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1 Einleitung 

1.1 Knochenheilung 

1.1.1 Knochendefekte 

Die Erforschung der Knochenheilung ist für alle Disziplinen, die sich mit der Versor-

gung von Frakturen und Knochendefekten beschäftigen von Interesse. Die Unfallchirur-

gie, die Orthopädie und die Sportorthopädie stehen dabei traditionell im Zentrum der Be-

handlung. Für spezielle Fragestellungen, etwa bei Verletzungen im Gesichtsbereich, der 

Kalotte oder Wirbelsäule, liegt die operative Verantwortung jedoch auch bei Disziplinen 

der Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde, der Mund-, Kiefer- und Gesichtschirurgie und der 

Neurochirurgie. Besteht der Bedarf an einer Rekonstruktion von Hartgewebe, muss auch 

auf die Möglichkeiten der plastisch-rekonstruktiven Chirurgie zurückgegriffen werden. 

Die konventionelle Frakturversorgung nach einem Trauma beruht auf dem Prinzip der 

Reposition und Ruhigstellung der Knochenfragmente. Dies wird entweder durch äußere 

Ruhigstellung der Knochenfragmente oder eine offene funktionsstabile Osteosynthese 

erreicht [Einhorn 1995, Novicoff 2008]. Das Ziel dieser Behandlung stellt die organtypi-

sche Regeneration (Restitutio ad integrum) dar. Dabei kommt es zu einer Konsolidierung 

im Defektbereich durch neu gebildeten Knochen und nicht durch minderwertiges Narben-

gewebe [McKibbin 1978]. 

Ähnliches gilt für die Versorgung pathologischer Frakturen, die nach einer inadäquaten 

Belastung des Knochens entstehen. Dieser Frakturmechanismus tritt oft bei Patienten 

mit Osteoporose, mit ossären Metastasen (Mammakarzinom, Prostatakarzinom, Plas-

mozytom) [Bouxsein 2004, Scharschmidt 2011, Sturge 2011] oder im Mund-Kiefer-Ge-

sichtsbereich bei Patienten mit fortgeschrittener Atrophie des Unterkiefers auf. Als se-

kundäre Krankheitsfolgen sind pathologische Frakturen bei Patienten nach Strahlenthe-

rapie (Osteoradionekrose) und unter Bisphosphonattherapie (Osteochemonekrose) zu 

werten [Abu-Id 2006, Cannon 2008, Otto 2011]. 

Eine gänzlich andere Situation stellt sich nach einer iatrogenen Unterbrechung der 

Knochenkontinuität dar. Diese meistens als Osteotomie durchgeführten Eingriffe basie-

ren auf der Durchtrennung von biologisch gesundem Knochen und Osteosynthese der 

Fragmente in einer funktionell und anatomisch korrekten Position. In der Orthopädie 

seien hier exemplarisch das Verfahren der Beckenosteotomie zur Hüftpfannenrekon-

struktion und, in Kombination mit der Distraktionsosteogenese, die Röhrenknochenver-

längerung nach Ilizarov genannt [Ilizarov 1990]. Auf dem Gebiet der Kieferchirurgie findet 
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dieses Verfahren im Rahmen von Dysgnathieoperationen und bei der Behandlung von 

Kindern mit Kraniosynostosen Anwendung [Obwegeser 2007]. 

Hat das Ausmaß eines Knochensubstanzdefektes eine kritische Größe überschritten, 

kommt es zu keiner knöchernen Regeneration im Defektbereich [Hedner 1995, Schmitz 

1986]. Insbesondere im Gesichtsbereich mit seinem hohen ästhetischen und funktionel-

len Wert werden in diesen Fällen umfangreiche Rekonstruktionsmaßnahmen notwendig. 

Diese betreffen alle Bereiche des mund-, kiefer- und gesichtschirurgischen Fachgebiets 

wie die Rekonstruktion des Viszerocraniums [Horch 2006, Meyer 2006], des Neurocrani-

ums [Schmelzeisen 1998, Williams 1999], des Alveolarfortsatzes bei Kieferspalten [Chiu 

2010, Deppe 2004a, Williams 1999] und des Alveolarfortsatzes im Rahmen der präpro-

thetischen Chirurgie [Horch 2006, Williams 1999]. Hierbei ist die Rekonstruktion mit au-

tologem Knochen, welcher entweder als avaskuläres freies Transplantat oder als mikro-

vaskulär anastomosiertes Transplantat im Defektbereich eingebracht wird zu bevorzu-

gen. Alternativ stehen auch Rekonstruktionsverfahren mit allogenen, xenogenen oder al-

loplastischen Materialien zur Verfügung [Bak 2010, Brown 2010]. Die Rekonstruktion mit 

körpereigenem Gewebe ist ein anspruchsvolles operatives Verfahren und mit einer nicht 

zu vernachlässigen Morbidität in der Empfänger- und der Spenderregion behaftet. [Meyer 

2006, Pattani 2010]. 

In etwa 10% der Frakturen kommt es zu einer verzögerten (delayed-union) bis unvoll-

ständigen (non-union) Knochenheilung [Evans 2010]. Insbesondere bei Patienten mit ei-

nem reduzierten Knochenmetabolismus in der Defektregion ist die Erfolgsrate osteosyn-

thetischer, augmentativer und rekonstruktiver Behandlungen reduziert. Zu diesem Pati-

entenklientel müssen Patienten mit systemischen Vorerkrankungen (z.B. Diabetes, Hy-

perparathyreodismus, Vitamin-D-Mangel), nach Malignommanifestation, nach Strahlen-

therapie (Osteoradionekrose), mit chronisch entzündlichen Prozessen (Osteomyelitis, 

Osteochemonekrose) und mit degenerativen Knochenerkrankungen (z.B. Osteoporose) 

im Defektbereich gerechnet werden. Während bei diesen Patienten das komplikations-

lose Einheilen von autologem Knochen, insbesondere nach mikrovaskulärer Anastomo-

sierung, ein realistisches Behandlungsziel darstellt, ist die Indikation zur Insertion allo-

plastischer Materialien, z.B. dentaler Implantate, äußerst streng zu stellen. Die Verbes-

serung und Beschleunigung der Osseointegration von autologem Knochen und alloplas-

tischem Materialien stellt eine große Herausforderung dar. 
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Völlig neue Aspekte und Ansprüche an die Knochenheilung und Osseointegration tra-

ten mit der Entwicklung von Implantaten auf, die nach ihrer Einheilung nicht von körper-

eigenem Gewebe umgeben waren, sondern die Schleimhäute und später auch die äu-

ßere Haut dauerhaft perforierten. Im Rahme der Frakturversorgung mittels Fixateur ex-

terne war eine temporäre Perforation der Haut von alloplastischen Material seit Mitte des 

19. Jahrhunderts bekannt [Malgaigne 1847] und seit Anfang des zwanzigsten Jahrhun-

derts etabliert [Freeman 1919, Parkhill 1897]. Mit Entwicklung der dentalen Implantologie 

[Branemark 1983b] war die Notwendigkeit zur Optimierung der dauerhaften Kontaktflä-

che zwischen Haut, Implantat und Knochen (Interface) gegeben [Branemark 1982]. Trotz 

einer guten immunologischen Abwehrlage im Bereich der Mundschleimhäute trat analog 

zur Parodontitis das Problem der Periimplantitis auf. Hierbei kommt es zu einer chroni-

schen bakteriellen Entzündung der periimplantären Hart- und Weichgewebe, die konse-

kutiv zu einem Verlust des stabilen Implantatinterfaces führt [Lindhe 1998]. Die Verlust-

rate enossaler Implantate beträgt innerhalb von 10 Jahren etwa 15%, wobei die Inzidenz 

der Periimplantitis bei 8-30% liegt. [Pjetursson 2004, Roos-Jansaker 2006]. Die auf-

wendige Behandlung der intraoralen Periimplantitis [Deppe 2007] zeigt, dass eine Opti-

mierung des körpereigenen Knochen-Implantat-Interfaces durch zusätzliche exogene 

Stimulation notwendig ist. 

Auf Grundlage der intraoralen Implantologie kam es zur Entwicklung der extraoralen 

Implantatprothetik zur Verankerung von Epithesen zum Ersatz von Ohr, Auge und Nase 

[Holgers 1988]. Trotz deutlich geringerer Keimbesiedelung und mechanischer Belastung 

der extraoralen Implantate zeigte sich auch hier nach 3 Jahren in ca. einem Viertel der 

Fälle eine periimplantäre Entzündung [Karakoca 2008]. Mit der Entwicklung der transder-

malen Extremitätenprothesen wird einem verlässlichen Haut-Implantat-Knochen-Inter-

face auch in der Allgemeinchirurgie [Aschoff 2009, Sullivan 2003] und Handchirurgie 

[Manurangsee 2000] eine neue Bedeutung zuteil. Die Anwendung beschichteter Bioma-

terialien zur Verbesserung und Beschleunigung der Osseointegration durch Freisetzung 

von osteoinduktiven Substanzen (z.B. Wachstumsfaktoren oder deren Plasmide) an der 

Implantatoberfläche stellt einen vielversprechenden neuen Ansatz dar [Deppe 2003a, 

Lamberg 2006, Schillinger 2008a]. 

1.1.2 Knochenaufbau 

Abgeleitet von der Funktion als Stützskelett und Schutzraum der inneren Organe muss 

der menschliche Knochen verschiedenen mechanischen Kräften widerstehen. Während 

axiale Druck- und Zugspannungen gut kompensiert werden können, stellen Torsions- und 
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Scherspannungen eine hohe Belastung dar. Die mechanischen Eigenschaften des Kno-

chens wie Elastizität und Härte unterliegen dabei alters-, belastungs- und stoffwechsel-

abhängigen Veränderungen. Angeborene Erkrankungen wie die Osteogenesis imper-

fecta [Lopez-Arcas 2009] oder die Fibrodysplasia ossificans progressiva [Billings 2008] 

zeigen überdeutlich die Auswirkungen von Störungen der Knochenbildung. 

Menschlicher Knochen besteht zu 65% aus anorganischen Mineralstoffen, zu 25% aus 

organischer Matrix und zu 10% aus Wasser. Hauptbestandteil des Mineralanteils des 

Knochens ist nanokristallines Hydroxylapatit (Ca10(PO4)6(OH)2). Die Knochenmatrix, d.h. 

der mineral- und wasserfreie organische Knochenanteil, setzt sich zu 95% aus Kollagen 

(I, V) und zu 5% aus der nicht-kollagenen Matrix zusammen. Zu Letzterer zählen neben 

Proteoglycanen, Glycoproteinen und Serumproteinen auch die Wachstumsfaktoren 

[Young 2003]. 

Knochen ist ein dynamisches Gewebe mit einem Gleichgewicht der Osteoblasten- und 

Osteoklastenaktivität [Mirtz 2011]. Durch die spezielle Anordnung von Hydroxylapatit und 

Kollagenfibrillen erhält der Knochen seine Festigkeit. Dabei vermitteln die organischen 

Anteile im Knochen die Biege- und Zugfestigkeit und der Mineralanteil die Druckstabilität 

[McKibbin 1978]. Durch die Ausrichtung der trabekulären Knochenstrukturen entlang der 

Trajektorien kann sich der Knochen auf veränderte funktionelle Belastungen einstellen. 

[Ferretti 2003, Frost 1987]. 

1.1.3 Defektheilung und Knochenregeneration 

Frakturheilung ist ein biologischer Prozess, der in der Konsolidierung des Knochens 

hinsichtlich Struktur und Funktion besteht [Mognetti 2011]. Für die Beurteilung von Kno-

chendefekten haben sich drei Parameter als relevant für Wahl des therapeutischen Vor-

gehens und entscheidend für die Erfolgsaussichten der Defektheilung erwiesen: Die me-

chanische Stabilität der begrenzenden Knochenfragmente bzw. die interfragmentäre Be-

weglichkeit, die Defektgröße bzw. die interfragmentäre Distanz sowie die Qualität der 

umliegenden Weichteile sowohl für die Abdeckung als auch für die Versorgung der De-

fektzone. Überschreitet einer dieser Parameter die kritische Grenze, ist eine Spontanhei-

lung nicht mehr möglich. 

Bei der Frakturheilung unterscheidet man die primäre und die sekundäre Heilung. Die 

primäre Regeneration wird nur bei ausreichender Blutversorgung und absoluter Ruhig-

stellung der nicht dislozierten bzw. exakt repositionierten Knochenfragmente erreicht. Sie 

verläuft ohne Kallusbildung, der Frakturspalt wird hier wie beim physiologischen Kno-

chenumbau durch in Längsrichtung vorwachsende Osteone überbrückt [McKibbin 1978]. 
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Die Knochenbruchheilung wird durch zahlreiche lokal und systemisch wirkende Mecha-

nismen gesteuert. Zeitlich und räumlich begrenzte Interaktionen von Osteoblasten mit der 

extrazellulären Matrix, sowie mit Hormonen, Cytokinen und Wachstumsfaktoren sind be-

schrieben [Abe 2000, Abiraman 2002, Akizuki 1997, Alden 1999]. 

Die häufigere Form der Knochenbruchheilung ist die sekundäre Heilung, welche in drei 

Phasen gegliedert werden kann (Abb. 1-1) [Wilkins 2005]: 

 

1. Entzündungsphase 

2. Reparative Phase 

3. Remodellierungsphase 

 

Initial wird in der Entzündungsphase der 

Frakturspalt bzw. der Knochendefekt mit ei-

nem Hämatom aufgefüllt, in das Entzündungs-

zellen, Makrophagen und Thrombozyten ein-

wandern. [Barnes 1999]. Die Organisation des 

Hämatoms erfolgt durch Einsprossen von Fib-

roblasten, Granulozyten, Mastzellen, Monozy-

ten und pluripotenten Stammzellen mesen-

chymaler Herkunft. Es kommt zu einer Aus-

schüttung von Wachstumsfaktoren und Cyto-

kinen, die den Heilungsprozess durch Steue-

rung der Zellinfiltration, Angiogenese und Zell-

differenzierung einleiten [Einhorn 1998]. 

Während der reparativen Phase erfolgt über 

einen Zeitraum von 4-6 Wochen die Knochen-

bildung durch direkte, sog. desmale Ossifika-

tion oder durch indirekte, sogenannte chond-

rale Ossifikation. Bei der desmalen Ossifika-

tion wird eine bindegewebige Matrix gebildet, während sich bei der chondralen Ossifika-

tion eine Knorpelmatrix ausformt. Diese wird zunächst in unreifen Faser- oder Geflecht-

knochen mit groben und meist nicht ausgerichteten Kollagenfibrillenbündeln umgewan-

Abb. 1-1 Frakturheilungsphasen 
am Beispiel einer doppelten Unterschenkel-
fraktur bei einem Kind: 
1. Entzündungsphase mit Hämatombildung, 

inititale posttraumatische Dislokation  
2. Reparative Phase, nach 8 Wochen inter-

fragmäntäre Kallusbildung 
3. Remodellierungsphase, nach 18 Monaten 

Remodellierung des Knochens entlang der 
Belastungslinien [Wilkins 2005] 
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delt (primäre Ossifikation). Das Ziel dieser Phase ist die zügige Überbrückung des De-

fektbereiches und Stabilisierung der Knochenfragmente durch einen die Fraktur umman-

telnden, bindegewebigen Kallus. 

Im Rahmen der Remodellierungsphase wird der Faser- oder Geflechtknochen unter 

funktioneller Beanspruchung durch reifen, hochwertigen Lamellenknochen (Schalen-, Er-

satzknochen) mit Periost und Endost ersetzt (sekundäre Ossifikation) und ggf. der Kallus 

in eine mineralisierte, reife Knochenmatrix, den Fixationskallus umgebaut. Während die-

ser Umbauphase, dem sogenannten Remodelling, welches weitere 3-4 Monate in An-

spruch nimmt, wird durch interstitielles und appositionelles Knochenwachstum der La-

mellenknochen in Form und Funktion an die umgebenden Knochenverhältnisse ange-

passt [Wilkins 2005]. 

Werden während der primären oder sekundären Knochenheilung die Grenzwerte für 

die oben beschriebenen Parameter (interfragmentäre Beweglichkeit, interfragmentäre 

Distanz, Qualität der umliegenden Weichteile) verletzt, ist eine Spontanheilung nicht 

mehr möglich und es kommt zur Ausbildung einer Pseudarthrose [Calori 2011]. 

1.1.4 Osseointegration 

Eine der Frakturheilung ähnliche Reaktion kann beobachtet werden, wenn autologes 

Knochengewebe, allogene, alloplastische oder xenogene Knochenersatzmaterialien o-

der enossale Implantate in den Knochen eingebracht oder diesem angelagert werden. 

Die Erforschung der Knochenreaktion auf das Einbringen enossaler Implantate wurde 

mit dem Aufkommen der intraoralen Implantologie zu einem Forschungsschwerpunkt 

[Branemark 1983b, Branemark 2001, Gutwald 2010]. Dabei konnte die gesamte enossale 

Integration eines Implantates in drei Phasen unterteilt werden, die eng miteinander ver-

bunden sind [Albrektsson 2001]: 

 

1. Osteoinduktion als Teil der physiologischen Knochenheilung 

2. Osteokonduktion, die eine kurzwirkende Gewebeantwort auf ein Implantat darstellt 

3. Osseointegration, die den langen Halt eines Implantates ermöglicht 

 

Osteoinduktion ist „ein Prozess, bei dem die Osteogenese induziert wird“ [Albrektsson 

2001]. Aus dem verletzten Knochen, insbesondere aus Periost und Blut, werden nicht-

kollagene Proteine und Wachstumsfaktoren in die extrazelluläre Flüssigkeit freigesetzt, 

die die Reparatur des Knochens aktivieren [Schenk 1998]. Dabei werden Osteoprogeni-

torzellen aus dem Knochenmark chemotaktisch angelockt und ihre Differenzierung zu 
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den Zielzellen der Osteogenese, den Osteoblasten, über Osteoblastenvorläuferzellen ini-

tiiert. Wichtig in diesem Zusammenhang ist, dass Zellen, sobald sie ausdifferenziert sind, 

die Migration einstellen [Davies 1998]. Eine besondere Rolle spielen bei der Osteoinduk-

tion die Gruppe der bone morphogenetic proteins (Kap. 1.2.1). Wegen ihrer osteoindu-

zierenden Eigenschaften werden diese Wachstumsfaktoren als Antwort auf ein Trauma 

oder im Rahmen des Remodelling freigesetzt. Durch die osteoinduktive Potenz besitzen 

sie sogar die Fähigkeit eine ektope Knochenbildung, z.B. in einem Muskel, zu veranlas-

sen [Albrektsson 2001, Kohara 2011, Warnke 2004]. 

 

Die Zellverteilung und das Knochenwachstum auf der Oberfläche eines Implantates 

werden durch den Begriff der Osteokonduktion beschrieben [Albrektsson 2001, Marx 

1998]. Für eine Osteokonduktion ist eine erfolgreiche Osteoinduktion notwendig. Die Vo-

raussetzung hierfür ist eine Blutanlagerung auf der Implantatoberfläche die durch den 

operativen Eingriff gewährleistet ist [Davies 1996]. Das darin enthaltene Fibrinogen wird 

zu Fibrin umwandelt, lagert sich der Implantatoberfläche an und die Zellwanderung zum 

Implantat hin wird ermöglicht [Davies 1998]. Dann folgt analog zur reparativen Phase der 

Frakturheilung das Einsprossen von Kapillaren in das umliegende Gewebe und das Ein-

wandern von Osteoprogenitorzellen in und auf das Implantat [Masuda 1998]. Dabei wir 

die Neoangiogenese durch die Wachstumsfaktoren (WF) IGF-I und -II, TGF-β und PDGF 

unterstützt [Albrektsson 2001]. Es kommt zu einer Kontraktion des vorher gebildeten Fib-

ringerinnsels, wodurch sich je nach Beschaffenheit der Implantatoberfläche, das Gerinn-

sel von dieser auch wieder ablösen kann [Davies 1998]. Im Rahmen der knöchernen 

Integration von Implantaten werden daher im Prinzip zwei Wege diskutiert, die als Dis-

tanz- und Kontaktosteogenese bezeichnet werden [Osborn 1980]. Bei der Distanzosteo-

genese differenzieren die Zellen vor dem Erreichen der Implantatoberfläche aus. Es fin-

det somit keine Zellapposition an der Implantatoberfläche statt, sondern der Kontakt wird 

durch eine extrazelluläre Matrix hergestellt [Steflik 1998]. Bei diesem Vorgang kann eine 

geringere Stabilität des Implantates resultieren, wenn es zu einer Einlagerung von Zellen 

und extrazellulärer Bindegewebsmatrix kommt, die eine Verbindung zwischen Implan-

tatoberfläche und Knochen in diesen Abschnitten nicht zulässt. Im Gegensatz dazu er-

folgt bei der Kontaktosteogenese die Knochenformation direkt an der Oberfläche des Im-

plantates. Dies wird möglich, wenn die Implantatoberfläche vor der Ausdifferenzierung 

der osteogenetischen Zellen erreicht wird [Davies 1998, Furlong 1991]. Sobald die Zellen 

zu Osteoblasten ausdifferenziert sind, beginnen sie Osteoid zu produzieren. Zunächst 
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werden Osteopontin und Sialoprotein sezerniert, dann heftet sich Kalziumphosphat an 

die Bindungsstellen dieser Proteine und bildet fächerförmige Kristalle [Davies 1998]. An-

schließend werden Kollagenfasern sezerniert, welche an dieser Schicht binden und dort 

kalzifizieren und den initialen Geflechtknochen bilden. Der Knochen ist folglich durch eine 

Kittlinien-ähnliche schmale Schicht aus amorphem Gewebe vom Implantat getrennt. 

