sehr 

komplexen und vielfältigen Weise. In vielen Studien wurde PKC positiv mit der osteo-

genen Differenzierung von Stamm-/Vorläuferzellen assoziiert (117,266–270). Im Ge-

gensatz dazu führte eine PKC-Überaktivierung in Experimenten mit murinen Vorläu-

ferzellen zur Herunterregulierung osteogener Marker, während eine PKC-Hemmung 

diese induzierte (194). Da die Ergebnisse der Arbeitsgruppen-internen Vorversuche 

zur Rolle von PKC für die Differenzierung von DFCs ebenfalls nicht immer eindeutig 

waren (vgl. Kapitel 1.4.3), lässt sich eine duale Rolle von PKC für die Osteogenese 

vermuten. Passend hierzu konnte eine Studie von Lotz et al. zeigen, dass eine PKC-

Inhibition in humanen BMMSCs zwar die Expression von Osteocalcin erhöht, aber die 

BMP2-Expression hemmt (271). Übereinstimmend mit den Vorversuchen in DFCs ließ 

sich die osteogene Differenzierung durch spezifische Hemmung klassischer PKCs 

aber meist stimulieren (194,272–274). Vor allem die Isoformen PKCβ1/2 inhibieren die 

Osteogenese (274,275), während PKCα teilweise positiv (274,276,277) und teilweise 

negativ mit der Differenzierung assoziiert wurde (230,273). Ein positiver Einfluss auf 

die Osteogenese ließ sich überdies für die neue Isoform PKCδ feststellen 
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(272,274,278–282). Dabei fällt auf, dass PKCβ1/2 und PKCδ einen gegensätzlichen 

Einfluss auf die osteogene Differenzierung von Stamm-/Vorläuferzellen haben, aber 

beide die Zellproliferation stimulieren (vgl. Kapitel 1.5.2). Somit liegt nahe, dass ein-

zelne PKC-Isoformen in den Zellen zeitabhängig sehr gezielt reguliert werden müssen, 

um biologische Prozesse korrekt zu steuern. 

Tabelle 1 zeigt einen Überblick der wichtigsten Ergebnisse von Studien, die sich mit 

der Rolle von PKC oder einzelner Isoformen für die osteogene Differenzierung be-

schäftigt haben. Da sich die meisten Studien lediglich mit der Regulierung osteogener 

Marker befassten, ist nur wenig über die molekularen Mechanismen bekannt, mittels 

derer PKC die Osteogenese steuert. Allerdings konnte bereits gezeigt werden, dass 

PKC insbesondere mit dem kanonischen Wnt-Signalweg interagiert (230). Des Weite-

ren zeigten Studienergebnisse, dass PKC die Stabilität von β-Catenin beeinflusst 

(283–285) und dass der Transkriptionsfaktor MSX2 direkt durch verschiedene PKC-

Isoformen phosphoryliert und stabilisiert werden kann (194).  

 

Tabelle 1: Die Regulierung der osteogenen Differenzierung von mesenchymalen 

Stamm-/Vorläuferzellen durch PKC. 

Zellen Isoform Einfluss auf osteogene Differenzierung Referenz 

ADSCs 

(human) 

allgemein + WNT5A induzierte sowohl PKC-Aktivität als auch 
osteogene Marker und Mineralisierung 

(117) 

ADSCs 

(human) 

allgemein + PKC-Überaktivierung unterstützte osteogene 
Differenzierung, außer bei Vorbehandlung mit 
PKC-Inhibitor 

(270) 

BMMSCs 

(human) 

allgemein + PKC-Aktivität und osteogene Differenzierung wurden 
durch Behandlung mit N-terminalem Peptid von 
Amelogenin induziert 

(266) 

ADSCs 

(Maus) 

allgemein + Überexpression von miR-26a-5p hemmte osteogene 
Differenzierung und PKC-Phosphorylierung 

(267) 

BMMSCs 

(Maus) 

allgemein + Inhibition der Cystathionin-β-Synthase hemmte 
osteogene Differenzierung und Expression von 
phosphoryliertem PKC; Differenzierung wurde bei 
gleichzeitiger PKC-Überaktivierung nicht gehemmt 

(268) 

M2-10B4 

(Maus) 

allgemein + Osteogene Marker wurden durch Inhibition von PKC 
gehemmt 

(269) 

 

C2C12 

(Maus) 

allgemein, 

klassische 
PKCs 

- 

 
- 

Osteogene Marker wurden durch Inhibition 
klassischer PKCs und generelle PKC-Inhibition 
induziert und durch PKC-Überaktivierung gehemmt 

(194) 

BMMSCs 

(human) 

allgemein +/- PKC-Inhibition hemmte Osteocalcin-Expression, aber 
stimulierte BMP2-Expression 

(271) 

(Fortsetzung auf nächster Seite) 
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BMMSCs 

(human) 

klassische 
PKCs, 

PKCδ 

 

- 

+ 

Osteogene Marker und Mineralisierung wurden durch 
Inhibition klassischer PKCs induziert; ALP-Aktivität 
wurde durch Inhibition von PKCδ gehemmt 

(272) 

BMMSCs 
(human und 
Maus) 

PKCα + Osteogene Marker (humane und murine BMMSCs) 
und Mineralisierung (murine BMMSCs) wurden durch 
Überexpression von PKCα induziert 

(276) 

C3H10T1/2 
(Maus) 

PKCα + Osteogene Marker und Mineralisierung wurden durch 
Hemmung von PKCα inhibiert 

(277) 

MC3T3-E1 

(Maus) 

PKCα - Osteogene Differenzierung wurde durch Hemmung 
der Expression von PKCα unterstützt 

(273) 

BMMSCs 

(human) 

PKCα,  

PKCβ1, 

PKCδ 

+/- 

- 

+ 

Co-Kultivierung von BMMSCs mit Myeloma-Zellen 
hemmte die Mineralisierung und Expression von 
phosphoryliertem PKCα und PKCδ, aber erhöhte die 
Expression von phosphoryliertem PKCβ1; Inhibition 
klassischer PKCs unterstützte die Mineralisierung 

(274) 

PDLSCs 

(human) 

PKCβ2 - Verringerte Expression von phosphoryliertem PKCβ2 
wurde mit erhöhter Expression osteogener Marker 
assoziiert 

(275) 

ADSCs 

(human) 

PKCδ + Osteogene Differenzierungsmarker wurden durch 
Inhibition von PKCδ gehemmt 

(278) 

BMMSCs 

(human) 

PKCδ + Osteogene Differenzierung nach Induktion mit 
Jagged-1 wurde durch Inhibition von PKCδ gehemmt 

(279) 

BMMSCs 
(human) 

PKCδ + PKCδ wurde während osteogener Differenzierung 
induziert; PKCδ-Inhibition hemmte Differenzierung 

(280) 

ADSCs 

(Maus) 

PKCδ + Oncostatin M stimulierte osteogene Differenzierung 
und Aktivität von PKCδ; Differenzierung wurde durch 
Herunterregulierung von PKCδ gehemmt 

(281) 

ST2 

(Maus) 

PKCδ + Osteogene Differenzierung nach Induktion mit 
WNT3A wurde durch Herunterregulierung von PKCδ 
unterdrückt 

(282) 

MC3T3-E1 

(Maus) 

PKCη, 

PKCθ 

+ 

- 

Expression von PKCη wurde mit Expression 
osteogener Marker assoziiert; Expression von PKCθ 
wurde nach osteogener Induktion herunterreguliert 

(286) 

 

Der vielseitige Einfluss von PKC auf die Osteogenese lässt eine ebenso komplexe 

Regulierung der Adipogenese vermuten, da die beiden Prozesse in der Regel gegen-

läufig reguliert werden (270,274,280). Dabei wird die adipogene Differenzierung 

mesenchymaler Stammzellen in vitro teilweise durch dieselben Stoffe induziert wie die 

Osteogenese, z. B. durch Insulin, IGF-1 (engl. Insulin-like growth factor 1) und IGF-2 

(287–289). Zudem lässt sich die Adipogenese durch eine Kombination aus Dexame-

thason und 3-Isobutyl-1-methylxanthin induzieren (290). Allerdings sind die hierbei ver-

wendeten Konzentrationen von Dexamethason, Insulin und IGF-2 höher als bei der 

Induktion der osteogenen Differenzierung (82,84). Wie bei der Osteogenese zeigten 

unterschiedliche Studien widersprüchliche Ergebnisse bei der Evaluierung des PKC-

Einflusses auf die Adipogenese. So konnte PKC oftmals positiv (283,291–293) und 
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negativ (270,294,295) mit der adipogenen Differenzierung in Verbindung gebracht 

werden. Ebenso wurden für klassische PKC-Isoformen gegensätzliche Studienergeb-

nisse in Hinblick auf die adipogene Differenzierung berichtet (292,296). Lediglich Stu-

dien zur isolierten Betrachtung von PKCβ-Isoformen zeigten übereinstimmend einen 

induktiven Einfluss auf die Adipogenese (274,297). Die klassische Isoform PKCγ un-

terstützt ebenfalls die adipogene Differenzierung (274), wohingegen für PKCα weitest-

gehend eine negative Beeinflussung der Differenzierung festgestellt wurde 

(274,298,299). Zudem wurde PKCδ stets negativ mit der Adipogenese assoziiert 

(274,280,292,298). Dabei legten Versuche von Carter et al. nahe, dass insbesondere 

bestimmte Splicing-Varianten von PKCδ die adipogene Differenzierung regulieren 

(300). Da für die osteogene Differenzierung überwiegend ein positiver Einfluss durch 

PKCδ gefunden wurde (272,274,278–282), lässt sich vermuten, dass diese Isoform 

eine zentrale Rolle bei der Festlegung auf einen bestimmten Differenzierungsweg in 

Stamm-/Vorläuferzellen spielt. In Tabelle 2 sind die wichtigsten Ergebnisse aus Stu-

dien zur Rolle von PKC für die adipogene Differenzierung zusammengefasst. 

 

Tabelle 2: Die Regulierung der adipogenen Differenzierung von mesenchymalen 

Stamm-/Vorläuferzellen durch PKC. 

Zellen  Isoform Einfluss auf adipogene Differenzierung Referenz 

BMMSCs 

(human) 

 allgemein, 

PKCε 

+ 

+ 

Allgemeine PKC-Aktivität wurde während 
adipogener Differenzierung induziert; Adipogene 
Marker wurden durch allgemeine PKC-Inhibition 
und durch spezifische PKCε-Inhibition gehemmt 

(291) 

3T3-L1 

(Maus) 

 allgemein, 

klassische 
PKCs, 

PKCδ 

+ 
 

+ 

- 

Adipogene Differenzierung wurde durch generelle 
PKC-Inhibition und spezifische Inhibition 
klassischer PKCs gehemmt; Inhibition von PKCδ 
unterstützte die Differenzierung 

(292) 

3T3-L1 

(Maus) 

 allgemein + Adipogene Differenzierung wurde durch 
PKC-Inhibition gehemmt 

(283) 

Ob1771 

(Maus) 

 allgemein + PKC-Überaktivierung unterstützte adipogene 
Differenzierung bei Behandlung mit Substanzen, 
welche die cAMP-Konzentration erhöhen 

(293) 

ADSCs 

(human) 

 allgemein - Adipogene Differenzierung wurde durch 
PKC-Überaktivierung gehemmt, außer bei 
Vorbehandlung mit PKC-Inhibitor 

(270) 

3T3-L1 

(Maus) 

 allgemein - Adipogene Differenzierung wurde durch 
PKC-Inhibition unterstützt 

(294) 

Adipogene 
Vorläufer-
zellen (Ratte) 

allgemein - Adipogene Differenzierung wurde durch 
PKC-Inhibition unterstützt 

(295) 

  (Fortsetzung auf nächster Seite) 
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3T3-F442A 

(Maus) 

PKCα, 

PKCδ, 

PKCγ, 

PKCε 

- 

- 

+ 

+ 

Expression von PKCα und PKCδ wurde während 
adipogener Differenzierung inhibiert; Adipogenese 
wurde durch Herunterregulierung von PKCγ und 
PKCε gehemmt 

(298) 

3T3-L1 

(Maus) 

PKCα - Expression von PKCα wurde während adipogener 
Differenzierung herunterreguliert 

(299) 

3T3-L1 

(Maus) 

PKCα/β - Phosphorylierung von PKCα/β wurde assoziiert 
mit Hemmung der Adipogenese nach 
Evodiamin-Behandlung  

(296) 

BMMSCs 

(human) 

PKCα,  

PKCβ1, 

PKCδ 

+/- 

+ 

- 

Co-Kultivierung von BMMSCs mit Myeloma-Zellen 
unterstützte die adipogene Differenzierung und 
erhöhte die Expression von phosphoryliertem 
PKCβ1, aber hemmte die Expression von 
phosphoryliertem PKCα und PKCδ; Adipogene 
Differenzierung wurde durch Inhibition klassischer 
PKCs gehemmt 

(274) 

ADSCs 

(human) 

PKCβ + Aktivierung von PKCβ wurde assoziiert mit 
Induktion der adipogenen Differenzierung durch 
atypische Antipsychotika; Adipogenese wurde 
durch Inhibition von PKCβ gehemmt 

(297) 

BMMSCs 

(human) 

PKCδ - Adipogene Differenzierung wurde durch Inhibition 
von PKCδ induziert 

(280) 

3T3-F442A 

(Maus) 

PKCε + Expression von PKCε wurde während adipogener 
Differenzierung stimuliert; Adipogenese wurde 
durch Überexpression von PKCε unterstützt 

(301) 

3T3-L1 

(Maus) 

PKCε + Adipogene Differenzierung wurde durch 
Stimulierung von PKCε unterstützt und durch 
Herunterregulierung von PKCε gehemmt 

(302) 

Adipogene 
Vorläufer-
zellen (Ratte) 

PKCζ + Expression von PKCζ im Cytoplasma wurde 
während adipogener Differenzierung stimuliert; 
Expression von PKCζ stieg im Cytoplasma, in der 
Plasmamembran und im Zellkern nach 
Behandlung mit Insulin 

(303) 

Fetale    
braune 
Adipozyten 
(Ratte) 

PKCζ + Aktivierung von PKCζ wurde assoziiert mit der 
adipogenen Differenzierung nach Induktion mit 
IGF-1 

(287) 

 

Ein dualer Einfluss von PKC auf die Differenzierung mesenchymaler Stamm-/Vorläu-

ferzellen lässt sich darüber hinaus bei der Chondrogenese finden. So konnte eine Stu-

die einerseits zeigen, dass PKC die chondrogene Differenzierung von BMMSCs bei 

einer hohen Glucose-Konzentration in der Zellkultur unterdrückt. Andererseits war bei 

Kultivierung mit einer niedrigen Glucose-Konzentration sowohl eine bessere Chondro-

genese als auch eine höhere Expression von phosphoryliertem PKC feststellbar (304). 

Überdies konnte die chondrogene Differenzierung in einer weiteren Studie durch PKC-

Inhibition unterstützt werden (305), während in einer anderen Studie das Gegenteil 
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beobachtet wurde (306). Bei differenzierter Betrachtung der Isoformen wird deutlich, 

dass insbesondere PKCα essentiell für die chondrogene Differenzierung ist (307–309). 

Spezifische Einflüsse verschiedener PKC-Isoformen lassen sich außerdem bei der Dif-

ferenzierung mesenchymaler Stammzellen in weitere Zelltypen finden. So steigt  

die Expression von PKCε während der neuronalen Differenzierung von humanen  

BMMSCs an (310), während klassische PKCs die neuronale Differenzierung von 

mesenchymalen Stammzellen aus der Nabelschnur hemmen (311). Des Weiteren sind 

die atypischen Isoformen PKCζ und PKCι an der Regulierung der neuronalen Diffe-

renzierung beteiligt (312,313). Dahingegen wird die Differenzierung von Keratinozyten 

vor allem durch die Isoformen PKCα und PKCη unterstützt (187,314,315). Darüber 

hinaus induziert eine PKC-Überaktivierung die cardiomyogene Differenzierung von 

Stammzellen (316,317), wobei weiterführende Untersuchungen nahelegten, dass die 

Isoform PKCδ für die induktive Wirkung verantwortlich ist (318). Die cardiomyogene 

Regeneration konnte in einem Herzinfarktmodell von Ratten zudem durch Überexpres-

sion von PKCε unterstützt werden (319).  

Zusammenfassend wird deutlich, dass die Regulierung von Differenzierungsvorgän-

gen durch PKC sehr komplex ist und von einer Vielzahl von Einflüssen reguliert wird, 

sodass dieselbe Isoform unter verschiedenen Bedingungen andere Auswirkungen auf 

einen Differenzierungsweg haben kann. Die aufgeführten Beispiele legen dar, dass 

insbesondere klassische PKC-Isoformen hiervon betroffen sind, weshalb sich vermu-

ten lässt, dass auch die osteogene Differenzierung von DFCs einer komplexen Regu-

lierung durch klassische PKCs unterliegt, bei der stromabwärts mehrere Proteine und 

Signalwege involviert sein könnten. 

 

1.6 Ziel der Arbeit 

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Evaluierung der molekularen Mechanismen, über 

welche klassische PKC-Isoformen die osteogene Differenzierung von DFCs hemmen. 

Hierbei lag das Augenmerk vor allem auf möglichen Interaktionen mit dem 

BMP2/DLX3-Signalweg. Untersucht wurde einerseits eine Beeinflussung des Tran-

skriptionsfaktorkomplexes um β-Catenin, welcher die Expression von DLX3 induziert. 

Dabei war eine Regulierung von β-Catenin besonders naheliegend, da bereits in Mäu-

sen gezeigt werden konnte, dass der kanonische Wnt-Signalweg durch PKCα reguliert 

wird (230). Andererseits sollten Wechselwirkungen mit den durch BMP2 induzierten 
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Proteinen Smad1/5/8 und PKA untersucht werden. Denkbar war vor allem eine Betei-

ligung von PKC an der Aktivierung von PKA. Eine weitere zu untersuchende Hypo-

these war die Beeinflussung von Transkriptionsfaktoren, für die bislang kein Zusam-

menhang mit der osteogenen Differenzierung von DFCs bekannt war, wie beispiels-

weise NF-κB. Da sich klassische PKC-Isoformen besonders auf den energieintensiven 

Prozess der Mineralisierung auswirken, sollte außerdem untersucht werden, ob klas-

sische PKCs Marker des mitochondrialen Stoffwechsels beeinflussen und möglicher-

weise hierdurch die Osteogenese von DFCs steuern. 

Des Weiteren war unklar, wie PKC selbst in DFCs reguliert und nach osteogener In-

duktion gehemmt wird. Daher sollte zusätzlich untersucht werden, ob bekannte Sig-

nalproteine, welche die osteogene Differenzierung von DFCs beeinflussen, wie z. B. 

PTHrP, an der Steuerung der Aktivität von PKC beteiligt sind. 

 

Abb. 9: Hypothesen zur Regulierung der osteogenen Differenzierung von DFCs durch 

PKC. Die Abbildung zeigt schematisch die untersuchten Hypothesen, wie PKC die osteogene 

Differenzierung von DFCs regulieren könnte. Genauere Erläuterungen lassen sich dem Fließ-

text entnehmen. 
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Die untersuchten Hypothesen sind in Abbildung 9 schematisch dargestellt. Die erwar-

teten Erkenntnisse sollten schließlich dazu beitragen, das Verständnis über die mole-

kularen Abläufe während der osteogenen Differenzierung von DFCs sowie über die 

zellulären Funktionen klassischer PKC-Isoformen zu erweitern, und eine Grundlage 

für die zielgerichtete Verwendung von DFCs in regenerativen Therapien von (parodon-

talen) Knochendefekten zu schaffen. 
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2 Material und Methoden 
 

2.1 Material 

Tabelle 3: Herstellerverzeichnis und im Text verwendete Kürzel. 

Kürzel im Text Herstellerangaben 

Abcam „Abcam plc.“, Cambridge, Vereinigtes Königreich 

Active Motif „Active Motif, Inc.“, Carlsbad, CA, USA 

Agilent „Agilent Technologies, Inc.“, Santa Clara, CA, USA 

Air Liquide „Air Liquide S.A.“, Paris, Frankreich 

AllCells „AllCells, LLC“, Alameda, CA, USA 

BD „Becton, Dickinson and Company“, Franklin Lakes, NJ, USA 

Biomol „Biomol GmbH“, Hamburg, Deutschland 

BIO-RAD „BIO-RAD Laboratories, Inc.“, Hercules, CA, USA 

Biozym „Biozym Scientific GmbH“, Hessisch Oldendorf, Deutschland 

Bosch „Robert Bosch GmbH“, Gerlingen, Deutschland 

Cayman „Cayman Chemical“, Ann Arbor, MI, USA 

Cell Signaling „Cell Signaling Technology“, Cambridge, Vereinigtes Königreich 

Corning „Corning, Inc.“, Corning, NY, USA 

Cytiva „Cytiva“, Marlborough, MA, USA 

Dojindo „Dojindo Laboratories“, Kumamoto, Japan 

Düperthal „Düperthal Sicherheitstechnik GmbH & Co. KG“, Karlstein am 
Main, Deutschland 

Eppendorf „Eppendorf SE“, Hamburg, Deutschland 

Gilson „Gilson, Inc.“, Middleton, WI, USA 

Greiner „Greiner Bio-One GmbH“, Frickenhausen, Deutschland 

Heidolph „Heidolph Instruments GmbH & Co. KG“, Schwabach,      
Deutschland 

Hettich „Andreas Hettich GmbH & Co. KG“, Tuttlingen, Deutschland 

Heraeus „Heraeus Instruments GmbH“, Hanau, Deutschland 

IBM „International Business Machines Corporation“, Armonk, NY, USA 

Kisker „Kisker Biotech GmbH & Co. KG“, Steinfurt, Deutschland 

Lauda „Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG“, Lauda-Königshofen, 
Deutschland 

Liebherr „Liebherr-International AG“, Bulle, Schweiz 

Lonza „Lonza Group AG“, Basel, Schweiz 

Medite „MEDITE Medical GmbH“, Burgdorf, Deutschland 

Memmert „Memmert GmbH + Co. KG“, Schwabach, Deutschland 

 (Fortsetzung auf nächster Seite) 
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Merck Millipore „Merck Millipore“, Billerica, MA, USA 

Mettler-Toledo „Mettler-Toledo International Inc.“, Columbus, OH, USA 

Microsoft „Microsoft Corporation“, Redmond, WA, USA 

Nerbe „nerbe plus GmbH & Co. KG“, Winsen (Luhe), Deutschland 

NIH „National Institutes of Health“, Bethesda, MD, USA 

Nikon „Nikon Corporation“, Tokio, Japan 

Promega „Promega Corporation“, Madison, WI, USA 

PromoCell „PromoCell GmbH“, Heidelberg, Deutschland 

PeproTech „PeproTech, Inc.“, Cranbury, NJ, USA 

Qiagen „Qiagen GmbH“, Hilden, Deutschland 

Roche „Roche Holding AG“, Basel, Schweiz 

Roth „Carl Roth GmbH + Co. KG“, Karlsruhe, Deutschland 

Santa Cruz „Santa Cruz Biotechnology, Inc.“, Dallas, TX, USA 

Sarstedt „Sarstedt AG & Co. KG“, Nümbrecht, Deutschland 

Sartorius „Sartorius AG“, Göttingen, Deutschland 

Scotsman „Scotsman Ice Systems“, Vernon Hills, IL, USA 

Sigma „Sigma-Aldrich, Inc.“, St. Louis, MO, USA 

Supelco „Supelco, Inc.“, Bellefonte, PA, USA 

Swiss A. S. „Swiss Academic Software GmbH“, Wädenswil, Schweiz 

Thermo „Thermo Fisher Scientific Inc.“, Waltham, MA, USA 

Tocris „Tocris Bioscience“, Bristol, Vereinigtes Königreich 

Turku Bioscience „Turku Bioscience“, Turku, Finnland 

Vector „Vector Laboratories, Inc.“, Newark, CA, USA 

VWR „VWR International, LLC“, Radnor, PA, USA 

Waldner „WALDNER Laboreinrichtungen GmbH & Co. KG“, Wangen im 
Allgäu, Deutschland 

 

2.1.1 Geräte 

Tabelle 4: Verwendete Geräte. 

Gerät Hersteller 

Agarose-Gelelektrophoresekammer und Vorrichtung zum 
Gießen der Gele 

VWR 

Blot-Apparatur „Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell“ BIO-RAD (#1703940) 

Blot-Apparatur „Trans-Blot® Turbo™ Transfer System“ BIO-RAD (#1704150) 

Blot-/Gel-Dokumentationsgerät „ChemiDoc™ Touch 
Imaging System“ 

BIO-RAD (#1708370) 

Brutschrank „HERAcell™ 150“ Thermo 

  (Fortsetzung auf nächster Seite) 
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Digestorium Waldner 

Durchflusszytometer „FACSCanto™ II“ BD 

Eismaschine „SCOTSMAN® AF 80“ Scotsman 

Fluoreszenzmikroskop „ECLIPSE Ts2-FL“ Nikon 

Gelelektrophoresekammer „Mini-PROTEAN® Tetra Vertical 
Electrophoresis Cell for Precast Gels“ 

BIO-RAD (#1658004) 

Heizschüttler „Thermomixer Compact 5350“ Eppendorf 

Kühlblock für PCR-Reaktionsgefäße Eppendorf 

Kühlplatte „COP 30“ Medite 

Kühl- und Gefrierschränke Bosch, Liebherr, Thermo 

Mikroskop „Nikon Eclipse TS100“ Nikon 

Mikroskopkamera „DS-Fi2“ Nikon 

Mikroskopkamera-Kontrolleinheit „DS-L3“ Nikon 

Mikrowellenherd Bosch 

Netzgerät „PowerPac™ 3000“ BIO-RAD (#1655056) 

PCR-Cycler „StepOnePlus™ Real-Time PCR System“ Thermo 

pH-Meter „FiveEasy™ FE20“ mit Elektrode „LE409“ Mettler-Toledo 

Pipetten („Thermo Scientific™ Finnpipette™“, „Eppendorf 
Research®/Research® Plus“ und „Gilson Pipetman®“) 

Thermo, Eppendorf,  
Gilson 

Plattenreader „iMark™ Mikroplate Reader“ BIO-RAD (#1681135) 

Reinstwassersystem „TKA X-CAD“ Thermo 

Schüttler „REAX top“ Heidolph 

Sicherheitsschränke Düperthal 

Spektrophotometer „NanoDrop™ 2000“ Thermo 

Sterilbank „HERASafe® HS 12“ Heraeus 

Stickstofftank „ARPEGE 110“ Air Liquide 

TC20-Zellzähler „TC20™ Automated Cell Counter“ BIO-RAD (#1450102) 

Thermocycler „MJ Mini™ 48-Well Personal Thermal  
Cycler“ 

BIO-RAD (#PTC1148) 

Waage „DENVER INSTRUMENT S-402“ Sartorius 

Wärmeschrank „UNB 400“ Memmert 

Wasserbad „GFL 1092“ Lauda 

Zentrifuge „Biofuge pico“ Heraeus 

Zentrifuge „BIO-RAD C1301“ BIO-RAD (#C1301) 

Zentrifuge „Eppendorf 5417R“ Eppendorf 

Zentrifuge „Labofuge 400R“ Heraeus 

Zentrifuge „MIKRO 185“ Hettich 

Zentrifuge „Sprout™“ Kisker 
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 5: Verwendete Verbrauchsmaterialien. 

