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Abkürzungsverzeichnis 
 

µCT     Mikrocomputertomographie  

µm     Mikrometer  

ACTH     Adrenocorticotropes Hormon 

AP     Alkalische Phosphatase  

BMP     Bone morphogenic protein 

BSP     Bone Sialoprotein  

BSPhd     BSP hoher Konzentration  

BSPld     BSP niedriger Konzentration 

CaSr     Calciumsensitiver Rezeptor  

CRP     C-reaktives Protein 

CSF     Colony stimulating factor  

DKK1     Dickkopf related protein 1 

ECM     Extrazellularmatrix  

FACIT-Kollagene   Fibrillen-assoziierte Kollagene  

FGF     Fibroblast growth factor 

FSH     Follikelstimulierendes Hormon  

g     Gramm 

GFR     Glomeruläre Filtrationsrate 

GPCR     G-Protein gekoppelter Rezeptor 

HER-2     Human epidermal growth receptor 2 

HLA     Humanes Leukozyten Antigen 

HO     Heterotope Ossifikation  

IGF     Insulin-like Wachstumsfaktor  

IL     Interleukin  

kDa     Kilodalton  

kg     Kilogramm  

mg     Milligramm 

mm     Millimeter  

mmol/l     Millimol pro Liter  

mTOR     Mammalian target of rapamycin 

NaCl     Natriumchlorid  

NFκB     Nuclear factor kappa B 
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NK     Negativkontrolle 

NO     Stickstoff  

OPG     Osteoprotegerin 

OPN     Osteopontin  

p-AKT     Phosphatidylinositol-3-kinase 

PCR     Polymerase Kettenreaktion 

PDGF     Platelet-derived growth factor 

PDL-Zellen     Periodontal-ligament-Zellen  

PGE     Prostaglandin 

PK     Positivkontrolle 

PPi     Pyrophosphat 

PTHrP     Parathormon-verwandtes Peptid 

RANK     Receptor activator of NF-κB 

RANKL     Osteoprotegerin-Ligand 

RGD     Arginin-Glycin-Asparaginsäure-Sequenz 

RIA      Radioimmunassay 

SDF-1     Stromal cell-derived factor 1 

SIBLING    Small integrinbinding ligand n-linked glycoproteins 

SMAD     Second messenger protein 

SMURF1    Ubiquitin-Ligase 

TE     Tissue Engineering  

TGF     Transforming growth factor 

TNF     Tumornekrosefaktor  

TSH     Thyreotropin  

VEGF     Vascular endothelial growth factor 
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1 Einleitung und Zielsetzung der Arbeit 
 

Der stetig wachsende Bevölkerungsanteil Menschen höheren Alters führt aktuell 

vermehrt zu Diskussionen in der Politik, gleichzeitig nimmt die Anzahl der Personen 

im erwerbsfähigen Alter weiter ab. Laut den Berechnungen des Statistischen 

Bundesamtes soll die Zahl der über 60-jährigen Menschen bis 2040 um etwa 28 % 

steigen. Doch nicht nur hierzulande stellt der demographische Wandel eine 

gesellschaftliche Herausforderung dar. Ähnliche Gegebenheiten zeigen sich ebenso 

in anderen Teilen Europas [1]. Eine alternde Bevölkerung führt besonders im 

Gesundheits- und Rentensystem zu zahlreichen Konflikten. Multimorbidität sowie 

Altersarmut spielen im Zuge dieser Thematik eine tragende Rolle. Das Ausmaß an 

Pathologien ändert sich auf lange Sicht, wodurch die Versorgung dem daraus 

resultierenden Bedarf neu angepasst werden muss. Neben der reinen 

Krankheitsbehandlung stehen hier zusätzlich die Erhaltung beziehungsweise 

Wiederherstellung der Autonomie, die soziale Teilhabe sowie die Lebensqualität in 

einem besonderen Fokus [2]. Degenerative Prozesse, eine erhöhte Sturzneigung 

sowie pathologische Frakturen nehmen mit zunehmendem Alter Einfluss auf die 

Beweglichkeit und Flexibilität eines Patienten. Gleichzeitig kommt es zu einer 

Abnahme der Knochendichte sowie der Regenerationsfähigkeit des Knochens, was 

die Fraktur- und Endoprothesenversorgung zusätzlich erschwert. Somit gewinnt der 

Einsatz von Knochenersatzmaterialien sowie osteoinduktiver Substanzen besonders 

für den Fachbereich der Orthopädie und Unfallchirurgie zunehmend an Bedeutung. 