Diese erste kalzifizierte Schicht, welche kollagenfrei, jedoch reich an Kalzium, Phosphor, 

Osteopontin und Sialoprotein ist, weist eine Dicke von 20nm bis 5000nm auf [Albrektsson 

2001, Boss 1999, Davies 1996]. Es sollte allerdings beachtet werden, dass der Erfolg der 

Osteokonduktion nicht nur von der Fähigkeit zur Knochenreparatur des Organismus, son-

dern auch von den Eigenschaften des Implantatmaterials abhängt [Albrektsson 2001]. 

 

Der letzte Prozess, die Osseointegration, setzt eine erfolgreiche Osteoinduktion und 

Osteokonduktion voraus. Er führt zu einer stabilen und langjährig anhaltenden Fixation 

des Implantates im Knochen [Albrektsson 2001]. Unabhängig davon muss die Osseoin-

tegration eines Implantates als eigenständiger, komplexer Prozess aufgefasst werden 

und nicht als das zwingende Ergebnis einer erfolgreichen Osteoinduktion und Osteo-

konduktion. Ziel ist eine möglichst umfangreiche Integration und ein Umwachsen des Im-

plantates im Knochen, wobei eine hundertprozentige Knochenanlagerung an der Implan-

tatoberfläche auch nach vielen Jahren nicht beobachtet werden konnte [Albrektsson 

2001, Schenk 1998]. Der in der Osteokonduktionsphase gebildete Geflechtknochen wird 

während der Osseointegrationphase durch Remodelling in lamellären Knochen umge-

baut und stabilisiert das Implantat [Schenk 1998]. Die Beständigkeit des Knochen-Im-

plantat-Interface hängt maßgeblich von einer guten Knochenqualität mit ausreichender 

Vaskularisation [Chung 2006, Kim 2006] und von der Konfiguration und Beschaffenheit 

der Implantatoberfläche ab [Bateli 2011, Wennerberg 2010]. Weitere Faktoren für eine 

gelungene Osseointegration sind von verschiedenen Autoren benannt worden. So wird 

auf die Vermeidung eines großen Präparationstraumas und die Notwendigkeit einer so-

fortigen Stabilisierung des Implantats, respektive die Vermeidung einer Sofortbelastung 

im Rahmen der Frakturversorgung hingewiesen, um das Entstehen einer bindegewebi-

gen Zwischenschicht zu vermeiden [Boss 1999, Branemark 1983a, Brunski 1999, 

Cameron 1973, Goldberg 1999, Gondolph-Zink 1998, Huja 1999, Linder 1989, Romanos 

2010, Schenk 1998]. 

  



Einleitung 

 

9 

1.2 Wachstumsfaktoren 

Im Jahr 1965 berichtete Urist dass Proteinextrakte aus Knochen eine Knorpel- und 

Knochenneubildung induzieren können und beschrieb erstmals die de novo Knochenfor-

mation durch heterotop implantierte, demineralisierte Knochenmatrix. [Urist 1965, Van de 

Putte 1965, Vandeputte 1965]. Es konnte eine Gruppe von osteoinduktiven Matrixprotei-

nen isoliert werden welche unter dem Begriff der „bone morphogenetic proteins" (BMPs) 

zusammengefasst wurden und zur Gruppe der Wachstumsfaktoren gehören [Urist 1971]. 

In der Folge konnten weitere Wachstumsfaktoren nachgewiesen werden die in der 

Lage sind, Knochenwachstum signifikant zu beschleunigen und stimulierend auf die Hei-

lung des umliegenden Gewebes wirken [Lind 1998, Trippel 1996, Zellin 1997c]. Es han-

delt sich hierbei um Polypeptide von 6-45 kDa, die an der Zellproliferation, -differenzie-

rung und Morphogenese von Gewebe und Organen während der Embryogenese, im 

Wachstum und im Erwachsenenalter beteiligt sind [Schliephake 2002]. Für verschiedene 

Wachstumsfaktoren konnte in zahlreichen Studien eine osteoinduktive Wirkung durch ei-

nen stimulierenden Effekt auf osteo- und chondrogene Zellen nachgewiesen werden 

[Aspenberg 1989, Isgaard 1986, Joyce 1990, Linkhart 1996, Nielsen 1994, Nilsson 1986, 

Nilsson 1987, Wildemann 2003, Yasko 1992]. Von besonderer Bedeutung sind bone mor-

phogenetic protein (BMP), transforming growth factor (TGF-ß), fibroblast growth factor 

(FGF), insulin-like growth factor (IGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), platelet 

derived growth factor (PDGF) und epidermal growth factor (EGF). [Kempen 2010]. 

Der Grad der Knochenneubildung und -resorption wird durch die Konzentration der im 

Knochen gespeicherten Wachstumsfaktoren beeinflusst [Linkhart 1996]. Die Faktoren-

konzentration im Knochen hängt von der Lokalisation, den physiologischen Bedingungen 

und nicht zuletzt dem Alter ab. Im kortikalen Knochen nehmen die Konzentrationen von 

IGF-I und TGF-β mit zunehmendem Alter ab [Nicolas 1994]. 

Den bone morphogenetic proteins wird die größte osteoinduktive Potenz zugespro-

chen welche durch Kombination verschiedener BMPs verstärkt werden kann [Israel 1996, 

Niikura 2006, Ripamonti 2001, Zhu 2004]. Aber auch durch die Kombination der Wachs-

tumsfaktoren TGF-ß 1 und IGF-I konnte ein synergistischer und damit verstärkter, stimu-

lierender Effekt auf den Knochenstoffwechsel demonstriert werden [Deppe 2004b, Deppe 

2003b]. 
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1.2.1 Bone Morphogenetic Proteins 

Bone morphogenetic proteins sind dimere Moleküle, welche aus großen Vorläufermo-

lekülen synthetisiert werden [Reddi 1998a, 1998b, Wozney 1998] und gehören zur TGF-

β Superfamilie [Rosen 1992, Thies 1992]. Das reife, biologisch aktive BMP-2 ist ein Ho-

modimer, bestehend aus zwei Untereinheiten mit jeweils 114 Aminosäuren [Scheufler 

1999]. BMPs werden in Osteoprogenitorzellen und Osteoblasten gebildet und in der ext-

razellulären Knochenmatrix gespeichert [Barnes 1999]. Im Rahmen der Knochenheilung 

werden BMP-2, -3, -4, -5, -6, -7 und -8 und ihre Rezeptoren exprimiert [Barnes 1999, 

Lissenberg-Thunnissen 2011, Yu 2010]). 

Bis heute sind 20 verschiedene BMPs bekannt von denen mindestens 7 eine osteoin-

duktive Wirkung besitzen [Kempen 2010, Riley 1996]. Der Anteil an bone morphogenetic 

proteins wird auf lediglich 1µg pro Kilogramm Knochengewebe geschätzt [Kübler 1997] 

was die Verwendung von synthetisch hergestellten Proteinen notwendig macht. Diese 

tragen das Präfix rh für rekombinantes humanes bone morphogenetic protein (rhBMP) 

[Wang 1990]. 

Die Serum-Halbwertzeit von Wachstumsfaktoren beträgt wenige Minuten bis Stunden 

[Zapf 1986], ihre Regulation erfolgt auf mehreren molekularen Ebenen und durch protea-

somale Degeneration [Chen 2004, Senta 2009]. Eine Verlängerung der Wirkdauer kann 

durch ein Trägersystem mit langsamer Freisetzungskinetik der BMP-Moleküle erreicht 

werden [Takahashi 2005]. So wurde in einem Kollagen-Schwamm mit rhBMP-2 eine an-

haltende Freisetzung von aktivem Protein mit einer Halbwertzeit von 3 - 5 Tagen nach-

gewiesen [Winn 1999]. 

Die wesentlichen Wirkungen der bone morphogenetic proteins im Muskel- und Ske-

lettsystem bestehen in der Gewebedifferenzierung im Rahmen der Embryonalentwick-

lung und der Differenzierung mesenchymaler Stammzellen zu Chondroblasten und Os-

teoblasten [Bostrom 1998, Chen 1998, Christiansen 2000, Reddi 1994]  

Im Rahmen dieses Versuches wurde das rekombinante, kommerziell erhältliche 

rhBMP-2 der Firma Induct Os® (Wyeth, Münster, Deutschland) verwendet. Es konnte ge-

zeigt werden, dass BMP-2 im Vergleich zu anderen Wachstums- und Differenzierungs-

faktoren ein größeres Potenzial zur Förderung der Knochenheilung besitzt [Kandziora 

2002c] und sich positiv auf die Frakturheilung auswirkt [Boden 1998, Garrison 2010, 

Govender 2002, Kubler 1998]. Dabei beruht die Wirkung von rhBMP-2 sowohl auf der 
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Förderung der Differenzierung osteoblastärer Zellen als auch auf die Förderung der Rei-

fung und Mineralisierung der extrazellulären Matrix und nimmt damit Einfluss auf die frü-

hen Phasen der Knochenheilung [Kandziora 2002b, Kandziora 2002c] 

In Tierversuchsmodellen konnte durch die Applikation von rhBMP-2 eine beschleu-

nigte Kallusbildung und -reifung erzielt werden [Kandziora 2002b, Murakami 2002, Zellin 

1997a, 1997b]. Dabei wird die Erhöhung der Frakturstabilität über die Beschleunigung 

der Frakturheilung und nicht über eine vermehrte Kallusbildung erreicht [Bax 1999, 

Schmidmaier 2002]. Das Ausmaß und die Geschwindigkeit der Knochenneubildung steht 

in direktem Zusammenhang mit der Menge des eingebrachten rhBMP-2 [Kübler 1997, 

Riley 1996]. 

BMP-2 und BMP-7 sind für den klinischen Einsatz freigegeben [Schmidmaier 2008]. 

Derzeitige Indikationen liegen bei der Versorgung von Pseudarthrosen, Wirbelkörperfu-

sionen und offenen Tibiafrakturen. Die Fähigkeit zur ektopen Knochenbildung und die 

hohen Kosten für rhBMP-2 machen ein zuverlässiges Trägersystem mit einer kontrollier-

ten Freisetzungskinetik erforderlich [Bishop 2007, Zioncheck 1994]. Die Erforschung des 

optimalen Trägersystems [Schmidmaier 2008], der vielfältigen Therapiekombinationen 

von Wachstumsfaktoren [Kempen 2010] und die Kombinationen von Therapieverfahren 

[Calori 2011] stellen aktuelle Fragestellungen dar.  

1.3 Gentransfer 

Zwei Probleme stehen bei der direkten Applikation von Wachstumsfaktoren im Defekt-

bereich im Vordergrund. Zum einen kann weder eine lokal überschießende Wirkung oder 

ein systemischer Nebeneffekt ausgeschlossen werden, zum anderen ist aufgrund der 

kurzen Halbwertzeit eine große Menge des rekombinanten Proteins erforderlich, was 

diese Therapieform sehr kostenintensiv macht [Evans 2011, Kawai 2003].Ein Lösungs-

ansatz besteht in der Produktion der Wachstumsfaktoren am gewünschten Wirkort durch 

Gentherapie [Hannallah 2003]. Hierzu wird die komplementäre DNA (cDNA) der Wachs-

tumsfaktoren [Dillon 1993] in Zielzellen am Wirkungsort eingeschleust und der ge-

wünschte Wachstumsfaktor im Defektbereich erzeugt [Carofino 2008]. Dieser Gentrans-

fer stellt dabei die größte technische Herausforderung dar [Kay 2001]. 

Das ideale Gentransfersystem sollte biologisch vollständig abbaubar, nicht toxisch und 

in der Lage sein, die genetische Information in die Zielzellen zu inkorporieren, um dort 

eine effiziente Genexpression erreichen zu können. Gleichzeitig sollte keines seiner 

Komponenten eine Immunantwort hervorrufen. [Brisson 1999]. Ein diesen Anforderungen 
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am ehesten entsprechendes etabliertes Gentransfersystem sind Vektoren. Dabei handelt 

es sich um Konstrukte, welche das spezifische Reportergen oder das therapeutische Gen 

in Form eines Plasmids enthalten und den Transfer dieser cDNA in die Zielzellen verbes-

sern. Wird für diesen Vorgang ein viraler Vektor genutzt, verwendet man den Begriff der 

„Transduktion“, bei der Nutzung eines nicht-viralen Vektors spricht man von „Transfek-

tion“. Der Vorteil der Plasmide besteht darin, dass sie nur transient in das Genom der 

Zelle integriert und damit nur für einen gewissen Zeitraum wirksam werden [Carofino 

2008]. 

Ein erfolgreicher Gentransfer mit Genexpression führt zu einer kontinuierlichen und 

lokal begrenzten Synthese von osteoinduktiven Wachstumsfaktoren. Dabei ist davon 

auszugehen, dass bei der körpereigenen Produktion von Wachstumsfaktoren eine echte 

posttranslationale Modifikation durchgeführt wird und im Gegensatz zur Verwendung von 

rekombinantem Protein eine immunogene Verunreinigung mit inaktiven, fehlgefalteten 

Proteinen ausbleibt. Zudem wird die Sicherheit bei der Verwendung von Wachstumsfak-

toren erhöht, da die lokale Produktion der osteogenen Proteine in annähernd physiologi-

scher Konzentration die Wahrscheinlichkeit einer systemischen Verbreitung mit ektoper 

Knochenbildung reduziert [Evans 2010]. Für die in vivo Implantation (Abb. 1-2) wird der 

Vektor meist in ein biokompatibles und ggf. resorbierbares Trägermaterial eingebracht. 

Zur Verfügung stehen natürliche Polymere (Kollagen, Hyaloronsärure, Fibrin), anorgani-

sche Materialien (Calziumphosphat, Bioglass) und synthetische Polymere (PDLLA) 

[Seeherman 2005]. Da BMP-2 zu einer Verbesserung der Knochenheilung um enossale 

Implantate führen kann [Junker 2009] ist die Applikation von Vektoren auf einer Titan-

oberfläche eine sinnvolle Erweiterung des therapeutischen Spektrums [Kolk 2007]. 

Abb. 1-2 Varianten des Gentransfers 
Es stehen zwei Varianten des Gentransfers 
zur Verfügung: Beim in-vivo Verfahren wird 
der Vektor entweder als frei Suspension 
oder gebunden an ein Trägermaterial 
(GMA: Gen-Aktivierte-Matrix) direkt am Wir-
kungsort appliziert; beim ex-vivo Verfahren 
werden im klassischen Verfahren (Traditio-
nal, links oben) Zellkulturen in vitro gene-
tisch modifiziert und dann meist auf einem 
Trägermaterial eingebracht, im beschleu-
nigten Verfahren (Expedited, links unten) 
wird körpereigenes Gewebe (v.o.n.u.: 
Knochenmark, Muskel oder Fett) intraope-
rativ genetisch modifiziert und direkt in den 
Defekt eingebracht. Auf eine zweite Opera-
tion, das Anlegen einer Zellkultur und die 
Verwendung eines Trägermaterials kann 
hierbei verzichtet werden. [Evans 2010, 
Kolk 2007] 
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1.3.1 Viraler Gentransfer 

Mit ihrer Fähigkeit, körperfremde Erbinformation in Zellen einzubringen stellen Viren 

ein sehr effizientes Transfersystem dar [Knoell 1998]. Zahlreiche in vivo Studien an Tie-

ren mit viralem BMP-2 Gentransfer konnten zeigen, dass es zu einer Beschleunigung der 

Knochenregeneration bzw. einer ektopen Knochenbildung kommt [Alden 1999, Dragoo 

2003, Luo 2011, Musgrave 1999, Varady 2002]. Hierzu werden virale Vektoren verwen-

det, denen die Fähigkeit zur Replikation genommen wurde [Tabin 1982, Wei 1981]. 

Der Vorteil des viralen Gentransfers (Abb. 1-3), mit Hilfe der hocheffizienten viralen 

Transduktionssysteme therapeutische Gene in den Zielzellen zu exprimieren, stellt sich 

hinsichtlich einer möglichen Mutagenese, oder durch unkontrollierten Einbau viraler oder 

therapeutischer DNA in das menschliche Genom, als Risiko dar [Cooke 2001, 

Kimmelman 2005, Mitani 2002]. So besteht die Gefahr, dass Viren die Fähigkeit zur Rep-

likation wiedererlangen und zu Infektionen beim Patienten führen. Des Weiteren besteht 

die Möglichkeit, dass virale Gensequenzen in das Genom der Wirtszelle integriert und so 

unkontrolliert weitergegeben werden, unter Umständen sogar maligne Transformationen 

hervorrufen oder direkt zum Tode führen [Knoell 1998]. Darüber hinaus kann der Vektor 

selber wie auch das therapeutische Protein eine schwere Immunreaktion hervorrufen 

[Brown 2002, Kimmelman 2005, Simon 1993, Worgall 1997]. Bei etwa 1500 klinischen 

Gentherapie-Studien am Menschen seit der Erstbeschreibung der Gentherapie am Men-

schen [Rosenberg 1990] kam es zu zwei Gentherapie-assoziierten Todesfällen [Evans 

2008, Raper 2003]. 

Die ex vivo Anwendung der viralen Transduktion, im Rahmen des in vitro tissue engine-

erings oder intra operationem, führt nicht zu einer Verringerung der Risiken einer viralen 

Abb. 1-3 Viraler Gentransfer 
Die therapeutische DNA (New gene) 
wird integriert in die virale DNA (Viral 
DNA) im viralen Vektor bis den 
Zellkern (Nucleus) der Zielzelle trans-
portiert. Dort erfolgt die Synthese des 
therapeutischen Proteins. Der Vektor 
kann dabei in-vivo oder ex-vivo 
eingebracht werden (Abb. 1-2). 
[Kimmelman 2005] 
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Gentherapie. Die trotzdem notwendige Implantation der transduzierten Zellen an den Wir-

kort beinhaltet die gleichen Risiken wie der direkte in-vivo Gentransfer [Dragoo 2003]. 

Letztlich ist auch zu beachten, dass trotz der deutlich geringen Koste, im Vergleich zur 

Verwendung des rekombinanten Proteins die viralen Vektoren in einem aufwändigen und 

kostenintensiven biologischen Verfahren hergestellt werden müssen [Kawai 2003]. Eine 

Alternative stellt der nicht-virale Gentransfer dar bei dem keine originären Komponenten 

eines viralen Vektors oder der viralen DNA inkorporiert werden. 

1.3.2 Nicht-viraler Gentransfer 

Für den Einsatz am Menschen bietet der nicht-virale Gentransfer deutliche Vorteile 

hinsichtlich möglicher unerwünschter Nebenwirkungen. Die nicht-viralen Gentransfersys-

teme besitzen nur geringe oder gar keine Immunogenität. Im Gegensatz zu viralen Vek-

toren werden die Plasmide nicht stabil ins Genom der Zelle integriert, sondern verbleiben 

episomal im Zytoplasma [Ledley 1995]. Ein nicht zu unterschätzender Vorteil ist außer-

dem, dass sie im Vergleich zu viralen Vektoren einfacher und preiswerter herzustellen 

sind [Gao 2007]. Ein Nachteil aller nicht-viralen Gentransfersystem besteht darin, dass 

sie eine vergleichsweise geringe Transfektionseffizienz mit kurz dauernder Genexpres-

sion aufweisen [Hannallah 2002, Stiehler 2006] 

Zu den nicht-viralen Gentransfersystemen gehören der direkte Transfer von Plasmid-

DNA („naked DNA“), die Applikation von eingekapselter Plasmid-DNA , die Mikroinjektion 

von künstlichen Chromosomen [Co 2000] und die Verwendung von selbstaggregierenden 

Komplexen (Abb. 1-4) [Eliyahu 2005]. 

Die einfachste Form des nicht-viralen Gentransfers stellt dabei der direkte DNA-Trans-

fer von Plasmid-DNA dar. Dies kann entweder durch intravenöse Injektion, Mikroinjektion, 

Electropolation, Ultraschall oder Einschießen von DNA beschichteten Metallpartikeln 

(„gene gun“) durchgeführt werden [Mehier-Humbert 2005a, Mehier-Humbert 2005b]. 