Verbrauchsmaterial Hersteller 

10 cm-Zellkulturschalen Greiner (#664160) 

175 cm²-Zellkulturflaschen Corning (#431080) 

24-Well-Platten Greiner (#662160) 

6-Well-Platten Corning (#353046) 

96-Well-Platten für Assays, transparent Corning (#3598) 

96-Well-Platten für Assays, weiß Corning (#353296) 

96-Well-Platten für Zellkultur Thermo (#167008) 

Blot-Filterpapiere BIO-RAD (#1703965) 

Blot-Membranen aus Nitrocellulose „Amersham™ 
Protran® 0.2 μm“ 

Cytiva 

Blot-Membranen „Trans-Blot Turbo Mini 0.2 µm                
Nitrocellulose Transfer Packs“ 

BIO-RAD (#1704158) 

Kryoröhrchen Sarstedt 

Mikropistillen Eppendorf 

Mikrozentrifugationsgefäße Kisker, Sarstedt 

PCR-Reaktionsgefäße, -deckel, -blöcke, -platten      
und -adhäsionsfilme („MicroAmp™“) 

Thermo 

Pipettenspitzen Biozym, Sarstedt, Nerbe 

Proteingele „4–15% Mini-PROTEAN® TXG Stain-Free™ 
Protein Gels“ 

BIO-RAD (#4568086) 

„QIAshredder“-Säulen für die RNA-Isolierung Qiagen (#79656) 

Stripetten Corning, Greiner 

Zellschaber Sarstedt 

Zellzähler-Kammern BIO-RAD (#1450011) 

Zentrifugationsröhrchen (50 und 15 ml) Greiner 

 

2.1.3 Zellkulturmedien 

Tabelle 6: Zusammensetzung der verwendeten Zellkulturmedien. 

Medium Zusammensetzung 

Wachstumsmedium DMEM („Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium – high glucose“, 

Sigma, #D5796); 

10 % FBS (engl. Fetal bovine serum, Sigma, #F0804 oder #F7524); 

1 % Penicillin (10000 U/ml)/Streptomycin (10 mg/ml)-Lösung 

(Sigma, #P0781) 

(Fortsetzung auf nächster Seite) 
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Einfriermedium DMEM (wie zuvor); 

20 % FBS (wie zuvor); 

10 % DMSO (Roth, #A994) 

DMEM 

(Kontrollmedium) 

DMEM (wie zuvor); 

2 % FBS (wie zuvor); 

1 % Penicillin/Streptomycin-Lösung (wie zuvor) 

ODM  

(Osteogenes Diffe-

renzierungsme-

dium) 

DMEM (Kontrollmedium); 

20 mM HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsäure, 

Sigma #H0887); 

10 mM β-Glycerophosphat (Sigma #G9422); 

100 µM Ascorbinsäure-2-phosphat (Sigma #49752); 

100 nM Dexamethason (Sigma #D2915) 

BMP2-Medium wie ODM, anstelle von Dexamethason mit 50 ng/ml BMP2 (Biomol, 

#54299) 

Medium für siRNA-

Transfektionen 

wie Wachstumsmedium, aber ohne FBS 

 

2.1.4 Aktivatoren und Inhibitoren 

Tabelle 7: Verwendete Aktivatoren/Inhibitoren und Proteine zur Behandlung in der 

Zellkultur. 

Bezeichnung Wirkung Hersteller Artikelnummer 

3-AT Inhibitor der Catalase (320) Sigma #A8056 

ACHP Inhibitor von IKKα und IKKβ (321) Tocris #4547 

CID2858522 Inhibitor von PKC-stimulierter                
NF-κB-Aktivierung (322) 

Tocris #4246 

Forskolin Aktivator der Adenylatcyclase (323) Cayman #11018 

Gö6976 Inhibitor klassischer PKCs (324) Tocris 

Cayman 

#2253 

#13310 

MK2206 Inhibitor von Akt (325) Santa Cruz #sc-364537 

PMA Aktivator von PKC und NF-κB (326,327) Abcam #ab120297 

PTH (7-34) Protein, hemmt Rezeptor PTH1R (328) PromoCell #C-66648 

PTHrP Protein, stimuliert Rezeptor PTH1R (329) PeproTech #100-09 

Rotenon Inhibitor des mitochondrialen Complex I 
(330) 

Supelco #45656 

SC-79 Aktivator von Akt (331) Sigma #SML0749 
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2.1.5 Puffer und sonstige Lösungen 

Tabelle 8: Verwendete Puffer und sonstige Lösungen, die nicht selbst hergestellt 

wurden. 

Puffer/Lösung Hersteller 
Artikel- 
nummer 

„10x Tris/Glycin/SDS“-Elektrophoresepuffer BIO-RAD #1610732 

2x Laemmli-Puffer BIO-RAD #1610737 

4x Laemmli-Puffer BIO-RAD #1610747 

Alizarinrot-Färbelösung (pH-Wert 4,1 ± 0,1) Sigma #TMS-008-C 

Eindeckmedium „VECTASHIELD® Mounting Medium 
with DAPI“ 

Vector #H-1200 

Entwicklerlösung „Clarity™ Western ECL Substrate“ BIO-RAD #1705061 

Formaldehydlösung Sigma #1.03999 

Größenstandard „PageRuler™ Prestained Protein 
Ladder (10 bis 180 kDa)“ 

Thermo #26616 

NGS (engl. Normal goat serum)-Lösung (91 g/l) Agilent #X090710-8 

PBS (engl. Phosphate-buffered saline) für Zellkultur 
und Assays 

Sigma #D8537 

PBS für Western Blot (in Pulverform) Lonza #BE15-516F 

p-Nitrophenylphosphat-Lösung (mit Zusätzen,        
pH 9,6 – 10,2) 

Sigma #P7998 

„ReBlot Plus Mild Antibody Stripping Solution, 10x“ Merck Millipore #2502 

„ReBlot Plus Strong Antibody Stripping Solution, 
10x“ 

Merck Millipore #2504 

Trypsin-EDTA (Ethylendiamintetraacetat)-Lösung Thermo #25200072 

Trypanblau-Lösung Sigma #T8154 

Wasserstoffperoxid (H2O2)-Lösung Merck Millipore #88597 

 

Tabelle 9: Verwendete Puffer, die selbst hergestellt wurden. 

Puffer/Lösung Zusammensetzung 

Agarose-Gel-
elektrophorese-
puffer 

50 mM Tris (Tris(hydroxymethyl)aminomethan)/HCl pH 8,0           

(Tris: Biomol, #08003, HCl: Roth, #K025); 

in H2O 

Blotpuffer 25 mM Tris/HCl pH 8,6 (Hersteller wie zuvor); 

190 mM Glycin (Merck Millipore, #3570); 

10 % Methanol (Supelco, #1.06007); 

in H2O 

  (Fortsetzung auf nächster Seite) 
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PKA-Lysepuffer 25 mM Tris/HCl pH 8,0 (Hersteller wie zuvor); 

0,5 mM EGTA (Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N′,N′-tetra-

essigsäure, Sigma, #03777); 

0,5 mM EDTA (Merck Millipore, #324504); 

10 mM 2-Mercaptoethanol (s. Tabelle 10); 

1 % „Phosphatase Inhibitor Cocktail 3“ (Sigma, #P0044); 

1 Tablette/10 ml „cOmplete™ Mini Protease Inhibitor Cocktail“ (Roche, 

#11836153001); 

in H2O 

TBS (engl. Tris-
buffered saline) 

25 mM Tris/HCl pH 7,6 (Hersteller wie zuvor); 

150 mM NaCl (VWR, #27810295); 

in H2O 

TBST (engl. Tris-
buffered saline 
with Tween® 20) 

25 mM Tris/HCl pH 7,6 (Hersteller wie zuvor); 

150 mM NaCl (wie zuvor); 

0,1 % Tween® 20 (Sigma, #P1379); 

in H2O 

Western Blot- 
Lysepuffer 

20 mM Tris/HCl pH 8,0 (Hersteller wie zuvor); 

137 mM NaCl (wie zuvor); 

48 mM NaF (Sigma, #S7920); 

1 % „Nonidet™ P 40 Ersatz“ (Sigma, #74385); 

10 % Glycerol (s. Tabelle 10); 

2 mM Na3VO4 (Sigma, #S6508); 

1 % „Phosphatase Inhibitor Cocktail 3“ (wie zuvor); 

1 Tablette/10 ml „cOmplete™ Mini Protease Inhibitor Cocktail“ (wie  

zuvor); 

in H2O 

 

Tabelle 10: Sonstige verwendete Chemikalien. 

Puffer/Lösung Hersteller Artikelnummer 

2-Mercaptoethanol Sigma #M3148 

Aceton Roth #9372 

Agarose Promega #V3121 

 (Fortsetzung auf nächster Seite) 
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BSA (Bovines Serumalbumin) Biomol #01400 

Cetylpyridiniumchlorid Sigma #C0732 

Ethanol Roth #9065 

Glycerol Sigma #G5516 

H2DCFDA (2',7'-Dichlordihydro-
fluorescein-diacetat) 

Abcam 

Tocris 

Bestandteil des Kits #ab113851  

#5935 

H2O (nukleasefrei) Qiagen #129114 

Milchpulver Roth #T145 

Stickstoff (flüssig) Universitätsklinikum Regensburg (intern bezogen) 

Triton™ X-100 Sigma #T9284 

 

2.1.6 Antikörper 

Tabelle 11: Verwendete Primärantikörper für Western Blots 

Antigen Hersteller 
Antigen-  
gewicht 

Verdünnung Sekundärantikörper 

β-Catenin      
(aktiv) 

Sigma      
(#05-665) 

92 kDa 1:750 in  
Milchpulver 

1:10.000 Anti-mouse 

β-Catenin 
(Phospho 
Ser552) 

Cell Signaling 
(#5651) 

92 kDa 1:1.000 in BSA 1:2.000 Anti-rabbit 

β-Catenin 
(Phospho 
Ser675) 

Cell Signaling 
(#4176) 

92 kDa 1:1.000 in BSA 1:2.000 Anti-rabbit 

Akt (gesamt) Cell Signaling 
(#4685) 

60 kDa 1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-rabbit 

Akt (Phospho 
Ser473) 

Cell Signaling 
(#4060) 

60 kDa 1:1.000 in BSA 1:2.000 Anti-rabbit 

COX IV Cell Signaling 
(#4850) 

17 kDa 1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-rabbit 

GAPDH Cell Signaling 
(#5174) 

37 kDa 1:1.000 in 
Milchpulver 

1:1.000 Anti-rabbit 

GPX1 Cell Signaling 
(#3286) 

22 kDa 1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-rabbit 

GSK3α/β Cell Signaling 
(#5676) 

46 kDa 1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-rabbit 

GSK3β     
(Phospho Ser9) 

Cell Signaling 
(#5558) 

46 kDa 1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-rabbit 

Hexokinase 1 Cell Signaling 
(#2024) 

102 kDa 1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-rabbit 

HIF-1α Cell Signaling 
(#36169) 

120 kDa 1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-rabbit 

  (Fortsetzung auf nächster Seite) 
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IκBα Cell Signaling 
(#4814) 

39 kDa 1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-mouse 

IκBα (Phospho 

Ser32) 

Cell Signaling 
(#2859) 

40 kDa 1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-rabbit 

IKKα Cell Signaling 
(#11930) 

85 kDa 1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-mouse 

IKKβ Cell Signaling 
(#8943) 

87 kDa 1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-rabbit 

IKKα/β (Phos-
pho Ser176/180) 

Cell Signaling 
(#2697) 

85 und 87 
kDa 

1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-rabbit 

LEF1 Sigma      
(#17-604) 

38 kDa 1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-mouse 

NF-κB (p65) Cell Signaling 
(#8242) 

65 kDa 1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-rabbit 

NF-κB (p65, 

Phospho 
Ser536) 

Cell Signaling 
(#3033) 

65 kDa 1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-rabbit 

„Oxidative 
Stress Defense-
Cocktail“ 

(Catalase, 
Smooth Muscle 
Actin, SOD1, 
Thioredoxin) 

Abcam 
(#ab179843) 

60, 42, 16 
und 12 kDa  

(selbe  

Reihenfolge 

wie links) 

1:250 in 
Milchpulver 

1:1.000 Anti-rabbit 

PKA Cell Signaling 
(#5842) 

42 kDa 1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-rabbit 

PKA (Phospho 
Thr197) 

Cell Signaling 
(#5661) 

42 kDa 1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-rabbit 

PKCα Cell Signaling 
(#2056) 

80 kDa 1:1.000 in BSA 1:10.000 Anti-rabbit 

PKC (Phospho 
Ser660 bei 
PKCβ2) 

Cell Signaling 
(#9371) 

78, 80, 82 
und 85 kDa 

1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-rabbit 

PKC-Substrat 
(Phospho Ser in 
spezifischem 
Motiv für PKC-
Phosphoryl.) 

Cell Signaling 
(#2261) 

verschiedene 1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-rabbit 

PTHrP Abcam 
(#ab224503) 

60 kDa 1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-rabbit 

Smad1 Cell Signaling 
(#6944) 

60 kDa 1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-rabbit 

Smad1/5 (Phos-
pho Ser463/465) 

Cell Signaling 
(#9516) 

60 kDa 1:1.000 in BSA 1:1.000 Anti-rabbit 
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Tabelle 12: Verwendete Sekundärantikörper für Western Blots 

Antikörper Hersteller 

Anti-mouse IgG, HRP (engl. Horseradish           
peroxidase)-gebunden 

Cell Signaling (#7076), 

Promega (#W4021) 

Anti-rabbit IgG, HRP-gebunden Cell Signaling (#7074) 

 

Tabelle 13: Verwendete Antikörper für Immunpräzipitationen 

Antigen Hersteller Verdünnung 

Kontrollantikörper 
(Rabbit IgG) 

Cell Signaling (#2729) 1:100 (Kontrolle für IP von Smad1) 

1:200 (Kontrolle für IP von Smad4) 

Smad1 Cell Signaling (#6944) 1:100 

Smad4 Cell Signaling (#38454) 1:200 

 

Tabelle 14: Verwendete Antikörper für die Immunfluoreszenzfärbung 

Antigen Hersteller Verdünnung 

Primärantikörper gegen PTHrP Abcam (#ab224503) 1:250 

Sekundärantikörper Anti-rabbit IgG, 
Alexa Fluor 488-gebunden 

Cell Signaling (#4412) 1:1.000 

 

2.1.7 Primer 

Tabelle 15: Verwendete Primer-Mischungen von der Firma BIO-RAD für 

Genexpressionsanalysen. 

Zielgen mit/ohne TaqMan-Sonden „Assay ID“ des Herstellers 

CAT ohne qHsaCID0014941 

COL1A2 mit qHsaCEP0024891 

DLX3 mit qHsaCEP0024509 

GAPDH mit qHsaCEP0041396 

GPX1 ohne qHsaCED0037003 

PTHLH mit qHsaCEP0049830 

RUNX2 mit qHsaCEP0051329 

 

Tabelle 16: Verwendete Primer für die Quantifizierung mitochondrialer DNA. 

Zielgen Sequenz Forward-Primer 

MT-RNR2 (mitochondriale DNA) Forward: 5′-GCCTTCCCCCGTAAATGATA-3′ 

Revers: 5′-TTATGCGATTACCGGGCTCT-3′ 

B2M (genomische DNA) Forward: 5′-TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT-3′ 

Revers: 5′-TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT-3′ 
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2.1.8 siRNAs 

Tabelle 17: Verwendete siRNAs von der Firma Qiagen. 

Zielgen 
Artikelnummer des    
Herstellers 

Kurzbezeichnung 
im Text 

BMP2 #SI00023366 siBMP2 

DLX3 #SI00073962 siDLX3 

Negativkontrolle „AllStars Negative 
Control siRNA“ 

#SI03650318 siCTRL 

PRKACA #SI00605857 siPRKACA 

PRKCA #SI00301308 

#SI00605927 

siPRKCA #1 

siPRKCA #2 

PTHLH #SI03030377 siPTHLH 

SMAD4 #SI00076020 

#SI00076041 

siSMAD4 #1 

siSMAD4 #2 

WNT5A #SI00051779 siWNT5A 

 

2.1.9 Kits 

Tabelle 18: Verwendete Kits. 

Kit Hersteller Artikelnummer 

Cell Counting Kit-8 Dojindo #CK04 

GSH/GSSG-Glo™ Assay Promega #V6611 

HiPerFect® Transfection Reagent Qiagen #301705 

Immunoprecipitation kit Abcam #ab206996 

iScript™ cDNA Synthesis Kit BIO-RAD #1708891 

NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction    
Reagents 

Thermo #78833 

PepTag® Non-Radioactive cAMP-Dependent       
Protein Kinase Assay 

Promega #V5340 

Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo #23225 

PKA Kinase Activity Assay Kit Abcam #ab139435 

QIAamp® DNA Mini Kit Qiagen #51304 

RNeasy® Plus Mini Kit Qiagen #74136 

SsoAdvanced™ Universal Probes Supermix BIO-RAD #1725282 

SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix BIO-RAD #1725272 

TransAM® NF-κB Family Kit Active Motif #43296 
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2.1.10 Software 

Tabelle 19: Verwendete Software. 

Software Hersteller 

Citavi (Version 6.7) Swiss A. S. 

FACSDiva™ Software (Version 5.0.2) BD 

Flowing Software (Version 2.5.1) Turku Bioscience (Perrtu Terho) 

ImageJ (Version 1.52a) NIH (Wayne Rasband) 

Image Lab™ Software (Version 6.0.1) BIO-RAD 

Microplate Manager® Software (Version 6.3) BIO-RAD 

Microsoft Office (Version 2016) Microsoft 

SPSS® Statistics (Version 25) IBM 

StepOne™ Software (Version 2.3) Thermo 

 

2.2 Methoden 
 

2.2.1 Zellkultur 

Humane DFCs (AllCells, #FT002F) wurden kommerziell bezogen und unter sterilen 

Bedingungen im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und angefeuchteter Atmosphäre kul-

tiviert. Die Zellen wurden in Wachstumsmedium (s. Kapitel 2.1.3) vermehrt, welches 

dreimal wöchentlich gewechselt wurde. Bei Erreichen von Subkonfluenz wurden die 

Zellen passagiert. Hierfür wurde das Wachstumsmedium zunächst abgesaugt und die 

Zellen in PBS gewaschen, bevor sie nach Zugabe von Trypsin-EDTA-Lösung fünf Mi-

nuten lang im Brutschrank inkubierten. Daraufhin wurde die Trypsin-Reaktion mit 

Wachstumsmedium abgestoppt und die Zellsuspension bei 1200 g fünf Minuten lang 

zentrifugiert. Als Nächstes wurde das Zellpellet in Wachstumsmedium resuspendiert, 

bevor die Konzentration der Zellen – in einem Aliquot mit Trypanblau-Lösung ge-

mischt – im TC20-Zellzähler gemessen wurde. Die Zellsuspension wurde schließlich 

in Wachstumsmedium verdünnt und mit einer Dichte von 5000 Zellen/cm² in neue Zell-

kulturgefäße ausgesät. Für Experimente wurden DFCs bis einschließlich Passage 11 

(in der Regel Passagen 6 – 8) verwendet. 

Wurden Zellen vorübergehend nicht verwendet, konnten diese in flüssigem Stickstoff 

eingefroren werden. Hierfür wurden die Zellen während des Passagierens nach der 

Konzentrationsbestimmung nochmals fünf Minuten lang bei 1200 g zentrifugiert und 

nach Absaugen des Überstands in Einfriermedium (s. Kapitel 2.1.3) resuspendiert 
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(1 Mio. Zellen/ml). Daraufhin wurden die Zellen zunächst über Nacht bei -80 °C einge-

froren und anschließend in einem Tank mit flüssigem Stickstoff gelagert. Wurden ein-

gefrorene Zellen benötigt, erfolgte das Auftauen für drei Minuten im Wasserbad bei 

37 °C, bevor die Zellen in ein vorbereitetes Zellkulturgefäß mit Wachstumsmedium pi-

pettiert wurden. 

 

2.2.2 Induktion der osteogenen Differenzierung und Behandlung von DFCs 

Um die osteogene Differenzierung in DFCs zu induzieren, wurden die Zellen mit ODM 

oder BMP2-Medium behandelt. Als Kontrolle wurden Zellen in Kontrollmedium 

(DMEM) mit derselben FBS-Konzentration kultiviert. Die Zusammensetzung der Me-

dien ist in Kapitel 2.1.3 beschrieben. Des Weiteren erfolgte gleichzeitig zur Kultivierung 

in Wachstumsmedium oder in den Differenzierungsmedien bzw. in Kontrollmedium die 

Behandlung mit Aktivatoren/Inhibitoren oder Proteinen, welche in Kapitel 2.1.4 aufge-

listet sind. 

 

2.2.3 Western Blot 

Für die Untersuchung der Proteinexpression mittels Western Blot wurden zunächst 

Proteine aus Zellen isoliert. Hierfür wurden die Zellen mit PBS gewaschen und an-

schließend in Western Blot-Lysepuffer (s. Kapitel 2.1.5) auf Eis mit einem Zellschaber 

abgekratzt und fünf Minuten lang bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert, bevor die Ly-

sat-Überstände weiterverwendet wurden. 

Anschließend erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Proben mit 

dem „Pierce™ BCA Protein Assay Kit“. Hierfür wurden die Proben im Verhältnis 1:5 

mit H2O verdünnt und zur Generierung einer Standardgerade verschiedene Verdün-

nungen von BSA in H2O (0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 und 1,0 mg/ml) verwendet. Nach Zugabe 

der BCA-Lösung, welche nach Protokoll des Kits hergestellt wurde, erfolgte eine 30-

minütige Inkubation bei 60 °C, was zur quantitativen Bildung eines violetten Farbkom-

plexes relativ zur Proteinkonzentration führte. Nach 15-minütigem Auskühlen bei 

Raumtemperatur wurde schließlich die Absorbanz bei einer Wellenlänge von 490 nm 

mit Hilfe des „iMark Mikroplate Reader“ gemessen. Schließlich wurde die Proteinkon-

zentration in den Proben mit Hilfe der BSA-Standardgerade ermittelt. 

War die Konzentration für die weitere Verwendung zu gering, wurde in allen Proben 

desselben Experiments eine Acetonfällung durchgeführt. Hierfür wurde Aceton 

(-20 °C, mindestens vierfaches Probenvolumen) hinzupipettiert. Daraufhin inkubierten 
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die Proben über Nacht bei -20 °C, bevor sie zehn Minuten lang bei 4 °C mit 4500 g 

zentrifugiert wurden. Die Proteinpellets wurden anschließend in Western Blot-Lysepuf-

fer resuspendiert und die Konzentrationsbestimmung erneut durchgeführt. 

Als Nächstes wurden die Proben mit 2x Laemmli-Puffer oder 4x Laemmli-Puffer, wel-

che zusätzlich 2-Mercaptoethanol (Endkonzentration 355 mM) enthielten, verdünnt. 

Anschließend erfolgte die Denaturierung der Proteine durch Inkubation für fünf Minu-

ten bei 95 °C im Heizschüttler (Schüttelgeschwindigkeit 550 rpm), bevor die Proben 

anschließend wieder auf Eis gekühlt wurden. 

Daraufhin wurden die Proben sowie der Größenstandard „PageRuler™ Prestained 

Protein Ladder“ auf „4–15% Mini-PROTEAN® TXG Stain-Free™“-Proteingele aufge-

tragen und durch Gelelektrophorese aufgetrennt, wobei innerhalb eines Experiments 

für jede Probe dieselbe Proteinmasse (mindestens 6 µg) eingesetzt wurde. Als Nächs-

tes erfolgte eine fünfminütige Bestrahlung der Gele mit ultraviolettem Licht im „Che-

miDoc™ Touch Imaging System“, um die in den Gelen enthaltenen Trihalogen-Mole-

küle an Tryptophan-Reste in den Proteinen zu binden, woraufhin diese nachweisbar 

fluoreszierten (332). Anschließend wurden die Proteine mit Hilfe der „Trans-Blot® SD 

Semi-Dry Transfer Cell“ oder des „Trans-Blot® Turbo™ Transfer System“ auf Nitrocel-

lulose-Membranen übertragen und ein Bild des Gesamtproteins (anhand der fluores-

zierenden Tryptophan-Reste) im „ChemiDoc™ Touch Imaging System“ aufgenom-

men, bevor die Membranen zunächst für fünf Minuten in TBS geschwenkt und dann 

mindestens eine Stunde lang in fünfprozentiger BSA- oder Milchpulverlösung (je nach 

Primärantikörper) geblockt wurden. Darauf folgte die Inkubation mit einem Primäranti-

körper (in fünfprozentiger BSA- oder Milchpulverlösung in TBST, s. Kapitel 2.1.6) über 

Nacht bei 4 °C oder zwei Stunden lang bei Raumtemperatur. Nach dreimaligem Wa-

schen mit TBST wurden die Membranen mindestens eine Stunde lang mit einem HRP-

gekoppelten Sekundärantikörper (in fünfprozentiger Milchpulverlösung in TBST, s. Ka-

pitel 2.1.6) inkubiert, bevor sie zweimal mit TBST, einmal mit PBS und einmal mit TBS 

gewaschen wurden. Für die Entwicklung eines Chemilumineszenzsignals wurden die 

Membranen nun für mindestens fünf Minuten in der Entwicklerlösung „Clarity™ Wes-

tern ECL Substrate“ geschwenkt und das entstandene Signal im „ChemiDoc™ Touch 

Imaging System“ aufgenommen. Die Auswertung der Chemilumineszenz-Banden er-

folgte densitometrisch unter Normalisierung auf das Gesamtprotein des Blots sowie 

auf die Kontrollgruppe des jeweiligen Experiments mit Hilfe der „Image Lab™ Soft-

ware“. 
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Sollten weitere Antigene detektiert werden, erfolgte nach mehrmaligem Waschen in 

PBS eine Inkubation der Membranen für 15 Minuten in „ReBlot Plus Antibody Stripping 

Solution“ („Mild“, „Strong“ oder gemischt). Nach weiteren zwei Waschschritten in PBS 

wurde mit erneutem Blocken der Membranen wie zuvor beschrieben fortgefahren. Die-

ses sogenannte „Reblotten“ wurde bis zu zweimal je Membran durchgeführt. 

 

2.2.4 Aufreinigung von Proteinen aus dem Zellkern 

Für die getrennte Aufreinigung nukleärer und cytoplasmatischer Proteinfraktionen wur-

den die Zellen zunächst mit PBS gewaschen und in Trypsin-EDTA-Lösung bei fünf-

minütiger Inkubation im Brutschrank abgelöst. Die Reaktion wurde daraufhin mit Kon-

trollmedium abgestoppt und die Zellsuspension bei 1200 g fünf Minuten lang zentrifu-

giert. Als Nächstes wurden die Zellen in PBS resuspendiert und erneut – diesmal für 

drei Minuten bei 500 g und 4 °C – zentrifugiert. Anschließend erfolgte die Isolierung 

mit Hilfe der „NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents“ nach Protokoll 

des Herstellers. Die aufgereinigten Proteinfraktionen wurden anschließend für Wes-

tern Blots (s. Kapitel 2.2.3) oder NF-κB-Assays verwendet (s. Kapitel 2.2.9). 

 

2.2.5 ALP-Assay 

Für die Messung der ALP-Aktivität wurden Zellen zunächst mit PBS gewaschen und 

anschließend in einer „Triton™ X-100“-Lösung (0,1 % in PBS) lysiert. Zur Generierung 

eines Leerwerts wurde „Triton™ X-100“-Lösung ohne Zellen verwendet. Als Nächstes 

wurde p-Nitrophenylphosphat-Lösung (pH 9,6 – 10,2) zu den Lysaten pipettiert, welche 

daraufhin 60 Minuten lang bei 37 °C im Brutschrank inkubierten. Die quantitative Um-

setzung in das gelbliche Produkt p-Nitrophenol bei alkalischem pH-Wert (333) wurde 

schließlich im „iMark Mikroplate Reader“ (Absorbanz bei der Wellenlänge 415 nm) ge-

messen und der Leerwert von den übrigen Werten subtrahiert. Die gemessenen Werte 

wurden auf die Kontrollgruppe des jeweiligen Experiments normalisiert. 