Das wissenschaftliche Labor des Zentrums für Orthopädie und Unfallchirurgie der 

Universitätsmedizin Mainz befasst sich intensiv mit dieser Themengruppe. Anhand der 

heterotopen Ossifikation (HO) ist es möglich, osteoinduktive Eigenschaften eines 

Proteins aufzuzeigen. Als HO wird die Bildung von Knochengewebe an atypischer 

Lokalisation im Gewebe bezeichnet. Sie erfolgt durch Differenzierung von 

pluripotenten mesenchymalen Stammzellen zu knochenbildenden Osteoblasten, 

welche sowohl bei der Skelettentwicklung im Wachstumsalter als auch im 

Erwachsenenalter bei beispielsweise Regenerationsvorgängen zu tragen kommen. 

Knochengewebe besteht aus einem Netzwerk von ausdifferenzierten Osteozyten 

sowie den an Umbauvorgängen beteiligten Osteoblasten/-klasten, die in eine 

Extrazellularmatrix (ECM) eingebettet sind [3]. Der extrazelluläre Raum, in welchem 
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sich Ablagerungen anorganischer Mineralsalze wie Hydroxylapatit befinden, wird 

größtenteils durch Kollagen Typ 1 und nichtkollagene Knochenproteinen wie unter 

anderem den small integrinbinding ligand N-linked glycoproteins (SIBLING) gebildet. 

Zur Familie der SIBLING gehören neben Osteopontin, Dentin Matrixprotein, Dentin 

Sialoprotein und Matrix Extrazellulärem Phosphoglycoprotein das Bone Sialoprotein 

(BSP), welches über eine Arg-Gly-Asp-Sequenz mithilfe von Integrin die Zelladhäsion 

sowie Signaltransduktion steuert und eine hochrangige Funktion hinsichtlich der 

Knochenmineralisierung besitzt [4]. In vitro und in vivo Versuche konnten bereits einen 

regulierenden Einfluss des BSP auf den Knochenstoffwechsel zeigen. Demnach 

haben zu Verkalkungen neigende Tumore die Fähigkeit zur Expression von BSP, 

welches beispielsweise bei Brustkrebs mit der Bildung von Knochenmetastasen 

assoziiert ist [5;112;120-127;229;243]. Dem Bone morphogenic Protein (BMP), 

welches in unterschiedlichen Geweben des menschlichen Körpers vorkommt, konnte 

bereits eine osteoinduktive Funktion zugeordnet werden. Über 40 dieser Proteine 

wurden anhand jahrelanger Untersuchungen isoliert und identifiziert, wovon das BMP-

2 sowie BMP-7 bereits Anwendung im klinischen Alltag bei bestimmten orthopädisch-

unfallchirurgischen Problemfällen (bspw. critical bone defect) finden [6, 7]. So gilt das 

BMP als Vorreiter hinsichtlich der Forschung ektoper Knochenentstehung sowie 

osteogener Proteine.  

Im Rahmen dieser Dissertation sollte die Fähigkeit zur Induktion einer heterotopen 

Ossifikation durch BSP unterschiedlicher Konzentrationen in einem in vivo Modell 

geprüft werden. Insgesamt wurden 51 Ratten innerhalb eines genehmigten 

Tierversuchsvorhaben nach § 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes (Tierversuchsnummer: 

23177-07/G17-1-064) analog einer bereits experimentell etablierten Muskel-Pouch-

Methode operiert. Das BMP diente hierbei zum einen als Positivkontrolle, zum anderen 

als quantitativer Vergleichswert. Als Negativkontrolle dienten Natriumchlorid (NaCl) 

sowie Aqua destillata. Bei den implantierten Substanzträgern handelte es sich um 

Kollagenschwämme. Zur Analyse der Knochenbildung wurden die Ratten in 

regelmäßigen Abständen radiologisch untersucht. Nach fachgerechter Absetzung der 

Tiere sowie Entnahme der Proben wurden diese zusätzlich im Mikro-CT ausgewertet. 