Nachteilig ist die geringe Genexpression aufgrund des raschen Abbaus durch Serumnuk-

leasen [Godbey 2000]. Bei intravenöser Injektion beträgt die Halbwertszeit beispielsweise 

weniger als 10 Minuten [Kawabata 1995]. Am erfolgreichsten und häufigsten werden, wie 

auch in dem hier beschrieben Versuchsansatz, selbstaggregierende Komplexe in Form 

kationischer Liposome und kationischer Polymere eingesetzt. 
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1.3.2.1 Selbstaggregierende Komplexe 

Selbstaggregierende Komplexe bestehen aus Nukleinsäuren und synthetischen Trä-

gersubstanzen [Luo 2000]. Elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den unter-

schiedlich geladenen Komponenten führen zur Bildung von Komplexen bei denen zwei 

Gruppen unterschieden werden: Die liposomal basierten „Lipoplexe“ haben einen Durch-

messer von 200-2000nm [Eliyahu 2005] während die in diesem Versuch verwendeten 

Trägersubstanzen auf Polymerbasis einen „Polyplex“ mit einen Durchmesser von 60-

110nm bildeten [Honig 2010]. Polyethylenimin (PEI) hat sich in den letzten Jahren wegen 

seiner hohen Transfektionsrate als eine der effizientesten Trägersubstanzen für Nuklein-

säuren etabliert [Boussif 1995]. Das PEI-DNA-Polyplex bindet nach Kondensation unspe-

zifisch an negativ geladene Proteoglykane der Zelloberfläche [Kopatz 2004, Mislick 1996] 

in die es durch Endozytose aufgenommen wird [Tang 1997]. Im Endosom erfolgt die Frei-

setzung der nicht-viralen Genvektoren, welche zur Aufnahme in das Zytoplasma führt 

[Akinc 2005]. Die finale Barriere stellt die Zellkernmembran dar. Während der Mitose 

kommt es zu einer partiellen Auflösung der Membran durch die die Plasmid-DNA hin-

durchtreten kann [Brunner 2000]. In der Interphase hingegen muss der aktive Transport 

durch den Kernporenkomplex erfolgen Nach dem Einschleusen der Plasmid-DNA in den 

Zellkern kommt es zur Transkription und die Synthese der Wachstumshormone kann ein-

geleitet werden [Eliyahu 2005, Lam 2010]. 

In vitro und in vivo zeigten die non-viralen Transportsysteme oftmals nur eine geringe 

Transfektionseffizienz und teilweise zytotoxische Effekte [Dincer 2005]. 

Die Verringerung der Zytotoxizität konnte durch die Entwicklung von copolymer pro-

tected gene vectors („COPROGs“), erreicht werden (Abb. 1-4). Dabei wird in einem zwei-

ten Schritt der Autoaggregation das außen positiv geladene PEI-DNA-Polyplex von ei-

nem Hüllpolymer, dem protective copolymer (PROCOP) umgeben. Durch den Einsatz 

Abb. 1-4 Aufbau COPROGS 
Schematische Darstellung der Autoaggregation 
eines Copolymer geschützten Genvektors (copo-
lymer protected gene-vectors) Negative gela-
dene Plasmid DNA (rot) wird von Polyethyl-
eniminsequenzen (schwarz) umgeben. Es bildet 
sich ein PEI-DNA-Polyplex. 
In einem zweiten Schritt wird dieser außen positiv 
geladene Polypex von negativ geladenen Copo-
lymeren (rosa) umlagert. [Honig 2010] 
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des PROCOP wird der Polypex zusätzlich weitgehend vor Interaktionen mit Serumprote-

inen und vor Opsonierung geschützt, was zu einer Verlängerung der Halbwertszeit führt 

[Finsinger 2000, Godbey 2000, Honig 2010]. 

1.3.2.2 PDLLA als biodegradierbare Beschichtung 

Für die klinische Anwendung der COPROGs ist die Applikation auf einem Trägerma-

terial notwendig. In in vitro und in vivo Studien erwiesen sich unter anderem Kollagen-

schwämme [Scherer 2002], Poly (D,L-Laktid) [Kolk 2007] und Fibrinkleber [Schillinger 

2008b] als geeignet. 

Für die stabile Beschichtung metallischer Impantatoberflächen kam das biodegradier-

bare und biokompatible Poly (D,L-Laktid) Resomer® R203® (Boehringer®-Ingelheim 

Pharma GmbH & Co. KG, Ingelheim am Rhein, Deutschland) zur Anwendung. Es konnte 

gezeigt werden, dass sowohl die Aufnahme von COPROGs als auch eine Freisetzung 

der Plasmid-DNA mit Transfektion der Zielzellen erfolgt [Kolk 2007]. Dabei konnte ein 

Verbund zwischen Implantatoberfläche und dem PDLLA erzielt werden, bei dem sich bei 

der Insertion dentaler Implantate das Trägermaterial nicht mechanisch von der Titanober-

fläche löst, sondern die COPROGs ihre osteogene Wirkung direkt am Knochen-Implan-

tat-Interface entfalten können [Kandziora 2002a, Schmidmaier 2006, Schmidmaier 

2001a, Wildemann 2004]. In der vorliegenden Studie wurde das in einen nicht-viralen 

Genvektor (COPROG) integrierte BMP-2-Plasmid mit PDLLA als Trägermaterial ex vivo 

und in vivo auf einer Titanbasis eingesetzt [Kolk 2011]. 

1.4 Polychrome Sequenzmarkierung 

1.4.1 Technik der polychromen Sequenzmarkierung 

Die polychrome Sequenzmarkierung ist ein dynamisches Verfahren zur Beurteilung 

von Knochenwachstum im zeitlichen Verlauf. Dazu ist die Gabe fluoreszierender Sub-

stanzen, sogenannter Fluorochrome, notwendig die einen Chelat-Komplex mit dem freien 

Kalzium im Bereich des sich neu bildenden Knochens eingehen. Werden die Substanzen 

zu definierten Zeitpunkten appliziert, ist eine zeitliche Zuordnung des neu gebildeten Kno-

chens zu einem Zeitintervall möglich [Rahn 1976]. 

Die grundlegenden Arbeiten zur Fluoreszenz des Knochens und der intravitalen Kno-

chenmarkierung wurden bereits Mitte des zwanzigsten Jahrhundert durchgeführt und 

dienten in erster Linie der monochromatischen Darstellung von Knochenwachstum und 

Frakturheilung. [Armstrong 1966, Bachman 1965, Frost 1968, 1969, Harris 1960, Hattner 
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1962, Prentice 1965]. Die bis dato einzige, für die Anwendung am Menschen zugelas-

sene, Fluorochromklasse stellt die Gruppe der Tetracycline dar. Dies erlaubte eine um-

fassende Erforschung multipler Knochenerkrankungen wie Osteopetrose, Osteoporose, 

Osteomalazie oder Osteogenesis imperfecta [Frost 1969, 1992]. Die Weiterentwicklung 

der Technik zu einer polychromatischen Darstellung, durch die sich der zeitliche Ablauf, 

die Knochenwachstumsrichtung und eine qualitative und quantitative Analyse des Kno-

chenwachstums durchführen ließen, wurde umfassend von Rahn beschrieben. Diese Un-

tersuchungen enthielten auch die Beurteilung der bekannten Fluorochrome hinsichtlich 

Ihrer Fluoreszenzeigenschaften, Toxizität und Kombinierbarkeit [Rahn 1976]. 

Eine weite Verbreitung erlebte die Technik mit der Entwicklung des tissue engenee-

rings [Reddi 1991], der Entdeckung der osteoinduktiven Wachstumsfaktoren [Urist 1965] 

und der Erforschung der Osseointegration [Branemark 1983a]. Mit Hilfe der konventio-

nellen Knochenhistologie konnte man die chronologische Abfolge der beobachteten Ver-

änderungen im Wachstumsmuster nur ungenügend darstellen. Die Färbung nach Levai-

Laczko erlaubte lediglich die Differenzierung zwischen neu gebildetem und ortständigem 

Knochen [Laczko 1975]. Zudem war die Explantation des Gewebes notwendig was un-

weigerlich zum Ende des Versuchs führte. Dabei waren gerade diese Untersuchungen 

auf eine hohe zeitliche Aufschlüsselung der Knochenumbauvorgänge angewiesen. Mit 

nicht-invasiven bildgebenden Verfahren wie der konventionellen Röntgenuntersuchung, 

nuklearmedizinischen Darstellungen oder durch Biolumineszenz kann keine detaillierte 

Darstellung des Knochengewebes auf mikroskopischer Ebene angefertigt werden 

[Baschong 2001a, Baschong 2001b, van Gaalen 2010]. Diese Lücke konnte durch die 

polychrome Sequenzmarkierung geschlossen werden. 

Die Applikation der Fluorochrome kann oral oder parenteral erfolgen. Bei der parente-

ralen Verabreichung bei Kleintieren ist die subkutane Gabe, bei größeren Tieren die in-

travenöse Gabe der intramuskulären Applikation vorzuziehen. Der Abstand zwischen 

zwei Färbungen sollte bei kleinen Tieren 5-10 Tage betragen, wobei die letzte Flu-

orochromgabe 1-2 Tage vor Opferung erfolgen sollte [van Gaalen 2010]. 

Um eine möglichst hohe räumliche und zeitliche Auflösung zu erhalten war es notwen-

dig die intravitale Färbung zu optimieren [Pilolli 2008]. Bis zu sieben verschiedene Flu-

orochrome können mittels Spektraler Bildanalyse dargestellt werden, während mit kon-

ventioneller Auflichtfluoreszenzmikroskopie eine Differenzierung von bis zu vier Flu-

orochromen möglich ist [Pautke 2005]. 
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Je höher die Anzahl der verwendeten Fluorochrome desto schwieriger ist die Auswer-

tung, da die einzelnen Farben nicht sicher getrennt werden können. Eine eindeutige Dar-

stellung gelingt oft nur im Bereich des Lamellenknochens bei dem die Knochenapposition 

bandenförmig verläuft. Während der Kallus- und Geflechtknochenbildung im Rahmen der 

initialen Knochenheilung sind diese Wachstumsbanden nicht vorhanden. 

Ein Standard zur polychromen Sequenzmarkierung konnte bis heute nicht etabliert 

werden. Die Auswertung der Proben erfolgt in erster Linie mittels konventioneller Auflicht-

fluoreszenzmikroskopie oder konfokaler Laser Scanning Mikroskopie [van Gaalen 2010]. 

1.4.2 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie 

Das Prinzip der Konfokalen Mikroskopie wurde bereits 1955 entwickelt um die Auflö-

sung die durch konventionelle Mikroskope erreicht werden konnte zu verbessern [Minsky 

1988]. Erst durch die Einbindung von leistungsfähigen Computern zur Datenerhebung, -

speicherung und -auswertung konnte sich die Konfokale Laser Scanning Mikroskopie in 

ihrer heutigen Form etablieren [Jones 2005]. 

Das Fluorochrom in der Probe wird mittels eines Lasers definierter Wellenlänge ange-

regt (Abb. 1-5). Der Strahlenexpander erhöht den Durchmesser des Laserstrahls, um die 

Größe des Objektivs auszunutzen. Der Ortsfilter dient dabei der Rauschunterdrückung. 

Das Objektiv fokussiert den Strahlengang auf die Probe. Das emittierte Licht wird dann 

über einen Strahlenteiler, der nur für Licht mit Wellenlängen über- oder unterhalb defi-

nierter Parameter durchgängig ist, in Richtung des Photodetektors geleitet. Bevor das 

Licht auf den Photodetektor trifft muss es eine Lochblende (das sogenannte Pinhole) 

passieren die ober- und unterhalb der Fokusebene liegendes Licht eliminiert. Durch ein 

rasterförmiges Abtasten der Probe wird auf diese Weise im Computer ein Gesamtbild 

Abb. 1-5 Schematische Darstellung eines Konfokalen Mikroskops 
 Modifizierte Darstellung [Jones 2005] 

Probe   Objektiv 

Pinhole 

Detektor 

Strahlenteiler   Ortsfilter 

Strahlenexpander 

Strahlengang in der Fokusebene 

Strahlengang außerhalb der Fokusebene 
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errechnet. Auch eine dreidimensionale Darstellung der Probe ist möglich, wenn die Fo-

kusebene in die Tiefe des Präparates gelegt wird [Jones 2005]. 

Im Gegensatz zu einem konventionellen Mikroskop wird die Abbildungsqualität in ei-

nem CLSM nicht ausschließlich durch die Optik beeinflusst, sondern z.B. auch durch die 

konfokale Blende (Pinhole) und die Digitalisierung der Objektinformation (Pixelgröße). 

Das Rauschen des Lichts (Laserrauschen bzw. Schrotrauschen des Fluoreszenzlichts) 

hat ebenso Einfluss auf die Qualität der Aufnahmen. 

In der Knochenforschung wurde die Konfokale Laser Scanning Mikroskopie 1985 ein-

geführt [Boyde 1985]. Detaillierte histomorphometrische Darstellungen des Aufbaus der 

Spongiosa [Smith 2006], des Knochenimplantatinterfaces [Piattelli 1994], der Osseoin-

tegration von Knochenersatzmaterial [Gorustovich 2007] und der Knochenstruktur der 

Kieferknochen [Pilolli 2008] wurden angefertigt. 

Einen hohen Stellenwert hat die Konfokale Laser Scanning Mikroskopie in der Darstel-

lung zellulärer und subzellulärer Strukturen bei der durch Immunofluoreszenz die Lokali-

sation und Verteilung von Proteinen in Zellen in hoher Auflösung möglich ist. Dabei kön-

nen die Strukturen der knochen- und knorpelbildenden Zellen [Jones 2005] wie auch aller 

anderen Gewebe in höchster Auflösung dargestellt werden [Tovey 2005]. 
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2 Problem, Fragestellung und Ziel der Arbeit 

2.1 Auswertung der polychromen Sequenzmarkierung mit dem 
Konfokalen Laser Scanning Mikroskop 

In der vorliegenden Arbeit soll gezeigt werden, welche Möglichkeiten und Vorteile die 

Konfokale Laser Scanning Mikroskopie in der Auswertung einer polychromen Sequenz-

markierung besitzt. 

Die konventionelle Auflichtfluoreszenzmikroskopie gerät bei der Beurteilung einer po-

lychromen Sequenzmarkierung des Geflechtknochens schnell an ihre Grenzen. Während 

die Differenzierung von bis zu vier Fluorochromen im Lamellenknochen wegen des klar 

abgegrenzten bandenförmigen Knochenwachstums gut möglich ist, sind die verwobenen 

Kalzifizierungen des Geflechtknochens in der Reparationsphase nicht beurteilbar. Die 

Ursache hierfür sind Überlagerungen der Fluorochrome. Während beim Auflichtfluores-

zenzmikroskop das Licht röhrenförmig in das Präparat eindringt und alle Fluorochrome 

anregt kann durch das CLSM eine schmale, scheibenförmige Schicht überlagerungsfrei 

abgebildet werden (Abb. 2-1). Eine Anwendung auf die polychrome Sequenzmarkierung 

des Knochenwachstums mit mehr als zwei Fluorochromen, sowie unter dem Einfluss von 

Wachstumsfaktoren ist bis dato nicht beschrieben. 

Neben der klaren Differenzierung liegt die zweite Herausforderung in der Darstellung ei-

ner möglichst großen Anzahl verschiedener Fluorochrome in einer einzigen Messung. 

Hierfür müssen nicht nur Exzitations- und Emissionsspektren der Fluorochrome bekannt 

sein, sondern erst die Kombination aus Fluorochrom, verwendeten Laserlinien und Filtern 

ermöglicht eine detaillierte Darstellung. Je mehr Fluorochrome zur polychromen Se-

quenzmarkierung zur Verfügung stehen, desto höher ist die zeitliche Auflösung der Kno-

chenwachstumsvorgänge. 

Abb. 2-1 Problem der Überlagerung 
Vergleichende Darstellung der Exzitationsregion eines Auflichtfluoreszenz-mikro-
skops und eines CLSM im markierten Knochen (schwarz) 
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2.2 Zeitlicher Ablauf der Knochenheilung unter Einfluss von 
rhBMP-2 aus non-viralem Gentransfer 

In der vorliegenden Arbeit soll neben der Verfahrensetablierung weiterhin gezeigt wer-

den, welchen Einfluss BMP-2-Plasmid aus non-viralem Gentransfer im Vergleich zu di-

rekt appliziertem rhBMP-2 auf den Zeitpunkt der Knochenwachstumsaktivität eines criti-

cal-size-defects am Rattenunterkiefer hat. 

Die Osteoinduktion stellt eine Bedingung für die Frakturheilung und die erfolgreiche 

Osseointegration von Implantaten dar. Insbesondere für dentale Implantate mit ihrem 

weiten Indikationsspektrum in der präprothetischen Chirurgie ist ein stabiles Knochen-

Implantat-Interface essentiell. Zum einen werden über diese Schnittstelle die Kaukräfte 

verteilt, zum anderen bildet der Knochen in Kombination mit den Weichgeweben eine 

Schutzbarriere gegen das Eindringen von Keimen der Mundhöhle. Ein dichtes Interface 

erhöht den Schutz der periimplantären Gewebe vor einer Periimplantitis, die konsekutiv 

zum Verlust des Implantates führen kann. 

Aufgrund der demographischen Entwicklung ist davon auszugehen, dass die Zahl der 

Patienten mit onkologischen Vorerkrankungen, chronisch entzündlichen und degenerati-

ven Knochenerkrankungen oder einer kompromittierten Knochenheilung Frakturen erlei-

den oder eine implantatgetragene prothetische Versorgung indiziert ist. Insbesondere da-

mit auch bei fortgeschrittener Zahnlosigkeit keine weitere Minderung der Lebensqualität 

eintritt. Hierzu ist aktuell oft eine Optimierung des Knochenlagers durch Transfer von au-

tologem Knochen notwendig. Durch Verwendung des Wachstumsfaktor BMP-2 wäre es 

möglich die Prognose sowohl des Knochentransfers, also auch der Osseointegration der 

Implantate im ersatzschwachen Knochenlager zu verbessern. Um die Risiken und Kosten 

einer derartigen Therapie zu minimieren, soll die Anwendung von BMP-2 aus non-vira-

lem-Gentransfer überprüft werden. 

Zur Anwendung kam ein etabliertes Knochendefektmodell im Kieferwinkel der Ratte, 

wobei unterschiedliche Konzentrationsverhältnisse von BMP-2-Plasmid angewendet 

wurden, um die effektivste Dosis für einen positiven Einfluss auf die Knochenregeneration 

zu ermitteln. Zielgrößen waren die Knochenwachstumsaktivität im Defektbereich als Aus-

druck der Knochenwachstumsaktivität, die mittels polychromer Sequenzmarkierung im 

zeitlichen Verlauf dargestellt wurde. Des Weiteren soll diese tierexperimentelle Studie 

zeigen, ob ein Implantat als Träger für eine gentransferierende Beschichtung zur Förde-

rung der Knochenregeneration langfristig als Behandlungsalternative am Menschen ge-

eignet ist. 
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3 Material und Methode 

3.1 Polychrome Sequenzmarkierung und CLSM 

3.1.1 Fluorochrome 

Von den bekannten Fluorochromen wurden sechs gewählt, bei denen die subkutane 

Gabe bei Tierversuchen etabliert ist (Tab. 3-1). 

Tab. 3-1 Fluorochrome 

 

Zur Vorbereitung einer Auswertung mittels CLSM war es notwendig nicht nur die Exziti-

ations- und Emissionsmaxima der Fluorochrome zu kennen, sondern auch den individu-

ellen Verlauf der Exzitations- und Emissionskurven zu bestimmen. Die Fluorochrome 

wurden zunächst auf ein halbes Kilogramm Körpergewicht dosiert, in 1ml aqua dest. in 

Lösung gebracht und auf einen physiologischen pH-Wert von 7,4 eingestellt. Um den 

möglichen Einfluss einer Autofluoreszenz des Rattenknochens auszuschließen wurden 

sie mit frisch entnommenem und fein gemahlenem Rattenknochen von Sprague-Dawley-

Ratten vermischt. Die Zerkleinerung des Rattenknochens ist notwendig, da sich die Flu-

oreszenzeigenschaften der Fluorochrome erst durch die Chelatkomplexbildung mit 

freiem Kalzium ausbilden. Hierfür kam eine Schwingmühle für Hart- und Weichgewebe 

zur Anwendung die uns vom Centrum Muskulo Skelettale Chirurgie der Klinik für Ortho-

pädie am Campus Charité-Mitte und der Klinik für Unfall- und Wiederherstellungschirur-

gie am Campus Virchow-Klinikum (Berlin) zur Verfügung gestellt wurde. Eine visuelle 

Kontrolle des Erfolgs der Fluoreszenzmarkierung wurde mit einem konventionellem Auf-

lichtfluoreszenzmikroskop Axioskop 2 (Zeiss, Deutschland) und einer UV-Halogenlampe 

HBO 100 (Zeiss, Deutschland) unter Verwendung des Filtersatzes 01 (Zeiss, Deutsch-

land) durchgeführt. 