 

2.2.6 RT-qPCR zur Genexpressionsanalyse 

Um die Expression von Genen mittels RT-qPCR (engl. Reverse transcription-quantita-

tive polymerase chain reaction) bestimmen zu können, wurde zunächst RNA mit Hilfe 

des „RNeasy® Plus Mini Kit“ und „QIAshredder“-Säulen nach Protokoll des Herstellers 

aus den Zellen isoliert. Hierfür wurden die Zellen mit PBS gewaschen und lysiert, bevor 
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die RNA, nach Entfernung genomischer DNA, durch eine pufferabhängige Bindung an 

eine Silica-Membran aufgereinigt und anschließend in je 30 µl H2O eluiert wurde. 

Die RNA-Konzentration wurde daraufhin mit dem „NanoDrop 2000“-Spektralphotome-

ter gemessen und die größtmögliche gemeinsame RNA-Menge jeder Probe des Ex-

periments mit dem „iScript™ cDNA Synthesis Kit“ nach zugehörigem Protokoll in kom-

plementäre DNA (cDNA) umgeschrieben. 

Daraufhin erfolgte die PCR (engl. Polymerase chain reaction) unter Verwendung des 

„SsoAdvanced™ Universal Probes Supermix“ und Primer-Mischungen mit sequenz-

spezifischen Taq-Man-Sonden, an welchen der Fluoreszenzfarbstoff FAM (5-Car-

boxyfluorescein) gebunden war, oder alternativ mit dem SYBR® Green-haltigen 

„SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix“ in Kombination mit Primern ohne 

Sonden im „StepOnePlus™ Real-Time PCR System“ mit folgendem Protokoll: Nach 

zweiminütiger Aktivierung bei 95 °C folgten 40 Zyklen, die jeweils aus fünf Sekunden 

Denaturierung bei 95 °C und 30 Sekunden Primeranlagerung/Elongation bei 60 °C be-

standen. Die Fluoreszenzintensität von FAM bzw. SYBR® Green wurde auf die Inten-

sität des Referenzfarbstoffs ROX (5-Carboxy-X-rhodamin), der in beiden „Supermixen“ 

enthalten war, normalisiert. Eine Liste der verwendeten Primer-Mischungen ist in Ka-

pitel 2.1.7 zu finden. Bei PCRs mit SYBR® Green wurde außerdem zur Beurteilung 

der Spezifität der amplifizierten Genprodukte eine Schmelzkurvenanalyse mit folgen-

dem Protokoll durchgeführt: Nach 15 Sekunden bei 95 °C folgte eine Minute bei 60 °C, 

bevor die Temperatur davon ausgehend in 0,3 °C-Schritten mit einer Dauer von je 15 

Sekunden bis 95 °C anstieg. Die Expression der Zielgene wurde schließlich auf die 

Expression von GAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) sowie auf die 

Kontrollgruppe des jeweiligen Experiments normalisiert unter Anwendung der „Delta-

Delta Ct-Methode“ (334). 

 

2.2.7 Alizarin-Färbung 

Für die Untersuchung der Mineralisierung extrazellulärer Matrix mittels Alizarin-Fär-

bung wurden die Zellen zunächst mit PBS gewaschen und mit vierprozentiger Formal-

dehydlösung fixiert. Daraufhin wurden die Zellen dreimal mit H2O gewaschen und an-

schließend mindestens 20 Minuten lang in Alizarinrot-Färbelösung (pH-Wert 4,1 ± 0,1) 

inkubiert, was zur Rotfärbung Calcium-haltiger Ablagerungen führte (335). Als Nächs-

tes wurden die Zellen nochmals dreimal mit H2O gewaschen, bevor die Färbung unter 

dem Mikroskop betrachtet und Fotoaufnahmen erstellt wurden. Um die Färbung zu 



2 Material und Methoden  52 
 

 

quantifizieren, wurden die Alizarinrot-Kristalle in Cetylpyridiniumchlorid-Lösung (10 % 

in PBS) aufgelöst und die Absorbanz bei einer Wellenlänge von 595 nm spektropho-

tometrisch im „iMark Mikroplate Reader“ gemessen. Als Leerwert diente Cetylpyridini-

umchlorid-Lösung ohne Zellen. Nach Subtraktion des Leerwerts wurden die gemesse-

nen Werte der Proben auf die Kontrollgruppe des jeweiligen Experiments normalisiert. 

 

2.2.8 siRNA-Transfektion 

Für die Herunterregulierung von Zielgenen wurden Zellen direkt nach dem Aussäen in 

neue Zellkulturgefäße mit spezifischen siRNAs (engl. Small interfering RNAs, Endkon-

zentration bei den Zellen je 5 nM) transfiziert. Hierfür wurden die siRNAs gemeinsam 

mit dem „HiPerFect® Transfection Reagent“ nach dessen zugehörigem Protokoll in 

Medium für siRNA-Transfektionen (vgl. Kapitel 2.1.3) verdünnt und tropfenweise auf 

die ausgesäten Zellen pipettiert. Als Negativkontrolle wurden Zellen mit „AllStars Ne-

gative Control siRNA“ transfiziert. Eine Liste mit den verwendeten siRNAs ist in Kapitel 

2.1.8 zu finden. 

 

2.2.9 NF-κB-Assay 

Für die Evaluierung der Aktivität von NF-κB wurden nukleäre Proteinfraktionen ver-

wendet (s. Kapitel 2.2.4). Die Proteinkonzentration in den Proben wurde mit dem 

„Pierce™ BCA Protein Assay Kit“, wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben, gemessen. Da-

raufhin wurden die Proben eines Experiments auf eine gemeinsame Konzentration von 

mindestens 0,5 µg/ml in Lysepuffer aus dem „TransAM® NF-κB Family Kit“ verdünnt. 

Mit Hilfe dieses Kits wurde anschließend die Aktivität der NF-κB-Untereinheiten p50 

und p65 nach Protokoll des Herstellers untersucht. Dabei erfolgte eine Bindung von 

NF-κB aus den Proben an immobilisierte Oligonukleotide mit NF-κB-Bindestelle auf 

einer Mikrotiterplatte, woraufhin einzelne NF-κB-Untereinheiten durch Bindung spezi-

fischer Antikörper und eine gekoppelte colorimetrische Reaktion nachgewiesen wur-

den. Die Quantifizierung dieser Reaktion erfolgte im „iMark Mikroplate Reader“ durch 

Messung der Absorbanz bei einer Wellenlänge von 450 nm, wovon die Absorbanz bei 

655 nm als Referenzwellenlänge subtrahiert wurde. Als Leerwert wurde Lysepuffer aus 

dem Kit verwendet. Nach Subtraktion des Leerwerts erfolgte eine Normalisierung der 

gemessenen Werte auf die Kontrollgruppe des jeweiligen Experiments. 
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2.2.10 Proliferationsassay 

Die Proliferation der Zellen wurde mit Hilfe des „Cell Counting Kit-8“ untersucht. Hierfür 

wurden die Zellen zunächst mit PBS gewaschen und anschließend zwei Stunden lang 

in der Lösung aus dem Kit (1:11 verdünnt in Wachstumsmedium) im Brutschrank in-

kubiert. Dabei erfolgte ein Farbumschlag der Lösung durch stoffwechselaktive Zellen 

(336), welcher bei einer Wellenlänge von 450 nm im „iMark Mikroplate Reader“ quan-

tifiziert wurde. Als Leerwert wurde die verdünnte Lösung des Kits ohne Zellen verwen-

det. Die gemessenen Werte wurden nach Subtraktion des Leerwerts auf die Kontroll-

gruppe des jeweiligen Experiments normalisiert. 

 

2.2.11 PKA-Assay 

Für die Untersuchung der PKA-Aktivität in den Zellen wurden diese zunächst mit PBS 

gewaschen und PKA-Lysepuffer (vgl. Kapitel 2.1.5) auf Eis hinzupipettiert. Anschlie-

ßend wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgelöst und mit Mikropistillen homo-

genisiert. Als Nächstes wurden die Proben für fünf Minuten bei 14.000 rpm und 4 °C 

zentrifugiert. Daraufhin erfolgte die Messung der PKA-Aktivität in den unverdünnten 

Lysat-Überständen mit dem „PepTag® Non-Radioactive cAMP-Dependent Protein 

Kinase Assay“ nach Angaben des Herstellers. Bei diesem Nachweis wurde das positiv 

geladene und fluoreszenzmarkierte Peptid Kemptid durch PKA in den Proben phos-

phoryliert und dadurch negativ geladen (337,338). Mittels Agarose-Gelelektrophorese 

(Agarose-Konzentration 0,8 %) wurden die unterschiedlich geladenen Substrate da-

raufhin getrennt und nach Aufnahme unter ultraviolettem Licht im „ChemiDoc™ Touch 

Imaging System“ densitometrisch quantifiziert. Die PKA-Aktivität wurde schließlich als 

Quotient aus den Werten des phosphorylierten und des gesamten Substrats sowie 

relativ zur Kontrollgruppe des jeweiligen Experiments berechnet. 

Da der Vertrieb des Kits eingestellt wurde, erfolgte die Messung der PKA-Aktivität al-

ternativ mit dem „PKA Kinase Activity Assay Kit“. Hierfür wurde zunächst die Protein-

konzentration in den Proben relativ zueinander durch gelelektrophoretische Auftren-

nung und densitometrische Quantifizierung des Gesamtproteins nach Aufnahme im 

„ChemiDoc™ Touch Imaging System“ wie beim Western Blot bestimmt (vgl. Kapitel 

2.2.3). Anschließend wurden die Proben innerhalb eines Experiments auf dieselbe 

Konzentration in Puffer aus dem Kit verdünnt, wobei die erste Probe im Verhältnis 

1:100 verdünnt und der Verdünnungsfaktor der anderen Proben entsprechend ange-

passt wurde. Daraufhin erfolgte die Bestimmung der PKA-Aktivität nach zugehörigem 
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Protokoll, wobei die PKA-Enzyme in den Proben immobilisierte Substrate auf einer 

Mikrotiterplatte phosphorylierten. Mittels spezifischer Antikörper wurde das phosphory-

lierte Substrat detektiert und in einer colorimetrischen Reaktion nachgewiesen, welche 

im „iMark Mikroplate Reader“ durch Messung der Absorbanz bei einer Wellenlänge 

von 450 nm quantifiziert wurde. Zur Generierung eines Leerwerts wurde Verdünnungs-

puffer aus dem Kit verwendet. Nach Subtraktion des Leerwerts wurden die gemesse-

nen Werte relativ zur Kontrollgruppe des jeweiligen Experiments normalisiert. Inner-

halb eines unabhängigen Experiments wurde nur eines der beiden Kits verwendet. 

 

2.2.12 Immunpräzipitation 

Mit Hilfe der Immunpräzipitation (IP) wurden Interaktionen zwischen Proteinen unter 

Verwendung des „Immunoprecipitation kit“ evaluiert. Hierfür wurden die Zellen zu-

nächst mit PBS gewaschen und in nicht-denaturierendem Lysepuffer aus dem Kit mit 

einem Zellschaber auf Eis abgelöst. Daraufhin wurden die Lysate 30 Minuten lang bei 

4 °C geschwenkt, bevor sie zentrifugiert und die Überstände weiterverwendet wurden. 

Anschließend erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration in den Proben mit 

Hilfe des „Pierce™ BCA Protein Assay Kit“ wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben. Als Nächs-

tes wurden 250 µg jeder Probe in nicht-denaturierendem Lysepuffer aus dem Kit ver-

dünnt und Antikörper (Verdünnungen s. Kapitel 2.1.6) hinzupipettiert. Als Negativkon-

trolle wurde ein entsprechender Kontrollantikörper (s. Kapitel 2.1.6) in derselben Ver-

dünnung verwendet. Die Ansätze wurden über Nacht bei 4 °C geschwenkt und die 

Antikörper inklusive gebundenen Proteinen daraufhin mit „Protein A/G Sepharose®“-

Kügelchen aus dem Kit nach Protokoll des Herstellers präzipitiert. Die aufgereinigten 

Kügelchen wurden schließlich mit 2x Laemmli-Puffer (mit 5 % 2-Mercaptoethanol) ge-

mischt und fünf Minuten lang bei 95 °C im Heizschüttler (Schüttelgeschwindigkeit 

550 rpm) inkubiert, bevor die Proben auf Eis gekühlt und fünf Minuten lang bei 5000 g 

zentrifugiert wurden. Die Überstände wurden anschließend für die Untersuchung mit-

tels Western Blots (s. Kapitel 2.2.3) verwendet. 

 

2.2.13 Immunfluoreszenzfärbung 

Um Proteine mittels Immunfluoreszenzfärbung in Zellen anzufärben, wurden diese zu-

nächst mit PBS gewaschen und mit vierprozentiger Formaldehydlösung fixiert. An-

schließend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und daraufhin in PBS mit 
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5 % NGS-Lösung und 0,3 % „Triton™ X-100“ eine Stunde lang geblockt und permea-

bilisiert, bevor sie anschließend in Primärantikörper (s. Kapitel 2.1.6, verdünnt in PBS 

mit 1 % BSA und 0,3 % „Triton™ X-100“) bei 4 °C über Nacht inkubierten. Als Nega-

tivkontrolle inkubierten Zellen in Verdünnungslösung ohne Primärantikörper. Daraufhin 

wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und anschließend eine Stunde lang in 

fluoreszenzmarkiertem Sekundärantikörper (s. Kapitel 2.1.6, verdünnt in PBS mit 1 % 

BSA und 0,3 % „Triton™ X-100“) inkubiert. Als Nächstes wurden die Zellen dreimal mit 

PBS gewaschen und in Eindeckmedium eingedeckelt. Schließlich wurden die Zellen 

unter dem Fluoreszenzmikroskop „ECLIPSE Ts2-FL“ im Durchlicht sowie nach Anre-

gung bei einer Wellenlänge von 470 nm durch einen Epifluoreszenzfilter (Anregungs-

filter 440–470 nm, dichroitischer Spiegel 500 nm, Emissionsfilter 534–555 nm) be-

trachtet und Fotoaufnahmen erstellt. Die Software „ImageJ“ wurde verwendet, um die 

Durchlichtaufnahme mit der Fluoreszenzaufnahme zu überlagern. Die Immunfluores-

zenzfärbung wurde von Frau Anja Reck durchgeführt. 

 

2.2.14 qPCR zur Quantifizierung mitochondrialer DNA 

Für die Quantifizierung mitochondrialer DNA mittels qPCR (engl. Quantitative poly-

merase chain reaction) wurde zunächst die gesamte DNA aus den Zellen mit Hilfe des 

„QIAamp® DNA Mini Kit“ isoliert. Hierfür wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 

fünf Minuten lang im Brutschrank in Trypsin-EDTA-Lösung abgelöst. Nach Abstoppen 

der Reaktion mit Kontrollmedium wurde die Zellsuspension fünf Minuten lang bei 

1200 g zentrifugiert und die Zellen in PBS resuspendiert. Das weitere Vorgehen er-

folgte gemäß dem Protokoll des Herstellers, wobei die in den Proben enthaltenen Pro-

teine zunächst durch Proteinase K aus dem Kit verdaut wurden, bevor die DNA durch 

pufferabhängige Bindung an eine Silica-Membran aufgereinigt und schließlich in „AE“-

Puffer aus dem Kit eluiert wurde. 

Daraufhin wurde die Konzentration der DNA mit dem „NanoDrop 2000“-Spektralpho-

tometer gemessen und diese mit H2O auf die größtmögliche gemeinsame Konzentra-

tion in allen Proben des Experiments verdünnt. Anschließend erfolgte die PCR mit 

Verwendung von Primern spezifisch für das Gen MT-RNR2 (mitochondriale DNA) bzw. 

B2M (genomische DNA als Referenz) und dem „SsoAdvanced™ Universal SYBR 

Green Supermix“ mit folgendem Protokoll im „StepOnePlus™ Real-Time PCR Sys-

tem“: Nach zweiminütiger Aktivierung bei 95 °C folgten 40 Zyklen aus jeweils 15 Se-

kunden Denaturierung bei 95 °C und 30 Sekunden Primeranlagerung/Elongation bei 
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62 °C. Anschließend wurde eine Schmelzkurvenanalyse nach demselben Protokoll 

wie in Kapitel 2.2.6 durchgeführt. Die Fluoreszenzintensität von SYBR® Green wurde 

auf die Intensität des Referenzfarbstoffs ROX normalisiert und die Menge mitochon-

drialer DNA relativ zur Menge genomischer DNA und zur Kontrollgruppe des jeweiligen 

Experiments mittels der „Delta-Delta Ct-Methode“ (334) berechnet. Die Sequenzen der 

verwendeten Primer sind in Kapitel 2.1.7 zu finden. Das PCR-Protokoll und die ver-

wendeten Primersequenzen wurden von Venegas und Halberg übernommen (339). 

 

2.2.15 Durchflusszytometrie zur Bestimmung von oxidativem Stress 

Für die Evaluierung des oxidativen Stresses mittels Durchflusszytometrie wurden die 

Zellen zunächst mit PBS gewaschen und in Trypsin-EDTA-Lösung für fünf Minuten im 

Brutschrank abgelöst. Anschließend wurden die Zellen bei 1200 g fünf Minuten lang 

zentrifugiert und in demselben Medium resuspendiert, mit welchem sie zuvor behan-

delt wurden, mit zusätzlich 20 µM H2DCFDA, welches von den Zellen aufgenommen 

und nach Abspaltung der Acetat-Reste durch Oxidation in das fluoreszierende 2',7'-

Dichlorfluorescein umgesetzt wurde (341). Ansätze ohne H2DCFDA dienten als Ne-

gativkontrolle. Daraufhin inkubierten die Zellen 30 Minuten lang im Brutschrank, bevor 

sie im „FACSCanto™ II“ mit Hilfe der „FACSDiva™ Software“ analysiert wurden. Die 

im FITC (Fluoresceinisothiocyanat)-Kanal detektierte Fluoreszenz der Proben wurde 

nach Subtraktion der Fluoreszenz der Negativkontrolle auf die Kontrollgruppe des je-

weiligen Experiments normalisiert. 

 

2.2.16 Glutathion-Assay 

Mit dem „GSH/GSSG-Glo™ Assay“ wurde der Anteil von oxidiertem an gesamtem 

Glutathion in den Zellen als Marker des oxidativen Stresses nach Protokoll des Her-

stellers evaluiert. Hierfür wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschließend in 

zwei verschiedenen Lysepuffern aus dem Kit für die Messung von entweder oxidiertem 

oder gesamtem Glutathion lysiert, wobei im Lysepuffer für die Bestimmung des oxi-

dierten Anteils die Substanz N-Ethylmaleimid enthalten war, die mit reduziertem Gluta-

thion reagierte, das folglich nicht mehr an den Nachweisreaktionen teilnehmen konnte 

(340). Daraufhin erfolgte die Bestimmung von Glutathion über Luciferase-gekoppelte 

Reaktionen, woraufhin die entstehende Biolumineszenz im „ChemiDoc™ Touch Ima-

ging System“ aufgenommen und densitometrisch quantifiziert wurde. In jeder Gruppe 
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eines Experiments wurden je drei biologische Replikate mit jedem der beiden Lysepuf-

fer untersucht. Die Menge von oxidiertem Glutathion wurde auf die Menge von gesam-

tem Glutathion sowie auf die Kontrollgruppe des jeweiligen Experiments normalisiert. 

 

2.2.17 Statistische Auswertung 

Alle Experimente wurden, insofern in den Abbildungslegenden nicht anders beschrie-

ben, in biologischen Triplikaten durchgeführt und die Ergebnisse als Mittelwerte + 

Standardabweichungen dargestellt. Zum statistischen Vergleich zwischen experimen-

tellen Gruppen wurden, entsprechend den Abbildungslegenden, entweder einfaktori-

elle Varianzanalysen (engl. One-way analysis of variance, kurz ANOVA) mit anschlie-

ßenden Tukey-Tests oder ungepaarte T-Tests durchgeführt. Bei einem p-Wert kleiner 

als 0,05 wurden Unterschiede als statistisch signifikant betrachtet und in den Abbildun-

gen entsprechend gekennzeichnet. 
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3 Ergebnisse 
 

3.1 Klassische PKCs hemmen die osteogene Differenzierung von 

DFCs über Akt und β-Catenin 

 

3.1.1 Die Regulierung von β-Catenin in DFCs nach osteogener Induktion und 

nach Hemmung von klassischen PKCs 

Um die molekularen Ursachen des inhibitorischen Einflusses von klassischen PKCs 

auf die osteogene Differenzierung von DFCs zu evaluieren, wurden zuerst mögliche 

Interaktionen mit dem Protein β-Catenin untersucht, das eine zentrale Rolle für die 

Induktion der Differenzierung spielt (160). Um einen Überblick über die endogene Re-

gulierung des Proteins im Laufe der Differenzierung zu erhalten, wurden DFCs mit 

einem Dexamethason-haltigen (kurz ODM genannt) oder BMP2-haltigen Differenzie-

rungsmedium behandelt und die Proteinexpression von gesamtem und aktivem 

β-Catenin nach verschiedenen Zeiträumen durch Western Blots analysiert. Dabei 

zeigte sich eine relativ konstante Expression und Aktivität von β-Catenin nach einem 

und sieben Tagen, die allerdings im späteren Verlauf der Differenzierung deutlich her-

unterreguliert wurde (Abb. 10). 

 

Abb. 10: Die Regulierung von β-Catenin während der osteogenen Differenzierung. Die 

Western Blots zeigen die Proteinexpression von gesamtem β-Catenin (A) bzw. aktivem 

β-Catenin (B) in DFCs nach Induktion der osteogenen Differenzierung mit ODM bzw. BMP2-

Medium oder Kultivierung in Kontrollmedium (DMEM) zu verschiedenen Zeitpunkten. One-way 

ANOVA wurde angewandt zum Vergleich zwischen den verschiedenen Medien zum gleichen 

Zeitpunkt, mit anschließenden Tukey-Tests zum Vergleich zwischen ODM bzw. BMP2-Me-

dium und DMEM: * p < 0,05. 



3 Ergebnisse  59 
 

 

Daraufhin wurde evaluiert, wie β-Catenin durch PKC reguliert wird, indem DFCs mit 

Gö6976, einem spezifischen Inhibitor von klassischen PKC-Isoformen (für Referenz 

zur Wirkung vgl. Kapitel 2.1.4; für Effizienz der PKC-Inhibition s. Anhang, Abb. A-1A), 

behandelt wurden. Dabei zeigte sich nach 15 Minuten weder ein Einfluss auf die Akti-

vität von β-Catenin, welche durch N-terminale Phosphorylierungen inhibiert wird (110), 

noch auf C-terminale Phosphorylierungen an Ser552 und Ser675 des Proteins (Abb. 

 

Abb. 11: Die Regulierung von β-Catenin nach Inhibition klassischer PKCs. (A – C) Die 

Western Blots zeigen die Proteinexpression von aktivem β-Catenin (A), Ser552-phosphory-

liertem β-Catenin (B) und Ser675-phosphoryliertem β-Catenin (C) nach 15 Minuten Behand-

lung mit dem Inhibitor klassischer PKCs Gö6976 (100 nM) in Wachstumsmedium. (D, E) Die 

Western Blots zeigen die Proteinexpression von aktivem β-Catenin im löslichen Anteil von 

Lysaten gesamter Zellen (D) bzw. in aufgereinigten Zellkernfraktionen (E) nach sieben Tagen 

Induktion der osteogenen Differenzierung mit ODM bzw. BMP2-Medium oder Kultivierung in 

Kontrollmedium (DMEM) sowie gleichzeitiger Behandlung mit Gö6976 (100 nM). T-Tests wur-

den angewandt zum Vergleich zwischen Gö6976-Behandlung und Kontrolle im selben Medium 

(A – E) sowie zwischen ODM bzw. BMP2-Medium und DMEM (D, E): * p < 0,05. Die Ergeb-

nisse dieser Abbildung wurden teilweise bereits 2021 veröffentlicht in der Zeitschrift „Stem Cell 

Research & Therapy“ (196). 
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11A – C). Dahingegen führte eine PKC-Inhibition in osteogen differenzierenden Zellen 

nach sieben Tagen zwar zur Herunterregulierung der Expression von aktivem 

β-Catenin in den Zellen insgesamt (Abb. 11D), aber zu einer höheren Aktivität des 

Proteins im Zellkern, wenn die Zellen mit Dexamethason osteogen induziert wurden 

(Abb. 11E). 

 

3.1.2 Die Regulierung von PKA und Akt in DFCs nach osteogener Induktion 

und nach Hemmung von klassischen PKCs 

Da die Ergebnisse nur eine indirekte Regulierung von β-Catenin durch PKC vermuten 

ließen, sollte als Nächstes eine mögliche Beteiligung der beiden Proteinkinasen PKA 

und Akt evaluiert werden, von welchen bereits bekannt war, dass sie β-Catenin im 

C-terminalen Bereich phosphorylieren (160,342). Hierfür wurde zunächst die endo-

gene Regulierung der beiden Kinasen im Laufe der Osteogenese untersucht. Dabei 

zeigte sich eine weitestgehend konstante Expression und Phosphorylierungsrate von 

PKA (Abb. 12A), während Akt zwar ebenfalls relativ konstant exprimiert wurde, aber 

eine deutliche Hemmung der Phosphorylierung an Ser473, welche für die Aktivität der 

Kinase benötigt wird (343), zu beobachten war (Abb. 12B). Interessanterweise wurde 

die Phosphorylierung beider Kinasen nach 15 Minuten PKC-Inhibition in DFCs signifi-

kant gehemmt, wobei der Einfluss auf Akt größer war (Abb. 12C, D). Darüber hinaus 

konnte eine verringerte Expression von phophoryliertem Akt festgestellt werden, wenn 

PKCα in DFCs mit einer siRNA herunterreguliert wurde (Anhang, Abb. A-2). 

Da Akt im Vergleich zu PKA stärker durch PKC-Inhibition und nach osteogener Induk-

tion reguliert wurde, sollte zunächst evaluiert werden, wie die Aktivität von Akt im wei-

teren Verlauf der Differenzierung durch PKC beeinflusst wird. Interessanterweise 

konnte dabei festgestellt werden, dass die Expression von Ser473-phosphoryliertem 

Akt durch PKC-Inhibition nicht dauerhaft herunterreguliert wurde, insbesondere bei 

gleichzeitiger Induktion der osteogenen Differenzierung. So war bereits nach zwei 

Stunden keine Hemmung mehr nachweisbar (Abb. 13A), während die Expression von 

phosphoryliertem Akt nach 24 Stunden (Abb. 13B) und – noch deutlicher – nach sieben 

Tagen PKC-Inhibition (Abb. 13C) sogar signifikant hochreguliert war. Lediglich in Kon-

trollmedium konnte ein hemmender Einfluss des PKC-Inhibitors noch nach 24 Stunden 

nachgewiesen werden, allerdings nicht mehr nach sieben Tagen. 
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Abb. 12: Die Regulierung der Proteinkinasen PKA und Akt während der osteogenen Dif-

ferenzierung und nach Inhibition klassischer PKCs. DFCs wurden bis zu 28 Tage lang mit 

DMEM, ODM oder BMP2-Medium behandelt (A, B) oder 15 Minuten lang mit 100 nM Gö6976 

in Wachstumsmedium (C, D) stimuliert. Die Säulendiagramme zeigen die durch Western Blots 

ermittelte Proteinexpression von Thr197-phosphoryliertem PKA (A, C) und Ser473-phospho-

ryliertem Akt (B, D) jeweils mit repräsentativen Blots sowie Blots von gesamtem PKA bzw. Akt 

und den Quotienten zwischen phosphorylierter Form und Gesamtmenge („Phospho-Ratio“). 