Fluorochrom Handelsnummer Dosierung [mg/kg] Excit [nm] Em [nm] 

Calzeinblau M1255 30 373 420-440 

Xylenolorange 227854 90 440/570 610 

Calzeingrün C0875 15 494 517 

Alizarinkomplexon A3882 30 530-580 624-645 

Rolitetracycline R2253 25 390-425 520-560 

BAPTA A4926 75 200-325 410-550 

Subkutan applizierte Fluorochrome mit Dosierungen und dem jeweiligen Exzitations- (Excit) und Emissi-
onsmaxima (Em) [Pautke 2005] 
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Zur Bestimmung der Emissions- und Exzitationseigenschaften wurde das Fluores-

zenzspektrometer Fluorolog® (Horiba Jobin Yvon, Japan) und die Software Datamax (Ho-

riba Jobin Yvon, Japan) verwendet, welche uns vom Institut für Physik der Technischen 

Universität München zur Verfügung gestellt wurden. Die Darstellung der Emissions- und 

Exzitationsspektren wurde mit Microsoft Excel (Microsoft, Redmont, USA) durchgeführt. 

3.1.2 Polychrome Sequenzmarkierung 

Mit den aus dieser Untersuchung gewonnenen Daten konnten nun im Rahmen von 

Vorversuchen eine sechsfach polychrome Sequenzmarkierung durchgeführt werden. 

Dazu wurde den Tieren im Abstand von einer Woche Calzeinblau, Xylenolorange, Calz-

eingrün, Alizarinkomplexon, Rolitetracyclin und BAPTA verabreicht. 

Die Farbstoffe wurden als 3%ige Lösungen in 2%iger NaHCl3 durch einen Einmal-

Filter (0,45nm, Schleicher&Schuell GmbH, Dassel, Germany) in das subkutane Gewebe 

des Rückens injiziert. Den Injektionslösungen wurde jeweils Lidocain als Lokalanästheti-

kum beigemischt. 

3.1.3 Herstellung der histologischen Präparate 

Es wurde das Einbettverfahren mit Methylmethacrylat (MMA) nach einem standardi-

sierten Protokoll der Anatomischen Anstalt der LMU München (Prof. Dr. Milz) verwendet 

(Tab. 3-2). 

Tag Medien 

1-2.  100% Methanol.  

3.  70% Ethanol, abends 80%Ethanol  

4.  90% Ethanol  

5+6.  100% Ethanol  

7/-8.  Aceton (reinst)  

9-12.  Einlegen in MMA (Vakuum)  

12-15.  Wechsel des MMA (Vakuum)  

15-22.  Einbettgemisch (Vakuum)  

22.  Erneuerung des Einbettgemisches (Vakuum) Wasserbad  

ab 23./24. Polymerisation im Wärmeschrank  

25.  Aushärten im Brutschrank (37 Grad)  

ab 27.  Anfertigung der Schliffpräparate  

Tab. 3-2 MMA-Einbettverfahren der Anatomischen Anstalt München 

Die denudierten Knochenproben wurden zunächst in 100% Methanol bei 4 Grad fixiert , 

dann in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert und in ein Gemisch aus 100ml 

MMA, 25ml Plastoid und 3,5g Benzoylperoxid eingebettet. Die polymerisierten MMA-Blö-

cke wurden dann mit einer Standstichsäge in Zylinderform zugeschnitten. Hierbei war im 
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Rahmen des Hauptversuchs besonders auf die sorgfäl-

tige Ausrichtung der Präparate im MMA-Block zu achten, 

um später die Schnitt in der gewünschten Schichtung an-

fertigen zu können. Danach wurden die Zylinder mit Cya-

nolit–Kleber auf die für die Leica® SP 1600 Innenloch-

säge (Abb. 3-1) bestimmten Messingblöcke geklebt. Mit 

Hilfe eines speziellen Mikrotoms wurden nach Aushär-

tung der Einbettmasse 100±10μm dicke koronare 

Schnitte der unentkalkten Knochen gemäß der Säge-

Schlifftechnik nach Donath und Breuner [Donath 1982] 

angefertigt. Der 5 mm durchmessende critical-size-defect am Kieferwinkel konnte so in 

13 – 14 Schnitte vollständig durchgeschichtet werden (Abb. 3-2). Für die polychrome Se-

quenzmarkierung wurden mit einer Präzisionsmikroschleifmaschine (Fa. Exact, Nor-

derstedt, Deutschland) 80µm starke Schliffe angefertigt. Die Eindeckelung erfolgte mit 

VECTASHIELD® Mounting Medium (Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA). 

3.1.4 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie 

Für die Erstellung des gesamten Fluorszenzbildmaterials konnte ein LSM 510 META 

NLO (Fa. Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland) am Light Microskopie Centre der Eidge-

nössischen Technischen Hochschule (ETH) Zürich, Schweiz, genutzt werden. Für die 

Bildakquise stand die digitale Mikroskopkamera AxioCam (Fa. Carl Zeiss GmbH, Jena, 

Deutschland) zur Verfügung. Die Bearbeitung der Bilder erfolgte mit der AIM 4.2 Bildan-

alyse Software (Fa. Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland). 

Bei diesem Gerät handelt es sich um ein konfokales Laser Scanning Mikroskop mit 

einem Metadetektor und einer nicht linearen Optik (NLO). Durch den Metadetektor 

Abb. 3-1 Innenlochsäge 

Abb. 3-2 Orientierung der Präparate 
Koronare Ausrichtung der Präparate zum critical-size-defect (rot) am 
Rattenunterkiefer (gelb) 
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können die verschiedenen 

Fluorochrome in bis zu 6 

getrennten Kanälen detek-

tiert werden. Bei der nicht li-

nearen Optik handelt es 

sich um den Chamelon-

Multiphotonen-Laser (Co-

herent Inc., Santa Clara, 

USA), mit dem individuelle 

Exzitationslaserlinien ein-

gestellt werden können. 

Um eine Trennung der 

Fluorochrome bei weit 

überlappenden Emissionsspektren zu erzielen, steht bei diesem System das sogenannte 

Emission Fingerprinting zur Verfügung, bei dem es sich um eine Weiterentwicklung im 

Rahmen der Metadetektion handelt. Zunächst wird die Emission über einen wählbaren 

Lichtwellenbereich in 10nm Schritten gemessen. Der Bildstapel der auf diese Weise ge-

neriert wird, wird als Lambda Stack bezeichnet. Für jeden Pixel des Lambda Stacks kann 

nun das Emissionsspektrum bestimmt werden. Das System verfügt über eine Emissions-

spektren-Referenzdatenbank, die mit den gemessenen Kurven abgeglichen werden 

kann. Die in diesem Versuch verwendeten Fluorochrome sind in dieser Datenbank nicht 

enthalten, vermutlich, weil der Fokus dieser Technik auf der Immunofluoreszenz liegt. 

Alternativ können verschiedenen Emissionsspektren über eine automatische Automatic 

Component Extraction (ACE) ermittelt werden. Diese Spektren wurden dann, mit den in 

den Vorversuchen durch das Flu-

oreszenzspektrometer ermittel-

ten Spektren abgeglichen und 

den Fluorochromen zugeordnet. 

Sind die Emissionskurven den 

Fluorochromen zugewiesen, 

können diese aus dem Lambda-

Stack extrahiert werden. Dieser 

Schritt wird als Linear Unmixing 

bezeichnet (Abb. 4-5). 

Abb. 3-3 LSM 510 META NLO [Gábor 2011] 

Abb. 3-4 Lambda Stack von 410-660nm 
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Mikroskop  Zeiss Axiovert 200M 

Laser  Argon: 458, 477, 488, 514 nm 

HeNe: 543, 633 nm 

Chameleon MP laser: 705-980 nm 

Filter Filter Set 01 (DAPI) 

Filter Set 10 (FITC) 

Filter Set 20 (Rhodamine) 

Objektive 10x 0.3NA Ph1 Plan-Neofluar 

20x 0.8NA Plan-Neofluar 

40x 1.3NA Öl DIC Plan-Neofluar 

63x 1.4NA Öl DIC Plan-Apochromat 

40x 1.2NA Wasser C-Apochromat corr. 

Detektoren  2 Fluoreszenz PMTs 

1 Transmissions PMT 

1 Metadetektor 

Software AIM 4.2 

 
Tab. 3-3 Spezifikation des LSM 510 META NLO des LMC der ETH Zürich 
[Gábor 2011] 
 

3.2 Tierversuch 

Um die osteoinduktive Wirkung der BMP-2-Plasmide auf den beschriebenen, mit bio-

degradierbaren Trägermaterialien beschichteten Titanimplantaten darzustellen, wurde in 

dieser Arbeit ein orthotopes, tierexperimentelles Implantationsmodell am Kieferwinkel 

des Rattenunterkiefers gewählt (Abb. 3-2). Grundlage des Modells ist ein knöcherner De-

fekt kritischer Größe (critical-size-defect) [Hedner 1995, Schmitz 1986]. Dabei handelt es 

sich um den kleinstmöglichen Defekt der bei einer Tierart an einer definierten Stelle ge-

setzt werden kann, ohne das ein spontaner Heilungsprozess stattfinden kann. Dadurch 

können Maßnahmen die eine Wirkung auf die Knochenneubildung bzw. Knochenregene-

ration im Defektbereich haben objektiv beurteilt werden. Zu beachten ist, dass neben den 

exogenen Maßnahmen auch die umgebenden Weichteile, die biomechanische Belas-

tung, die vorliegenden ossären Strukturen (Knoche, Knochenmark, Periost) und auch das 

Vorliegen osteogener Zellen und Vorläuferzellen einen Einfluss auf die Knochenheilung 

haben. 
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3.2.1 Aufbau und Einteilung 

Für den Tierversuch standen insgesamt 82 Tiere zur Verfügung, die in 6 Gruppen auf-

geteilt wurden. Alle Tiere durchliefen die prä- und perioperative Phase in gleicher Art und 

Weise. Das postoperative Überleben war innerhalb der Gruppen variabel, da für weitere 

umfangreiche Untersuchungen unterschiedliche Überlebenszeitpunkte benötigt wurden. 

Für die in dieser Arbeit untersuchten Fragestellungen war lediglich der Zeitraum bis zum 

28 Tag relevant, so dass das postoperative Überleben jenseits dieser Marke keinen Ein-

fluss hat. 

Es wurden Titanimplantate mit in PDLLA resuspendierten COPROGs mit BMP-2-Plas-

mid in den Konzentrationen 2,5μg, 12,5μg, 25μg, 50μg und 100μg beschichtet. Dem ge-

genüber stand die Gruppe, in der die mit PDLLA beschichtete Titanfolie mit rhBMP-2 

Protein in einer Konzentration von 62,5μg versetzt wurde. Eine ausführliche Untersu-

chung des komplexen Träger- und Freisetzungssystems und der Nachweis der Transfek-

tion von Zielzellen und der Expression von BMP-2 wurde im Vorwege diese Untersu-

chung erbracht (Abb. 3-5) [Kolk 2007]. 

Die Inhomogenität der Gruppengrößen 

resultierte aus der ursprünglichen An-

nahme, dass eine Beschichtung mit 2,5µg 

ein rhBMP-2 äquivalentes Ergebnis zeigen 

sollte. Im Rahmen von ersten Versuchsrei-

hen konnte jedoch mit höheren Konzentra-

tionen eine weitere Steigerung der Osteo-

induktion nicht ausgeschlossen werden, so 

dass hier eine weitere Diversifikation der 

Gruppen erfolgte. 

Auf den Einsatz unbeschichteter Implan-

tate konnte verzichtet werden, da bereits in 

einer voraus gegangenen Studie [Deppe 

2003a] der ausbleibende Effekt auf die Os-

teoinduktion gezeigt werden konnte. Wei-

terführende radiologische, mikrocomputer-

tomographische, histomorphometrische 

und histologische Untersuchungen konn-

ten umfassende Aussagen über Quantität 

Gruppe Dosierung Anzahl 

rhBMP-2 62,5 mg 17 

BMP-Plasmid 2,5 µg 24 

BMP-Plasmid 12,5 µg 7 

BMP-Plasmid 25 µg 8 

BMP-Plasmid 50 µg 13 

BMP-Plasmid 100 µg 13 
Tab. 3-4 Gruppeneinteilung 

 
Abb. 3-5 Übergangszone PDLLA – Titan 
REM-Ansicht 200x 
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und Qualität des neugebildeten Knochens und der umgebenden Weichgewebe liefern 

und sind bereits ausführlich besprochen worden [Kolk 2007]. 

3.2.2 Haltung und Ernährung 

Die Versuche wurden an männlichen Sprague-Dawley-Ratten durchgeführt. Die Tiere 

waren zum Zeitpunkt der Operation 6 Monate alt und wiesen ein durchschnittliches Kör-

pergewicht von ca. 500g auf. Die Unterbringung und Betreuung der Tiere erfolgte im 

Zentrum für präklinische Forschung der TU München. Um einen hormonellen Einfluss 

durch das in den Knochenstoffwechsel eingreifende Hormon Östrogen auszuschließen 

wurde auf die Verwendung von weiblichen Versuchstieren verzichtet. Die Unterbringung 

erfolgte in Dreiergruppen in Makrolonkäfigen auf Holzgranulateinstreu mit Zellstoff und 

anderen Nestbau-Materialien. Frisches Wasser und Altromin Trockenfutterpellets stan-

den den Tieren ad libitum zur Verfügung. Im Tierstall herrschte eine konstante Tempera-

tur von 23°C bei einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50% und einem Hell-Dunkel-Rhyth-

mus von 12/12 Stunden. 

3.2.3 Operationstechnik 

Wegen des hohen Stoffwechselgrundumsatzes der Versuchstiere wurde auf eine 

präoperative Nahrungskarenz verzichtet. Die Narkose wurde durch intramuskuläre Injek-

tion von Medetomin (150μg/kgKG), Midazolam (2μg/kgKG) und Fentanyl (5μg/kgKG) ein-

geleitet. Die Tiere wurden seitlich liegend auf dem OP-Tisch gelagert, mit Sauerstoff 

(1l/min) versorgt und an ein Pulsoxymeter angeschlossen. Das Operationsgebiet wurde 

rasiert und desinfiziert. Der Zugang erfolgt über eine submandibuläre Inzision. Nach Dar-

stellung der Masseter-Pterygoid-Schlinge am unteren Rand des Unterkiefers wurde diese 

im knöchernen Anteil abgelöst und das Periost im Basalbogenansatzbereich durchtrennt. 

Nach vorsichtiger subperiostaler Präparation des Kieferwinkels konnte der critical-size-

defect etwa 2mm kranial des Basalbogens und 2mm ventral des aufsteigenden Unterkie-

ferastes im Kieferwinkel gesetzt werden. Für die Defektpräparation wurde ein Trepan-

bohrer mit einem Außendurchmesser von 5mm gewählt. Zur Schonung des umgebenden 

Knochens war es notwendig die Bohrung mit geringer Drehzahl und unter ständiger Küh-

lung mit steriler Kochsalzlösung durchzuführen. Der Bohrkern konnte mit einem Skalpell 

entfernt werden. Blutungen aus der A. und V. alveolaris inferior wurden durch Elektroko-

agulation gestillt. Nachdem das Operationsfeld gespült und der Defektbereich gesäubert 

und getrocknet wurde, konnte die im Durchmesser 8mm große beschichtete Titanfolie 
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zentral auf dem Defekt platzieren werden. Nach der Readaptation der Masseter-Ptery-

goid-Schlinge mit Vicryl 4.0 (Johnson & Johnson MEDICAL GmbH, Norderstedt, 

Deutschland) erfolgte der dichte Wundverschluss durch Hautnaht mit Vicryl 3.0 (Johnson 

& Johnson MEDICAL GmbH, Norderstedt, Deutschland) und die Abdichtung der Wund-

fläche mit einem Nobecutan Sprühverband (AstraZeneca, Wedel, Deutschland) (Abb. 

3-6). Durch die Verwendung resorbierbaren Nahtmaterials war eine Nahtentfernung nicht 

notwendig. Die Operationsdauer lag bei 30-45 Minuten. Zur Antagonisierung der Narkose 

wurde den Ratten nach Abschluss des operativen Eingriffs Atipamizol (0,75mg/kgKG), 

Flumazenil (200μg/kgKG) und Naloxon (120μg/kgKG) verabreicht. Zur Anregung des 

Stoffwechsels und zur postoperativen Analgesie wurde den Tieren noch vor der Aufwach-

phase eine Mischung aus 5ml Ringerlösung, 50mg/6h Metamizol und 0,2 mg/KG/24h 

Meloxicam subcutan injiziert. 

3.2.4 Postoperative Versorgung 

Für die ersten 24h post operationem wurden zum Schutz gegen Unterkühlung Wär-

melampen eingesetzt und die Tiere in wärmende OP-Tücher gewickelt. Zur Infektions-

prophylaxe wurden für die ersten Tage der Holzgranulateinstreu in allen Käfigen durch 

Zellstoffbahnen ausgetauscht. Die Tiere wurden täglich durch einen Veterinärmediziner 

visitiert und durch Tierpfleger betreut. Zur Analgesie und Schwellungsprophylaxe wurde 

den Tieren regelmäßig 0,06ml Meloxicam per os verabreicht. Dabei handelt es sich um 

ein nicht steroidales Antiphlogistikum ohne knochenbildungshemmende Wirkung. Hin-

sichtlich der Nahrungsaufnahme wurde darauf geachtet, dass in der ersten postoperati-

ven Phase das Trockenfutter eingeweicht wurde. 
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a) b) 

c) d) 

e) f) 

 

Abb. 3-6 Ablauf der Operation [Kolk 2007] 
a) Eröffnung und Darstellung des Kieferwinkels 
b) Trepanation des 5mm durchmessenden critical-size-defects 
c) Entnahme des Bohrkerns mit einem Skalpell 
d) Defektbereich dargestellt 
e) Positionieren des Implantates 
f) Fixieren der Muskelschlinge und anschließende Hautnaht 
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3.2.5 Polychrome Sequenzmarkierung im Tierversuch 

Die Herstellung und Verabreichung der 

Fluorochrome erfolgte in Analogie zu den 

Vorversuchen (Seite 23). Bei den Tieren des 

Hauptversuchs wurde eine vierfach Markie-

rung gewählt (Tab. 3-5). Dabei wurden den 

Tieren in regelmäßigen Abständen am 6. 

Tag Calzeinblau, am 13. Tag Xylenolo-

range, am 20 Tag. Calzeingrün und am 27. 

Tag Alizarinkomplexon subcutan injiziert. Mit diesem Schema wurde eine intravitale Kno-

chenmarkierung des neugebildeten Knochens über einen Zeitraum von ca. 24h-36h er-

zeugt. 

3.2.6 Tötung und Präparation 

Die Tötung der Versuchstiere erfolgte am 28., 56., oder 112. Tag. Zunächst wurden 

die Tiere in einer Plastikbox durch Inhalation von Isofluran narkotisiert. Gemäß EU-Emp-

fehlung [Close 1996, 1997] erfolgte die Tötung durch eine Überdosis Narcoren (Merial, 

Deutschland). 

Die Entnahme der Unterkiefer erfolgte über einen medianen submandibulären Zugang 

bei der auf dem Rücken liegenden Ratten. Nach Darstellung der Unterkieferbasis konnte 

die Masseter-Pterygoid-Schlinge scharf durchtrennt werden und eine vorsichtige Präpa-

ration medial und lateral in die Tiefe durchgeführt werden. Insbesondere eine Verletzung 

der Weichgewebe um den Defektbereich als auch eine Dislokation des Titanimplantes 

galt es zu vermeiden. Deswegen wurde die umgebende Muskulatur teilweise belassen, 

um nach Explantation des gesamten Unterkieferknochens, die Weichgewebemanschette 

kontrolliert zu reduzieren. Die Kieferhälften wurden in 100%igem Methanol in Zentrifu-

genröhrchen bei 2-4°C im Kühlschrank gelagert. Die Präparation des Defektbereichs er-

folgte mit einer oszillierenden Diamantsäge, so dass abschließend ein ca. 1,5 cm durch-

messendes Präparat des Kieferwinkels mit zentral gelegenem Defektbereich und koro-

narer Schnittebene vorlag. 