One-way ANOVA wurde angewandt zum Vergleich zwischen den verschiedenen Medien zum 

gleichen Zeitpunkt, mit anschließenden Tukey-Tests zum Vergleich zwischen ODM bzw. 

BMP2-Medium und DMEM (A, B); T-Tests wurden angewandt zum Vergleich zwischen 

Gö6976-Behandlung und Kontrolle (C, D): * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Die Ergebnisse 

dieser Abbildung wurden teilweise bereits 2021 veröffentlicht in der Zeitschrift „Stem Cell Re-

search & Therapy“ (196). 
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Abb. 13: Die Regulierung der Akt-Aktivität durch klassische PKCs zu verschiedenen 

Zeitpunkten. DFCs wurden mit DMEM, ODM oder BMP2-Medium behandelt und gleichzeitig 

mit 100 nM Gö6976 stimuliert. Die Western Blots zeigen die Proteinexpression von Ser473-

phosphoryliertem Akt nach 2 Stunden (A), 24 Stunden (B) und 7 Tagen (C) Behandlung. 

T-Tests wurden angewandt zum Vergleich zwischen ODM bzw. BMP2-Medium und DMEM 

sowie zwischen Gö6976-Behandlung und Kontrolle im selben Medium: * p < 0,05; ** p < 0,01; 

*** p < 0,001. Die Ergebnisse dieser Abbildung wurden teilweise bereits 2021 veröffentlicht in 

der Zeitschrift „Stem Cell Research & Therapy“ (196). 

 

3.1.3 Der Einfluss von Akt auf die osteogene Differenzierung von DFCs 

Um eine mögliche Beteiligung an der Regulierung der Differenzierung zu evaluieren, 

sollte daraufhin untersucht werden, wie Akt die Expression von osteogenen Markern 

und das Mineralisierungsvermögen von DFCs beeinflusst. Eine Behandlung der Zellen 

mit dem Akt-Aktivator SC-79 oder dem Akt-Inhibitor MK2206 (vgl. Kapitel 2.1.4) führte 

allerdings zu keiner Änderung der ALP-Aktivität (Abb. 14A). Während eine Überakti-

vierung von Akt die Genexpression von RUNX2 und COL1A2 (engl. Collagen type I 

alpha 2 chain) ebenfalls nicht beeinflusste (Abb. 14B, D), konnte nach Hemmung der 
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Kinase eine Herunterregulierung von RUNX2 in BMP2-induzierten Zellen (Abb. 14C) 

und von COL1A2 in beiden Differenzierungsmedien (Abb. 14E) festgestellt werden. 

 

Abb. 14: Die Regulierung der ALP-Aktivität und der Genexpression osteogener Marker 

durch Akt. DFCs wurden sieben Tage lang mit DMEM, ODM oder BMP2-Medium behandelt 

und gleichzeitig mit 10 µM des Akt-Aktivators SC-79 (A, B, D) oder 200 nM des Akt-Inhibitors 

MK2206 (A, C, E) stimuliert. Anschließend wurden die ALP-Aktivität (A) sowie mittels RT-

qPCR die Genexpression von RUNX2 (B, C) und COL1A2 (D, E) bestimmt. T-Tests wurden 

angewandt zum Vergleich zwischen ODM bzw. BMP2-Medium und DMEM sowie zwischen 

Aktivator/Inhibitor-Behandlung und Kontrolle im selben Medium: * p < 0,05; ** p < 0,01. Die 

Ergebnisse dieser Abbildung wurden teilweise bereits 2021 veröffentlicht in der Zeitschrift 

„Stem Cell Research & Therapy“ (196). 
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Im Gegensatz zu den früheren osteogenen Markern wurde die Mineralisierung ausge-

hend von DFCs durch Überaktivierung von Akt stark herunterreguliert (Abb. 15A). In-

teressanterweise führte auch die Akt-Inhibition zu einer leicht verminderten Minerali-

sierung nach Induktion mit Dexamethason, aber zu einer deutlichen Verbesserung des 

sonst sehr schwachen Mineralisierungsvermögens BMP2-behandelter Zellen (Abb. 

15B). 

 

Abb. 15: Die Regulierung der Mineralisierung durch Akt. DFCs wurden 28 Tage lang mit 

DMEM, ODM oder BMP2-Medium behandelt und gleichzeitig mit 10 µM des Akt-Aktivators 

SC-79 (A) oder 200 nM des Akt-Inhibitors MK2206 (B) stimuliert. Anschließend wurde die Mi-

neralisierung extrazellulärer Matrix mittels Alizarin-Färbung analysiert. T-Tests wurden ange-

wandt zum Vergleich zwischen ODM bzw. BMP2-Medium und DMEM sowie zwischen Aktiva-

tor/Inhibitor-Behandlung und Kontrolle im selben Medium: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

Die Ergebnisse dieser Abbildung wurden bereits 2021 veröffentlicht in der Zeitschrift „Stem 

Cell Research & Therapy“ (196). 

 

Überdies konnte bei osteogener Induktion mit Dexamethason gezeigt werden, dass 

eine PKC-Inhibition die Mineralisierung nicht mehr verstärken konnte, wenn gleichzei-

tig Akt in DFCs überaktiviert wurde (Abb. 16A). In BMP2-induzierten Zellen konnte ein 

solcher Einfluss nicht nachgewiesen werden (Abb. 16B). 

 

3.1.4 Die Regulierung von GSK3β und β-Catenin stromabwärts von Akt 

Um zu evaluieren, über welche molekularen Mechanismen die Differenzierung durch 

Akt reguliert wird, sollte eine mögliche Beteiligung von GSK3β untersucht werden, 

welches einerseits durch Akt phosphoryliert und dadurch inaktiviert werden kann (344) 
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Abb. 16: Der Einfluss einer Akt-Überaktivierung auf die Regulierung der Mineralisierung 

durch klassische PKCs. DFCs wurden 28 Tage lang mit ODM (A) oder BMP2-Medium (B) 

osteogen differenziert oder als Kontrolle in DMEM kultiviert. Die Zellen in den Differenzierungs-

medien wurden zusätzlich mit dem Inhibitor klassischer PKCs Gö6976 (100 nM) alleine oder 

in Kombination mit dem Akt-Aktivator SC-79 (10 µM) behandelt. Anschließend wurde die  

Mineralisierung extrazellulärer Matrix mittels Alizarin-Färbung analysiert. One-way ANOVA 

wurde angewandt zum Vergleich zwischen allen Gruppen des Experiments, mit anschließen-

den Tukey-Tests zum Vergleich zwischen ODM bzw. BMP2-Medium und DMEM sowie zwi-

schen den verschiedenen Behandlungen im selben Medium paarweise zueinander: * p < 0,05; 

** p < 0,01. Die Ergebnisse dieser Abbildung wurden bereits 2021 veröffentlicht in der Zeit-

schrift „Stem Cell Research & Therapy“ (196). 

 

und andererseits die Expression von β-Catenin beeinflusst (110). Während der osteo-

genen Differenzierung von DFCs konnte eine endogene Herunterregulierung von 

phosphoryliertem GSK3β insbesondere nach Induktion mit BMP2 beobachtet werden 

(Abb. 17A). Darüber hinaus wurde die Phosphorylierung von GSK3β durch PKC-Inhi-

bition sehr ähnlich wie die Aktivität von Akt reguliert. So zeigte sich nach 15 Minuten 

zunächst eine deutliche Herunterregulierung (Abb. 17B), welche im Gegensatz zur 

Akt-Aktivität nach zwei Stunden (Abb. 17C) und bei BMP2-induzierter Differenzierung 

sogar nach 24 Stunden (Abb. 17D) noch nachweisbar war. Erst nach sieben Tagen 

konnte eine deutliche Induktion der GSK3β-Phosphorylierung nach PKC-Inhibition in 

differenzierenden Zellen festgestellt werden (Abb. 17E). Außerdem war die Expression 

von phosphoryliertem GSK3β nach siRNA-vermittelter Herunterregulierung von PKCα 

gehemmt (Anhang, Abb. A-2). 
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Abb. 17: Die Regulierung von GSK3β während der osteogenen Differenzierung und 

nach Inhibition klassischer PKCs. (A) DFCs wurden bis zu 28 Tage lang mit DMEM, ODM 

oder BMP2-Medium behandelt. Das Säulendiagramm zeigt die durch Western Blots ermittelte 

Proteinexpression von Ser9-phosphoryliertem GSK3β mit repräsentativem Blot sowie einem 

Blot von gesamtem GSK3α/β und den Quotienten zwischen phosphorylierter Form und Ge-

samtmenge von GSK3β („Phospho-Ratio“). (B) DFCs wurden 15 Minuten lang mit 100 nM 

Gö6976 in Wachstumsmedium stimuliert und die Proteinexpression von Ser9-phosphorylier-

tem GSK3β durch Western Blots ermittelt. (C – E) DFCs wurden mit DMEM, ODM oder 

(Fortsetzung auf nächster Seite) 
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BMP2-Medium behandelt und gleichzeitig mit 100 nM Gö6976 stimuliert. Die Western Blots 

zeigen die Proteinexpression von Ser9-phosphoryliertem GSK3β nach 2 Stunden (C), 24 Stun-

den (D) und 7 Tagen (E) Behandlung. One-way ANOVA wurde angewandt zum Vergleich zwi-

schen den verschiedenen Medien zum gleichen Zeitpunkt, mit anschließenden Tukey-Tests 

zum Vergleich zwischen ODM bzw. BMP2-Medium und DMEM (A); T-Tests wurden ange-

wandt zum Vergleich zwischen Gö6976-Behandlung und Kontrolle im selben Medium (B – E) 

sowie zwischen ODM bzw. BMP2-Medium und DMEM (C – E): * p < 0,05; ** p < 0,01; 

*** p < 0,001.  

 

Um eine direkte Regulierung von GSK3β und stromabwärts von β-Catenin durch Akt 

in DFCs nachzuweisen, wurde der Einfluss einer Überaktivierung bzw. Inhibition von 

Akt auf die Aktivität dieser Proteine nach kurzen Zeiträumen untersucht. Dabei war 

eine Stimulierung von Akt durch Behandlung mit dem Aktivator SC-79 nach 15 Minuten 

am stärksten und wurde daraufhin wieder schwächer (Abb. 18A), während eine Inhibi-

tion mit MK2206 innerhalb der ersten Stunde durchgehend in deutlichem Ausmaß 

nachweisbar war (Abb. 18B). Die Phosphorylierung von GSK3β wurde in Folge der 

Akt-Überaktivierung ebenfalls hochreguliert, wobei die maximale Induktion zeitversetzt 

und erst nach einer Stunde gemessen wurde (Abb. 18C), während die Expression von 

phosphoryliertem GSK3β bei Akt-Inhibition bereits nach 15 Minuten stark gehemmt 

war und folglich wieder anstieg (Abb. 18D). Interessanterweise wurde die Aktivität von 

β-Catenin nach 15 Minuten Akt-Überaktivierung deutlich gehemmt (Abb. 18E) und 

nach 15 Minuten Akt-Hemmung tendenziell – aber nicht signifikant – induziert (Abb. 

18F), wobei diese Regulierung bereits nach 30 Minuten nicht mehr nachweisbar war. 

Allerdings ließ sich nach sieben Tagen eine deutliche Herunterregulierung von aktivem 

β-Catenin im Zellkern von DFCs feststellen, wenn die Zellen in Kontrollmedium oder 

Dexamethason-haltigem Medium gleichzeitig mit dem Akt-Inhibitor MK2206 behandelt 

wurden (Abb. 18H). Zudem zeigte sich nach Akt-Überaktivierung eine direkte Beein-

flussung des BMP-Signalwegs, da die Expression von phosphoryliertem Smad1/5 

stark gehemmt wurde (Abb. 18G). 
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Abb. 18: Die Regulierung des kanonischen Wnt-Signalwegs und BMP-Signalwegs durch 

Akt. (A – G) DFCs wurden für eine Zeitdauer von 15 Minuten, 30 Minuten oder eine Stunde 

mit 10 µM des Akt-Aktivators SC-79 (A, C, E, G) oder 200 nM des Akt-Inhibitors MK2206 (B, 

D, F) in Wachstumsmedium behandelt. Als Kontrolle wurden Zellen eine Stunde lang ohne 

Aktivator/Inhibitor kultiviert. Anschließend wurde die Proteinexpression von Ser473-phospho-

ryliertem Akt (A, B), Ser9-phosphoryliertem GSK3β (C, D), aktivem β-Catenin (E, F) und 

Ser463/465-phosphoryliertem Smad1/5 (G) durch Western Blots ermittelt. (H) DFCs wurden 

mit DMEM, ODM oder BMP2-Medium behandelt und gleichzeitig mit 200 nM MK2206 stimu-

liert. Die Western Blots zeigen die Proteinexpression von aktivem β-Catenin in aufgereinigten 

Zellkernfraktionen nach sieben Tagen Behandlung. One-way ANOVA wurde angewandt zum 

Vergleich zwischen allen Gruppen des Experiments, mit anschließenden Tukey-Tests zum 

Vergleich zwischen den verschiedenen Behandlungen paarweise zueinander (A – G); T-Tests 

wurden angewandt zum Vergleich zwischen ODM bzw. BMP2-Medium und DMEM sowie zwi-

schen MK2206-Behandlung und Kontrolle im selben Medium (H): * p < 0,05; ** p < 0,01; 

*** p < 0,001. Die Ergebnisse dieser Abbildung wurden teilweise bereits 2021 veröffentlicht in 

der Zeitschrift „Stem Cell Research & Therapy“ (196). 

 

3.1.5 Die Regulierung der Aktivität von PKC und Akt durch PTHrP und WNT5A 

Neben der Beeinflussung der osteogenen Differenzierung wurde darüber hinaus eva-

luiert, wie PKC und in der Folge Akt in DFCs endogen reguliert werden, wobei PTHrP 

und WNT5A als mögliche Regulatoren untersucht wurden. Dabei führte eine siRNA-

vermittelte Herunterregulierung von PTHLH (Gen für PTHrP, für Effizienz der Herun-

terregulierung von PTHLH s. Anhang, Abb. A-4) zur Hemmung der Phosphorylierung 

von PKC an Ser660 (Position bezieht sich auf PKCβII, Abb. 19A), welche für die Akti-

vierung der Kinase benötigt wird (205), wobei jedoch keine Regulierung der Akt-Akti-

vität nachgewiesen werden konnte (Abb. 19B). Eine Transfektion von DFCs mit einer 

siRNA gegen WNT5A führte dahingegen zur Induktion der PKC-Phosphorylierung 

(Abb. 19C) und zur Hemmung der Akt-Aktivität (Abb. 19D). 

Zusammengefasst konnten die Versuche zeigen, dass klassische PKC-Isoformen die 

osteogene Differenzierung von DFCs unter anderem durch Akt und stromabwärts 

durch die Regulierung der Aktivität von β-Catenin inhibieren, während klassische 

PKCs in den Zellen durch PTHrP stimuliert und durch WNT5A gehemmt werden (sche-

matisch dargestellt in Abb. 20). Die Ergebnisse des Kapitels 3.1 wurden zum Teil be-

reits 2021 in der Zeitschrift „Stem Cell Research & Therapy“ publiziert (196). 
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Abb. 19: Die Regulierung der PKC- und Akt-Aktivierung durch PTHrP und WNT5A. DFCs 

wurden drei Tage lang mit spezifischen siRNAs gegen PTHLH (Gen für PTHrP, A, B) oder 

WNT5A (C, D) transfiziert. Als Negativkontrolle wurde eine Kontroll-siRNA (siCTRL) verwen-

det. Anschließend wurde die Proteinexpression von phosphorliertem PKC (homolog zur 

Ser660-Phosphorylierung bei PKCβII, A, C) und von Ser473-phosphoryliertem Akt (B, D) 

durch Western Blots bestimmt. T-Tests wurden angewandt zum Vergleich zwischen siRNA-

Behandlung und Kontroll-siRNA: * p < 0,05; *** p < 0,001. Die Ergebnisse dieser Abbildung 

wurden bereits 2021 veröffentlicht in der Zeitschrift „Stem Cell Research & Therapy“ (196). 

 

Abb. 20: Klassische PKCs regulieren die osteogene Differenzierung von DFCs über Akt 

und β-Catenin. Schematische Zusammenfassung des inhibitorischen Einflusses von klassi-

schen PKCs auf die osteogene Differenzierung von DFCs über Akt, GSK3β und β-Catenin 

sowie der endogenen Regulierung von PKC durch PTHrP und WNT5A. 
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3.2 Klassische PKCs und Akt regulieren die osteogene 

Differenzierung von DFCs über NF-κB 

 

3.2.1 Die Regulierung des NF-κB-Signalwegs während der osteogenen 

Differenzierung von DFCs 

Eine Beteiligung am hemmenden Einfluss klassischer PKCs auf die osteogene Diffe-

renzierung von DFCs ließ sich darüber hinaus für den Transkriptionsfaktor NF-κB ver-

muten, da dieser durch PKC aktiviert werden kann (263,345) und bereits mit der Re-

gulierung der osteogenen Differenzierung anderer Stamm-/Vorläuferzellen wie z. B. 

DPSCs und ADSCs assoziiert wurde (346,347). Um die Rolle des Transkriptionsfak-

tors während der Differenzierung von DFCs zu evaluieren, wurden zunächst dessen 

Expression und Aktivität im Laufe der Osteogenese untersucht. Dabei zeigten Western 

Blots eine Herunterregulierung der Proteinexpression der NF-κB-Untereinheit p65 in 

der zweiten Hälfte der Differenzierung (Abb. 21A) und von dessen Phosphorylierung 

an Ser536 (Abb. 21B), welche in mehreren Studien positiv mit der Aktivität des Tran-

skriptionsfaktors assoziiert wurde (348–350). Darüber hinaus war die Aktivität der 

NF-κB-Untereinheiten p50 und p65 sieben Tage nach osteogener Induktion gehemmt 

(Abb. 21C, D), wobei aber nur die Inhibition von p50 nach BMP2-Induktion statistisch 

signifikant nachweisbar war. 

Daraufhin wurde die endogene Regulierung von weiteren Proteinen analysiert, welche 

dem NF-κB-Signalweg zugeordnet werden und die Aktivität des Transkriptionsfaktors 

beeinflussen. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Expression des Proteins IκBα 

(engl. Inhibitor of NF-κB, alpha), welches NF-κB inhibiert (351), durch osteogene In-

duktion mit Dexamethason hochreguliert wurde, wohingegen sie durch BMP2 zu-

nächst nicht beeinflusst und im späteren Verlauf der Differenzierung gehemmt wurde 

(Abb. 22A). Die Ser32-Phosphorylierung von IκBα, welche durch das Enzym IKK (IκB-

Kinase) vermittelt wird und zur Inaktivierung des Proteins führt (352,353), wurde in der 

zweiten Hälfte der Differenzierung in beiden Differenzierungsmedien tendenziell inhi-

biert, wobei sich im Verhältnis zur Gesamtexpression von IκBα betrachtet nur nach 

osteogener Induktion mit Dexamethason eine deutliche Hemmung der Phosphorylie-

rungsrate beobachten ließ (Abb. 22B). Bei der Analyse der endogenen Regulierung 
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Abb. 21: Die Regulierung von NF-κB während der osteogenen Differenzierung. 

(A, B) DFCs wurden bis zu 28 Tage lang mit ODM oder BMP2-Medium osteogen differenziert 

bzw. in Kontrollmedium (DMEM) kultiviert. Die Säulendiagramme zeigen die durch Western 

Blots ermittelte Proteinexpression von NF-κB (Untereinheit p65, A) bzw. von Ser536-phospho-

ryliertem NF-κB (Untereinheit p65, B) mit repräsentativen Blots und den Quotienten zwischen 

phosphorylierter Form und Gesamtmenge („Phospho-Ratio“, B). (C, D) DFCs wurden sieben 

Tage lang mit DMEM, ODM bzw. BMP2-Medium behandelt und die Aktivität der NF-κB-Un-

tereinheiten p50 (C) und p65 (D) bestimmt. One-way ANOVA wurde angewandt zum Vergleich 

zwischen den verschiedenen Medien zum gleichen Zeitpunkt, mit anschließenden Tukey-

Tests zum Vergleich zwischen ODM bzw. BMP2-Medium und DMEM: * p < 0,05; ** p < 0,01; 

*** p < 0,001. Die Ergebnisse dieser Abbildung wurden bereits 2021 veröffentlicht in der Zeit-

schrift „Stem Cell Research & Therapy“ (196). 

 

von IKK zeigte sich, dass die Expression der Untereinheit IKKα kaum reguliert wurde 

(Abb. 22C), wohingegen die Expression von IKKβ im Laufe der Differenzierung deut-

lich anstieg (Abb. 22D). Allerdings wurde die Ser176/180-Phosphorylierung der beiden 

IKK-Untereinheiten, welche für die Aktivität des Enzyms benötigt wird (353,354), in der 

späteren Phase der Osteogenese gehemmt, was sich zudem in einer deutlich vermin-

derten Phosphorylierungsrate im Verhältnis zur Gesamtexpression der beiden Un-

tereinheiten äußerte (Abb. 22E). 
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Abb. 22: Die Regulierung der NF-κB-assoziierten Proteine während der osteogenen Dif-

ferenzierung. DFCs wurden bis zu 28 Tage lang mit ODM oder BMP2-Medium osteogen dif-

ferenziert bzw. in Kontrollmedium (DMEM) kultiviert. Die Säulendiagramme zeigen die durch 

Western Blots ermittelte Proteinexpression von IκBα (A), Ser32-phosphoryliertem IκBα (B), 

IKKα (C), IKKβ, (D) und Ser176/180-phosphoryliertem IKKα/β (E) mit repräsentativen Blots 

und den Quotienten zwischen phosphorylierter Form und Gesamtmenge („Phospho-Ratio“) 

von IκBα (B) und IKKα/β (E). One-way ANOVA wurde angewandt zum Vergleich zwischen den 

verschiedenen Medien zum gleichen Zeitpunkt, mit anschließenden Tukey-Tests zum Ver-

gleich zwischen ODM bzw. BMP2-Medium und DMEM: * p < 0,05; ** p < 0,01. 
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3.2.2 Der Einfluss von NF-κB auf die Proliferation und osteogene 

Differenzierung von DFCs 

Um die Rolle von NF-κB für die osteogene Differenzierung von DFCs – insbesondere 

in Bezug auf PKC – zu evaluieren, wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrati-

onen des allgemeinen NF-κB-Inhibitors ACHP (2-Amino-6-[2-(cyclopropylmethoxy)-6-

hydroxyphenyl]-4-(piperidin-4-yl)-nicotinonitril) oder des Inhibitors CID2858522, wel-

cher spezifisch die PKC-induzierte NF-κB-Aktivierung hemmt, behandelt (für Referen-

zen zur Wirkung vgl. Kapitel 2.1.4; für Effizienz der NF-κB-Inhibition s. Anhang, Abb. 

A-3). Interessanterweise führte die Stimulierung mit beiden Substanzen in allen getes-

teten Konzentrationen zu einer Erhöhung der Zellproliferation (Abb. 23). 

 

Abb. 23: Die Regulierung der Zellproliferation durch NF-κB. DFCs wurden bis zu sechs 

Tage lang mit verschiedenen Konzentrationen des allgemeinen NF-κB-Inhibitors ACHP (A) 

oder des Inhibitors der PKC-spezifischen NF-κB-Aktivierung CID2858522 (CID, B) stimuliert 

und die Proliferation der Zellen mittels Proliferationsassay bestimmt (n = 3, Darstellung ohne 

Standardabweichung). Als Kontrolle wurden Zellen mit der jeweils höchstverwendeten DMSO-

Konzentration behandelt. 

 

Da die Inhibitoren insbesondere bei Konzentrationen von 250 und 500 nM die Prolife-

ration stimulierten, wurden DFCs im Folgenden mit verschiedenen Konzentrationen 

zwischen 100 und 500 nM behandelt und anschließend die Expression osteogener 

Marker untersucht. Dabei konnte allerdings kein Einfluss auf die ALP-Aktivität der Zel-

len festgestellt werden (Abb. 24A – D). Alternativ wurden die Zellen mit der Substanz 

PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) behandelt, welche NF-κB über PKC aktiviert (für 

Referenzen zur Wirkung vgl. Kapitel 2.1.4; für Effizienz der PKC-Stimulierung s. An-

hang, Abb. A-1B). Diese PKC/NF-κB-Überaktivierung führte zur Herunterregulierung 

der ALP-Aktivität von DFCs (Abb. 24E). 
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Abb. 24: Die Regulierung der ALP-Aktivität durch NF-κB. DFCs wurden sieben Tage lang 

mit ODM (A, C, E) oder BMP2-Medium (B, D, E) osteogen differenziert bzw. in Kontrollmedium 

(DMEM) kultiviert. Gleichzeitig wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen des all-

gemeinen NF-κB-Inhibitors ACHP (A, B) bzw. des Inhibitors der PKC-spezifischen NF-κB-Ak-

tivierung CID2858522 (C, D) oder mit 200 nM des PKC/NF-κB-Aktivators PMA (E) stimuliert. 

Anschließend wurde die ALP-Aktivität gemessen. One-way ANOVA wurde angewandt zum 

Vergleich zwischen allen Gruppen des Experiments, mit anschließenden Tukey-Tests zum 

Vergleich zwischen ODM bzw. BMP2-Medium und DMEM sowie zwischen den verschiedenen 

Behandlungen im selben Medium paarweise zueinander (A – D); T-Tests wurden angewandt 

zum Vergleich zwischen ODM bzw. BMP2-Medium und DMEM sowie zwischen PMA-Behand-

lung und Kontrolle im selben Medium (E): * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Die Ergebnisse 

dieser Abbildung wurden teilweise bereits 2021 veröffentlicht in der Zeitschrift „Stem Cell Re-

search & Therapy“ (196). 
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Darüber hinaus wurde die Mineralisierungskapazität der Zellen nach Hemmung bzw. 

Überaktivierung von NF-κB evaluiert. Dabei zeigte eine Behandlung mit beiden Inhibi-

toren in allen angewandten Konzentrationen wieder keinen Einfluss (Abb. 25A – D), 

wohingegen eine Behandlung mit dem Aktivator PMA das Mineralisierungspotential 

osteogen induzierter DFCs deutlich unterdrückte (Abb. 25E). Um zu untersuchen, ob 

die PMA-vermittelte Hemmung auf einer Aktivierung von NF-κB beruhte, wurden die 

Zellen in einem weiteren Versuch zusätzlich zu PMA gleichzeitig mit dem spezifischen 

Inhibitor CID2858522 behandelt, wodurch die Herunterregulierung der Mineralisierung 

teilweise revidiert werden konnte (Abb. 25F). Der beobachtete Unterschied war zwar 

im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit PMA im Tukey-Test nach One-way ANOVA 

nicht statistisch signifikant, allerdings wurde die Aussagekraft des Tests durch die 

hohe Standardabweichung bei der ODM-Behandlung (vgl. Abb. 25F, aufgrund der  

logarithmischen Darstellung wirkt die Standardabweichung jedoch kleiner) beeinträch-

tigt. Infolgedessen war keine Homoskedastizität gegeben, die jedoch eine Vorausset-

zung für die verlässliche Anwendung des Tests ist. Daher wurde zusätzlich ein unge-

paarter T-Test zwischen der Behandlung mit PMA alleine und in Kombination mit 

CID2858522 durchgeführt, nach welchem der Unterschied zwischen den beiden Grup-

pen statistisch signifikant war (p = 1,1 × 10−4). 