3.2.7 Auswertung 

Grundlage der Fluorochromdarstellung in dieser Arbeit war die Bestimmung einer so 

genannten region-of-interest (ROI) an den ungefärbten Schnitten. Dabei handelt es sich 

Fluorochrom 
Dosierung 

[mg/kg] 
Gabe am 

Tag 

Calzeinblau 30 6 

Xylenolorange 90 13 

Calzeingrün 15 20 

Alizarinkomplexon 30 27 

Tab. 3-5 Fluorochromschema 
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um einen möglichst großen, in allen Schnitten reproduzierbaren Bereich der Knochen-

neubildung. In diesem Versuch wurde die Wachstumszone am Übergang zur Bindege-

websbrücke gewählt, wobei immer der defektnahe Anteil des originären Knochens die 

äußere Begrenzung des Präparates darstellte. Nach Lokalisation der Regionen der Kno-

chenneubildung unter Auflichtfluoreszenz wurden zunächst aus einer definierten Schicht 

des Präparates zwei Aufnahmen akquiriert (Abb. 3-7). Hierzu wurde eine Lambda-Stack 

von 410nm bis 660nm erhoben. Zur Exzitation dienten die Laserlinien des Argon-Lasers 

bei 488nm mit einer Stärke von 10% und des Multiphotonenlasers bei 800nm mit einer 

Stärke von 100%. Hierbei ist zu beachten, dass bei dieser Einstellung die Exzitationswel-

lenlänge durch den Multiphotonenlaser bei ca. 400nm liegt. Als Beam-Splitter kam der 

HFT 488/700 zum Einsatz. Das Pinhole wurde auf 200nm eingestellt. Unter Verwendung 

des Plan-Apochromat Objektivs mit 20x Vergrößerung und einer NA von 0,75 konnte eine 

Kantenlänge des quadratischen Bildausschnitts von 651µm erreicht werden. 

Das Prozessieren des Datensatzes erfolgte entsprechend der im Rahmen der Vorver-

suche erhobenen Parameter mittels der AIM Bildanalysesoftware (Fa. Carl Zeiss GmbH, 

Jena, Deutschland). Nachdem die digitalen Bilddaten für die einzelnen Fluorochrome er-

rechnet waren, konnte die Flächenberechnung des neu gebildeten Knochens durchge-

führt werden. Hierzu wurde die Bildbearbeitungssoftware Image J verwendet. Das Pro-

gramm wird als Freeware vom NIH (U.S. National Institutes of Health) unter 

http://rsb.info.nih.gov/ij/ einschließlich Quellcodes und umfangreicher Dokumentationen 

zur Verfügung gestellt. Im ersten Schritt wurden die Bildinformationen der einzelnen Flu-

orochrome in Einzelbilder getrennt dargestellt. Nach Kontrastverschärfung und Anpas-

sung der Sättigung (Abb. 3-8) wurden die Bildinformationen in einen monochromatischen 

Datensatz umgewandelt (Abb. 3-9). Dieser Arbeitsschritt ist nicht automatisierbar son-

Abb. 3-7 Auswertungsverfahren der polychromen Sequenzmarkierung 
Übersichtsaufnahme mit Auflichtfluoreszenz (1,25x Vergrößerung Filtersatz 01); critical-size-defect 
(Schwarz mit rotem Rand) mit 5mm Durchmesser, region-of-interest (ROI, blauer Rand) in paralleler Aus-
richtung zum nicht fluoreszierendem originären Knochen, rechts kaudaler Anteil mit Zahnwurzel 
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dern muss manuell vorgenommen werden, da die Fluorochrome erheblich unterschiedli-

che Leuchtstärken aufweisen. Auf Basis dieser Daten konnten dann die absolute Fläche 

in µm2 ausgegeben werden die von einem definierten Fluorochrom gefärbt wurde und der 

Fläche des neugebildeten Knochens in diesem Zeitabschnitt entspricht (Abb. 3-10). 

   

Abb. 3-8 Kontrastverstärkung 
und Anpassung der 
Sättigung 
Calzeingrün, BMP-2-
Plasmid 50µg 

Abb. 3-9 Monochromatische 
Umwandlung 
Calzeingrün, BMP-2-
Plasmid 50µg 

Abb. 3-10 automatische Flä-
chenberechnung 
Calzeingrün, BMP-2-
Plasmid 50µg 

Für die Berechnung des zeitlichen Verlaufs war die prozentuale Verteilung des neu 

gebildeten Knochens in der ROI ausschlaggebend. Die Gesamtfläche von 100% ent-

sprach der Fläche des neu gebildeten Knochens in beiden regions of interest in einem 

Präparat. Hierbei ist zu beachten, dass lediglich der neu gebildete Knochen während ei-

nes Färbeintervalls eine Fluoreszenz aufweist. Sowohl der originäre Knochen, als auch 

der neue Knochen der sich zwischen den Färbungen gebildet hat wird nicht in die Flä-

chenmessungen einbezogen. Der jeweilige Anteil der vier Fluorochrome an der Gesamt-

fläche gab somit das Abbild der Knochenwachstumsaktivität in einem definierten Zeitin-

tervall wieder. 

3.2.8 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung und die graphische Darstellung erfolgten mit SPSS Sta-

tistics 19.0 (IBM, Armonk, USA). Eine Normalverteilung innerhalb und zwischen den Ver-

suchsgruppen war nicht gegeben, so dass die Darstellung mittels Median und 25% und 

75% Quantile als Boxplot gewählt wurde. Zur Bestimmung der Signifikanzen wurde für 

den Vergleich der Dosierungen pro Untersuchungszeitpunkt der Mann-Whitney-U Test 

verwendet, für den Vergleich der Zeitpunkte innerhalb der Dosierung kam der Wilcoxon-

Vorzeichentest zur Anwendung. Das Signifikanzniveau wurden mit p ≤ 0,05 festgelegt. 

Die statistische Auswertung wurde vom Institut für Medizinische Statistik und Epidemio-

logie am Klinikum rechts der Isar der Technischen Universität München betreut. 



Ergebnisse 

 

34 

4 Ergebnisse 

4.1 Ergebnisse der polychromen Sequenzmarkierung und der 
Konfokalen Laser Scanning Mikroskopie 

 

Abb. 4-1 Exzitationsspektren 
 

 

Abb. 4-2 Emissionsspektren 
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In der ersten Phase des Versuchs galt es Erregungsspektren der ausgewählten Flu-

orochrome darzustellen (Abb. 4-1). Die Spektren geben wieder, wie stark die Emission 

der Fluorochrome bei Anregung mit einer bestimmten Wellenlänge ist. Fällt man das Lot 

über dem höchsten Ausschlag, ergibt sich die optimale Exzitationswellenlänge.  

Eine entscheidende Zusatzinformation 

aus dieser Untersuchung war der Verlauf 

der Exzitationsspektren. Je steiler der Kur-

venverlauf, desto näher muss die Exzitation 

am Maximum erfolgen. Gute Beispiele für 

derartige Fluorochrome sind Bapta und 

Calzeinblau. Im Gegensatz dazu beseht in 

Bereichen, in denen sich die Exzitations-

spektren bei einer starken Emission über-

lappen die Möglichkeit, mit einer Laserlinie 

mehrere Fluorochrome anzuregen. Unter 

diesem Gesichtspunkt lassen sich die Flu-

orochrome hinsichtlich ihres Exzitationsspektrums in drei Gruppen teilen. Gruppe 1 be-

steht aus Bapta, Gruppe 2 aus Rolitetracyclin, Calzeinblau, Xylenolorange und Alizarin-

komplexon und Gruppe 3 aus Calzeingrün. Die Exzitationsmaxima der Gruppe 2 liegen 

alle zwischen 380nm und 470nm. Am Kurvenverlauf ist ablesbar, dass im Bereich von 

400nm eine Schnittmenge liegt, bei der alle Fluorochrome über 60% ihrer Emission er-

reichen. Limitierend wirken hier der Kreuzungspunkt der Spektren von Alizarinkomplexon 

und Rolitetracyclin, sowie der steile Kurvenverlauf von Calzeinblau. Zu beachten ist zu-

dem, dass der zweite Exzitationspeak des Rolitetracyclins bei 490nm eine Ko-Exzitation 

mit Calzeingrün ermöglicht. Ein ungewöhnliches Exzitationsverhalten wies in diesem Ver-

such das Alizarinkomplexon auf. Es fällt der ungewöhnlich flache Anstieg im kurzwelligen 

Bereich auf, der in einem sehr späten Peak bei 470nm mündet. 

Auf Basis der gewonnenen Werte konnten dann in der zweiten Phase die Emissions-

pektren der Fluorochrome ermittelt werden. Die Emissionmaxima (Tab. 4-1) stellten sich 

in ihrem typischen Verlauf mit einem im kurzwelligen Bereich steilem Anstieg und dem in 

den langwelligen Bereich abgeflachenden Abfall dar. Bei der Betrachtung der Spektren 

fällt auf, dass die Peaks von Calzeinblau und Aliziarinkomplexon sowie von Calzeingrün 

und Rolitetracyclin sehr eng zusammenliegen. Auch hier wird deutlich wie entscheidend 

das Wissen um das gesamte Emissionsspektrum der Fluorochrome ist um eine spätere 

Fluorochrom Excit [nm] Em [nm] 

Calzeinblau 390 440 

Xylenolorange 425 610 

Calzeingrün 500 515 

Alizarinkomplexon 470 460 

Rolitetracycline 380 510 

BAPTA 315 395 

Tab. 4-1 Exzitations- und Emissionsmaxima 
Die Literaturwerte (Tab. 3-1) konnten in diesem Ver-
suchsaufbau (Kap. 3.1.1) nur in Näherung bestätigt 
werden. 
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Differenzierung durchführen zu können. So ist bei Alizarinkomplexon ein auffälliger Dop-

pelpeak zu vermerken, während bei Rolitetracyclin gegenüber Calzeingrün eine deutliche 

Abflachung des Emissionsspektrums ab 550nm zu beobachten ist. 

Mit den gewonnenen Daten konnte jetzt die Auftrennung der Spektren am CLSM 510 

META NLO erfolgen. Unter Berücksichtigung der Fragestellung dieser Arbeit wurde die 

Auswertung in einer einzigen Messung angestrebt. Hier musste erkannt werden, dass 

sowohl die Anregung von Bapta bei 315nm als auch die Anregung der Fluorochrome der 

Gruppe 2 bei ca. 400nm nicht in einer Messung kombinierbar waren. Für eine Anregung 

in diesem kurzwelligen Bereich ist nur der Multiphotonen-Laser geeignet. Eine Umstel-

lung der Wellenlänge hätte jedoch für jede Messung den Neustart des gesamten Systems 

notwendig gemacht. Als Konsequenz wurde die Darstellung einer Fünfachmarkierung mit 

Calzeinblau, Xylenolorange, Calzeingrün, Alizarinkomplexon und Rolitetracyclin gewählt. 

Die Anregung von Calzeingrün erfolgte mit dem Argon-Laser bei 488nm und einer Stärke 

von 10%, alle anderen Fluorochrome wurden mit dem Chameleon-Laser bei 800nm und 

einer Stärke von 100% angeregt. Dies war notwendig, da die Leuchtkraft des Calzein-

grüns deutlich höher ist als die der anderen Fluorochrome und eine Überlagerung der 

Fluoreszenzen möglichst ausgeschlossen werden sollte. Auf diese Weise gelang die Ex-

traktion der Fluorochromspektren mittels ACE in einer einzigen Messung. Die Detektion 

erfolgt mit dem META-Detektor. Nach Speicherung der Spektren in der Fluorochrom Da-

tenbank standen diese auch für die Auswertung des Tierversuchs zur Verfügung. 

Nach der Akquise des Lambda Stacks lag ein Bild vor, bei dem für jedes Pixel die 

Emissionssignatur über die gesamte Breite des gemessenen Spektrums aufgezeichnet 

ist. Beim Linear Unmixing können die Fluorochrome aufgrund der spezifischen und be-

kannten Emissionssignatur automatisch in 5 Kanäle getrennt werden, die dann wie be-

schrieben ausgewertet werden können (Abb. 4-5). 

Das CLSM 520 NLO META bietet darüber hinaus die Möglichkeit einer dreidimensio-

nalen Darstellung. Durch Verlegen der Fokusebene in die Tiefe des Präparats können in 

eine Schichtdicke von 1µm Lambda Stacks bis in eine Tiefe von 50µm vermessen wer-

den. Nach Linear Unmixing erhält man analog zur zweidimensionalen Auswertung eine 

Darstellung der einzelnen Fluorochrome (Abb. 4-3). Nach Rekonstruktion des Datensat-

zes kann so ein dreidimensionales Modell der region of interest erzeugt werden welches 

sich frei im virtuellen Raum bewegen lässt (Abb. 4-4).  
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Abb. 4-3 3D Darstellung  
50µm dicke Schichtung in 1µm Schnitten, 20x, 
2,5µg BMP-Plasmid 

Abb. 4-4 3D Rekonstruktion 
50µm dicke Schichtung in 1µm Schnitten, 20x, 2,5µg 
BMP-Plasmid 
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Abb. 4-5 Linear Unmixing 
50µg BMP-Plasmid, 20x, CLSM; zentral links: 5-Kanal Bild; im Uhrzeigersinn.: Calzeinblau, Xylenolorange, 
Calzeingrün, Aliziarinkomplexon, Rolitetracyclin 
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4.2 Ergebnisse Tierversuch 

 

 

 

 

 

Abb. 4-6 Wachstumsaktivität zu Untersuchungszeitpunkten 
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Abb. 4-7 Kumulative Wachstumsaktivität zu Untersuchungszeitpunkten 
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Die Angabe der Verteilung der Knochenwachstumsaktivität zu den vier Untersu-

chungszeitpunkten erfolgt in Prozenten. In Abb. 4-6 wird für jeden Untersuchungszeit-

punkt der prozentuale Anteil am markierten Knochen wiedergegeben. Die Summe der 

Werte pro Gruppe ergibt demnach 100% und entspricht der Gesamtheit des neu gebil-

deten markierten Knochens. In Abb. 4-7 wurde eine kumulative Darstellung der Werte 

gewählt um die Wachstumsaktivität im Verlauf herauszustellen. Auf die Angabe der 

Werte für den Untersuchungszeitpunkt am Tag 27 kann in dieser Anordnung verzichtet 

werden, da das kumulative Wachstum des markierten Knochens für alle Gruppen 100% 

entspricht. Hieraus ergibt sich, dass die Knochenwachstumsaktivität für den Untersu-

chungszeitpunkt am Tag 6 in beiden Darstellungen identisch ist. Eine Aussage über die 

Quantität und die Qualität des neu gebildeten Knochens erfolgt in dieser Untersuchung 

nicht. 

Alle Gruppen zeigten eine geringe Aktivität zum ersten und zweiten Untersuchungs-

zeitraum und die stärkste Knochenwachstumsaktivität an Tag 20. Am letzten Untersu-

chungszeitpunkt an Tag 27 war bereits wieder eine prozentuale Abnahme der Aktivität in 

allen Gruppen feststellbar. 

4.2.1 Ergebnisse Gruppe rhBMP-2 

Bei den Tieren der BMP-2-Gruppe zeigt sich für die ersten beiden Untersuchungszeit-

punkte eine ebenmäßige Knochenwachstumsaktivität. Bereits nach 6 Tagen waren 

15,1% des letzten Endes markierten Knochens gebildet worden, weitere 19,3% waren 

nach 13 Tagen kalzifiziert. Der Phase der höchsten Knochenaktivität lag im Zeitfenster 

am Tag 20. Hier wurden 44,1% des gesamten markierten Knochens gebildet. Nach 4 

Wochen waren entsprechend des Messverfahrens 100% der Knochenneubildung er-

reicht, wobei auf den letzten markierten Zeitraum lediglich 23,7% entfielen. 

Zu den Tieren aller Plasmidgruppen bestand zum Untersuchungszeitpunkt an Tag 6 

kein signifikanter Unterschied. Das Signifikanzniveau zur Gruppe Plasmid 25µg lag mit 

p=0,9535 am höchsten zu allen Gruppen der Versuchstiere. Zum zweiten Untersu-

chungszeitpunkt konnte für die Plasmid-Gruppen mit 2,5µg, 12,5µg und 25µg eine signi-

fikant geringe Knochenaktivität gemessen werden. Diese lag gegenüber der Plasmid 

12,5µg Gruppe auch noch am dritten Untersuchungszeitpunt mit p=0,039 signifikant nied-

riger. 
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4.2.2 Ergebnisse Gruppe BMP-2 Plasmid 2,5µg 

Die Gruppe Plasmid 2,5µg war mit n=24 Tieren die größte Gruppe in diesem Versuch. 

Bei dieser Gruppe zeigte sich zum ersten Untersuchungszeitpunkt eine der Referenz-

gruppe vergleichbare Knochenwachstumsaktivität von 14,7%. Zum zweiten Untersu-

chungszeitpunkt kam es zu einem Rückgang der Knochenwachstumsaktivität auf 12,2%. 

Auch die starke Zunahme der Aktivität zum Untersuchungszeitpunkt an Tag 20 lag mit 

38,4% deutlich unter der Referenzgruppe die eine Aktivität von 44,1% aufwies. Aus dem 

Versuchsaufbau ergab sich, dass ein Ausgleich zum vierten Untersuchungszeitpunkt am 

Tag 27 erfolgen musste. Hier zeigten die Tiere der Gruppe Plasmid 2,5µg mit einem An-

teil von 31,9% die stärkste und damit späteste Aktivität von allen Gruppen. 

Die besonders frühe Aktivität an Tag 6 führte zu einer Signifikanz von p=0,0109 ge-

genüber der schwachen Plasmid 50µg Gruppe. Dieses Verhältnis kehrte sich zum zwei-

ten Untersuchungszeitpunkt um. Hier zeigte die Gruppe Plasmid 2,5 eine signifikant ge-

ringe Aktivität gegenüber den Plasmid Gruppen mit 100µg (p=0,0068), 50µg (p=0,0016) 

und der BMP Gruppe (p=0,0245). Dieser Effekt bestätigt sich gegenüber der Plasmid 

50µg Gruppe auch zum dritten (p=0,0083) und vierten (p=0,0156) Untersuchungszeit-

punkt, während er für die Gruppen Plasmid 12,5µg (p=0,014) und Plasmid 25µg 

(p=0,0148) lediglich am Untersuchungszeitpunkt an Tag 20 nachgewiesen werden kann. 

4.2.3 Ergebnisse Gruppe BMP-2 Plasmid 12,5µg 

Die Knochenwachstumsaktivität der Gruppe Plasmid 12,5µg zeigte sich zu den ersten 

beiden Untersuchungszeitpunkten mit 10,7% an Tag 6 und 11,6% an Tag 13 deutlich 

schwächer als in der Referenzgruppe. Die verhältnismäßig und auch absolut stärkste 

Knochenwachstumsaktivität wurde in dieser Gruppe zum dritten Untersuchungszeitraum 

mit 56,5% gemessen. 

Zum Zeitpunkt Tag 20 lag eine gegenüber der Plasmid 2,5µg Gruppe signifikant er-

höhte Knochenwachstumsaktivität vor (p=0,014). 

4.2.4 Ergebnisse Gruppe BMP-2 Plasmid 25µg 

Die Knochenaktivität dieser Gruppe zeigt über den gesamten Untersuchungszeitraum 

im Vergleich zur Referenzgruppe einen sigmoidalen Verlauf. Während die Aktivität in der 

frühen Phase an Tag 6 mit 12,3% leicht und zum zweiten Untersuchungszeitpunkt an 
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Tag 13 mit 11,0% deutlich (p=0,0311) unterhalb der Referenzgruppe lag, wurde dies er-

wartungsgemäß zu den beiden späteren Untersuchungszeitpunkten durch eine leicht er-

höhte Knochenwachstumsaktivität gegenüber der Referenzgruppe kompensiert. 

4.2.5 Ergebnisse Gruppe BMP-2 Plasmid 50µg 

Zum ersten Messpunkt am 6 Tag zeigt die Gruppe Plasmid 50µg mit 4,3% die ge-

ringste Knochenaktivität aller untersuchten Gruppen. Im Sinn eines verzögerten Einset-

zens der Aktivität wurde für diese Gruppe allerdings am zweiten Untersuchungszeitpunkt 

an Tag 13 mit 24,4% die höchste Knochenwachstumsaktivität verzeichnet. Dieser Trend 

setzte sich mit 48,4% auch noch am Untersuchungszeitpunkt drei fort, während es in der 

Folge an Tag 27 mit 17,0% erneut zu einer deutlich unterdurchschnittlichen Knochen-

wachstumsaktivität kam. Hier zeigte diese Gruppe erneut die geringste Aktivität aller 

Gruppen. 

In der frühen Phase lag gegenüber den Gruppen Plasmid 2,5µg (p=0,0109) und Plas-

mid 25µg (p=0,0205) eine signifikant geringere Aktivität vor. Dieses Verhältnis kehrte sich 

zum zweiten Untersuchungszeitpunkt an Tag 13 gegenüber den Gruppen Plasmid 2,5µg 

(p=0,0016) und Plasmid 25µg (p=0,0059) um. Zudem lag mit p= 0,0017 auch eine signi-

fikant erhöhte Aktivität gegenüber der Gruppe Plasmid 12,5µg vor. Hinsichtlich der 

Gruppe Plasmid 2,5µg bleibt das erhöhte Aktivitätsniveau auch am dritten Untersu-

chungszeitpunkt mit p=0,0083 bestehen. An Tag 27 bestand hingegen eine signifikante 

Minderung der Knochenwachstumsaktivität gegenüber der Gruppe Plasmid 2,5µg 

(p=0,0156) und Plasmid 100µg (p=0,0333).  

In der kumulativen Auswertung wurde in dieser Gruppe eine signifikant höhere Kno-

chenaktivität bis Tag 13 von 30,2% gegenüber Plasmid 12,5µg mit 23,5% (p=0,0157) 

nachgewiesen. Gleiches gilt für den Untersuchungszeitraum bis Tag 20 mit einer kumu-

lativen Aktivität von 83,0% gegenüber der Aktivität von Plasmid 2,5µg mit 68,1% 

(p=0,0156) und Plasmid 100µg mit 73,1% (p=0,0333). 

4.2.6 Ergebnisse Gruppe BMP-2 Plasmid 100µg 

Entsprechend der schwachen Aktivität der Plasmid 100µg Gruppe mit 7,8% an Tag 6 

kam es zu einer deutlichen Steigerung der Knochenwachstumsaktivität auf 22,8% zum 

zweiten Untersuchungszeitpunkt. An Tag 20 zeigte sich mit 41,9% eine geringe, aber der 

Referenzgruppe ähnliche Aktivität des Knochenwachstums. Dies kehrte sich zum vierten 

Untersuchungszeitpunkt erneut in eine stärke Aktivierung gegenüber der BMP-2 Gruppe 

um. Während das Aktivierungsverhalten der Gruppen mit einem hohen Plasmidgehalt 



Ergebnisse 

 

44 

von 50µg und 100µg zu den ersten beiden Untersuchungszeitpunkten noch einen ähnli-

chen Verlauf hatten, kam es im dritten Untersuchungszeitraum zu einer stärken Aktivie-

rung in der Plasmid 50µg Gruppe wo hingegen die Knochenwachstumsaktivität in der 

Plasmid 100µg Gruppe auch an Tag 27 mit 26,9% über der Referenzgruppe lag. 

Zum zweiten Untersuchungszeitpunkt kam es wie in der Plasmid 50µg Gruppe zu einer 

signifikant höheren Knochenwachstumsaktivität gegenüber den Gruppen Plasmid 2,5µg 

(p=0,0068), Plasmid 12,5µg (p=0,0126) und Plasmid 25µg (p=0,0169). Obwohl der Kno-

chenwachstumsaktivität der Gruppen Plasmid 50µg und Plasmid 100µg eine ähnliche 

Verlaufscharakteristik zeigten, kam es zum vierten Untersuchungszeitpunkt D27 zu einer 

mit p=0,0333 signifikant höheren Aktivität der Plasmid 100µg Gruppe. 
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5 Diskussion 

Ziel dieser Arbeit war die Erforschung des Einflusses verschiedener Konzentrationen 

des BMP-2 Plasmids auf die Knochenwachstumsaktivität am critical -size -defect des 

Rattenunterkiefers. Als Referenzgruppe wurde eine Beschichtung mit 62,5mg rhBMP-2 

gewählt. Umfangreiche Voruntersuchungen konnten den Nachweis einer Transfektion 

der Zielzellen und die Expression von BMP-2 mRNA durch das verwendete Träger-Mat-

rix-Plasmid System bestätigen. In diesem Versuchsaufbau kamen Titanplättchen zum 

Einsatz, auf denen in einer PDLLA Matrix in COPROGs kondensiertes und geschütztes 

BMP-2-Plasmid auf einen critical-size-defect am Rattenunterkiefer platziert wurde. Neben 

der im Folgenden beschriebenen Auswertung einer durchgeführten polychromen Se-

quenzmarkierung wurden auch histologische, histomorphometrische, mikroradiographi-

sche und µ-computertomographische Untersuchungen durchgeführt [Bissinger 2011, 

Kolk 2007, Stöhrer 2008]. 

5.1 Diskussion der Methodik 

Die Methode der Wahl zur Darstellung des zeitlichen Ablaufes der Knochenheilung-

wachstumsaktivität ist die polychrome Sequenzmarkierung [Pautke 2005, Rahn 1976]. 

Dabei gehen die verwendeten Substanzen, die sogenannten Fluorochrome, nach intra-

vitaler Applikation einen fluoreszierenden Komplex mit den Kalziumionen ein, die wäh-

rend Knochenanbau- und Knochenumbauvorgängen in der durch die Osteoblasten ge-

bildeten Knochenmatrix freiliegen. Werden diese Komplexe angeregt emittieren sie Licht 

einer spezifischen Wellenlänge, welches unter dem Mikroskop nachgewiesen werden 

kann. 

Unser Ansatz war es in Orientierung an die vielversprechenden Vorarbeiten von 

Pautke et. al. [Pautke 2005], eine möglichst große Anzahl an Fluorochromen zur Markie-

rung zu nutzen um eine möglichst hohe Aufschlüsselung des zeitlichen Ablaufs zu erzie-

len und sich daher von den in der Knochenforschung oft verwendeten 2- bis 3-fach Fär-

bungen mit einer Kombination aus Calzeinblau, Calzeingrün, Xylenolorange oder Aliza-

rinkomplexon abzusetzen. Daher wurden unsere Färbungen für die Vorversuche um 

BAPTA und Rolitetracycline erweitert. 

Erschwerend war, dass der Fokus unserer Untersuchung in der frühen Phase der Kno-

chenheilung liegen sollte. Bei Ratten ist physiologisch keine Osteogenese vor der 2. Wo-

che zu erwarten [van Gaalen 2010]. Wegen der Verwendung potenter, osteoinduzieren-
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der Substanzen war es jedoch wichtig auch diese Phase des Versuchs in die Untersu-

chung einzubeziehen, insbesondere da nachweisbare Kalzifizierungen auch während der 

Kallusbildung im Rahmen der reparativen Phase der Knochenheilung zu erwarten waren 

[Wilkins 2005]. Ferner waren diese Informationen über die Initialphase der Knochenrege-

neration entscheidend, da in dem Versuch eine Beschichtung zur Steuerung der Plas-

midfreisetzung verwendet wurde, um einer zu frühen Wachstumsfaktor- bzw. Plasmid-

freisetzung entgegen zu wirken. 

Die klassische Auswertungstechnik der polychromen Sequenzmarkierung stellt die 

konventionelle Auflichtfluoreszenzmikroskopie dar. Hierbei wird mit einer Halogenlampe 

eine Exzitation über ein Wellenspektrum von etwa 350nm bis 700nm erzielt. Durch die 

Auswahl geeigneter Filter können dann die verwendeten Fluorochrome gleichzeitig oder 

selektiv dargestellt werden. Diese Methode eignet sich dementsprechend nur für Flu-

orochrome die zum einen deutlich farblich voneinander differenziert werden können und 

zum anderen bei denen es zu keiner Überlagerung verschiedener Farbbanden im Prä-

parat kommt. Dies gilt zum Beispiel für das appositionelle Knochenwachstum im Bereich 

der konzentrischen Knochenlamellen eins Osteons [Rahn 1976]. Die bei unserer Unter-

suchung im Mittelpunkt stehende frühe Phase der Knochenheilung mit der Ausbildung 

von Kallus und Geflechtknochen zeigt im Gegensatz dazu einen vielschichtigen und nicht 

gerichteten Wachstumstyp [Kerschnitzki 2011].  

Die Untersuchung der frühen Phase der Knochenheilung machte daher die Entwick-

lung einer neuen Methode zur Auswertung der polychromen Sequenzmarkierung not-

wendig. Einen interessanten Ansatz stellt dabei die Konfokale Laser Scanning Mikrosko-

pie dar, welche als Mittelweg zwischen der konventionellen Mikroskopie und der Elektro-

nenmikroskopie angesehen werden kann [Watson 1991]. Die Domäne der CLSM liegt in 

der zellular- und molekularbiologischen Forschung. Durch die Verwendung verschieden-

farbiger Fluoreszenzantikörper können dabei unterschiedliche Proteine in hoher Auflö-

sung dreidimensional dargestellt werden [Zimmermann 2005]. 

In einer umfassenden Übersichtsarbeit konnte von Jones et al. der Nutzen der CLSM 

in der Orthopädischen Forschung demonstriert werden. Er hebt die hochauflösende drei-

dimensionale Darstellung von Mikrostrukturen des Knorpels, des Knochens, der Muskeln, 

der Sehnen, der Bänder und der Menisci hervor [Jones 2005]. Im Gegensatz zur Durch-

lichtmikroskopie, bei der 5µm bis maximal 20µm dicke Schnitte des entkalkten Knochens 

ausgewertet werden können, besteht bei der CLSM die Möglichkeit unentkalkte Knochen-

schnitte bis zu einer Dicke von 100µm in die Untersuchung einzubeziehen. Dadurch wird 
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nicht nur die Herstellung histologischer Knochenschnitte nennenswert vereinfacht, son-

dern es kommt zudem zu keiner einbettungsbedingten Schrumpfung der Gewebe, die bei 

den dünnen 5µm Schnitten bis zu 20% betragen kann [Kazama 1993]. Es wurden bereits 

Untersuchungen zum Ablauf der Knochenheilung an den Extremitäten mittels CLSM vor-

genommen. Dabei handelte es sich um eine Doppelmarkierung der Knochenheilung einer 

Humerusfraktur am Kaninchen mit Xylenolorange und Tetracycline. Hier konnte zum ei-

nen gezeigt werden wie sich im Bereich der Havers-Systeme der neu gebildete Knochen 

zentripetal anlagert und zum anderen, dass sich auch Regionen des neu gebildeten Kno-

chens untersuchen ließen, die einen weitaus komplexeren Wachstumsmuster folgten. 

Die Markierung wurden zudem in den Wochen vier und sieben vorgenommen, was einer 

deutlich späteren Phase der Knochenheilung entspricht. Bereits Konijn beschrieb am 

Rande seiner Untersuchungen die Knochenheilung im Bereich des Kallus als einen 

„räumlich komplexen, beinahe chaotischen Prozess“ was sich mit unseren Beobachtun-

gen, sowohl bei Betrachtung der Fluoreszenzverteilung auf den zweidimensionalen 

Schnitten, als auch bei der Beurteilung der dreidimensionalen Aufnahmen deckt [Konijn 

1996]. Weder eine quantitative Analyse der Knochenwachstumsaktivität noch eine Erwei-

terung der polychromen Sequenzmarkierung in vivo auf drei und mehr Fluorochrome sind 

bis dato beschrieben. 

Auch im Bereich der kieferchirurgischen und zahnärztlichen Forschung liegen in Hin-

blick auf die Untersuchung des Knochens mittels CLSM nur wenige Arbeiten vor. Unter 

Ausnutzung der Autofluoreszenz wurde von Pilolli et al. die CLSM zur histomorphometri-

schen Auswertung von Proben humaner Kieferknochen angewendet, welche im Rahmen 

von implantologischen Maßnahmen gewonnen wurden. Dabei konnten physiologische 

und pathologische Veränderungen der Knochenstruktur an entkalkten Schnitten darge-

stellt werden. Zudem wurde eine heterogene Verteilung der Autofluoreszenz beschrie-

ben. Es zeigte sich, dass ältere Knochenareale eine stärkere Autofluoreszenz aufwiesen 

als junger und neugebildeter Knochen [Pilolli 2008]. Dies deckt sich mit vorrausgegange-

nen Untersuchungen zur Autofluoreszenz des Knochens [Prentice 1965]. Die Autofluo-

reszenz des neu gebildeten Knochens spielt daher für unsere Untersuchung eine unter-

geordnete Rolle, insbesondere da gezeigt werden konnte, dass die blaue Autofluores-

zenz des Rattenknochens nicht mit der Calzeinblau-Färbung interferiert [van Gaalen 

2010]. Hinsichtlich der Darstellung des Knochenwachstums im Bereich des Gesichts-

schädels liegt zurzeit nur eine Untersuchung mittels CLSM vor. In dieser Untersuchung 
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wurde die Knochenaktivität am Knochen-Titan-Interface nach Insertion enossaler Den-

talimplantate am Kaninchen anhand einer in vivo Einmalfärbung mit Tetracyclin beschrie-

ben. In Übereinstimmung mit unseren Beobachtungen wurde die beste Qualität dabei an 

ungefärbten Präparaten erzielt [Piattelli 1994]. Einen ähnlichen Ansatz verfolgte Ba-

schong zur Untersuchung des Gewebe-Titan-Interfaces dentaler Implantate. Der maß-

gebliche Unterschied dieser Untersuchung lag jedoch in der in vitro Fluoreszenzmarkie-

rung von Aktin, Fibronektin und sm-alpha-Aktin mittels Antikörpern. Dadurch konnten die 

markierten Proteine in hoher Qualität dargestellt werden, allerdings wurde nur der status-

quo bei Explantation der Implantate ohne zeitliche Dynamik wiedergegeben. Der von ihm 

beschriebene Nutzen der dreidimensionalen Darstellung gilt dementsprechend für die 

Beurteilung des Gewebe-Titan-Interfaces auf der subzellulären Ebene [Baschong 

2001a]. 

Die Qualität in den von uns generierten dreidimensionalen Darstellungen war durch 

die abnehmende Exzitation bzw. abgeschwächte Emission der von uns verwendeten Flu-

orochromen bei zunehmender Schichttiefe limitiert. So ist in Abb. 4-3 (Seite 37) zu erken-

nen, dass in den oberhalb (grüner Schnitt) und rechts-seitlich (roter Schnitt) dargestellten 

Schnittebenen ab einer Präparattiefe von etwa 30µm eine deutlich geringere und diffu-

sere Fluoreszenz gemessen werden kann. Verglichen mit der zweidimensionalen Aus-

wertung ist zudem durch eine systembedingte maximale Kantenlänge von 225µm in der 

Fläche eine deutlich kleinere region-of-interest auswertbar. Eine quantitative Auswertung 

der Schnitte ist derzeit mit der zur Verfügung stehenden Software, weder von der Firma 

Zeiss noch von den bekannten Drittanbietern nicht möglich. Aufgrund dieser Einschrän-

kungen ist für die in dieser Arbeit angestrebte Auswertung eine dreidimensionale Aus-

wertung nicht sinnvoll. Der für die Erstellung der dreidimensionalen Aufnahme hohe Zeit-

bedarf kann als Co-Faktor für diese Einschätzung gewertet werden. 

Generell dürfen einige Limitationen der CLSM bei der Untersuchung der Knochenak-

tivität an critical-size-defects nicht unerwähnt bleiben. So ist systembedingt nur eine, für 

die Knochenforschung, verhältnismäßig kleine, quadratische region-of-interest mit einer 

Kantenlänge von 651µm auswählbar. Dies führte dazu, dass pro Probe zwei ROI im Be-

reich des neu gebildeten Knochens ausgewählt wurden. Eine Vergrößerung der ROI des 

LSM 510 NLO Meta kann normalerweise durch eine automatische Aufnahme und Anord-

nung von bis zu 10x10 Einzelaufnahmen (tile scan) erzielt werden. In Kombination mit 

dem für diese Untersuchung notwendigen linear unmixing, respektive der Anfertigung von 
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Lambda-Stacks, steht diese Funktion nicht zur Verfügung. Der Vorteil einer überlage-

rungsfreien Darstellung durch die etwa 1µm hohe Fokusebene wird dabei durch den Ver-

zicht auf die Darstellung eines größeren Probenvolumens erkauft. So kann bei der kon-

ventionellen Auflichtfluoreszenzmikroskopie grundsätzlich ein ca. 100µm hoher Schnitt in 

Gänze dargestellt werden, auch wenn die Beurteilung z.B. in der von uns gewählten Ver-

suchsanordnung nicht möglich ist (Abb. 2-1, Seite 20). 

Aufgrund des zu den Untersuchungszeitpunkten noch ungerichteten Knochenwachs-

tums innerhalb des neugebildeten Knochens konnte durch die Auswahl der ROI kein Ein-

fluss auf das Ergebnis der Untersuchung genommen werden. Dies hätte bei der Beurtei-

lung eines bandenförmigen Knochenwachstums leicht eintreten können, da hier die Er-

fassung der einzelnen markierten Knochenwachstumszonen einen direkten Einfluss auf 

das Ergebnis hat. Das Ziel, alle Fluorochrome im Rahmen einer Messung darzustellen, 

konnte leider nicht erreicht werden. Die synchrone Darstellung von BAPTA und der fünf 

ausgewerteten Fluorochrome war nicht möglich, da zwei kurzwellige Exzitation bei 

315nm für BAPTA und 400nm für Calzeinblau, Rolitetracycline und Xylenolorange einen 

Neustart des Mikroskops und der Laser sowie eine Neuausrichtung der Probe bedurft 

hätten. Dies hätte unweigerlich zu einer Beeinflussung der Messwerte geführt. 

Außerhalb der Grundlagenforschung am Tierversuch hat die intravitale Fluoreszenz-

markierung des Knochens am Menschen als therapeutisches Hilfsmittel im Rahmen der 

Therapie der Bisphosphonat-assozierten Kiefernekrose wieder Einzug in die Klinik erhal-

ten [Pautke 2009]. Ein zukünftiger Aspekt könnte die polychrome Sequenzmarkierung mit 

verschiedenen Tetracyclinen am Menschen darstellen. Dadurch könnte eine Wiederho-

lung der Tetracyclinmarkierung mit einem zweiten Tetracyclinderivat im zeitlichen Inter-

vall erfolgen, auch wenn das Tetracyclin, welches im Rahmen der Erstgabe verabreicht 

wurde, noch in der Knochenmatrix gebunden ist. Erste eigene Untersuchungen zu die-

sem Thema zeigen jedoch noch erhebliche Probleme bei der Differenzierung der ver-

schiedenen Tetracyclinderivate aufgrund der in Lage und Verlauf extrem ähnlichen Emis-

sionsspektren. 

Als alternatives Verfahren zur Darstellung der intravitalen Knochenwachstumsvor-

gänge könnte das µCT dienen. Mittels dieser Technik sind bereits jetzt hochauflösende 

Darstellungen von Knochenproben ex vivo mit einer Auflösung von 1µm Voxelkanten-

länge möglich. Bei in vivo Untersuchungen am Menschen konnte eine Auflösung von 

130µm im Bereich der Extremitäten erzielt werden. Aktuelle Untersuchungen legen einen 

Schwerpunkt auf die statische Darstellung der Mikroarchitektur des Knochens [Burghardt 
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2011]. Für eine dynamische Darstellung von Knochenwachstumsvorgängen wären wie-

derholte, standardisierte µCT-Untersuchungen in vivo notwendig. Aufgrund der hohen 

Strahlenbelastung des Verfahrens und des aktuell noch begrenzten Probenvolumens wä-

ren zunächst nur Untersuchungen am Kleintier umsetzbar. 

Zum aktuellen Zeitpunkt ist die Darstellung größerer Knochenwachstumsbereiche mit-

tels konventioneller Auflichtfluoreszenzmikroskopie anzustreben. Seit Einführung digita-

ler Kameras zur Bildakquisition und einer computergestützten Auswertung kann durch 

dünnere Schnitte eine Reduktion der Überlagerung der Fluorochrome erzielt werden. In 

einer Übersichtsarbeit beschreibt van Gaalen, wie durch einen günstigen Arbeitsablauf, 

bei dem die ungefärbten Schnitte zunächst fluoreszenzmikroskopisch analysiert werden 

und erst im Anschluss die histologische Färbung durchgeführt wird, die Darstellung der 

gleichen Region in hoher Qualität möglich ist [van Gaalen 2010]. Die Proben dieser Un-

tersuchung wurden zudem noch vor der histologischen Aufbereitung per µCT einer mul-

timodalen Darstellung der Defektregion und der Knochenneubildung hinsichtlich Mikroar-

chitektur, Knochenwachstumsaktivität und Zellmorphologie zugeführt [Bissinger 2011, 

Stöhrer 2008]. Nach wie vor existiert kein standardisiertes Schema zur Markierung und 

Auswertung einer polychromen Sequenzmarkierung, die eine Vergleichbarkeit verschie-

dener Studien ermöglichen würde. Ein von van Gaalen propagiertes polychromes Se-

quenzmarkierungschema zur konventionellen fluoreszenzmikroskopischen Auswertung 

basiert auf den Fluorochromen Oxytetracyclin, Calzein Grün, Alizarin Rot und Xylenolo-

range. Hier könnte kritisch angemerkt werden, dass die Kombination von Alizarin Rot mit 

einem Emissionsspektrum von 600-645 nm und Xylenolorange mit einem Emissions-

spektrum von 610-615 nm eine nicht notwendige Erschwernis in der optischen Auswer-

tung darstellen [Pautke 2005, van Gaalen 2010]. Daher wäre die Verwendung von Cal-

cein Blau, welches sich optisch deutlich von den drei anderen Farbtönen abhebt, gemäß 

den hier vorliegenden Ergebnissen eine sinnvolle Alternative und wird so auch bereits 

vielversprechend in Folgeversuchen eingesetzt. 