Ergänzend zur Evaluierung der ALP-Aktivität und der Mineralisierung wurde schließ-

lich die Genexpression der beiden osteogenen Marker RUNX2 und COL1A2 nach In-

hibition von NF-κB mit ACHP bzw. Überaktivierung mit PMA in Dexamethason-indu-

zierten DFCs untersucht. Dabei zeigte sich keine Regulierung der beiden Gene durch 

NF-κB-Hemmung (Abb. 26A, B), wobei die Expression von RUNX2 nach Behandlung 

mit dem NF-κB-Aktivator ebenfalls unverändert war (Abb. 26C). Lediglich die Expres-

sion von COL1A2 wurde durch Überaktivierung von NF-κB signifikant herunterreguliert 

(Abb. 26D). 
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Abb. 25: Die Regulierung der Mineralisierung durch NF-κB. DFCs wurden 28 Tage lang 

mit ODM (A, C, E, F) oder BMP2-Medium (B, D, E) osteogen differenziert bzw. in Kontrollme-

dium (DMEM) kultiviert. Gleichzeitig wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen des 

allgemeinen NF-κB-Inhibitors ACHP (A, B) bzw. des Inhibitors der PKC-spezifischen NF-κB-

Aktivierung CID2858522 (C, D) oder mit 200 nM des PKC/NF-κB-Aktivators PMA (E, F) oder 

einer Kombination aus 200 nM PMA und 500 nM CID2858522 (F) stimuliert. Anschließend 

wurde die Mineralisierung extrazellulärer Matrix mittels Alizarin-Färbung analysiert. One-way 

ANOVA wurde angewandt zum Vergleich zwischen allen Gruppen des Experiments, mit an-

schließenden Tukey-Tests zum Vergleich zwischen ODM bzw. BMP2-Medium und DMEM so-

wie zwischen den verschiedenen Behandlungen im selben Medium paarweise zueinander 

(A – D, F); T-Tests wurden angewandt zum Vergleich zwischen ODM bzw. BMP2-Medium und 

(Fortsetzung auf nächster Seite) 
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DMEM sowie zwischen PMA-Behandlung und Kontrolle im selben Medium (E): * p < 0,05; 

** p < 0,01; *** p < 0,001. Die Ergebnisse dieser Abbildung wurden teilweise bereits 2021 ver-

öffentlicht in der Zeitschrift „Stem Cell Research & Therapy“ (196). Zudem wurden die Daten 

in (E) schon in der vorangegangenen Masterarbeit gezeigt. 

 

Abb. 26: Die Regulierung der Genexpression osteogener Marker durch NF-κB. DFCs 

wurden drei (A, B) oder sieben (C, D) Tage lang mit ODM differenziert und gleichzeitig mit 

500 nM des NF-κB-Inhibitors ACHP (A, B) oder 200 nM des PKC/NF-κB-Aktivators PMA (C, D) 

stimuliert. Anschließend wurde mittels RT-qPCR die Genexpression von RUNX2 (A, C) und 

COL1A2 (B, D) bestimmt. T-Tests wurden angewandt zum Vergleich zwischen Aktivator/Inhi-

bitor-Behandlung und Kontrolle: ** p < 0,01. Die Ergebnisse dieser Abbildung wurden teilweise 

bereits 2021 veröffentlicht in der Zeitschrift „Stem Cell Research & Therapy“ (196). Zudem 

wurden die Daten in (C) und (D) schon in der vorangegangenen Masterarbeit gezeigt. 

 

3.2.3 Die Regulierung des NF-κB-Signalwegs durch klassische PKCs 

Im nächsten Schritt wurde die Beeinflussung des NF-κB-Signalwegs durch PKC in 

DFCs untersucht. Nach Behandlung der Zellen mit dem PKC-Inhibitor Gö6976 war die 

Expression der NF-κB-Untereinheit p65 deutlich herunterreguliert (Abb. 27A). Aller-

dings war die Ser536-Phosphorylierung nur in Kontrollmedium signifikant und in 

BMP2-Medium tendenziell gehemmt, während bei Dexamethason-induzierten Zellen 

das Gegenteil beobachtet werden konnte. Die Phosphorylierungsrate im Verhältnis zur  
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Abb. 27: Die Regulierung des NF-κB-Signalwegs durch klassische PKCs. DFCs wurden 

sieben Tage lang mit ODM oder BMP2-Medium osteogen differenziert bzw. in Kontrollmedium 

(DMEM) kultiviert und gleichzeitig mit 100 nM des Inhibitors klassischer PKCs Gö6976 behan-

delt. Die Säulendiagramme zeigen die durch Western Blots ermittelte Proteinexpression von 

NF-κB (Untereinheit p65, A), Ser536-phosphoryliertem NF-κB (Untereinheit p65, B), IκBα (C), 

IKKα (D) und IKKβ (E) mit repräsentativen Blots und den Quotienten zwischen phosphorylier-

ter Form und Gesamtmenge von NF-κB („Phospho-Ratio“, B). T-Tests wurden angewandt zum 

Vergleich zwischen ODM bzw. BMP2-Medium und DMEM sowie zwischen Gö6976-Behand-

lung und Kontrolle im selben Medium: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Die Ergebnisse 

dieser Abbildung wurden bereits 2021 veröffentlicht in der Zeitschrift „Stem Cell Research & 

Therapy“ (196). 
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Gesamtmenge des Proteins war jedoch nach Hemmung von PKC in beiden Differen-

zierungsmedien erhöht (Abb. 27B). Darüber hinaus war die Expression von IκBα nach 

Dexamethason-stimulierter Osteogenese und PKC-Inhibition heunterreguliert (Abb. 

27C), während die Expression von IKKα und IKKβ in beiden Differenzierungsmedien 

durch den Inhibitor signifikant gehemmt wurde (Abb. 27D, E). Insgesamt betrachtet 

zeigte sich eine weitestgehende Herunterregulierung des gesamten NF-κB-Signal-

wegs nach PKC-Hemmung. Ergänzend hierzu konnte festgestellt werden, dass die 

Expression der phosphorylierten NF-κB-Untereinheit p65 nach siRNA-vermittelter Her-

unterregulierung von PKCα verringert war (Anhang, Abb. A-2). Darüber hinaus konnte 

eine signifikante Hemmung der Expression von NF-κB und IKKα nach Transfektion 

von DFCs mit einer siRNA gegen PTHLH beobachtet werden (Abb. 28). 

 

Abb. 28: Die Regulierung des NF-κB-Signalwegs durch PTHrP. DFCs wurden drei Tage 

lang mit einer spezifischen siRNA gegen PTHLH (Gen für PTHrP) oder einer Kontroll-siRNA 

(siCTRL) transfiziert. Anschließend wurde die Proteinexpression von NF-κB (Untereinheit 

p65, A) und IKKα (B) durch Western Blots bestimmt. T-Tests wurden angewandt zum Ver-

gleich zwischen siRNA-Behandlung und Kontroll-siRNA: ** p < 0,01. Die Ergebnisse dieser 

Abbildung wurden teilweise bereits 2021 veröffentlicht in der Zeitschrift „Stem Cell Research 

& Therapy“ (196). 

 

3.2.4 Die Regulierung des NF-κB-Signalwegs durch Akt 

Außerdem wurde die Beeinflussung des NF-κB-Signalwegs durch die stromabwärts 

von PKC regulierte Kinase Akt evaluiert. Dabei konnte eine Behandlung von DFCs mit 

dem Akt-Inhibitor MK2206 die Expression der NF-κB-Untereinheit p65 stimulieren, wo-

bei der Unterschied nur in Dexamethason-induzierten Zellen statistisch signifikant war 
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Abb. 29: Die Regulierung des NF-κB-Signalwegs durch Akt. DFCs wurden acht Tage lang 

mit ODM oder BMP2-Medium osteogen differenziert bzw. in Kontrollmedium (DMEM) kultiviert 

und gleichzeitig mit 200 nM des Akt-Inhibitors MK2206 behandelt. Die Säulendiagramme zei-

gen die durch Western Blots ermittelte Proteinexpression von NF-κB (Untereinheit p65, A), 

Ser536-phosphoryliertem NF-κB (Untereinheit p65, B), IκBα (C), IKKα (D) und IKKβ (E) mit 

repräsentativen Blots und den Quotienten zwischen phosphorylierter Form und Gesamtmenge 

von NF-κB („Phospho-Ratio“, B). T-Tests wurden angewandt zum Vergleich zwischen ODM 

bzw. BMP2-Medium und DMEM sowie zwischen MK2206-Behandlung und Kontrolle im selben 

Medium: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Die Ergebnisse dieser Abbildung wurden bereits 

2021 veröffentlicht in der Zeitschrift „Stem Cell Research & Therapy“ (196). 
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(Abb. 29A). Außerdem konnte eine leichte Induktion der Ser536-Phosphorylierung 

festgestellt werden, wobei die Phosphorylierungsrate nach Akt-Inhibition annähernd 

konstant blieb (Abb. 29B). Des Weiteren wurde die Expression der Proteine IκBα, IKKα 

sowie IKKβ durch Hemmung von Akt zumeist hochreguliert (Abb. 29C – E). Insgesamt 

zeigte sich ein stimulierender Einfluss auf den NF-κB-Signalweg durch Akt, welcher im 

Kontrast zur Regulierung durch klassische PKCs steht. 

Zusammenfassend legten die Ergebnisse nahe, dass klassische Isoformen von PKC 

den NF-κB-Signalweg in osteogen induzierten DFCs durch Inhibition von Akt unterstüt-

zen, und dass NF-κB die Differenzierung der Zellen hemmt (schematisch dargestellt in 

Abb. 30). Die Ergebnisse des Kapitels 3.2 wurden zum Teil bereits 2021 in der Zeit-

schrift „Stem Cell Research & Therapy“ publiziert (196). 

 

Abb. 30: Klassische PKCs und Akt regulieren die osteogene Differenzierung von DFCs 

über NF-κB. Schematische Zusammenfassung des Einflusses von klassischen PKCs und Akt 

auf NF-κB zur Regulierung der osteogenen Differenzierung von DFCs. Dargestellt ist außer-

dem die endogene Regulierung von PKC durch PTHrP und WNT5A. 
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3.3 BMP2 induziert die Aktivität von PKA über die endogene 

Expression von PTHrP 

 

3.3.1 Die Aktivierung von PKA während der BMP2-induzierten osteogenen 

Differenzierung von DFCs 

Darüber hinaus sollte eine mögliche Beteiligung klassischer PKC-Isoformen an der In-

duktion der Aktivität von PKA stromabwärts von BMP2 evaluiert werden. In den durch-

geführten Experimenten konnte eine erhöhte PKA-Aktivität bei Behandlung von DFCs 

mit BMP2-haltigem Differenzierungsmedium reproduziert werden (Abb. 31A). Darüber 

hinaus führte eine Herunterregulierung der Expression von BMP2 mit einer spezifi-

schen siRNA (für Effizienz der Herunterregulierung s. Anhang, Abb. A-4) zu einer sig-

nifikanten Hemmung der PKA-Aktivität, außer wenn BMP2 durch Behandlung mit dem 

Differenzierungsmedium extern supplementiert wurde (Abb. 31B). Die Bedeutung von 

PKA für die Differenzierung zeigte sich in der Beobachtung, dass die ALP-Aktivität von 

DFCs reduziert war, wenn die Zellen mit einer siRNA gegen PRKACA (Gen für die 

katalytische Untereinheit α von PKA, für Effizienz der Herunterregulierung s. Anhang, 

Abb. A-4) behandelt wurden (Abb. 31C). Eine verringerte ALP-Aktivität konnte zudem 

nach siRNA-vermittelter Herunterregulierung von BMP2 festgestellt werden (Abb. 

31D). Überraschenderweise war die Aktivität von ALP jedoch unverändert, wenn die 

Zellen mit Forskolin, einem Aktivator der Adenylatcyclase (vgl. Kapitel 2.1.4), behan-

delt wurden (Abb. 31E). Somit konnte nahegelegt werden, dass die PKA-Aktivierung 

während der BMP2-induzierten Osteogenese in DFCs unabhängig von der cAMP-Kon-

zentration ist, deren Erhöhung ein typischer Aktivierungsmechanismus der Kinase ist 

(355). 

 

3.3.2 Evaluierung der Rolle von Smad-Proteinen, klassischen PKCs und Akt für 

die Aktivierung von PKA 

Infolgedessen wurde als Nächstes untersucht, ob die stromabwärts von BMP2 indu-

zierten Smad-Proteine für die Aktivierung von PKA verantwortlich sind. Allerdings 

zeigte eine siRNA-vermittelte Herunterregulierung des Gens von Smad4 (für Effizienz 

der Herunterregulierung s. Anhang, Abb. A-4) nur einen geringen und statistisch nicht 

signifikanten Einfluss auf die Aktivität der Kinase (Abb. 32A). Darüber hinaus wurde 

mittels Immunpräzipitation überprüft, ob Smad4 oder Smad1 in DFCs an PKA binden, 

 



3 Ergebnisse  84 
 

 

 

Abb. 31: Die Rolle von PKA während der BMP2-induzierten osteogenen Differenzierung. 

(A) DFCs wurden drei Tage lang mit BMP2-Medium osteogen differenziert bzw. in Kontrollme-

dium (DMEM) kultiviert. Anschließend wurde die PKA-Aktivität bestimmt. (B – D) DFCs wurden 

zwei Tage lang mit einer spezifischen siRNA gegen BMP2 (B, D) oder PRKACA (Gen für die 

katalytische Untereinheit α von PKA, C) transfiziert. Als Negativkontrolle wurden Zellen mit 

einer Kontroll-siRNA (siCTRL) transfiziert. Anschließend wurden die Zellen drei (B) bzw. sie-

ben (C, D) Tage lang mit BMP2-Medium osteogen differenziert oder in DMEM kultiviert, bevor 

die PKA-Aktivität (B) bzw. die ALP-Aktivität (C, D) bestimmt wurden. (E) DFCs wurden sieben 

 (Fortsetzung auf nächster Seite) 
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Tage lang in BMP2-Medium mit bzw. ohne 100 nM des Adenylatcyclase-Aktivators Forskolin 

kultiviert und anschließend die ALP-Aktivität analysiert. T-Tests wurden angewandt zum Ver-

gleich zwischen BMP2-Medium und DMEM (A), zwischen Kontroll-siRNA in BMP2-Medium 

und DMEM (B, D), zwischen siRNA-Behandlung und Kontroll-siRNA im selben Medium 

(B – D) sowie zwischen Forskolin-Behandlung und Kontrolle (E): * p < 0,05; ** p < 0,01; 

*** p < 0,001. Die Ergebnisse dieser Abbildung wurden bereits 2022 veröffentlicht in der Zeit-

schrift „Archives of Oral Biology“ (356). 

 

wobei aber keine Interaktion gefunden wurde (Abb. 32B, C). Nachdem somit kein di-

rekter Mechanismus zur PKA-Aktivierung ausgehend vom BMP-Signalweg gezeigt 

werden konnte, wurde untersucht, ob die Hemmung klassischer PKC-Isoformen nach 

Induktion der Osteogenese an der Regulierung der Kinase beteiligt ist. Jedoch wurde 

die PKA-Aktivität durch Behandlung von DFCs mit dem PKC-Inhibitor Gö6976 nicht 

signifikant verändert und nur tendenziell geringfügig hochreguliert (Abb. 32D). Dahin-

gegen wurde die Aktivität von PKA durch Akt-Inhibition marginal gehemmt (Abb. 32E). 

 

3.3.3 Evaluierung der Rolle von DLX3 und PTHrP für die Aktivierung von PKA 

Daraufhin wurde eine mögliche Beteiligung der beiden stromabwärts des BMP-Signal-

wegs induzierten Proteine DLX3 und PTHrP an der Aktivierung von PKA evaluiert. 

Nach Behandlung von DFCs mit BMP2-haltigem Differenzierungsmedium war die 

Genexpression sowohl von DLX3 als auch von PTHLH erhöht, wobei nur die Induktion 

von PTHLH statistisch signifikant war (Abb. 33A, B). Interessanterweise konnte eine 

siRNA-vermittelte Herunterregulierung beider Gene die PKA-Aktivität deutlich 

hemmen (Abb. 33C). 
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Abb. 32: Die Rolle der Smad-Proteine, klassischer PKC-Isoformen und Akt für die BMP2-

induzierte PKA-Aktivierung. (A) DFCs wurden drei Tage lang mit zwei verschiedenen spe-

zifischen siRNAs gegen SMAD4 (Gen für Smad4) oder einer Kontroll-siRNA transfiziert und 

anschließend drei Tage lang mit BMP2-Medium behandelt, bevor die PKA-Aktivität gemessen 

wurde. (B, C) DFCs wurden drei (B) bzw. sieben (C) Tage lang mit BMP2-Medium osteogen 

differenziert bzw. in Kontrollmedium (DMEM) kultiviert. Die Western Blots zeigen die Protein-

expression von PKA (n = 1) in DFCs nach Immunpräzipitation (IP) von Smad4 (B) bzw. Smad1 

(C) sowie in den jeweiligen Inputs vor der IP. Die Proteinexpression von LEF1 (n = 1) diente 

als Positivkontrolle für die IP von Smad4 (B). (D, E) DFCs wurden drei Tage lang mit ODM 

oder BMP2-Medium osteogen differenziert bzw. in Kontrollmedium (DMEM) kultiviert und 

gleichzeitig mit 100 nM des Inhibitors klassischer PKCs Gö6976 (D) oder 200 nM des Akt-

Inhibitors MK2206 (E) behandelt, bevor die PKA-Aktivität gemessen wurde. One-way ANOVA 

wurde angewandt zum Vergleich zwischen allen Gruppen des Experiments, mit anschließen-

den Tukey-Tests zum Vergleich zwischen siRNA-Behandlung und Kontroll-siRNA (A); T-Tests 

wurden angewandt zum Vergleich zwischen ODM bzw. BMP2-Medium und DMEM sowie zwi-

schen Inhibitor-Behandlung und Kontrolle im selben Medium (D, E): * p < 0,05; ** p < 0,01. Die 

Ergebnisse dieser Abbildung wurden teilweise bereits 2022 veröffentlicht in der Zeitschrift 

„Archives of Oral Biology“ (356). 
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Abb. 33: Die Rolle von DLX3 und PTHrP für die BMP2-induzierte PKA-Aktivierung. 

(A, B) DFCs wurden sieben Tage lang mit BMP2-Medium osteogen differenziert bzw. in Kon-

trollmedium (DMEM) kultiviert, bevor die Genexpression von DLX3 (A) und PTHLH (Gen für 

PTHrP, B) mittels RT-qPCR analysiert wurde. (C) DFCs wurden drei Tage lang mit spezifi-

schen siRNAs gegen DLX3 oder PTHLH bzw. einer Kontroll-siRNA transfiziert und anschlie-

ßend drei Tage lang mit BMP2-Medium behandelt, bevor die PKA-Aktivität analysiert wurde. 

T-Tests wurden angewandt zum Vergleich zwischen BMP2-Medium und DMEM (A, B); One-

way ANOVA wurde angewandt zum Vergleich zwischen allen Gruppen des Experiments, mit 

anschließenden Tukey-Tests zum Vergleich zwischen siRNA-Behandlung und Kontroll-siRNA 

(C): * p < 0,05. 

 

3.3.4 Mechanismus der Aktivierung von PKA durch PTHrP 

Da verschiedene Studien nahelegten, dass PTHrP nach BMP2-Stimulierung weiter 

stromabwärts als DLX3 induziert wird (160,171), wurde die Bedeutung von PTHrP für 

die PKA-Aktivierung im Folgenden detaillierter untersucht. Überraschenderweise 

konnte die unterdrückte Aktivität der Kinase nach siRNA-vermittelter Herunterregulie-

rung von PTHLH nicht wieder erhöht werden, wenn die Zellen gleichzeitig mit extern 

zugeführtem PTHrP behandelt wurden (Abb. 34A). Darüber hinaus war nach Behand-

lung der Zellen mit PTH (7-34), um den membranständigen PTH/PTHrP-Rezeptor 

PTH1R zu hemmen (vgl. Kapitel 2.1.4), keine Regulierung der PKA-Aktivität (Abb. 

34B) feststellbar, weshalb nahegelegt werden konnte, dass die endogene PTHrP-Ex-

pression in den Zellen für den Einfluss auf die PKA-Aktivierung verantwortlich war. 

Überdies konnte mittels Immunfluoreszenzfärbung nachgewiesen werden, dass 

PTHrP in DFCs insbesondere im Zellkern exprimiert wird (Abb. 34C). 
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Abb. 34: Die Aktivierung von PKA über PTHrP. (A) DFCs wurden zwei Tage lang mit einer 

spezifischen siRNA gegen PTHLH (Gen für PTHrP) bzw. einer Kontroll-siRNA transfiziert und 

anschließend drei Tage lang mit BMP2-Medium oder DMEM (nur Kontroll-siRNA) behandelt. 

Außerdem wurden Zellen nach Transfektion mit siRNA gegen PTHLH mit 500 ng/mL PTHrP 

in BMP2-Medium stimuliert. Anschließend wurde die PKA-Aktivität gemessen. (B) DFCs wur-

den drei Tage lang mit BMP2-Medium behandelt und gleichzeitig mit 350 ng/ml PTH (7-34) 

stimuliert, bevor die PKA-Aktivität analysiert wurde. (C) Die Lokalisierung von PTHrP wurde in 

DFCs mittels Immunfluoreszenzfärbung nachgewiesen. Das Bild zeigt eine Überlagerung der 

Durchlichtaufnahme (Belichtungszeit 0,02 Sekunden) mit der Fluoreszenzaufnahme (Belich-

tungszeit 3 Sekunden) in 400-facher Vergrößerung. One-way ANOVA wurde angewandt zum 

Vergleich zwischen allen Gruppen des Experiments, mit anschließenden Tukey-Tests zum 

Vergleich zwischen BMP2-Medium und DMEM nach Transfektion mit Kontroll-siRNA sowie 

zwischen den verschiedenen Behandlungen in BMP2-Medium paarweise zueinander (A); 

T-Test wurde angewandt zum Vergleich zwischen PTH (7-34)-Behandlung und Kontrolle (B): 

** p < 0,01. Die Ergebnisse dieser Abbildung wurden bereits 2022 veröffentlicht in der Zeit-

schrift „Archives of Oral Biology“ (356). Die Immunfluoreszenzfärbung (C) wurde von Frau Anja 

Reck durchgeführt. 

 

3.3.5 Die Rückkopplung von PKA auf den BMP-Signalweg und PTHrP 

Anschließend wurde ergänzend untersucht, wie sich eine Herunterregulierung von 

PKA durch eine siRNA gegen PRKACA auf den BMP-Signalweg und die Expression 

von PTHrP auswirkt. Dabei konnte eine signifikante Induktion der Proteinexpression 

von P-Smad1/5 und PTHrP festgestellt werden (Abb. 35), was einen negativen Rück-

kopplungsmechanismus durch PKA vermuten ließ. Die molekularen Mechanismen der 

PKA-Aktivierung durch BMP2 und den stromabwärts induzierten Proteinen sind in Ab-

bildung 36 schematisch dargestellt. Die Ergebnisse des Kapitels 3.3 wurden zum Teil 

bereits 2022 in der Zeitschrift „Archives of Oral Biology“ publiziert (356). 
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Abb. 35: Die Regulierung des BMP-Signalwegs und von PTHrP durch PKA. DFCs wurden 

zwei Tage lang mit einer spezifischen siRNA gegen PRKACA (Gen für die katalytische Un-

tereinheit α von PKA) oder einer Kontroll-siRNA transfiziert und anschließend zwei Tage lang 

mit BMP2-Medium behandelt. Die Säulendiagramme zeigen die durch Western Blots ermittelte 

Proteinexpression von Ser463/465-phosphoryliertem Smad1/5 (A) und PTHrP (B) mit zuge-

hörigen Blots sowie einem Blot von gesamtem Smad1 und den Quotienten zwischen phos-

phorylierter Form und Gesamtmenge („Phospho-Ratio“, A). T-Tests wurden angewandt zum 

Vergleich zwischen siRNA-Behandlung und Kontroll-siRNA: * p < 0,05. Die Ergebnisse dieser 

Abbildung wurden bereits 2022 veröffentlicht in der Zeitschrift „Archives of Oral Biology“ (356). 

 

Abb. 36: BMP2 induziert die PKA-Aktivität über endogenes PTHrP. Schematische Dar-

stellung der Aktivierung von PKA durch BMP2 über die Expression von intrazellulärem PTHrP 

mit negativer Rückkopplung von PKA auf den BMP-Signalweg. 
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3.4 Klassische PKCs regulieren den mitochondrialen Metabolismus 

und oxidativen Stress während der osteogenen Differenzierung von 

DFCs 

 

3.4.1 Die Regulierung des Energiemetabolismus während der osteogenen 

Differenzierung von DFCs 

Zuletzt sollten schließlich die Rolle des Energiemetabolismus und mögliche Zusam-

menhänge mit PKC während der osteogenen Differenzierung von DFCs untersucht 

werden. Die Ergebnisse zeigten, dass die Proteinexpression des mitochondrialen Mar-

kers COX IV (engl. Cytochrome c oxidase subunit 4) zu frühen Zeitpunkten der Osteo-

genese herunterreguliert wurde, während sie in der späteren Phase deutlich anstieg 

(Abb. 37A). Die Menge mitochondrialer DNA relativ zu genomischer DNA wurde ana-

log reguliert (Abb. 37B). Parallel konnte eine Erhöhung des oxidativen Stresses (Abb. 

37C) und des relativen Anteils von oxidiertem an gesamtem Glutathion (Abb. 37D) in 

den Zellen zu frühen Zeitpunkten nach Induktion der Differenzierung festgestellt wer-

den. Außerdem war während des gesamten Verlaufs der Osteogenese die Expression 

der α-Untereinheit des Transkriptionsfaktors HIF-1 (Hypoxie-induzierter Faktor 1), wel-

cher von Zellen bei Sauerstoffmangel induziert wird (357), deutlich herunterreguliert 

(Abb. 37E). Auffällig war, dass die untersuchten Marker des Energiehaushalts und oxi-

dativen Stresses durch die beiden Differenzierungsmedien mit Dexamethason und 

BMP2 sehr ähnlich reguliert wurden. 

 

3.4.2 Die Regulierung von Proteinen zur Neutralisierung von oxidativem Stress 

während der osteogenen Differenzierung von DFCs 

Aufgrund der Induktion des oxidativen Stresses während der osteogenen Differenzie-

rung von DFCs wurde als Nächstes die Expression der Proteine Catalase, GPX1 

(Glutathionperoxidase 1), SOD1 (Superoxiddismutase 1) und Thioredoxin untersucht, 

welche eine Rolle bei der zellulären Antwort auf oxidativen Stress spielen und diesen 

neutralisieren können (358). Dabei zeigte sich, dass die Expression des Enzyms  

Catalase im gesamten Verlauf der Osteogenese hochreguliert (Abb. 38A) und die  

Expression von GPX1 gehemmt wurde (Abb. 38B). Im Gegensatz dazu wurde das 

Protein SOD1 nicht reguliert (Abb. 38C), während die Expression von Thioredoxin zu-

nächst ebenfalls nicht beeinflusst wurde und erst nach sieben und 14 Tagen herunter-

reguliert war (Abb. 38D). 
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Abb. 37: Die Regulierung des mitochondrialen Stoffwechsels und des oxidativen Stres-

ses während der osteogenen Differenzierung. DFCs wurden bis zu 28 Tage lang (A, B, E), 

drei Tage lang (C) oder sieben Tage lang (D) mit ODM oder BMP2-Medium osteogen differen-

ziert bzw. in Kontrollmedium (DMEM) kultiviert. Anschließend wurden mit Hilfe von Western 

Blots die Proteinexpression von COX IV (A) und HIF-1α (E, n = 1), mittels qPCR die Menge 

mitochondrialer DNA (mtDNA) relativ zu genomischer DNA (gDNA, B), mittels Durchflusszy-

tometrie der oxidative Stress in den Zellen (C) sowie mittels Glutathion-Assay der Anteil von 

oxidiertem (GSSG) an gesamtem Glutathion (D) analysiert. One-way ANOVA wurde ange-

wandt zum Vergleich zwischen den verschiedenen Medien zum gleichen Zeitpunkt, mit an-

schließenden Tukey-Tests zum Vergleich zwischen ODM bzw. BMP2-Medium und DMEM 

(A – D): * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. Die Ergebnisse dieser Abbildung wurden teilweise 

bereits 2022 veröffentlicht in der Zeitschrift „Stem Cells International“ (359). 
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Abb. 38: Die Regulierung von Proteinen zur Abwehr gegen oxidativen Stress während 

der osteogenen Differenzierung. DFCs wurden bis zu 28 Tage lang mit ODM oder BMP2-

Medium osteogen differenziert bzw. in Kontrollmedium (DMEM) kultiviert. Anschließend wurde 

die Proteinexpression von Catalase (A), GPX1 (B), SOD1 (C) und Thioredoxin (D) durch Wes-

tern Blots analysiert. One-way ANOVA wurde angewandt zum Vergleich zwischen den ver-

schiedenen Medien zum gleichen Zeitpunkt, mit anschließenden Tukey-Tests zum Vergleich 

zwischen ODM bzw. BMP2-Medium und DMEM: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

 

Passend zu den Ergebnissen der Western Blots wurde die Genexpression von CAT 

(Gen für Catalase) während der Differenzierung ebenfalls induziert (Abb. 39A), wohin-

gegen die Genexpression von GPX1 herunterreguliert wurde (Abb. 39B). Daraufhin 

wurde der Einfluss einer Manipulierung des mitochondrialen Metabolismus und des 

oxidativen Stesses auf die osteogene Differenzierung von DFCs evaluiert. Da die Re-

gulierung der untersuchten Marker im Laufe der Osteogenese mit beiden Differenzie-

rungsmedien sehr ähnlich war, wurden die Zellen bei den folgenden Experimenten nur 

mit Dexamethason osteogen induziert. Dabei konnte zunächst festgestellt werden, 

dass eine Inhibition des mitochondrialen Stoffwechsels durch Rotenon (vgl. Kapitel  
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Abb. 39: Die Regulierung der Genexpression von GPX1 und CAT während der osteoge-

nen Differenzierung. DFCs wurden bis zu 28 Tage lang mit ODM oder BMP2-Medium osteo-

gen differenziert bzw. in Kontrollmedium (DMEM) kultiviert. Anschließend wurde die Genex-

pression von CAT (Gen für Catalase, A) und GPX1 (B) mittels RT-qPCR analysiert. One-way 

ANOVA wurde angewandt zum Vergleich zwischen den verschiedenen Medien zum gleichen 

Zeitpunkt, mit anschließenden Tukey-Tests zum Vergleich zwischen ODM bzw. BMP2-Me-

dium und DMEM: * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

 

2.1.4) zu einer signifikanten Herunterregulierung des Mineralisierungsvermögens os-

teogen induzierter DFCs führte (Abb. 40A). Um den oxidativen Stress in den Zellen zu 

stimulieren, wurden diese außerdem mit einer nicht-toxischen Konzentration Wasser-

stoffperoxid (H2O2) behandelt, was ebenfalls zu einer deutlichen – aufgrund der großen 

Abweichung in der Kontrollgruppe aber nicht signifikanten – Herunterregulierung der 



3 Ergebnisse  94 
 

 

Mineralisierung nach osteogener Induktion führte (Abb. 40B). Ferner wurde die Bedeu-

tung der Catalase für die Differenzierung evaluiert, indem DFCs mit dem Catalase-

Inhibitor 3-AT (3-Amino-1,2,4-triazol, vgl. Kapitel 2.1.4) behandelt wurden, wodurch 

das Mineralisierungsvermögen differenzierender Zellen ebenso gehemmt wurde (Abb. 

40C). 

 

Abb. 40: Die Regulierung der osteogenen Differenzierung von DFCs nach Manipulation 

des mitochondrialen Metabolismus und oxidativen Stresses. DFCs wurden 28 Tage lang 

mit ODM osteogen differenziert bzw. in Kontrollmedium (DMEM) kultiviert und gleichzeitig mit 

100 nM des Mitochondrien-Inhibitors Rotenon (A), 4 µM H2O2 (B) oder 10 mM des Catalase-

Inhibitors 3-AT (C) behandelt, bevor die Mineralisierung extrazellulärer Matrix mittels Alizarin-

Färbung untersucht wurde. T-Tests wurden angewandt zum Vergleich zwischen ODM und 

DMEM sowie zwischen Rotenon-, H2O2- bzw. 3-AT-Behandlung und Kontrolle im selben Me-

dium: * p < 0,05; *** p < 0,001. 

 

3.4.3 Die Regulierung des mitochondrialen Metabolismus durch klassische 

PKCs und Akt 

Als Nächstes wurde der Einfluss von klassischen PKCs auf den Energiemetabolismus 

untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Expression des mitochondrialen Markers 

COX IV nach Behandlung mit dem PKC-Inhibitor Gö6976 in differenzierenden DFCs 

deutlich hochreguliert wurde (Abb. 41A), wohingegen keine Beeinflussung des Glyko-

lyse-Markers Hexokinase 1 feststellbar war (Abb. 41B). Um zu evaluieren, ob die Sti-

mulierung der Mitochondrien nach PKC-Inhibition durch Akt vermittelt wird, wurde au-

ßerdem die Expression von COX IV nach Akt-Hemmung untersucht, wobei allerdings 

keine Regulierung gefunden wurde (Abb. 41C). 
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Abb. 41: Die Regulierung des Energiemetabolismus durch klassische PKCs. (A – C) 

DFCs wurden sieben (A, B) bzw. acht (C) Tage lang mit ODM osteogen differenziert bzw. in 

Kontrollmedium (DMEM) kultiviert und gleichzeitig mit 100 nM des Inhibitors klassischer PKCs 

Gö6976 (A, B) oder 200 nM des Akt-Inhibitors MK2206 (C) behandelt, bevor die Protein- 

expression von COX IV (A, C) bzw. Hexokinase 1 (B) durch Western Blots ermittelt wurde.  

T-Tests wurden angewandt zum Vergleich zwischen ODM und DMEM sowie zwischen Inhi-

bitor-Behandlung und Kontrolle im selben Medium: ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

 

3.4.4 Die Regulierung des oxidativen Stresses durch klassische PKCs und Akt 

Darüber hinaus wurde evaluiert, inwiefern klassische PKCs den oxidativen Stress in 

DFCs beeinflussen. Dabei zeigte sich zunächst, dass der oxidative Stress und der An-

teil von oxidiertem an gesamtem Glutathion nach PKC-Inhibition erhöht waren (Abb. 

42A, B). Daraufhin wurde untersucht, wie Proteine zur Abwehr des oxidativen Stresses 

durch klassische PKCs und möglicherweise stromabwärts durch Akt reguliert werden. 

Dabei konnte eine Induktion der Catalase-Expression und eine Unterdrückung der Ex-

pression von GPX1 nach PKC-Inhibiton in differenzierenden Zellen beobachtet werden 

(Abb. 42C, D). Durch Inhibition der stromabwärts von PKC regulierten Kinase Akt 

konnte allerdings keine Regulierung der Catalase, sondern nur eine Unterstützung der 

GPX1-Expression in differenzierenden Zellen festgestellt werden (Abb. 42E, F). 

Die Ergebnisse legten somit nahe, dass klassische PKCs die osteogene Differenzie-

rung von DFCs unter anderem durch einen inhibitorischen Einfluss auf den mitochon-

drialen Stoffwechsel regulieren, während als Nebenprodukt oxidativer Stress entsteht, 

welcher nach PKC-Inhibiton durch eine Induktion der Catalase zum Teil neutralisiert 

wird (schematisch dargestellt in Abb. 43). Die Ergebnisse des Kapitels 3.4 wurden zum 

Teil bereits 2022 in der Zeitschrift „Stem Cells International“ publiziert (359). 
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Abb. 42: Die Regulierung des oxidativen Stresses durch klassische PKCs und Akt. 

(A) DFCs wurden 24 Stunden lang in DMEM mit bzw. ohne 100 nM Gö6976 kultiviert und der 

oxidative Stress mittels Durchflusszytometrie analysiert. (B) DFCs wurden sieben Tage lang 

in DMEM oder ODM kultiviert und gleichzeitig mit 100 nM Gö6976 behandelt, bevor der Anteil  

 (Fortsetzung auf nächster Seite) 
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von oxidiertem (GSSG) an gesamtem Glutathion mittels Glutathion-Assay bestimmt wurde. 

(C – F) DFCs wurden sieben (C, D) bzw. acht (E, F) Tage lang mit ODM osteogen differenziert 

oder in DMEM kultiviert und gleichzeitig mit 100 nM des Inhibitors klassischer PKCs Gö6976 

(C, D) oder 200 nM des Akt-Inhibitors MK2206 (E, F) behandelt, bevor die Proteinexpression 

von Catalase (C, E) und GPX1 (D, F) durch Western Blots ermittelt wurde. T-Tests wurden 

angewandt zum Vergleich zwischen ODM und DMEM (B – F) sowie zwischen Inhibitor- 

Behandlung und Kontrolle im selben Medium (A – F): * p < 0,05; ** p < 0,01. Aufgrund von 

Unterschieden in der Gesamtproteinmenge erscheint die relative Quantifizierung der Catalase-

Expression nach Gö6976-Behandlung abweichend vom Bild des Blots (C), weshalb in der Ab-

bildung A-5 des Anhangs ergänzend ein Bild des Gesamtproteins dargestellt ist. 

 

 

Abb. 43: Klassische PKCs hemmen die osteogene Differenzierung von DFCs durch Re-

gulierung der Mitochondrien. Schematische Darstellung der Regulierung von Mitochondrien 

und des oxidativen Stresses durch klassische PKCs während der osteogenen Differenzierung 

von DFCs. 

  



4 Diskussion  98 
 

 

4 Diskussion 

In der vorliegenden Arbeit wurden die molekularen Mechanismen untersucht, über wel-

che klassische PKC-Isoformen die osteogene Differenzierung von DFCs regulieren, 

indem Interaktionen mit möglichen Zielproteinen und Signalwegen evaluiert wurden. 

Die durchgeführten Experimente konnten zeigen, dass klassische PKCs in DFCs über 

PTHrP stimuliert und durch WNT5A gehemmt werden können, während sie die Osteo-

genese insbesondere über eine Regulierung der Kinase Akt inhibieren, wobei strom-

abwärts die Aktivität von β-Catenin und der NF-κB-Signalweg beeinflusst werden. Des 

Weiteren unterdrücken klassische PKCs die Differenzierung über eine Manipulation 

des mitochondrialen Energiemetabolismus und des oxidativen Stresses in den Zellen. 

Dahingegen sind klassische PKCs nicht direkt an der Aktivierung der Kinase PKA 

stromabwärts von BMP2 beteiligt, welche stattdessen von der endogenen Expression 

des Proteins PTHrP abhängt. Die aufgezeigten molekularen Mechanismen ergänzen 

das zuvor beschriebene Modell der osteogenen Differenzierung von DFCs (vgl. Kapitel 

1.4) und sind in Abbildung 44 schematisch dargestellt. 

 

Abb. 44: Die Regulierung der osteogenen Differenzierung von DFCs durch klassische 

PKCs. Schematische Darstellung der molekularen Mechanismen während der osteogenen 

Differenzierung von DFCs mit den in dieser Arbeit hinzugewonnenen Erkenntnissen zur Rolle 

von PKC, welche die Ergebnisse vorheriger Studien (159,160,172) ergänzen. 
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4.1 Die Bedeutung von klassischen PKCs und Akt für die osteogene 

Differenzierung von DFCs 

Während klassische PKC-Isoformen einen eindeutig inhibitorischen Einfluss auf die 

osteogene Differenzierung von DFCs ausüben, zeigten die Experimente eine vielseiti-

gere Rolle der stromabwärts regulierten Kinase Akt. Auffällig war insbesondere, dass 

eine Inhibition von Akt die Mineralisierung nach Induktion mit Dexamethason im Ver-

gleich zu BMP2 gegensätzlich regulierte. Außerdem wurde die endogene Aktivität der 

Kinase nur nach BMP2-induzierter Differenzierung signifikant unterdrückt. Die beo-

bachteten Unterschiede könnten durch eine Wechselwirkung mit dem BMP-Signalweg 

bedingt sein, da eine Akt-Überaktivierung die Phosphorylierung von Smad1/5 hemmte. 

Im Gegensatz dazu konnte Akt in anderen Zelltypen positiv mit der Phosphorylierung 

von Smad1/5/8 assoziiert werden (360–362). Allerdings ist eine Grundaktivität der 

Kinase für den BMP-Signalweg in DFCs vermutlich ebenfalls notwendig, da in einer 

vorherigen Studie die Inhibition von Akt in diesen Zellen zur Herunterregulierung der 

Smad1/5-Phosphorylierung führte (178). 

Des Weiteren konnte nach Hemmung klassischer PKCs in differenzierenden Zellen 

eine Stimulierung der sonst unterdrückten Akt-Aktivität beobachtet werden, was mit 

einer höheren Aktivität von β-Catenin und einer Hemmung des NF-κB-Signalwegs ein-

herging und somit die Differenzierung unterstützte. Eine weitere Akt-Stimulierung mit 

dem Aktivator SC-79 konnte die Mineralisierung jedoch nicht weiter verstärken und 

führte in Dexamethason-induzierten Zellen sogar zur deutlichen Hemmung der Diffe-

renzierung und dem Ausbleiben des stimulierenden Einflusses nach PKC-Inhibition. 

Die Beobachtungen legen nahe, dass die Aktivität von Akt für eine erfolgreiche Osteo-

genese zwar benötigt wird, wie bisherige Studien an DFCs und anderen Stamm-/Vor-

läuferzellen ebenfalls zeigten (178,363–365), aber gleichzeitig nicht zu hoch sein darf. 

Somit scheint es eine für die Differenzierung von DFCs optimale Akt-Aktivität zu ge-

ben, die für BMP2-induzierte Zellen aufgrund der Wechselwirkungen mit Smad1/5 

niedriger ist als nach Behandlung mit Dexamethason. Dies wird ferner durch die Be-

obachtung gestützt, dass das Ausmaß der Akt-Stimulierung nach PKC-Inhibition in 

BMP2-behandelten DFCs geringer war. Dabei lässt sich vermuten, dass eine Hem-

mung klassischer PKCs die Aktivität von Akt in Richtung dieses optimalen Werts be-

einflusst, was die Herunterregulierung der sonst eher hohen Aktivität in Kontrollme-

dium und die Stimulierung der inhibierten Aktivität in den Differenzierungsmedien  
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erklären würde. Darüber hinaus konnten Hung et al. zeigen, dass die endogene Akti-

vität von Akt in epithelialen MCF10A (engl. Michigan Cancer Foundation-10A)-Zellen 

stark fluktuiert, während eine Behandlung mit Insulin zu einer erhöhten, aber kaum 

noch fluktuierenden Aktivität der Kinase führte (366). Da Insulin die osteogene Diffe-

renzierung von Stamm-/Vorläuferzellen induziert (82,87), könnte eine stabile Akt-Akti-

vität auf einem optimalen Niveau eine allgemeine, wichtige Voraussetzung für den er-

folgreichen Ablauf der Osteogenese sein. Dabei ist naheliegend, dass eine Hemmung 

klassischer PKCs ebenso die Aktivität von Akt stabilisiert und Schwankungen unter-

drückt. 

Obwohl das Mineralisierungspotential von DFCs in BMP2-Differenzierungsmedium 

durch Akt-Inhibition unterstützt werden konnte, wurden die ALP-Aktivität sowie die  

Genexpression osteogener Marker nicht stimuliert und teilweise sogar gehemmt. Da-

hingegen führte eine Akt-Überaktivierung zwar zur deutlichen Hemmung der Minerali-

sierung, aber zu keiner signifikanten Herunterregulierung der früheren osteogenen 

Marker. Somit kann angenommen werden, dass der Einfluss von Akt auf die Osteo-

genese weniger die Induktion der Differenzierung betrifft, als vielmehr biologische Pro-

zesse und Signalwege, welche die späte Differenzierungsphase und die Funktionalität 

von Osteoblasten steuern. Passenderweise konnte gezeigt werden, dass sich eine In-

hibition klassischer PKCs ebenfalls erst in späteren Phasen auf die osteogene Diffe-

renzierung von DFCs auswirkt und in der ersten Differenzierungswoche keinen Ein-

fluss auf das spätere Mineralisierungsvermögen der Zellen hat (196). 

Da nach kurzzeitiger PKC-Inhibition zunächst eine Hemmung von Akt feststellbar war, 

ist der Einfluss klassischer PKCs auf Akt vemutlich indirekt und von weiteren Faktoren 

während der Differenzierung abhängig. Möglich wäre beispielsweise eine Beteiligung 

der Kinase Src, die während der Osteogenese reguliert wird (367), von PKC aktiviert 

werden kann (368,369) und selbst schließlich Akt stimuliert (370). Des Weiteren legte 

eine Studie von Yang et al. nahe, dass PKCα außerdem Akt direkt phosphorylieren 

kann (371). Demnach könnten sowohl eine direkte Phosphorylierung als auch eine 

indirekte Beeinflussung über weitere Mediatoren an der PKC-abhängigen Regulierung 

von Akt beteiligt sein, deren jeweilige Einflussnahme durch äußere Bedingungen wie 

beispielsweise die Induktion der Differenzierung verändert wird. Dadurch könnte er-

klärt werden, warum klassische PKCs in einigen Studien positiv mit der Aktivierung 

von Akt assoziiert wurden (372,373), während sie Akt in anderen Experimenten hemm-

ten (374,375). 
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4.2 Die Regulierung von β-Catenin während der osteogenen 

Differenzierung von DFCs 

Eines der stromabwärts von Akt regulierten Proteine in DFCs war β-Catenin, welches 

eine wichtige Rolle für die osteogene Differenzierung der Zellen spielt (160). Dabei 

unterstützte Akt die Aktivität dieses Proteins indirekt durch eine inaktivierende Phos-

phorylierung von GSK3β, woraufhin der Abbau von β-Catenin gehemmt wurde 

(110,344). Entsprechend konnte dessen Expression im Zellkern durch eine Akt-Inhibi-

tion erhöht werden. Passenderweise zeigten Experimente an nicht-dentalen 

Stamm-/Vorläuferzellen ebenfalls, dass Akt die Aktivität von β-Catenin über GSK3β 

stimuliert (376). 

Überraschenderweise konnten die Ergebnisse außerdem einen kurzfristigen direkten 

Einfluss von Akt auf die Aktivität von β-Catenin nahelegen, da diese nach 15 Minuten 

Akt-Überaktivierung gehemmt und nach 15 Minuten Akt-Inhibition tendenziell erhöht 

war. Allerdings konnte nach 30 Minuten sowie nach einer Stunde keine Regulierung 

mehr beobachtet werden. Denkbar wäre, dass eine Phosphorylierung von β-Catenin 

nahe des N-Terminus, welche eigentlich durch die Kinasen CK1 und GSK3β vermittelt 

wird (109,110), durch übermäßige Akt-Aktivierung ebenfalls erfolgen könnte, aber un-

ter physiologischen Umständen schnell gegenreguliert wird und daher kaum Bedeu-

tung hat. Im Gegensatz dazu berichteten Fang et al. von einer C-terminalen Phospho-

rylierung von β-Catenin durch Akt, welche die Stabilität des Proteins nachhaltig erhöht, 

ähnlich der C-terminalen Phosphorylierung durch die Kinase PKA (160,342). 

Während Akt und PKA die Aktivität von β-Catenin unterstützen, zeigten die durchge-

führten Experimente einen hemmenden Einfluss von klassischen PKCs auf die nukle-

äre Expression von aktivem β-Catenin. Passend hierzu konnte eine Studie an HEK293 

(engl. Human embryonic kidney 293)-Zellen zeigen, dass PKC die N-terminale Phos-

phorylierung von β-Catenin und somit dessen Abbau unterstützt, wobei sogar eine di-

rekte Phosphorylierung durch die Kinase nachgewiesen wurde (377). Weitere Studien 

legten nahe, dass die klassische Isoform PKCα für die direkte Phosphorylierung ver-

antwortlich ist (378,379). Dahingegen konnte in DFCs keine direkte Phosphorylierung 

von β-Catenin durch klassische PKC-Isoformen festgestellt werden, weshalb die Re-

gulierung in DFCs indirekt, wahrscheinlich vor allem durch Stimulierung von Akt, er-

folgt. Darüber hinaus berichteten Studien von einer direkten Phosphorylierung des 

Proteins GSK3β durch klassische PKCs (380,381), was für die Regulierung von 

β-Catenin in DFCs ebenfalls eine Rolle spielen könnte. 
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Die durchgeführten Experimente lassen vermuten, dass eine Hemmung klassischer 

PKCs in DFCs insbesondere die Translokalisierung von β-Catenin in den Zellkern sti-

muliert, da die Expression des Proteins in gesamten Zellen zeitgleich herunterreguliert 

wurde. Unklar ist allerdings, warum die nukleäre Expression des Proteins bei osteoge-

ner Induktion mit BMP2 nicht durch PKC-Inhibition erhöht werden konnte. Möglicher-

weise unterstützte die BMP2-Behandlung – durch Aktivierung von PKA – bereits früh-

zeitig die Aktivität von β-Catenin und dessen Translokalisierung in den Zellkern aus-

reichend, sodass keine weitere Stimulierung mehr benötigt wurde. Darüber hinaus leg-

ten Versuche von Viale-Bouroncle et al. nahe, dass die Lokalisierung von β-Catenin 

im Zellkern zwar erforderlich, aber nicht ausreichend ist, um die Prozesse stromab-

wärts zu stimulieren, da eine gleichzeitige Behandlung von DFCs mit BMP2 und 

WNT3A zwar zu einer höheren nukleären Expression von β-Catenin verglichen mit 

alleiniger BMP2-Stimulierung führte, aber das Zielgen DLX3 nur durch BMP2, nicht 

aber durch WNT3A induziert werden konnte (160). Während β-Catenin zu Beginn der 

osteogenen Differenzierung wichtig ist, könnte das Protein die späteren Differenzie-

rungsphasen in DFCs möglicherweise sogar hemmen, da in diesem Zeitraum die en-

dogene Expression und Aktivität stark herunterreguliert waren. Passenderweise 

konnte im Mausmodell festgestellt werden, dass eine konstitutive Aktivierung von 

β-Catenin zwar die Expression von Osterix und ALP in Osteoblasten erhöht, aber die 

Mineralisierung und die Expression des späten Differenzierungsmarkers Osteocalcin 

unterdrückt (382). 

Die Stabilisierung von β-Catenin über den PKC/Akt/GSK3β-Signalweg stellt neben der 

Phosphorylierung durch PKA einen weiteren Mechanismus dar, über welchen die Ak-

tivität des Proteins in DFCs unabhängig vom kanonischen Wnt-Signalweg unterstützt 

wird. Außerdem konnte eine Verknüpfung zum nicht-kanonischen Wnt-Signalweg her-

gestellt werden, da die Herunterregulierung von WNT5A die PKC-Aktivierung stimu-

lierte. Folglich sollte WNT5A durch Hemmung von PKC die Osteogenese eigentlich 

unterstützen, allerdings konnten frühere Experimente keinen Einfluss auf die Differen-

zierung von DFCs nachweisen (168). Dahingegen konnte eine Studie an humanen 

ADSCs einen solchen induzierenden Einfluss von WNT5A mittels PKC auf die Osteo-

genese zeigen (117), während WNT5A in murinen DFCs ebenfalls positiv mit der Dif-

ferenzierung assoziiert wurde (166). Somit lässt sich vermuten, dass die Aktivierung 

von PKC in humanen DFCs vor allem von anderen Faktoren abhängig ist wie beispiels-

weise der Expression von PTHrP, dessen Herunterregulierung die PKC-Aktivität sowie 
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die Expression des stromabwärts induzierten Transkriptionsfaktors NF-κB stark 

hemmte. 

 

4.3 Die Rolle des NF-κB-Signalwegs in DFCs 

Während die Bedeutung von β-Catenin für die osteogene Differenzierung bereits zuvor 

bekannt war, ist der hemmende Einfluss durch NF-κB ein neu entdeckter Mechanis-

mus in DFCs. Eine Steuerung der Osteogenese durch NF-κB wurde zwar schon in 

anderen Stamm-/Vorläuferzellen gezeigt, jedoch unterschied sich der Einfluss interes-

santerweise in Abhängigkeit des Zellursprungs. So wurde die osteogene Differenzie-

rung in PDLSCs und ADSCs durch NF-κB gehemmt (347,383–386), wohingegen der 

Transkriptionsfaktor die Differenzierung von SCAPs und BMMSCs unterstützte (387–

391). Darüber hinaus wird die Aktivität von NF-κB für die osteogene Differenzierung 

von DPSCs benötigt (346). Demnach unterscheidet sich die Wirkung von NF-κB auf 

die Differenzierung selbst zwischen verschiedenen Stamm-/Vorläuferzellen aus Zahn-

gewebe. Weil NF-κB aber zudem eine bedeutende Rolle für den Zahndurchbruch spielt 

(51,392), könnte dessen Herunterregulierung in DFCs – anders als bei SCAPs und 

DPSCs – wichtig sein, um die Osteoklasten-stimulierende Wirkung zu unterdrücken 

und die Osteogenese zu ermöglichen. Da das parodontale Ligament aus dem dentalen 

Follikel hervorgeht, ist es naheliegend, dass NF-κB in PDLSCs eine ähnliche Rolle 

übernimmt. 

Dabei war eine Herunterregulierung von NF-κB in DFCs zumindest bei osteogener In-

duktion mit dem Glucocorticoid Dexamethason nicht überraschend, da bereits bekannt 

war, dass die Aktivität des Transkriptionsfaktors nach Glucocorticoid-Stimulierung 

durch eine vermehrte Synthese des regulatorischen Proteins IκBα gehemmt wird 

(393). Passenderweise konnte eine höhere Expression von IκBα in Dexamethason-

induzierten DFCs nachgewiesen werden. Viel interessanter hingegen war die starke 

Herunterregulierung von NF-κB nach Behandlung mit BMP2. Da die Expression des 

Transkriptionsfaktors und anderer Proteine des Signalwegs durch Inhibition klassi-

scher PKCs deutlich gehemmt wurde, ist die Inhibition von NF-κB während der osteo-

genen Differenzierung wahrscheinlich unter anderem eine Folge der endogenen  

PKC-Herunterregulierung. Die Bedeutung klassischer PKCs für die Aktivität von  

NF-κB konnte zudem in mehreren Studien gezeigt werden. So wurde festgestelt, dass 

sowohl die IKK-Untereinheit β als auch die NF-κB-Untereinheit p65 direkt durch PKCα 
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phosphoryliert werden können (394,395). Darüber hinaus konnte PKCβ positiv mit der 

Aktivierung von NF-κB und IKK assoziiert werden (396,397). Die Kinase IKK phospho-

ryliert mit ihren beiden katalytischen Untereinheiten α und β schließlich das regulatori-

sche Protein IκBα und markiert es somit für den Abbau (352,353). 