Für den Hauptversuch wurde das Markierungschema von den ursprünglich sechs aus-

gewählten Fluorochromen auf vier Fluorochrome reduziert. Dies war nötig, da ein Be-

obachtungszeitraum von lediglich vier Wochen gewählt wurde. BAPTA konnte aufgrund 

der o.g. Gründe nicht genutzt werden. Des Weiteren wurde auf die Verwendung von Ro-

litetracycline verzichtet. Auch wenn es nur geringen Anhalt für einen negativen Einfluss 

von Tetracyclin auf die Knochenheilung gibt [Engesaeter 1978], so stellt diese Gruppe 
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doch die einzige therapeutisch wirksame Substanz dar. Die Einmalgabe eines dieser An-

tibiotika in einer supratherapeutischen Dosierung von 25mg/kg KG könnte daher als Ne-

benwirkung einen positiven lokalen Einfluss auf die Wundheilung ausüben und wurde 

daher für die Markierung nicht verwendet. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mit dem CLSM die Auswertung einer 

intravitalen polychromen Sequenzmarkierung mit fünf Fluorochromen möglich ist. Dabei 

handelt es sich allerdings um ein technisches, zeitlich und finanziell sehr anspruchsvolles 

Verfahren, bei dem die sehr kleine ROI einen limitierenden Faktor darstellt. Die CLSM 

sollte daher der Darstellung von Knochenwachstum und Knochenaktivität ohne Anwen-

dung der Immunfluoreszenz, für Spezialuntersuchungen z.B. im Bereich des direkten 

Knochen-Implantat-Interfaces vorbehalten bleiben. 
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5.2 Diskussion der Ergebnisse des in vivo Versuchs 

Im Rahmen des Tierversuchs sollten die Übertragung eines in vitro geprüften Trans-

fektionssystems zum non-viralen Gentransfer von BMP-2-Plasmid hinsichtlich seiner Wir-

kung auf die Knochenbildung am critical-size-defect des Rattenunterkiefers überprüft 

werden [Kolk 2007]. Neben der hier beschriebenen Auswertung der polychromen Se-

quenzmarkierung wurden die Proben klinisch, radiologisch, histomorphometrisch 

[Stöhrer 2008] und mittels µCT [Bissinger 2011] untersucht. Übergeordnetes Ziel war es 

zu klären, ob äquivalent zur Applikation von rhBMP-2 auch bei der Applikation von BMP-

2-Plasmid eine positive Dosis-Wirkung-Beziehung auf die Knochenwachstumsaktvität zu 

beobachten ist, die als Nachweis einer Förderung der Osteoinduktion gewertet werden 

kann. 

Die osteoinduktiven Eigenschaften von bone morphogenetic proteins sind seit der Ent-

deckung dieser Wachstumsfaktoren der TGF-β Superfamilie bekannt [Rosen 1992, Van 

de Putte 1965]. Insbesondere BMP-2 zeigte gegenüber den anderen Wachstumsfaktoren 

das größte osteoinduktive Potential [Kandziora 2002c]. Daher wurde dieser Subtyp für 

diese Untersuchung ausgewählt. Bone morphogenetic proteins liegen im Knochen nur in 

geringsten Mengen vor [Kübler 1997], so dass erst mit dem Aufkommen von rekombi-

nantem human BMP-2 eine tierexperimentelle Erforschung der Wirkung und der Einsatz-

möglichkeiten möglich wurde. Das osteoindukive Potential von rhBMP-2 entsprach dem 

des originären BMP-2 [Wang 1990, Zhao 2002]. Ein positiver Einfluss auf die Frakturhei-

lung wurde in mehreren Studien bestätigt. [Boden 1998, Garrison 2010, Govender 2002, 

Kubler 1998]. Das Ausmaß und die Geschwindigkeit der Knochenneubildung steht in di-

rektem Zusammenhang mit der Menge des eingebrachten rhBMP-2 [Kübler 1997, Riley 

1996].In Tierversuchen konnte zeigt werden, dass die Wirkung von rhBMP-2 Einfluss auf 

die frühen Phasen der Knochenheilung nimmt und eine beschleunigte Kallusbildung und 

-reifung erzielt werden konnte [Kandziora 2002b, Murakami 2002, Zellin 1997b, 1997c]. 

Aufgrund der zahlreichen Studien zur Wirkung von rhBMP-2 konnte die direkte Applika-

tion des Wachstumsfaktors bei identischem Trägersystem als Referenz für die Untersu-

chungen zur Wirkung des BMP-2-Plasmids herangezogen werden. Im Rahmen dieses 

Versuches wurde das rekombinante, kommerziell erhältliche rhBMP-2 (Induct Os®) (Fa. 

Wyeth, Münster, Deutschland) verwendet. 

Der critical-size-defect des Rattenunterkiefers stellt dabei ein etabliertes Model zur Un-

tersuchung der Defektheilung dar [Hedner 1995, Schmitz 1986]. Durch die Lage außer-
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halb des Trajektoriensystems des Unterkiefers erfolgt nur eine geringe belastungsabhän-

gige Stimulation der Knochenneubildung [Lanyon 1992]. Die Ummantelung des Defektes 

durch die Weichgewebe der Masseter-Pterygoid-Schlinge führte zu einer hohen Lagesta-

bilität des Titanimplantates. Auch eine Einblutung über den Defektbereich hinaus, sowie 

eine vermeintliche Diffusion des WF bzw. des BMP-2-Plasmides in die umgebenden 

Weichgewebe konnte minimiert werden. Allerdings scheint die enge Lagebeziehung des 

anterioren Defektareals zur Wurzel des Unterkieferschneidezahns einen Einfluss auf die 

Knochenneubildung zu besitzen. So zeigte sich in dieser Region im µCT ein größeres 

Knochenvolumen, welches auch radiologisch und histomorphometerisch bestätigt wer-

den konnte. Ursache hierfür könnte eine höhere Anzahl an Zielzellen im Bereich der 

Spongiosa und der parodontalen Ligamente sein, die vermehrt BMP-2 Rezeptoren auf-

weisen [Bissinger 2011, Dereka 2006, Stöhrer 2008]. Die Ratte ist als Tiermodel zur Un-

tersuchung der Knochenheilung gut geeignet. Durch den gegenüber dem Menschen 

deutlich erhöhten Knochenstoffwechsel zeigen sich sowohl Störungen, als auch eine Pro-

motion der Knochenheilung in einem kürzen Zeitintervall. Selbstverständlich wäre die 

Etablierung eines vergleichbaren Großtiermodels wünschenswert, allerdings ist hinsicht-

lich Fallzahl, Handhabung und Kosten das Kleintiermodel zu bevorzugen. 

Aufgrund der hohen Kosten, der kurzen Wirkungszeit und der Gefahr einer nicht-regu-

lierbaren Knochenneubildung wird rhBMP-2 nur in ausgewählten Fällen am Menschen 

eingesetzt. Hierbei stehen die Therapie der verzögerten Knochenheilung bei offenen 

Frakturen der langen Röhrenknochen und Anwendungen in der Wirbelsäulenchirurgie im 

Vordergrund [De Biase 2005, Schmidmaier 2008, Valdes 2009]. 

Die Gentherapie stellt eine attraktive Alternative zur direkten Applikation von Wachs-

tumsfaktoren dar. Allerdings besteht bei dieser Anwendungsform die Gefahr, dass die 

eingebrachten Vektoren sich systemisch verteilen und dauerhaft in der Wirts-DNA einge-

baut werden könnten [Evans 2010]. Hierbei könnte es im Sinne einer Insertationsmuta-

genese zu einer Aktivierung von Onkogenen bzw. Inaktivierung von Tumor-Suppressor-

Genen kommen [Dincer 2005] Diese Gefahr liegt insbesondere beim viralen Gentransfer 

vor und kann durch die Verwendung eines non-viralen Carrier-Systems nach dem aktu-

ellen Wissensstand nahezu ausgeschlossen werden [Han 2000, Park 2006]. Für die 

Gruppe der BMPs kann dieses Risiko exemplarisch anhand des klinischen Bildes einer 

Fibrodysplasia ossificans progressiva veranschaulicht werden. Hierbei kommt es, wahr-

scheinlich durch eine heterozygote missense Mutation am ACVR1/ALK2 BMP Typ I Re-
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zeptor, zu einer Aktivierung des BMP Signals in Abwesenheit von BMP und zu einer Dys-

regulation von BMP im Extrazellularraum. Neben Wachstumsstörungen kommt es bei 

betroffenen Patienten zu einer Trauma- oder Infektionsgetriggerten heterotropen en-

chondralen Ossifikation mit ektoper Skeletogenese. Die Lebenserwartung der Betroffe-

nen liegt, limitiert durch Folgen der Verknöcherung des Thorax, im fünften Lebensjahr-

zehnt [Kaplan 2009]. 

Bei der hier vorgestellten Untersuchung wurde eine genaktivierte Matrixbeschichtung 

auf einer Titanoberfläche eingesetzt. Die Applikation des Plasmid-Carrier-Systems auf 

einer Titanbasis ist nicht nur wegen der ausgezeichneten Biokompatibilität des Werk-

stoffs zu bevorzugen, sondern stellt auch eine direkte Vorstufe zur klinischen Anwendung 

des Systems auf Osteosynthesematerialien oder dentalen Implantaten dar [Becker 2006]. 

Die Auflagerung eines flächigen Titantransplantates auf einem critical-size-defect ist da-

bei eine operative Situation, wie sie in nicht-lasttragenden Regionen wie an der Schädel-

kalotte oder im Bereich der Kieferhöhlenwände zur Verwendung kommen könnte. Die 

Frage, ob das verwendete Träger-Matrix-Plasmid System der mechanischen Belastung 

auf einer Implantatoberfläche z.B. bei der enoralen enossalen Implantation wiedersteht, 

ist Gegenstand weiterer Forschung. 

Das verwendete Plasmid-Carrier System wurde hinsichtlich seiner Transfektion und 

Expression in vitro getestet. [Honig 2010, Kolk 2007]. Dabei zeigte sich eine konzentrati-

onsabhängig Expression von BMP-2-mRNA. Zur Bestätigung dieser Dosis-Wirkungs-Be-

ziehung in vivo wurde die Knochenwachstumsaktivität im zeitlichen Verlauf untersucht. 

Hierzu wurde die Knochenwachstumsaktivität an vier definierten Zeitpunkten durch Flu-

oreszenzmarkierung dargestellt. Vom Zeitpunkt der Markierung wurde der neu gebildete 

Knochen über einen Zeitraum von etwa 24-36 Stunden angefärbt [van Gaalen 2010]. 

Durch einen Abstand von 7 Tagen zwischen den Markierungen konnte davon ausgegan-

gen werden, dass es zu keiner Doppelmarkierung der Knochensubstanz kam. Auch et-

waige Unterschiede im Färbeverhalten der verschiedenen Fluorochrome konnten keinen 

Einfluss auf das Ergebnis ausüben, da jeder Zeitpunkt bei jedem Tier mit demselben 

Fluorochrom angefärbt wurde. Es ist bei dieser Untersuchung darauf hinzuweisen, dass 

es sich um Verhältniszahlen handelt, die keine Aussage bezüglich der Qualität und Quan-

tität des gebildeten Knochens machen. 

Bei den Tieren der rhBMP-2 Gruppe zeigte sich eine in die frühe Phase der Fraktur-

heilung verschobenen Osteoinduktion. Bereits am Tag 6 war eine Kalzifizierung in 15,1% 
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der bis zum 27. Tag gebildeten Knochenmatrix nachweisbar und auch zum Untersu-

chungszeitpunkt an Tag 13 zeigte sich sowohl im direkten Vergleich als auch schlussfol-

gernd in der kumulativen Darstellung eine fortgeschrittene Kalzifizierung von insgesamt 

37,0%. Dieser Effekt des rhBMP-2 wurde grundsätzlich bereits in multiplen Voruntersu-

chen beschrieben [Cochran 1999, Kandziora 2002b, Lieberman 2002, Murakami 2002, 

Zellin 1997a, 1997b]. Als starker Promotor der Osteoinduktion wurde daher diese Gruppe 

als Referenzgruppe definiert. Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Wirkung verschiedener 

BMP-2-Plasmid Konzentrationen im Vergleich zu rhBMP-2 und somit konnte auf fluores-

zenzmikroskopische Auswertung einer Nativ-Kontrolle verzichtet werden. Die folgende 

Abbildung (Abb. 5-1) stellt die Basisformen der Knochenwachstumsaktivität dar wie sie 

in der Untersuchung ausgewertet wurden. Dabei wurde einmal die Darstellung in prozen-

tualen Einzelwerten (links) und einmal in prozentualen Kumulativwerten (rechts) gewählt. 

 

     

Abb. 5-1 Basisformen der Knochenwachstumsaktivität bei verschiedenen Abläufen der Osteoin-
duktion im Rahmen dieser Versuchsanordnung 

 

Bei einer starken osteoinduktiven Potenz wäre in diesem Versuchsaufbau eine starke 

Fluoreszenzmarkierung an den frühen Untersuchungszeitpunkten zur erwarten gewesen 

(rote Kurve) die dann abflacht. Ob es sich zu den späteren Untersuchungszeitpunkten 

um eine Suppression der Knochenneubildung oder um das Erreichen eines Endzustan-

des handelt ist aus dieser Untersuchung nicht ableitbar. Bei einer aktiven Verlagerung 

der Osteoinduktion in die frühe Phase der Knochenheilung wäre ein langsam abfallender 

Kurvenverlauf (orange Kurve) zu erwarten gewesen. Hierbei würde die Kalzifizierung der 

Knochenmatrix früh einsetzen um dann im Verlauf langsamer fortzuschreiten. Auch eine 

homogene Verteilung der Knochenwachstumsaktivität wäre theoretisch möglich (grüne 

Kurve). Die obengenannten Kurvenverläufe stellen allesamt eine Knochenwachstumsak-

tivität dar die sich maßgeblich von der physiologischen Knochenneubildung unterschei-

det. Auch eine extreme Verzögerung der Osteoinduktion (dunkelblaue Kurve) wäre am 

ehesten mit einer aktiven Suppression der an der Knochenneubildung beteiligten Zellen 

zu erklären. Dementsprechend sind sowohl für das physiologische Knochenwachstum 
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als auch unter dem Einfluss von rhBMP-2 und BMP-2-Plasmid Variationen einer verzö-

gerten Osteoinduktion (hellblaue Kurve) zu erwarten. 

Eine Abflachung der Kurve in Richtung einer konstanten Osteoinduktion durch Erhö-

hung der initialen Knochenwachstumsaktivität an Tag 6 entspricht daher dem gewünsch-

ten Effekt, welcher bei rhBMP-2 zu erwarten ist und der in dieser Untersuchung für das 

BMP-2-Plasmid gezeigt werden sollte. Die favorisierte Konzentration von rhBMP-2 war 

62,5µg und für das BMP-2-Plasmids 2,5µg. Diese Werte hatte sich aus den in vitro Vor-

versuchen ergeben [Kolk 2007]  

Im Rahmen der durchgeführten Untersuchung zeichneten sich zwei Gruppen ab. Die 

Tiere, deren Implantate mit 2,5µg, 12,5µg und 25µg BMP-2-Plasmid beschichtet waren, 

zeigten im zeitlichen Verlauf eine ähnliche Knochenwachstumsaktivität wie die rhBMP-2 

Tiere. Dabei waren zum ersten Untersuchungszeitpunkt 10-15% des untersuchten Kno-

chenzuwachses erfolgt. Zum zweiten Untersuchungszeitpunkt an Tag 14 zeigte rhBMP-

2 mit 19% eine leichte Steigerung der Knochenwachstumsaktivität gegenüber Tag 6 und 

dementsprechend auch gegenüber anderen o.g. Gruppen. Diese zeigten an Tag 13 einen 

Abfall der Knochenwachstumsaktivität auf 11-12%. Eine mögliche Erklärung ist der Ein-

fluss der körpereigenen Regulationsmechanismen auf die Expression und Proteinsyn-

these, welche bei der Applikation des rhBMP-2 Proteins keinen supprimierenden Einfluss 

ausüben können. Demgegenüber zeigten die Tiere, deren Implantate mit 50µg und 100µg 

BMP-2-Plasmid beschichtet waren gegenüber allen anderen Gruppen am Tag 6 eine ver-

zögerte Knochenwachstumsaktivität. Diese war bei der 50µg Gruppe noch deutlicher 

ausgeprägt als bei den 100µg Tieren. Dies könnte mit einer Untersuchung von Sciadini 

und Johnson in Einklang gebracht werden. Im Rahmen dieser Untersuchung wurde ein 

critical-size-defect am Hundemodell mit einem mit verschiedenen Konzentrationen von 

rhBMP-2 überzogenen Kollagenimplantat überbrückt. Das Implantat mit der geringsten 

Dosierung von 150µg rhBMP-2 zeigte dabei die besten biomechanischen Eigenschaften 

und die geringste Ausbildung von zystenartigen Knochenporen [Sciadini 2000]. Diese 

Beobachtung legt nahe, dass es unter dem Einfluss einer zu hohen Konzentration von 

BMP-2-Plasmid zu einer Hemmung der Ausbildung von kalzifizierenden Strukturen im 

Rahmen der Osteoinduktion kommen kann. 

Bereits an Tag 13 zeigte sich in der kumulativen Darstellung eine ähnliche Gesamt-

knochenwachstumsaktivität der Gruppen rhBMP-2, BMP-2-Plasmid 2,5µg, BMP-2-Plas-

mid, 50µg und BMP-2-Plasmid 100 zwischen 30% und 37%. Diese Entwicklung ist mit 
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einer verzögerten Osteoinduktion der 50µg und 100µg BMP-2-Plasmid Gruppen zu be-

gründen. Je länger sich der Zeitpunkt bis zum Einsetzen von Knochenwachstumsaktivität 

verzögert, desto stärker tritt dieser Ausgleich zu den späteren Untersuchungszeitpunkten 

zu Tage um eine Gesamtknochenwachstumsaktivität von 100% an Tag 27 zu erreichen 

(Abb. 5-1). Wenn man daher die Wertigkeit der Knochenwachstumsaktivität auf die ersten 

beiden Untersuchungszeitpunkte konzentriert, zeigt sich die 2,5µg Gruppe als diejenige 

mit dem günstigsten Verlauf. Die Beobachtung, dass es bei dieser Gruppe am Tag 20 zu 

einem Abfall der kumulativen Wachstumsaktivität kommt, entspricht dem zu erwartenden 

Verhalten bei der frühen Osteoinduktion. 

Zu beachten ist, dass bei der Applikation von Wachstumsfaktoren auf Trägersystemen 

auf einem PDLLA Trägersystem bereits in den ersten 48 Stunden 50% des rhBMP-2 

freigesetzt wird [Schmidmaier 2001b]. Dies entspricht der Forderung, dass eine Verlän-

gerung der Wirkdauer durch ein Trägersystem mit langsamer Freisetzungskinetik der 

BMP Moleküle erreicht wird [Takahashi 2005]. Eine derartige Verlängerung und auch 

Verzögerung der Wirkdauer könnte sich damit positiv auf die Osteoinduktion auswirken, 

da der Effekt der Verzögerung der Knochenwachstumsaktivität durch zu hohe Konzent-

rationen von rhBMP-2 und BMP-2-Plasmid durch eine langsame Freisetzungskinetik re-

duziert werden könnte. Es besteht die Möglichkeit, dass dadurch körpereigene Regulati-

onsmechanismen eine günstigere Wirkung und Verteilung des vorhandenen BMP-2 be-

wirken können. Trotzdem sollten aufgrund der kurzen Halbwertzeit des zur Verfügung 

stehenden BMP-2 die Ergebnisse der späteren Untersuchungszeitpunkte an Tag 20 und 

Tag 27 nicht überinterpretiert werden, sondern als Konsequenz des Einflusses auf die 

frühe Knochenwachstumsaktivität eingestuft werden. 

Der Langzeiteffekt wurde mittels µCT [Bissinger 2011] sowie klinisch, radiologisch und 

histomorphometrisch beschrieben [Stöhrer 2008]. In der Auswertung mittels µCT konnte 

dabei für die BMP-2-Plasmid Gruppen mit 2,5µg, 12,5µg und 25µg signifikant mehr Kno-

chenvolumen nachgewiesen werden als in den BMP-2-Plasmid Gruppen mit 50µg und 

100µg, allerdings ohne eine lineare Dosis-Wirkungs-Beziehung. Dies ist mit den Be-

obachtungen der Knochenwachstumsaktiviät gut vereinbar, wenn man eine frühe Förde-

rung der Osteoinduktion als Basis für eine erfolgreiche Knochenheilung wertet. 