Da die Expression von IκBα durch BMP2 – im Gegensatz zu Dexamethason – nicht 

stimuliert, sondern sogar herunterreguliert wurde, scheinen sich die Mechanismen der 

Hemmung von NF-κB in den beiden verwendeten Differenzierungsmedien teilweise zu 

unterscheiden, weshalb neben PKC noch andere Faktoren beteiligt sein müssen. Da-

bei fällt insbesondere auf, dass die Expression der IKK-Untereinheit α nur nach Stimu-

lierung mit BMP2 gehemmt war, wobei die Phosphorylierung von IKKα/β, welche für 

die Aktivität der Kinase benötigt wird (353,354), durch beide osteogene Induktoren in-

hibiert wurde. Fraglich ist allerdings, warum die Hemmung von IKK nicht zur Akkumu-

lierung von IκBα in BMP2-induzierten DFCs führte und wie NF-κB ohne Induktion von 

IκBα inhibiert wurde. Senftleben et al. beschrieben einen alternativen Aktivierungsme-

chanismus, in welchem IKKα die Proteolyse der NF-κB-Untereinheit p100 in die aktive 

Untereinheit p52 stimuliert (398). Darüber hinaus konnte in verschiedenen Studien ein 

negativer Einfluss von PKA auf die NF-κB-Aktivität gezeigt werden (399–401). Die Her-

unterregulierung von IKKα und die Aktivierung von PKA nach BMP2-Behandlung könn-

ten demnach eine wichtige Rolle für die Hemmung von NF-κB spielen. Die Ergebnisse 

legen nahe, dass die Aktivität von NF-κB in DFCs vor allem nach BMP2-Stimulierung 

weniger vom klassischen Aktivierungsweg über den Abbau von IκBα abhängt, sondern 

eher von Mechanismen der direkten NF-κB-Phosphorylierung durch beispielsweise 

klassische PKCs, PKA und IKKα. 

Stromabwärts der PKC-Herunterregulierung könnte außerdem die Induktion der 

Kinase Akt an der Hemmung des Transkriptionsfaktors beteiligt sein, da der gesamte 

NF-κB-Signalweg durch Akt-Inhibition stimuliert wurde. Diese Beobachtung über-

rascht, da Akt in vergangenen Studien überwiegend positiv mit der Aktivierung von 

NF-κB assoziiert wurde (402–406). Darüber hinaus kann Akt die IKK-Untereinheit α in 

Tumorzellen phosphorylieren und somit aktivieren (407). Der beobachtete inhibitori-

sche Einfluss von Akt stellt möglicherweise einen neuartigen Mechanismus zur Regu-

lierung von NF-κB dar, der auf DFCs begrenzt ist. Allerdings ist dieser Einfluss vermut-

lich nicht von großer Bedeutung für die Differenzierung der Zellen und die Regulierung 
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von NF-κB stromabwärts von klassischen PKCs eher von anderen Mechanismen ab-

hängig, da die endogene Aktivität des Transkriptionsfaktors in BMP2-behandelten Zel-

len trotz geringer Expression von phosphoryliertem Akt gehemmt wurde. Abbildung 45 

zeigt ein Modell der molekularen Mechanismen, über welche NF-κB während der os-

teogenen Differenzierung von DFCs gehemmt werden könnte, ausgehend von den 

Ergebnissen dieser Arbeit und anderer Studien. 

 

Abb. 45: Modell der Regulierung des NF-κB-Signalwegs während der osteogenen Diffe-

renzierung von DFCs. Schematisches Modell der molekularen Mechanismen zur Regulie-

rung von NF-κB während der osteogenen Differenzierung von DFCs ausgehend von den Er-

gebnissen dieser Arbeit und anderer Studien (352–354,393–401). 

 

Aufgrund der zellabhängigen Unterschiede in der Regulierung der osteogenen Diffe-

renzierung durch NF-κB liegt nahe, dass der Transkriptionsfaktor die Osteogenese 

stromabwärts über verschiedene molekulare Mechanismen steuert. So konnten Hess 

et al. zeigen, dass eine Behandlung humaner BMMSCs mit TNF-α (engl. Tumor ne-

crosis factor alpha) die Expression von BMP2 und ALP über NF-κB stimuliert (387). 

Dahingegen konnten Experimente an murinen Vorläuferzellen einen hemmenden Ein-

fluss von NF-κB auf den BMP/Smad-Signalweg feststellen (408,409). Des Weiteren 

wurde in einer Studie das Protein β-Catenin durch IKKα stabilisiert (410), wohingegen 

der NF-κB-Signalweg in einer anderen Studie den Abbau von β-Catenin unterstützte 
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(411). In DFCs konnte ein hemmender Einfluss insbesondere auf die ALP-Aktivität, die 

Genexpression von COL1A2 und die Mineralisierung, aber keine Regulierung der Gen-

expression des frühen Markers RUNX2 nachgewiesen werden, wenn die Zellen mit 

dem PKC/NF-κB-Aktivator PMA behandelt wurden. Ähnlich wie klassische PKCs 

scheint NF-κB die Differenzierung von DFCs also erst in späteren Phasen zu beein-

trächtigen, was außerdem die Annahme bestärkt, dass die Inhibition des Transkrip-

tionsfaktors insbesondere auf die PKC-Herunterregulierung zurückzuführen ist. Eine 

Behandlung der Zellen mit Inhibitoren von NF-κB zeigte hingegen keine Auswirkung 

auf osteogene Marker, was aufgrund der ohnehin sehr niedrigen Aktivität von NF-κB 

während der Osteogenese aber nicht überraschend war. Allerdings ließ sich der hem-

mende Einfluss einer PKC/NF-κB-Überaktivierung auf die Mineralisierung durch 

gleichzeitige Behandlung mit einem Inhibitor der PKC-induzierten NF-κB-Aktivierung 

abschwächen. Da der beobachtete Unterschied jedoch sehr klein war, lässt sich ver-

muten, dass die Unterdrückung von NF-κB nur einen geringen Anteil am hemmenden 

Einfluss klassischer PKCs auf die Differenzierung besitzt. 

Eine weitere interessante Beobachtung war, dass die Proliferation von DFCs durch 

NF-κB-Hemmung unterstützt wurde. Dies überrascht, da NF-κB in bisherigen Studien 

überwiegend positiv mit dem Zellzyklus assoziiert wurde (391,412–414) und beispiels-

weise die Expression von Cyclin D1 induzierte (415,416). Allerdings wurde unter be-

stimmten Umständen auch eine negative Regulierung der Zellproliferation durch den 

Transkriptionsfaktor beobachtet (417,418). Zudem konnten Wu et al. in Tumorzellen 

eine Aktivierung des Zellzyklus-hemmenden Proteins p53 durch NF-κB zeigen (419). 

Dabei ist naheliegend, dass die Regulierung der Zellproliferation stromaufwärts von 

NF-κB durch die Aktivität klassischer PKCs erfolgt, welche ebenfalls die Expression 

von Cyclin D1 und p53 beeinflussen können (234,235,238,239). Versuche an senes-

zenten DFCs konnten außerdem zeigen, dass p53 in diesen Zellen nicht nur die 

Proliferation, sondern auch die osteogene Differenzierung hemmt (420), weshalb die 

Regulierung dieser beiden Prozesse in DFCs möglicherweise mittels PKC und NF-κB 

eng verknüpft ist. Darüber hinaus ist NF-κB mit Entzündungsprozessen und der Ent-

stehung von Parodontitis assoziiert (421–424), was einen weiteren Grund darstellen 

könnte, weshalb dessen Hemmung den erfolgreichen Ablauf der osteogenen Differen-

zierung unterstützt. Insgesamt betrachtet besitzt der Transkriptionsfaktor NF-κB eine 
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zentrale Rolle für biologische Prozesse im dentalen Follikel und ist sowohl an der Steu-

erung physiologischer Funktionen wie der Zelldifferenzierung und des Zahndurch-

bruchs als auch an pathologischen Prozessen beteiligt. 

 

4.4 Die Bedeutung von PTHrP und PKA für die osteogene 

Differenzierung von DFCs 

Während PKC und Akt die osteogene Differenzierung von DFCs erst in späteren Pha-

sen beeinflussen, ist die stromabwärts von BMP2 induzierte Kinase PKA wesentlich 

an der Induktion der Osteogenese beteiligt (160). Die durchgeführten Experimente 

konnten aufweisen, dass das Protein PTHrP, dessen Expression stromabwärts vom 

BMP-Signalweg induziert wird, für die Aktivierung von PKA erforderlich ist. Diese Be-

obachtung steht im Einklang mit einer früheren Studie, in welcher die Genexpression 

von PTHLH und PRKAR1A (Gen für die regulatorische Untereinheit Typ Iα von PKA) 

während der BMP2-stimulierten Differenzierung von DFCs zeitgleich induziert wurde 

(174). Auf die Bedeutung von intrazellulärem PTHrP für die Osteogenese von DFCs 

konnte bereits eine frühere Studie hinweisen, in welcher endogenes PTHrP die Ex-

pression osteogener Marker unterstützte (172). Passenderweise zeigte eine Studie am 

Mausmodell außerdem, dass die nukleäre Translokalisierungsdomäne und die C-ter-

minale Domäne von PTHrP für die korrekte Entwicklung von Knochen und Zähnen 

benötigt werden (425). 

Entgegen bisheriger Studien, die eine Aktivierung von PKA durch den PTH/PTHrP-

Rezeptor PTH1R über eine Induktion der Adenylatcyclase und der darauf folgenden 

Erhöhung der cAMP-Konzentration nachweisen konnten (426,427), ließ sich die 

Kinase in DFCs nicht durch extrazelluläres PTHrP aktivieren. Zudem wurde die BMP2-

induzierte Aktivierung der Kinase durch eine pharmakologische Hemmung von PTH1R 

nicht beeinträchtigt. Darüber hinaus führte eine Stimulierung der Adenylatcyclase zu 

keiner Beeinflussung der ALP-Aktivität. Die ausbleibende Aktivierung von PKA steht 

im Einklang mit früheren Versuchen, in welchen extrazelluläres PTHrP die osteogene 

Differenzierung von DFCs hemmte (171). Hierbei offenbart sich ein Kontrast zu ande-

ren Stamm-/Vorläuferzellen, in welchen die BMP2-induzierte Differenzierung durch 

extrazelluläres PTHrP über eine Aktivierung von PKA unterstützt wird (428,429). Aller-

dings wird nach Bindung von PTH/PTHrP an PTH1R außerdem das Enzym PLC sti-

muliert, was in der Folge zur Aktivierung von PKC führt (427). Da die durchgeführten 

Experimente zeigten, dass die Phosphorylierung von PKC in DFCs stark von PTHrP 
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abhängt, könnte der inhibitorische Einfluss von PTH1R durch eine bevorzugte Aktivie-

rung von PLC im Vergleich zur Adenylatcyclase in diesen Zellen bedingt sein. Interes-

santerweise wurde in einer Studie von Lossdörfer et al. die osteogene Differenzierung 

von Zellen aus dem parodontalen Ligament erst durch Stimulierung von PTH1R über 

PKC gehemmt, wenn die Zellen bereits konfluent gewachsen waren, wohingegen die 

Aktivierung des Rezeptors in präkonfluenten Zellen zur Induktion osteogener Marker 

über PKA führte (430). Somit scheint die Rolle von PTH1R für die Osteogenese flexibel 

zu sein und stromabwärts in Abhängigkeit weiterer Stimuli entweder die Aktivierung 

von PKC oder von PKA zu bevorzugen. Da die Stimulierung des Rezeptors im denta-

len Follikel außerdem den Zahndurchbruch unterstützt (49,431), könnte in DFCs mög-

licherweise die Aktivierung von PKC stark bevorzugt werden, um eine vom Zahndurch-

bruch unabhängige Stimulierung von PKA und der osteogenen Differenzierung – über 

die nukleäre Expression von PTHrP – zu ermöglichen. Des Weiteren konnte eine Stu-

die von Takahashi et al. zeigen, dass die Aktivität von PTH1R eine vorzeitige Minera-

lisierung des Zahnzements verhindert und diese Regulierung unabdingbar für die kor-

rekte Entwicklung des Zahnhalteapparats ist (432). Während bereits bekannt war, 

dass PTHrP eine wichtige Rolle für die Zahnentwicklung und insbesondere für die Ko-

ordinierung von Zahndurchbruch und Osteogenese spielt (433), konnten die durchge-

führten Experimente auf die Bedeutung einer spezifischen Regulierung von PKA und 

PKC hinweisen. 

Interessanterweise wurde die PKA-Aktivität außerdem nach Inhibition klassischer 

PKCs tendenziell induziert und nach Akt-Inhibition in Kontrollmedium gehemmt. Da die 

Regulierung aber sehr gering war, lässt sich vermuten, dass die Aktivierung von PKA 

durch PKC und Akt nur indirekt beeinflusst und durch die Stimulierung von β-Catenin 

und die Induktion von PTHrP stromabwärts vermittelt wurde. Darüber hinaus war die 

Aktivierung von PKA unabhängig von einer Phosphorylierung an Thr197, welche für 

die katalytische Aktivität der Kinase benötigt wird (434,435), aber nach osteogener 

Induktion in DFCs nicht reguliert wurde. 

Darüber hinaus konnte in DFCs ein negativer Rückkopplungsmechanismus von PKA 

auf den BMP-Signalweg und die PTHrP-Expression gezeigt werden. Dieser bildet ei-

nen Kontrast zur positiven Rückkopplung zwischen BMP2 und DLX3 (159) und könnte 

möglicherweise einen Grund darstellen, weshalb die gegenseitige Stimulierung von 

BMP2 und DLX3 begrenzt ist, da PKA als negativer Regulator simultan mit den beiden 

Proteinen induziert wird. Des Weiteren wurde PKA in einer Studie an Zementoblasten 
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ebenfalls negativ mit der Expression osteogener Marker assoziiert (436). Interessan-

terweise konnten Siddappa et al. zeigen, dass eine Stimulierung von PKA die osteo-

gene Differenzierung von BMMSCs in Abhängigkeit von der Stimulierungsdauer ent-

weder unterstützt oder hemmt (437). Die Erkenntnisse legen nahe, dass die Kinase 

eine wichtige Rolle für den erfolgreichen Ablauf der Osteogenese spielt, indem sie ei-

nerseits an der Induktion des Prozesses durch Stabilisierung von β-Catenin beteiligt 

ist, aber andererseits als physiologischer Regulator eine übermäßige Aktivierung der 

beteiligten Signalwege verhindert. 

In einer vorangegangenen Studie an DFCs wurde die Induktion von PKA zudem mit 

der Unterdrückung des Hedgehog-Signalwegs nach BMP2-induzierter Differenzierung 

assoziiert (174). Darüber hinaus wurde in der Literatur ein hemmender Einfluss von 

PKA auf den Hedgehog-Signalweg beschrieben (175,176,438), wobei im Speziellen 

eine stabilisierende Phosphorylierung des Proteins SUFU (engl. Suppressor of fused 

homolog), welches ein Inhibitor des Signalwegs ist (439), beschrieben wurde (438). 

Somit ließe sich vermuten, dass PTHrP ebenfalls den Hedgehog-Signalweg unter-

drückt. Allerdings wurde in einer früheren Studie nach osteogener Induktion von DFCs 

mit Dexamethason zwar – analog zur Differenzierung mit BMP2 – eine erhöhte PTHrP-

Expression, aber keine Regulierung der Expression von SUFU festgestellt (171). Da 

die durchgeführten Experimente eine Abhängigkeit der PKA-Aktivierung von PTHrP 

zeigen konnten, lässt sich schlussfolgern, dass die Unterdrückung des Hedgehog-Sig-

nalwegs während der Differenzierung von DFCs wahrscheinlich unabhängig von PKA 

ist und nur zufällig gleichzeitig mit der Induktion der Kinase stattfindet. Weil SUFU au-

ßerdem durch GSK3β phosphoryliert und stabilisiert werden kann (438), könnte statt-

dessen die Herunterregulierung von GSK3β stromabwärts von BMP2 zur Hemmung 

des Hedgehog-Signalwegs führen. Dies würde außerdem den fehlenden Einfluss von 

Dexamethason auf die Expression von SUFU erklären, da das Glucocorticoid zu einer 

deutlich geringeren Regulierung von GSK3β führte als BMP2. 

 

4.5 Die Rolle des Energiemetabolismus für die osteogene 

Differenzierung von DFCs 

Während in DFCs insbesondere der PKC/Akt/GSK3β-Signalweg und die Aktivierung 

von PKA zur Stabilisierung von β-Catenin beitragen, wurde in einer Studie an murinen 

Stamm-/Vorläuferzellen ein positiver Einfluss durch die Aktivität von Mitochondrien be-

schrieben (440). Allerdings wurden mitochondriale Marker nach osteogener Induktion 
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in DFCs zunächst herunterreguliert, weshalb ein möglicher Einfluss auf β-Catenin in 

diesen Zellen vermutlich keine Rolle spielt. Dahingegen erfolgte eine starke Induktion 

von mitochondrialer DNA und der Expression des Markerproteins COX IV in der zwei-

ten Hälfte der Differenzierung, während eine Hemmung des mitochondrialen Metabo-

lismus zur Herunterregulierung des Mineralisierungsvermögens differenzierender Zel-

len führte. Möglicherweise ist eine erhöhte Energieproduktion durch die oxidative 

Phosphorylierung in Mitochondrien eine wichtige Voraussetzung für die energieauf-

wändigen Prozesse der Matrixsekretion und Mineralisierung. Dabei legten die Experi-

mente nahe, dass die Induktion der Mitochondrien in DFCs durch die Herunterregulie-

rung klassischer PKC-Isoformen erfolgte, da die Expression von COX IV nach PKC-

Inhibition stark induziert war. Die Beobachtungen stehen im Einklang mit einer Studie, 

in welcher PKCα den Energiemetabolismus von proximalen Tubuluszellen der Niere 

hemmte (441). 

Weitere Studien konnten auf die enorme Bedeutung des Energiehaushalts für die Os-

teogenese hinweisen. Beispielsweise beschrieben Wang et al. eine Methode, welche 

die odontogene Differenzierung von DPSCs in fünf Tagen ermöglichte, indem die Zel-

len mit Gold-Nanopartikeln behandelt wurden, die nach Bestrahlung mit einem Laser 

das mitochondriale Membranpotential und somit den Energiestoffwechsel stimulierten 

(442). Eine positive Beeinflussung der Differenzierung von DPSCs durch die oxidative 

Phosphorylierung in den Mitochondrien konnte zudem in weiteren Studien nachgewie-

sen werden (443,444). Darüber hinaus zeigten Versuche an BMMSCs, dass während 

der Osteogenese dieser Zellen ebenfalls mitochondriale Marker induziert werden, wo-

hingegen die Glykolyse aber kaum reguliert oder sogar unterdrückt wurde (445,446). 

Im Gegensatz dazu konnten Experimente an DFCs durchaus eine Stimulierung der 

Glykolyse während der Differenzierung zeigen (359). Passenderweise war die Expres-

sion der Hexokinase 1 nach siebentägiger Induktion mit Dexamethason in den durch-

geführten Experimenten signifikant erhöht, jedoch unabhängig von der Inhibition klas-

sischer PKCs. Somit werden oxidative Phosphorylierung und Glykolyse in DFCs über 

unterschiedliche Signalwege induziert, was die wichtige Rolle des Energiemetabolis-

mus während der osteogenen Differenzierung dieser Zellen verdeutlicht. Allerdings 

konnte eine Studie von Kosaisawe et al. feststellen, dass eine Inhibition der oxidativen 

Phosphorylierung, z. B. mittels Rotenon, auf einzelne Zellen innerhalb einer Zellpopu-

lation unterschiedliche Auswirkungen haben kann (447). Somit wäre denkbar, dass in 
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einem Zellgemisch einige DFCs ihren Energieverbrauch eher über die oxidative Phos-

phorylierung decken, während in anderen Zellen vermehrt Glykolyse stattfindet. In die-

sem Fall wäre eine interessante Fragestellung für zukünftige Experimente, ob sich das 

Mineralisierungspotential der Zellen in Abhängigkeit der aktivierten metabolischen Pro-

zesse unterscheidet. 

Fraglich ist außerdem, welche weiteren Prozesse neben der Herunterregulierung klas-

sischer PKCs an der Induktion des Energiestoffwechsels von DFCs beteiligt sind. In 

murinen Vorläuferzellen konnte gezeigt werden, dass der mitochondriale Metabolis-

mus stromabwärts von BMP2 durch die Induktion von Akt stimuliert wird (448). Jedoch 

scheint Akt in DFCs keine zentrale Rolle bei der Regulierung der Mitochondrien zu 

spielen, da die Expression von COX IV nach Akt-Hemmung nicht verändert war. Dar-

über hinaus kann die Aktivität von Mitochondrien durch das bei Energiemangel indu-

zierte Enzym AMPK angeregt werden, welches katabole Prozesse wie die oxidative 

Phosphorylierung und die β-Oxidation von Fettsäuren stimuliert, um ATP zu generie-

ren (254). Interessanterweise wurde die AMPK-Expression in Versuchen an DFCs 

während der Osteogenese herunterreguliert, während eine Inhibition des Enzyms die 

Genexpression osteogener Marker erhöhte (449). Dahingegen konnte die osteogene 

Differenzierung von BMMSCs und anderer Stamm-/Vorläuferzellen durch eine Aktivie-

rung des Enzyms stimuliert werden (280,450–452). In DFCs führte allerdings sowohl 

eine Überaktivierung als auch eine Inhibition der AMPK zur Unterdrückung der Mine-

ralisierung (449). Daher liegt nahe, dass die Aktivität der AMPK – ähnlich wie Akt – 

insbesondere für den späteren Verlauf der Osteogenese benötigt wird, aber nicht zu 

hoch sein darf, zumal die AMPK anabole Prozesse hemmt (453), was ein Hindernis 

für die Matrixproduktion und Mineralisierung sein könnte. Hierbei besteht ein grundle-

gender Unterschied zur Kinase Akt, welche zwar ebenfalls die mitochondriale ATP-

Produktion stimuliert, energieverbrauchende Prozesse jedoch anregt (453,454). Zu-

dem zeigten Versuche an Tumorzellen, dass sich die beiden Kinasen in einer negati-

ven Rückkopplungsschleife gegenseitig unterdrücken (454). Möglicherweise kann so-

mit die fehlende Regulierung von COX IV nach Akt-Inhibition in DFCs durch ein Aus-

bleiben dieser negativen Rückkopplung und einer folglich stärkeren Stimulierung des 

mitochondrialen Markers durch die AMPK erklärt werden. Die Beobachtungen legen 

nahe, dass das Zusammenspiel der beiden Enzyme für die Koordinierung des Ener-

giemetabolismus und in der Folge für die Produktion mineralisierter Matrix in DFCs von 

großer Bedeutung ist. 
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Des Weiteren konnten Versuche zeigen, dass nach osteogener Induktion in DFCs 

– trotz Hemmung der AMPK – vemehrt Lipide synthetisiert werden, und dieser Prozess 

essentiell für die Mineralisierung ist (359). Vermutlich werden die Lipide zur Energie-

gewinnung während der Mineralisierung benötigt, was in Experimenten an murinen 

BMMSCs ebenfalls nahegelegt wurde (455). Veränderungen des Lipidoms wurden zu-

dem nach adipogener und osteogener Differenzierung weiterer Stamm-/Vorläuferzel-

len beschrieben, wobei die Regulierung im Vergleich zwischen Zellen unterschiedli-

chen Ursprungs sehr ähnlich war (456), was die allgemeine Relevanz des Lipidstoff-

wechsels für Differenzierungsprozesse verdeutlicht. Da sowohl Synthese als auch Ab-

bau von Fettsäuren unter anderem in Mitochondrien stattfinden (457,458), könnte die 

Regulierung des Lipidmetabolismus neben der oxidativen Phosphorylierung einen wei-

teren Mechanismus darstellen, über welchen Mitochondrien die Osteogenese beein-

flussen. 

 

4.6 Die Bedeutung des oxidativen Stresses und dessen 

Neutralisierung während der osteogenen Differenzierung von DFCs 

Analog zu den Veränderungen des Energiestoffwechsels konnte in DFCs während der 

osteogenen Differenzierung ein erhöhter oxidativer Stress festgestellt werden. Da eine 

weitere Stressung der Zellen mit H2O2 zu einer erheblichen Beeinträchtigung der Mi-

neralisierung führte, lässt sich davon ausgehen, dass oxidativer Stress die Differen-

zierung stört und eine antioxidative Gegenregulierung für den erfolgreichen Verlauf der 

Osteogenese bedeutsam ist. 

Der Ursprung des oxidativen Stresses lässt sich zunächst in den Mitochondrien ver-

muten, da mitochondrialer Metabolismus als Hauptursache von oxidativem Stress in 

Zellen bekannt ist (459). Passend hierzu wies die Herunterregulierung des Hypoxie-

Markers HIF-1 auf eine erhöhte Menge von Sauerstoffspezies in den Zellen hin, wel-

che eine mögliche Ursache für oxidativen Stress sind (460). Die Ergebnisse stehen im 

Einklang mit Versuchen an BMMSCs, in welchen ebenfalls eine verringerte Expression 

von HIF-1 während der osteogenen Differenzierung festgestellt wurde, wobei eine Re-

aktivierung des Transkriptionsfaktors zur Unterdrückung der oxidativen Phosphorylie-

rung und der ALP-Expression führte (446). Darüber hinaus zeigte HIF-1 in einer Studie 

an murinen Stamm-/Vorläuferzellen – neben einem hemmenden Einfluss auf die Os-

teogenese – in Kombination mit BMP2 einen positiven Einfluss auf die chondrogene 
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Differenzierung (461). Somit liegt nahe, dass die Regulierung des Transkriptionsfak-

tors HIF-1 nach osteogener Induktion nicht nur eine Folge von Veränderungen des 

oxidativen Zustands ist, sondern den Differenzierungsprozess aktiv beeinflussen 

könnte. Auffällig ist zudem, dass die Erhöhung des oxidativen Stresses und die Her-

unterregulierung der α-Untereinheit von HIF-1 in DFCs wesentlich früher als die Induk-

tion mitochondrialer Marker erfolgte. Somit kann der Metabolismus in den Mitochon-

drien nicht die einzige Erklärung für den erhöhten oxidativen Stress in den differenzie-

renden Zellen sein. 

Eine weitere Ursache des oxidativen Stresses könnte in der veränderten Expression 

von Proteinen liegen, die den Stress neutralisieren, nachdem bereits zu frühen Zeit-

punkten während der Differenzierung eine Hemmung der Expression von GPX1 und 

eine Stimulierung der Catalase-Expression beobachtet wurden. Hierbei weisen DFCs 

einen Unterschied zu BMMSCs auf, in welchen die Expression beider Proteine wäh-

rend der Osteogenese induziert wird (445,462). Somit trägt die ausbleibende GPX1-

Stimulierung in DFCs möglicherweise zu einer verringerten antioxidativen Kapazität 

und folglich zu einer Erhöhung des oxidativen Stresses bei. Allerdings könnte die ver-

ringerte GPX1-Expression – zumindest teilweise – durch die Induktion der Catalase 

kompensiert werden, da beide Enzyme an der Neutralisierung von H2O2 beteiligt sind 

(358). Dabei ist unklar, weshalb differenzierende DFCs vermehrt Catalase anstelle von 

GPX1 exprimieren. Möglicherweise wird H2O2 in Abhängigkeit von externen Faktoren 

bevorzugt von einem der beiden Enzyme neutralisiert, wie bereits in murinen Herzzel-

len und humanen Erythrozyten gezeigt werden konnte (463,464). Eine große Bedeu-

tung der Catalase für die osteogene Differenzierung von DFCs lässt sich zudem auf-

grund der Beobachtung vermuten, dass die Mineralisierungskapazität nach Inhibition 

des Enzyms herrunterreguliert war. Überdies konnte ein positiver Einfluss der Catalase 

auf die Osteogenese von ADSCs gezeigt werden (465). Darüber hinaus wurde in DFCs 

eine weitestgehend konstante Expression der Proteine SOD1 und Thioredoxin festge-

stellt, die somit ebenfalls zur antioxidativen Antwort beitragen können. 

Da sich die Aktivität der Enzyme zur Neutralisierung von oxidativem Stress durch post-

translationale Modifikationen wie z. B. Phosphorylierungen beeinflussen lässt (466), 

könnten in DFCs klassische PKCs entscheidend an der Regulierung beteiligt sein, zu-

mal deren Inhibition die Stimulierung der Catalase und die Herunterregulierung von 

GPX1 nach osteogener Induktion verstärkte. Ferner legen die Ergebnisse nahe, dass 

stromabwärts von klassischen PKCs die Kinase Akt zwar an der Regulierung von 
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GPX1, nicht aber an der Induktion der Catalase beteiligt ist. Interessanterweise führte 

in einer Studie an Tumorzellen eine Inhibition von NF-κB zur Herunterregulierung von 

GPX1 (467). Aufgrund der durchgeführten Versuche lässt sich vermuten, dass die Ex-

pression von GPX1 in DFCs stromabwärts von klassischen PKCs und Akt ebenfalls 

von NF-κB abhängen könnte und deshalb analog zum Transkriptionsfaktor NF-κB 

durch PKC-Inhibition herunterreguliert und durch Akt-Inhibition erhöht wurde. Da 

NF-κB die osteogene Differenzierung von DFCs unterdrückt, könnte die Herunterregu-

lierung von GPX1 demnach ein unvermeidbarer Nebeneffekt sein, was erklären würde, 

wieso die oxidative Abwehr folglich verstärkt durch die Catalase erfolgt und weshalb 

GPX1 – genau wie NF-κB – während der Osteogenese von DFCs im Vergleich zu 

anderen Stamm-/Vorläuferzellen wie BMMSCs unterschiedlich reguliert wird. 

Ein Ungleichgewicht aus erhöhtem oxidativem Stress und unzureichender antioxidati-

ver Antwort kann in Zellen schließlich zur Induktion der Apoptose führen (468,469). 

Somit könnte eine Unterstützung der Zellviabilität ebenfalls dazu beitragen, die nega-

tiven Auswirkungen des oxidativen Stresses während der Osteogenese abzuschwä-

chen und eine erfolgreiche Differenzierung zu ermöglichen. In vergangenen Studien 

konnten bereits viele Proteine, welche an der osteogenen Differenzierung beteiligt sind 

– darunter BMP2, DLX3, Osterix und WNT5A – positiv mit der Zellviabilität assoziiert 

werden (159,168,470,471). Des Weiteren konnten Experimente der dieser Arbeit vo-

rausgegangenen Masterarbeit eine erhöhte Proliferationsrate von DFCs nach Inhibi-

tion klassischer PKC-Isoformen nachweisen, wohingegen eine PKC-Überaktivierung 

die Zellteilung hemmte (Abb. 46A). Zudem zeigte ein qPCR-Array zur Evaluierung von 

Genen, welche mit dem Knochenmetabolismus assoziiert sind, dass eine Inhibition 

klassischer PKCs in differenzierenden Zellen die Genexpression von CTGF (engl. 

Connective tissue growth factor) und FGF18 (engl. Fibroblast growth factor 18) unter-

stützt (Abb. 46B). Beide Wachstumsfaktoren stimulieren die Zellproliferation (472,473) 

und konnten bereits positiv mit der osteogenen Differenzierung von Stamm-/Vorläufer-

zellen assoziiert werden (473,474). Daher lässt sich vermuten, dass eine Erhöhung 

der Zellviabilität einen weiteren Mechanismus darstellt, über welchen die Inhibition 

klassischer PKC-Isoformen zur Unterstützung der Osteogenese von DFCs beiträgt. 

Darüber hinaus ist die Kinase Akt, welche in differenzierenden DFCs nach Inhibition 

klassischer PKCs induziert wurde, positiv mit der Zellviabilität assoziiert (475,476), 

während Experimente dieser Arbeit einen negativen Einfluss des stromabwärts regu-

lierten NF-κB-Signalwegs auf die Proliferation von DFCs zeigten. Möglicherweise ist 
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die Regulierung von klassischen PKCs, Akt und NF-κB während der osteogenen Dif-

ferenzierung von entscheidender Bedeutung, um die Zellviabilität trotz erhöhtem oxi-

dativen Stress aufrechtzuerhalten. Somit könnte die Hemmung osteogener Marker 

nach Überaktivierung von PKC und NF-κB einen Schutzmechanismus darstellen, wel-

cher die Zellen vor dem wahrscheinlichen Zelltod bewahrt und sicherstellt, dass der 

energieaufwändige Differenzierungsprozess erst dann vollständig abläuft, wenn die 

Viabilität ausreichend stimuliert wird. 

 

Abb. 46: Die Regulierung der Zellproliferation durch klassische PKCs. (A) DFCs wurden 

bis zu drei Tage lang mit 100 nM des Inhibitors klassischer PKCs Gö6976 oder 200 nM des 

PKC-Aktivators PMA behandelt und die Proliferation der Zellen mittels Proliferationsassay be-

stimmt (n = 3, Darstellung ohne Standardabweichung). (B) DFCs wurden drei Tage lang in 

DMEM mit bzw. ohne 100 nM Gö6976 kultiviert, bevor die Expression von 88 Genen, welche 

mit dem Knochenmetabolismus assoziiert sind, mit Hilfe des qPCR-Arrays „Ossification and 

Bone Remodeling Tier 1 H96“ (BIO-RAD, #10040302) untersucht wurde. Die Expression der 

Gene rechts der roten Gerade war nach PKC-Inhibition um mehr als Faktor 2 induziert, die 

Expression der Gene links der grünen Gerade um mehr als Faktor 2 herunterreguliert. Die 

Gene oberhalb der blauen Gerade wurden statistisch signifikant reguliert (p < 0,05). Die Er-

gebnisse dieser Abbildung stammen aus der vorausgegangenen Masterarbeit. 
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4.7 Schlussfolgerung und Ausblick 

Während vergangene Studien hauptsächlich die Bedeutung von Signalwegen unter-

suchten, welche für die Induktion der osteogenen Differenzierung wichtig sind, konnten 

die Experimente dieser Arbeit auf molekulare Mechanismen hinweisen, welche den 

weiteren Verlauf der Osteogenese und die Produktion mineralisierter Matrix beeinflus-

sen. Dabei übernehmen klassische PKC-Isoformen eine zentrale Rolle und fungieren 

möglicherweise sogar als Masterregulatoren, welche nach osteogener Stimulierung 

die weiteren Prozesse unterdrücken und daher inhibiert werden müssen. Diese An-

nahme wird durch die Beobachtung bekräftigt, dass die Inhibition klassischer PKCs in 

nahezu allen durchgeführten Versuchen zu einer zuverlässigen Mineralisierung aus-

gehend von DFCs führte, wohingegen sich nach alleiniger Stimulierung mit Differen-

zierungsmedien – vor allem im BMP2-haltigen Medium – teilweise nur eine mäßige 

Mineralisierung beobachten ließ. 

Somit ist für eine erfolgreiche Verwendung von DFCs zur Regeneration (dentaler) Kno-

chendefekte nicht nur wichtig, die Zellen in vivo osteogen zu induzieren, sondern ins-

besondere die von klassischen PKCs regulierten biologischen Prozesse im weiteren 

Verlauf der Osteogenese zu steuern, um zielgerichtet mineralisierte Matrix entstehen 

zu lassen. Allerdings ist fraglich, ob sich eine direkte Hemmung klassischer PKCs im 

Rahmen von Therapien eignet, da aufgrund des Einflusses auf die Proliferation ein 

unkontrolliertes Wachstum von Zellen als unerwünschte Nebenwirkung nicht ausge-

schlossen werden kann, zumal PKC teilweise als Tumorsuppressor beschrieben 

wurde (477,478). Vielversprechend könnte hingegen eine gezielte Beeinflussung 

stromabwärts regulierter Signalwege und biologischer Prozesse sein, beispielsweise 

durch Stimulierung der mitochondrialen Aktivität oder durch eine indirekte Erhöhung 

der Zellviabilität mittels Unterstützung der antioxidativen Abwehr. So konnten Versu-

che von Meng et al. zeigen, dass eine Behandlung von DFCs mit der antioxidativen 

Stubstanz N-Acetylcystein zur Verbesserung der osteogenen Differenzierung und 

Proliferationsrate führt und in vivo die Knochenbildung in einem Rattenmodell fördert 

(479). Darüber hinaus könnte eine Kontrolle der stromabwärts von PKC induzierten 

NF-κB-Aktivität nützlich sein. Da der Transkriptionsfaktor aber ebenfalls eine wichtige 

Bedeutung als Tumorsuppressor haben könnte (480), sollten mögliche Strategien an-

stelle einer direkten Inhibition darauf abzielen, eine übermäßige Aktivierung durch z. B. 

Entzündungsreaktionen zu vermeiden. 
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Obwohl die durchgeführten Experimente wichtige Mechanismen zeigen konnten, über 

welche klassische PKCs die osteogene Differenzierung von DFCs hemmen, sind 

wahrscheinlich noch viele weitere Signalwege beteiligt. Dabei scheinen die meisten 

Veränderungen, insbesondere ausgehend von klassischen PKCs, erst in späteren Dif-

ferenzierungsphasen stattzufinden. Passend hierzu konnte während der osteoge-

nen/odontogenen Differenzierung von DPSCs festgestellt werden, dass die Expres-

sion von Nukleinsäuren und Proteinen um Tag 14 ein Maximum erreicht und danach 

wieder sinkt (481). Somit könnte es in zukünftigen Versuchen lohnenswert sein, die 

Regulierung von Zielproteinen und biologischen Prozessen durch klassische PKCs in 

diesem Zeitraum zu untersuchen. Bislang unklar ist beispielsweise, welche Mechanis-

men die Viabilität von DFCs stromabwärts von der Kinase beeinflussen. Hierbei wären 

vor allem eine Unterdrückung apoptotischer Prozesse oder eine Stimulierung von Zell-

zyklusproteinen denkbar, wie bereits in anderen Zellen gezeigt wurde (226,228–

230,233,249,250). Aufbauend auf den Ergebnissen dieser Arbeit und vergangener 

Studien könnte durch die weitere Erforschung der molekularen Mechanismen während 

der osteogenen Differenzierung und stromabwärts von klassischen PKCs eine solide 

Grundlage für die möglichst gezielte und nebenwirkungsfreie Verwendung von DFCs 

in regenerativen Therapien geschaffen werden. 
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5 Zusammenfassung 

Dentale Follikelzellen (DFCs, engl. Dental follicle cells) sind die endogenen  

Stamm-/Vorläuferzellen des Zahnhalteapparats und können in alveoläre Osteoblas-

ten, Zementoblasten und Fibroblasten des parodontalen Ligaments differenzieren. 

DFCs besitzen großes Potential für regenerative Therapien von (dentalem) Knochen-

gewebe, wobei zunächst eine genaue Kenntnis der molekularen Mechanismen wäh-

rend der osteogenen Differenzierung, welche sich in vitro durch BMP2 (engl. Bone 

morphogenetic protein 2) oder Dexamethason induzieren lässt, erforderlich ist. Nach-

dem Vorarbeiten zeigten, dass klassische Isoformen der Proteinkinase C (PKC) wäh-

rend der Osteogenese von DFCs herunterreguliert werden und diese hemmen, sollten 

in der vorliegenden Arbeit die zugrundeliegenden Mechanismen evaluiert werden. 

Hierfür wurde die Regulierung potentieller Zielproteine und Signalwege nach osteoge-

ner Induktion und Hemmung klassischer PKCs untersucht sowie deren Einfluss auf 

osteogene Marker evaluiert. Dabei wurde festgestellt, dass klassische PKCs die 

Kinase Akt regulieren und stromabwärts durch Phosphorylierung von GSK3β (Glyko-

gensynthase-Kinase 3β) die Aktivität des Proteins β-Catenin beeinflussen, welches 

eine wichtige Rolle für die Induktion der Osteogenese spielt. Während Akt zwar die 

Expression von aktivem β-Catenin unterstützte, führte eine Überaktivierung der Kinase 

jedoch zur Inhibition der Differenzierung und des Signalwegs stromabwärts von BMP2. 

Darüber hinaus konnte eine Regulierung des NF-κB (engl. Nuclear factor kappa B)-

Signalwegs durch klassische PKCs und Akt nachgewiesen werden, wobei NF-κB die 

Proliferation und osteogene Differenzierung von DFCs unterdrückte. Dahingegen 

konnte keine direkte Beteiligung von klassischen PKCs oder Akt an der BMP2-indu-

zierten Aktivierung der Proteinkinase A (PKA), welche die Osteogenese unterstützt, 

gefunden werden. Stattdessen zeigten die Versuche, dass die PKA-Aktivierung von 

der intrazellulären Expression des Proteins PTHrP (engl. Parathyroid hormone-related 

protein) abhängt, und dass PKA den Signalweg stromabwärts von BMP2 durch eine 

negative Rückkopplung hemmt. Des Weiteren konnte eine Induktion des mitochondri-

alen Energiemetabolismus und des oxidativen Stresses während der osteogenen Dif-

ferenzierung und nach Inhibition klassischer PKCs festgestellt werden, während eine 

Hemmung des mitochondrialen Stoffwechsels die Mineralisierung unterdrückte. Eine 

Evaluierung von Proteinen, welche oxidativen Stress neutralisieren können, zeigte 

eine Stimulierung der Catalase-Expression und eine Herunterregulierung der  

Expression von GPX1 (Glutathionperoxidase 1) während der Differenzierung und nach 
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Inhibition klassischer PKCs. Überdies führte eine Hemmung der Catalase zu einer ver-

ringerten Mineralisierung. Stromaufwärts von PKC wurde PTHrP für die Aktivität der 

Kinase benötigt, während das Protein WNT5A (engl. Wnt family member 5A) diese 

unterdrückte. Die Ergebnisse legten dar, dass klassische Isoformen von PKC die os-

teogene Differenzierung von DFCs über verschiedene Mechanismen hemmen, wobei 

insbesondere biologische Prozesse reguliert werden, die in späteren Differenzierungs-

phasen wichtig sind. 
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6 Abstract 

Dental follicle cells (DFCs) are the genuine stem/precursor cells of the periodontium 

and capable of differentiating into alveolar osteoblasts, cementoblasts and periodontal 

ligament fibroblasts. DFCs possess great potential for regenerative therapies of (den-

tal) bone tissue, but their usage first requires a profound knowledge of the molecular 

mechanisms during the osteogenic differentiation, which can be induced in vitro by 

BMP2 (Bone morphogenetic protein 2) or dexamethasone. After previous experiments 

showed that classical isoforms of PKC (Protein kinase C) are downregulated during 

osteogenesis of DFCs and inhibit the differentiation, this thesis aimed to evaluate the 

underlying mechanisms. For this, regulation of potential target proteins and signaling 

pathways was analyzed after osteogenic induction and inhibition of classical PKCs, 

and their impact on osteogenic markers was investigated. The results showed that 

classical PKCs regulate the kinase Akt, which in turn phosphorylates GSK3β (Glyco-

gen synthase kinase 3β) and consequently affects the stability of β-catenin, which 

plays an important role for the induction of osteogenesis. While Akt supported the ex-

pression of active β-catenin, overactivation of the kinase, however, inhibited the differ-

entiation and the signaling pathway downstream of BMP2. Furthermore, classical 

PKCs and Akt regulated the NF-κB (Nuclear factor kappa B) signaling pathway, and 

NF-κB was shown to suppress proliferation and osteogenic differentiation of DFCs. By 

contrast, classical PKCs and Akt were not directly involved in the BMP2-induced acti-

vation of protein kinase A (PKA), which is known to support osteogenesis. Instead, the 

experiments showed that activation of PKA depends on the intracellular expression of 

the protein PTHrP (Parathyroid hormone-related protein) and that PKA inhibits the  

signaling pathway downstream of BMP2 via negative feedback. Moreover, mitochon-

drial energy metabolism and oxidative stress were induced during the osteogenic dif-

ferentiation as well as after inhibition of classical PKCs, and inhibition of the mitochon-

drial metabolism suppressed mineralization. Evaluation of proteins which are capable 

of neutralizing oxidative stress revealed that expression of catalase was upregulated 

and expression of GPX1 (Glutathione peroxidase 1) was inhibited during differentiation 

and after inhibition of classical PKCs. Besides, inhibition of catalase attenuated miner-

alization. Upstream of PKC, PTHrP was required for kinase activity, while WNT5A (Wnt 

family member 5A) suppressed it. The results showed that classical isoforms of PKC 

inhibit the osteogenic differentiation of DFCs via different mechanisms, which espe-

cially involve biological processes important for later differentiation periods. 
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7 Anhang 

 

7.1 Angehängte Ergebnisse 

 

Abb. A-1: Die Regulierung der PKC-Aktivität durch Gö6976 und PMA. (A) DFCs wurden 

sieben Tage lang in ODM oder Kontrollmedium (DMEM) kultiviert und gleichzeitig mit 100 nM 

des spezifischen Inhibitors klassischer PKCs Gö6976 behandelt, bevor die Expression phos-

phorylierter PKC-Substrate mittels Western Blot bestimmt wurde. (B) DFCs wurden 30 Minu-

ten lang mit 200 nM des PKC-Aktivators PMA behandelt, bevor die Expression phosphorylier-

ter PKC-Substrate mittels Western Blot bestimmt wurde. T-Tests wurden angewandt zum Ver-

gleich zwischen ODM und DMEM sowie zwischen Gö6976-Behandlung bzw. PMA-Behand-

lung und Kontrolle im selben Medium: ** p < 0,01; *** p < 0,001. 
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Abb. A-2: Die Regulierung von P-Akt, P-GSK3β und P-NF-κB nach siRNA-Herunterregu-

lierung des Gens von PKCα. DFCs wurden drei Tage lang mit zwei verschiedenen siRNAs 

gegen PRKCA (Gen für PKCα) oder einer Kontroll-siRNA transfiziert, bevor die Proteinexpres-

sion von PKCα, Ser473-phosphoryliertem Akt, Ser9-phosphoryliertem GSK3β und Ser536-

phosphoryliertem NF-κB (Untereinheit p65) sowie GAPDH als Ladekontrolle durch Western 

Blots bestimmt wurde (n = 1). Die Ergebnisse dieser Abbildung wurden bereits 2021 veröffent-

licht in der Zeitschrift „Stem Cell Research & Therapy“ (196). 

 

Abb. A-3: Die Inhibition von NF-κB durch ACHP und CID2858522. DFCs wurden drei Tage 

lang in Kontrollmedium kultiviert und mit 500 µM des allgemeinen NF-κB-Inhibitors ACHP oder 

500 µM des Inhibitors der PKC-spezifischen NF-κB-Aktivierung CID2858522 behandelt, bevor 

die Aktivität der NF-κB-Untereinheit p50 bestimmt wurde. One-way ANOVA wurde angewandt 

zum Vergleich zwischen allen Gruppen des Experiments, mit anschließenden Tukey-Tests 

zum Vergleich zwischen Inhibitor-Behandlung und Kontrolle: * p < 0,05. 
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Abb. A-4: Effizienz der siRNA-Herunterregulierung von BMP2, PRKACA, SMAD4 und 

PTHLH. DFCs wurden zwei (A, B, D) bzw. drei (C) Tage lang mit spezifischen siRNAs gegen 

BMP2 (A), PRKACA (B), SMAD4 (C) oder PTHLH (D) transfiziert. Als Negativkontrolle wurden 

Zellen mit einer Kontroll-siRNA (siCTRL) transfiziert. Anschließend wurde die Genexpression 

der jeweils herunterregulierten Gene mittels RT-qPCR bestimmt. T-Tests wurden angewandt 

zum Vergleich zwischen siRNA-Behandlung und Kontroll-siRNA (A, B, D); One-way ANOVA 

wurde angewandt zum Vergleich zwischen allen Gruppen des Experiments, mit anschließen-

den Tukey-Tests zum Vergleich zwischen siRNA-Behandlung und Kontroll-siRNA (C): 

** p < 0,01; *** p < 0,001. Die Ergebnisse dieser Abbildung wurden bereits 2022 veröffentlicht 

in der Zeitschrift „Archives of Oral Biology“ (356). 
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Abb. A-5: Regulierung der Catalase durch klassische PKCs mit Darstellung des Gesamt-

proteins. DFCs wurden sieben Tage lang mit ODM osteogen differenziert bzw. in DMEM kul-

tiviert und gleichzeitig mit 100 nM des Inhibitors klassischer PKCs Gö6976 behandelt, bevor 

die Proteinexpression der Catalase durch Western Blots ermittelt wurde. Der Catalase-Blot 

und die relative Quantifizierung der Proteinexpression sind in Abb. 42C dargestellt. Aufgrund 

der sehr ungleichmäßigen Gesamtproteinmenge in den verschiedenen Proben zeigt diese Ab-

bildung ergänzend ein Bild des Gesamtproteins. 
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7.2 Abkürzungsverzeichnis 

Tabelle 20: Verwendete Abkürzungen. 

Abkürzung ausgeschrieben 

3-AT 3-Amino-1,2,4-triazol 

ACHP 2-Amino-6-[2-(cyclopropylmethoxy)-6-hydroxyphenyl]-4-(piperidin-4-
yl)-nicotinonitril 

ADSCs engl. Adipose-derived stem cells 

ALP Alkalische Phosphatase 

AMPK AMP-aktivierte Proteinkinase 

ANOVA engl. One-way analysis of variance 

APC engl. Adenomatous polyposis coli 

APCDD1 engl. Adenomatosis polyposis coli down-regulated 1 

BMMSCs engl. Bone marrow mesenchymal stem cells 

BMP engl. Bone morphogenetic protein 

BMP2 engl. Bone morphogenetic protein 2 

BSA Bovines Serumalbumin 

BSP engl. Bone sialoprotein 

CAT Gen für Catalase 

CDK1 engl. Cyclin-dependent kinase 1 

cDNA Komplementäre DNA 

CEMP1 engl. Cementum protein 1 

CID CID2858522 

CK1 engl. Casein kinase 1 

COL1A2 engl. Collagen type I alpha 2 chain 

COX IV engl. Cytochrome c oxidase subunit 4 

CREB engl. cAMP response element-binding protein 

CSF-1 engl. Colony-stimulating factor 1 

CTGF engl. Connective tissue growth factor 

DAG Diacylglycerol 

DKK1 engl. Dickkopf related protein 1 

DMEM Kontrollmedium, engl. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

CTRL Kontrolle, engl. Control 

DFCs engl. Dental follicle cells 

DLX3 engl. Distal-less homeobox 3 

DPSCs engl. Dental pulp stem cells 

EDTA Ethylendiamintetraacetat 

EGR1 engl. Early growth response 1 

EGTA Ethylenglycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N′,N′-tetraessigsäure 

FAM 5-Carboxyfluorescein 

(Fortsetzung auf nächster Seite) 
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FBS engl. Fetal bovine serum 

FGF engl. Fibroblast growth factor 

FGF18 engl. Fibroblast growth factor 18 

FITC Fluoresceinisothiocyanat 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

gDNA Genomische DNA 

GFAP engl. Glial fibrillary acidic protein 

GPCR engl. G-Protein-coupled receptor 

GPX1 Glutathionperoxidase 1 

GSK3α Glykogensynthase-Kinase 3α 

GSK3β Glykogensynthase-Kinase 3β 

GSSG Oxidiertes Glutathion 

H2DCFDA 2',7'-Dichlordihydrofluorescein-diacetat 

HEK293 engl. Human embryonic kidney 293 

HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsäure 

HIF-1 Hypoxie-induzierter Faktor 1 

HRP engl. Horseradish peroxidase 

IκBα engl. Inhibitor of NF-κB, alpha 

IGF-1 engl. Insulin-like growth factor 1 

IGF-2 engl. Insulin-like growth factor 2 

IHH engl. Indian hedgehog 

IKK IκB-Kinase 

IP Immunpräzipitation 

IP3 Inositol-1,4,5,-triphosphat 

LEF engl. Lymphoid enhancer-binding factor 

LRP5/6 engl. Low-density lipoprotein receptor related protein 5/6 

MAP engl. Mitogen-activated protein 

MCF-10A engl. Michigan Cancer Foundation-10A 

MSX2 engl. Msh homeobox 2 

mtDNA Mitochondriale DNA 

NF-κB engl. Nuclear factor kappa B 

NGS engl. Normal goat serum 

NICD engl. Notch intracellular domain 

ODM Osteogenes Differenzierungsmedium 

OPG Osteoprotegerin 

PB1-Domäne Phox/Bem1-Domäne 

PBS engl. Phosphate-buffered saline 

PCR engl. Polymerase chain reaction 

PDK1 engl. 3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1 

(Fortsetzung auf nächster Seite) 
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PDL-Fibroblasten Fibroblasten des parodontalen Ligaments 

PDLSCs engl. Periodontal ligament stem cells 

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 

PKA Proteinkinase A 

PKC Proteinkinase C 

PLC Phospholipase C 

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat 

PRKACA Gen für die katalytische Untereinheit α von PKA 

PRKAR1A Gen für die regulatorische Untereinheit Typ Iα von PKA 

PRKCA Gen für PKCα 

PTCH engl. Patched 

PTH engl. Parathyroid hormone 

PTH1R engl. Parathyroid hormone 1 receptor 

PTHLH Gen für PTHrP 

PTHrP engl. Parathyroid hormone-related protein 

qPCR engl. Quantitative polymerase chain reaction 

RANK engl. Receptor activator of nuclear factor kappa B 

RANKL engl. Receptor activator of nuclear factor kappa B ligand 

ROX 5-Carboxy-X-rhodamin 

RTK Rezeptor-Tyrosinkinase 

RT-qPCR engl. Reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction 

RUNX2 engl. Runt-related transcription factor 2 

SCAPs engl. Stem cells from apical papilla 

SHED engl. Stem cells from human exfoliated deciduous teeth 

SHH engl. Sonic hedgehog 

siRNAs engl. Small interfering RNAs 

SOD1 Superoxiddismutase 1 

SUFU engl. Suppressor of fused homolog 

TBS engl. Tris-buffered saline 

TBST engl. Tris-buffered saline with Tween® 20 

TCF engl. T-cell factor 

TGF-β engl. Transforming growth factor β 

TNF-α engl. Tumor necrosis factor alpha 

TRAF6 engl. TNF receptor associated factor 6 

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

WNT3A engl. Wnt family member 3A 

WNT5A engl. Wnt family member 5A 

WNT11 engl. Wnt family member 11 

ZBTB16 engl. Zinc finger and BTB domain containing 16 
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