Es konnte gezeigt werden, dass mit dem hier zur Anwendung kommenden Transfek-

tionssystem zum non-viralen Gentransfer von BMP-2-Plasmid Einfluss auf die Knochen-

wachstumsaktivität am critical-size-defect des Rattenunterkiefers genommen werden 

konnte. Gegenüber der Vergleichsgruppe mit einer Beschichtung von 62,5µg rhBMP-2 
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konnte eine Beschichtung mit 2,5µg BMP-2-Plasmid einen vergleichbaren, wenn auch 

nicht ganz so starken positiven Effekt, im Sinn einer frühen Osteoinduktion, auf die Kno-

chenwachstumsaktivität hervorrufen. Es zeigte sich, dass ein Trägersystem mit hohen 

Dosierungen von 50µg und 100µg BMP-2-Plasmid initial zu einer Hemmung der Kno-

chenwachstumsaktiviät in der ersten Woche führte die in der Folge kompensiert wird. Die 

Untersuchung legt nahe, dass analog zu den ex vivo Vorversuchen [Kolk 2007] auch in 

vivo das verwendete Transfektionssystem mit einer Konzentration von 2,5µg BMP-2-

Plasmid durch eine Erhöhung der Knochenwachstumsaktivität in der frühen Phase der 

Knochenheilung einen günstigen Einfluss auf die Osteoinduktion hat. 
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6 Zusammenfassung 

 

Die Fortschritte in der Medizin und die demographische Entwicklung erhöhen die An-

forderungen an die Knochenheilung. Zum einen werden mehr ältere und multimorbide 

Patienten mit einer kompromittierten Knochenheilung der operativ-osteosynthetischen 

Frakturversorgung zugeführt, zum anderen kommt es durch die weite Verbreitung der 

intra- und extraoralen Implantologie zu erhöhten Anforderungen an das Knochenlager 

und ein stabiles Knochen-Implantat-Interface wird als Behandlungsziel erwartet. 

Eine deutliche Verbesserung der Knochenheilung kann durch das rekombinante hu-

mane bone-morphogenetic-protein 2 (rhBMP-2) erzielt werden. Dieser körpereigene 

Wachstumsfaktor führt zu einer Steigerung der Osteoinduktion. Die direkte Applikation 

von rhBMP-2 ist sehr kostenintensiv. Eine Alternative stellt der Gentransfer dar. Hierbei 

wird das BMP-2-Plasmid am Wirkort platziert und der Wachstumsfaktor vom Körper 

selbst synthetisiert. Es besteht die Möglichkeit des viralen und non-viralen Gentransfers. 

Beim viralen Gentransfer kann das Risiko einer dauerhaften Veränderung des Genoms 

nicht gänzlich ausgeschlossen werden, beim non-viralen Gentransfer steht die Proble-

matik einer geringen Transfektionsrate im Vordergrund. 

In der vorliegenden Arbeit wurde eine neue Methode mit einem non-viralen Gentrans-

fer von BMP-2-Plasmid hinsichtlich des Einflusses verschiedener Konzentrationen auf 

die Knochenwachstumsaktivität getestet. Dabei kamen Titanplättchen zum Einsatz auf 

denen in einer PDLLA Matrix in COPROGs kondensiertes und geschütztes, BMP-2-Plas-

mid in Konzentrationen von 2,5µg, 12,5µg, 25µg, 50µg uns 100µg auf einen critical-size-

defect am Rattenunterkiefer platziert wurde. Bei der Referenzgruppe wurden anstelle des 

BMP-2-Plasmids 62,5µg rhBMP-2 auf dem Defektbereich platziert. Für die Auswertung 

der durchgeführten vierfach polychromen Sequenzmarkierung an den Tagen 6, 13, 20 

und 27 wurde erstmalig die Verwendung eines Konfakalen Laser Scanning Mikroskop 

beschrieben. 

Es konnte gezeigt werden, dass unter einem erheblichen apparativen und zeitlichen 

Aufwand die Auswertung einer komplexen polychromen Sequenzmarkierung mit fünf Flu-

orochromen mittels CLSM möglich ist. Limitierend ist dabei vor allem die geringe Größe 

der region of interest. Dies macht dieses Verfahren zur Beobachtung großer Gruppen 

und großer Defekte unattraktiv. Die Technik sollte in erster Linie der Darstellung von Kno-

chenwachstum und Knochenaktivität ohne Anwendung der Immunfluoreszenz für Spezi-
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aluntersuchungen, z.B. im Bereich des direkten Knochen-Implantat-Interface, vorbehal-

ten bleiben. Die Kombination der CLSM mit einer polychromen Sequenzmarkierung ist 

sinnvoll. In Zukunft könnten in vivo µ-CT Untersuchungen eine Alternative darstellen, al-

lerdings bei deutlich höheren Versuchskosten. 

Hinsichtlich des Einflusses auf die Knochenwachstumsaktivität zu den beobachteten 

Zeitpunkten kam es bei den Tieren mit einer 2,5µg BMP-2-Plasmid Beschichtung gegen-

über der rhBMP-2 Referenzgruppe zu einer in Näherung gleichen Verteilung. Es zeigte 

sich, dass ein Trägersystem mit hohen Dosierungen von 50µg und 100µg BMP-2-Plas-

mid initial zu einer Hemmung der Knochenwachstumsaktivität in der ersten Woche führte. 

Insbesondere die gewonnenen Daten zu den Untersuchungszeitpunkten an Tag 21 und 

Tag 27 müssen aufgrund der kurzen Halbwertzeit sowohl des rhBMP-2 als auch des 

BMP-2-Plasmids zurückhaltend beurteilt werden. 
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8 Anhang 

8.1 Absolutwerte 

Tag Gruppe Perzentile 

  25% 50% 75% 

6 BMP 2492,5 9012,5 16783 

 Plasmid 2,5 3218,5 9173 15884,25 

 Plasmid 12,5 2617,25 10168 14738 

 Plasmid 25 7565,75 10340,25 16692,62 

 Plasmid 50 528 1714 8238 

 Plasmid 100 2930 4689 10150,5 

13 BMP 12940,5 18480,5 28684 

 Plasmid 2,5 5675,875 7775,5 12537,88 

 Plasmid 12,5 5316,5 8483,5 11743,25 

 Plasmid 25 7179 9989,5 12867,88 

 Plasmid 50 11148 15713 23920 

 Plasmid 100 8305,5 11624 23368,5 

20 BMP 29537,5 43215,5 51673,5 

 Plasmid 2,5 13870,375 25749,5 35952 

 Plasmid 12,5 34806,75 39061 46347,25 

 Plasmid 25 38956,375 42575,75 47778,88 

 Plasmid 50 20777 29260 58090 

 Plasmid 100 20706 28704,5 35009,5 

27 BMP 15478,5 22606 28966,5 

 Plasmid 2,5 9847,375 15518,25 24705,75 

 Plasmid 12,5 10522,75 17977,5 24085 

 Plasmid 25 15237,875 25190 30485,12 

 Plasmid 50 6647,5 12195,5 17301 

 Plasmid 100 10231,5 18708,5 24454,5 

 
Tab. 8-1 Fläche des neu gebildeten Knochens in µm² an den Untersuchungszeitpunkten an den 

Tagen 6, 13,20 und 27 
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8.1.1 Signifikanzniveau der Absolutwerte 

Tag 6 p-Wert 

Plasmid 100-BMP 0,2674 

Plasmid 12,5-BMP 0,6797 

Plasmid 2,5-BMP 0,8947 

Plasmid 25-BMP 0,6412 

Plasmid 50-BMP 0,0346 

Plasmid 12,5-Plasmid 100 0,4516 

Plasmid 2,5-Plasmid 100 0,3399 

Plasmid 25-Plasmid 100 0,0505 

Plasmid 50-Plasmid 100 0,2931 

Plasmid 2,5-Plasmid 12,5 1 

Plasmid 25-Plasmid 12,5 0,5628 

Plasmid 50-Plasmid 12,5 0,2505 

Plasmid 25-Plasmid 2,5 0,3608 

Plasmid 50-Plasmid 2,5 0,0605 

Plasmid 50-Plasmid 25 0,0205 

 
Tag 13 p-Wert 

Plasmid 100-BMP 0,2674 

Plasmid 12,5-BMP 0,0242 

Plasmid 2,5-BMP 0,0003 

Plasmid 25-BMP 0,0169 

Plasmid 50-BMP 0,5165 

Plasmid 12,5-Plasmid 100 0,191 

Plasmid 2,5-Plasmid 100 0,0259 

Plasmid 25-Plasmid 100 0,2466 

Plasmid 50-Plasmid 100 0,5554 

Plasmid 2,5-Plasmid 12,5 0,9247 

Plasmid 25-Plasmid 12,5 0,6434 

Plasmid 50-Plasmid 12,5 0,1223 

Plasmid 25-Plasmid 2,5 0,3384 

Plasmid 50-Plasmid 2,5 0,012 

Plasmid 50-Plasmid 25 0,1688 

 

Tag 20 p-Wert 

Plasmid 100-BMP 0,0625 

Plasmid 12,5-BMP 0,8241 

Plasmid 2,5-BMP 0,0081 

Plasmid 25-BMP 0,7267 

Plasmid 50-BMP 0,2498 

Plasmid 12,5-Plasmid 100 0,1043 

Plasmid 2,5-Plasmid 100 0,484 

Plasmid 25-Plasmid 100 0,0138 

Plasmid 50-Plasmid 100 0,6261 

Plasmid 2,5-Plasmid 12,5 0,0588 

Plasmid 25-Plasmid 12,5 0,3545 

Plasmid 50-Plasmid 12,5 0,5006 

Plasmid 25-Plasmid 2,5 0,0079 

Plasmid 50-Plasmid 2,5 0,2391 

Plasmid 50-Plasmid 25 0,2773 

 
Tag 27 p-Wert 

Plasmid 100-BMP 0,1738 

Plasmid 12,5-BMP 0,2664 

Plasmid 2,5-BMP 0,0854 

Plasmid 25-BMP 0,7708 

Plasmid 50-BMP 0,0383 

Plasmid 12,5-Plasmid 100 0,843 

Plasmid 2,5-Plasmid 100 0,7991 

Plasmid 25-Plasmid 100 0,1111 

Plasmid 50-Plasmid 100 0,4887 

Plasmid 2,5-Plasmid 12,5 0,8873 

Plasmid 25-Plasmid 12,5 0,3545 

Plasmid 50-Plasmid 12,5 0,4054 

Plasmid 25-Plasmid 2,5 0,1637 

Plasmid 50-Plasmid 2,5 0,4451 

Plasmid 50-Plasmid 25 0,0702 

Tab. 8-2 Signifikanzniveaus der Absolutwerte der Fläche des neu gebildeten Knochens zu den 
Untersuchungszeitpunkten an den Tagen 6,13, 20 und 27 
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8.2 Prozente absolut 

Tag  Perzentile 

  25% 50% 75% 

6 BMP 0,02902517 0,15107449 0,19092485 

 Plasmid 2,5 0,06923173 0,14722795 0,23401925 

 Plasmid 12,5 0,05588337 0,10701703 0,13399737 

 Plasmid 25 0,08094057 0,1226728 0,15826227 

 Plasmid 50 0,01013576 0,04312448 0,06461075 

 Plasmid 100 0,05498347 0,07809013 0,10848187 

13 BMP 0,15585037 0,19342498 0,23036545 

 Plasmid 2,5 0,07161786 0,12217578 0,1913104 

 Plasmid 12,5 0,10262168 0,11586377 0,13841789 

 Plasmid 25 0,0781241 0,10978291 0,16552726 

 Plasmid 50 0,19777005 0,2444073 0,29169644 

 Plasmid 100 0,16542843 0,22790559 0,27697805 

20 BMP 0,37343266 0,44074227 0,46711336 

 Plasmid 2,5 0,31794362 0,38432681 0,46396334 

 Plasmid 12,5 0,4678534 0,56496187 0,63417447 

 Plasmid 25 0,4732792 0,49940712 0,52632083 

 Plasmid 50 0,43988912 0,48365516 0,54493723 

 Plasmid 100 0,37145096 0,41888481 0,49693328 

27 BMP 0,16485182 0,2365387 0,31009236 

 Plasmid 2,5 0,2357665 0,31907007 0,42338537 

 Plasmid 12,5 0,22208149 0,25801664 0,27438494 

 Plasmid 25 0,18239057 0,27374865 0,2988643 

 Plasmid 50 0,12747251 0,16950963 0,26592022 

 Plasmid 100 0,21417514 0,26874048 0,31994031 

 
Tab. 8-3 Prozentuale Verteilung der Knochenneubildung zu den Untersuchungszeitpunkten an 

den Tagen 6, 13, 20 und 27 
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8.2.1 Signifikanzniveau der Prozente absolut 

Tag 6 p-Wert 

Plasmid 12,5-BMP 0,6338 

Plasmid 2,5-BMP 0,5428 

Plasmid 25-BMP 0,9535 

Plasmid 50-BMP 0,2018 

Plasmid 100-BMP 0,4144 

Plasmid 2,5-Plasmid 100 0,0523 

Plasmid 12,5-Plasmid 100 0,663 

Plasmid 25-Plasmid 100 0,0702 

Plasmid 50-Plasmid 100 0,0545 

Plasmid 2,5-Plasmid 12,5 0,2772 

Plasmid 25-Plasmid 12,5 0,4179 

Plasmid 50-Plasmid 12,5 0,2193 

Plasmid 25-Plasmid 2,5 0,6634 

Plasmid 50-Plasmid 2,5 0,0109 

Plasmid 50-Plasmid 25 0,0205 

 
Tag 13 p-Wert 

Plasmid 12,5-BMP 0,0057 

Plasmid 2,5-BMP 0,0245 

Plasmid 25-BMP 0,0311 

Plasmid 50-BMP 0,0569 

Plasmid 100-BMP 0,4388 

Plasmid 2,5-Plasmid 100 0,0068 

Plasmid 12,5-Plasmid 100 0,0126 

Plasmid 25-Plasmid 100 0,0169 

Plasmid 50-Plasmid 100 0,4571 

Plasmid 2,5-Plasmid 12,5 0,5083 

Plasmid 25-Plasmid 12,5 1 

Plasmid 50-Plasmid 12,5 0,0017 

Plasmid 25-Plasmid 2,5 0,5716 

Plasmid 50-Plasmid 2,5 0,0016 

Plasmid 50-Plasmid 25 0,0059 

 

Tag 20 p-Wert 

Plasmid 12,5-BMP 0,039 

Plasmid 2,5-BMP 0,1608 

Plasmid 25-BMP 0,0546 

Plasmid 50-BMP 0,0901 

Plasmid 100-BMP 0,9499 

Plasmid 2,5-Plasmid 100 0,3399 

Plasmid 12,5-Plasmid 100 0,0746 

Plasmid 25-Plasmid 100 0,1475 

Plasmid 50-Plasmid 100 0,1178 

Plasmid 2,5-Plasmid 12,5 0,014 

Plasmid 25-Plasmid 12,5 0,4875 

Plasmid 50-Plasmid 12,5 0,2505 

Plasmid 25-Plasmid 2,5 0,0148 

Plasmid 50-Plasmid 2,5 0,0083 

Plasmid 50-Plasmid 25 0,6639 

 
Tag 27 p-Wert 

Plasmid 12,5-BMP 0,9241 

Plasmid 2,5-BMP 0,0854 

Plasmid 25-BMP 0,7708 

Plasmid 50-BMP 0,3464 

Plasmid 100-BMP 0,217 

Plasmid 2,5-Plasmid 100 0,4451 

Plasmid 12,5-Plasmid 100 0,5006 

Plasmid 25-Plasmid 100 0,828 

Plasmid 50-Plasmid 100 0,0333 

Plasmid 2,5-Plasmid 12,5 0,1706 

Plasmid 25-Plasmid 12,5 0,4875 

Plasmid 50-Plasmid 12,5 0,3219 

Plasmid 25-Plasmid 2,5 0,2963 

Plasmid 50-Plasmid 2,5 0,0156 

Plasmid 50-Plasmid 25 0,0822 

Tab. 8-4 Signifikanzniveaus der prozentualen Verteilung des Knochenwachstums zu den Unter-
suchungszeitpunkten an den Tagen 6,13, 20 und 27 
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8.3 Prozente kumulativ 

Tag  Perzentile 

  25% 50% 75% 

6 BMP 0,02902517 0,15107449 0,19092485 

 Plasmid 2,5 0,06923173 0,14722795 0,23401925 

 Plasmid 12,5 0,05588337 0,10701703 0,13399737 

 Plasmid 25 0,08094057 0,1226728 0,15826227 

 Plasmid 50 0,01013576 0,04312448 0,06461075 

 Plasmid 100 0,05498347 0,07809013 0,10848187 

13 BMP 0,22096056 0,37003231 0,42004607 

 Plasmid 2,5 0,26390595 0,30672388 0,35734333 

 Plasmid 12,5 0,17929219 0,23548027 0,2588931 

 Plasmid 25 0,20393955 0,25586385 0,28951132 

 Plasmid 50 0,27659094 0,3018322 0,3374087 

 Plasmid 100 0,2204119 0,33061118 0,36694004 

20 BMP 0,68990764 0,7634613 0,83514818 

 Plasmid 2,5 0,57661463 0,68092993 0,7642335 

 Plasmid 12,5 0,72561506 0,74198336 0,77791851 

 Plasmid 25 0,7011357 0,72625135 0,81760943 

 Plasmid 50 0,73407978 0,83049037 0,87252749 

 Plasmid 100 0,68005969 0,73125952 0,78582486 

 
Tab. 8-5 Kumulative prozentuale Verteilung der Knochenneubildung zu den Untersuchungszeit-

punkten an den Tagen 6, 13, 20 und 27  



Anhang 

 

82 

8.3.1 Signifikanzniveau der Prozente kumulativ 

Tag 6 p-Wert 

Plasmid 100-BMP 0,4144 

Plasmid 12,5-BMP 0,6338 

Plasmid 12,5-Plasmid 100 0,663 

Plasmid 2,5-BMP 0,5428 

Plasmid 2,5-Plasmid 100 0,0523 

Plasmid 2,5-Plasmid 12,5 0,2772 

Plasmid 25-BMP 0,9535 

Plasmid 25-Plasmid 100 0,0702 

Plasmid 25-Plasmid 12,5 0,4179 

Plasmid 25-Plasmid 2,5 0,6634 

Plasmid 50-BMP 0,2018 

Plasmid 50-Plasmid 100 0,0545 

Plasmid 50-Plasmid 12,5 0,2193 

Plasmid 50-Plasmid 2,5 0,0109 

Plasmid 50-Plasmid 25 0,0205 

 
Tag 13 p-Wert 

Plasmid 100-BMP 0,3464 

Plasmid 12,5-BMP 0,0703 

Plasmid 2,5-BMP 0,3825 

Plasmid 25-BMP 0,1157 

Plasmid 50-BMP 0,9499 

Plasmid 12,5-Plasmid 100 0,1655 

Plasmid 2,5-Plasmid 100 0,8238 

Plasmid 25-Plasmid 100 0,1688 

Plasmid 50-Plasmid 100 0,8576 

Plasmid 2,5-Plasmid 12,5 0,0588 

Plasmid 25-Plasmid 12,5 0,5628 

Plasmid 50-Plasmid 12,5 0,0157 

Plasmid 25-Plasmid 2,5 0,0896 

Plasmid 50-Plasmid 2,5 0,8238 

Plasmid 50-Plasmid 25 0,0597 

 

Tag 20 p-Wert 

Plasmid 100-BMP 0,217 

Plasmid 12,5-BMP 0,9241 

Plasmid 2,5-BMP 0,0854 

Plasmid 25-BMP 0,7708 

Plasmid 50-BMP 0,3464 

Plasmid 12,5-Plasmid 100 0,5006 

Plasmid 2,5-Plasmid 100 0,4451 

Plasmid 25-Plasmid 100 0,828 

Plasmid 50-Plasmid 100 0,0333 

Plasmid 2,5-Plasmid 12,5 0,1706 

Plasmid 25-Plasmid 12,5 0,4875 

Plasmid 50-Plasmid 12,5 0,3219 

Plasmid 25-Plasmid 2,5 0,2963 

Plasmid 50-Plasmid 2,5 0,0156 

Plasmid 50-Plasmid 25 0,0822 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tab. 8-6 Signifikanzniveaus der kumulativen prozentualen Verteilung des Knochenwachstums 
zu den Untersuchungszeitpunkten an den Tagen 6,13, 20 und 27 
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