 

 



11 
 

2 Literaturrecherche  
 

2.1 Allgemeine Osteologie  

Das menschliche Skelett wird aus der Gesamtheit von über 200 Knochen gebildet. Die 

genaue Anzahl variiert je nach Individuum [8, 9]. Mit circa 10 kg trägt es ungefähr 15 

% zum eigentlichen Körpergewicht bei. Grob kann das Knochengerüst aufgrund eines 

unterschiedlichen Knochenaufbaus/-stoffwechsels in einen axialen (Stamm) sowie 

peripheren (Extremitäten) Bereich unterteilt werden. Diese Einteilung spielt besonders 

in der klinischen Osteologie bei Erkrankungen wie der Osteoporose eine tragende 

Rolle [10].  

 

2.1.1 Historischer Rückblick  

Die Entstehung des Skeletts kann auf bis zu 550 Millionen Jahre zurückverfolgt 

werden. Verantwortlich hierfür waren vermutlich zahlreiche externe sowie interne 

Einflüsse. Ein zunehmendes Nährstoff- und Mineralienangebot innerhalb der Ozeane 

durch die Erderwärmung sowie als Folge von Gesteinsabtragungen stellten die 

Grundlage des ersten primitiven Knochengerüsts dar [11, 12, 13]. Unter zunächst 

Bildung eines sogenannten Exoskeletts, einem System bestehend aus mit Hartteilen 

verbundenen Muskeln, erfolgte im evolutionären Verlauf die Entstehung eines 

Endoskeletts als Vorläufer der primitiven Wirbelsäule. [11, 14, 15]. 

 

2.1.2 Funktionen des Skeletts  

Das Skelett dient als Stütz- und Bewegungsapparat. Knochen sind paarig (Humerus) 

oder unpaarig (Os frontale) angelegt und bilden in Zusammenarbeit mit anderen 

Bindegewebsstrukturen (Bänder, Sehnen, Knorpel) den passiven Bewegungsapparat. 

Unter Einbeziehung der Skelettmuskulatur sind somit die Voraussetzung einer aktiven 

Motorik und damit der Fähigkeit zur Haltung des Körpers sowie der Mobilität gegeben. 

Der knöcherne Thorax, die Wirbelsäule sowie der Schädel schützen lebenswichtige 

Organe gegenüber externen Einflüssen. So führt beispielsweise ein Kontusionstrauma 

des Kopfes durch die äußere harte Schale sowie Einbettung des Hirns im 
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Liquorsystem meist nicht direkt zu einer Verletzung des cerebralen Parenchyms. 

Neben der reinen Biomechanik und Schutzfunktion erfüllt Knochengewebe noch 

weitere für den Organismus wichtige Aufgaben. Als größter Calciumspeicher und 

Träger des Knochenmarks spielt es im Rahmen des Mineralstoffwechsels sowie der 

Blutbildung eine überaus wichtige Rolle [10, 16, 17].  

 

2.1.3 Entwicklung, Reifung und Wachstum des Knochengewebes  

Intrauterin gegen Ende der Embryonal- und zu Beginn der Fetalperiode können 

grundsätzlich zwei Formen hinsichtlich der Entwicklung von Knochengewebe 

unterschieden werden. Bei der chondralen Ossifikation wird das knöcherne Gewebe 

über eine knorpelige Zwischenstufe gebildet. Das zunächst mesenchymale 

Bindegewebe entwickelt sich durch Parenchymverdichtung zu einem Primordialskelett 

bestehend aus hyalinem Knorpel, welcher folglich durch die Zusammenarbeit von 

Chondroklasten sowie Osteoblasten zu Knochengewebe umgebaut wird. Die 

chondrale Ossifikation kann von außen (perichondral) oder innen (endochondral) 

erfolgen, jedoch bleiben auch einige knorpelige Anteile unter anderem auf den 

Gelenkflächen letztlich bestehen. Bei der direkten Bildung von Osteoblasten aus 

pluripotenten Mesenchymzellen handelt es sich um die desmale Ossifikationsform. 

Hierbei fusionieren die durch die Osteoblasten gebauten kleineren Knochentrabekel 

und bilden so das Osteoid als Grundsubstanz. Neues Knochengewebe kann nun von 

außen aufgelagert werden.  

Nach der Bildung primären bzw. unreifen ossären Gewebes (Geflechtknochen) erfolgt 

ein langwieriger Reifeprozess, der sich bis in das Kindesalter erstreckt. 

Geflechtknochen besteht aus einem knöchernen Grundgerüst, welches eine Vielzahl 

von Zellen sowie einen eher unregelmäßigen Aufbau aufweist. Der Grad der 

Mineralisierung ist eher gering, demzufolge der Wassergehalt erhöht. Dies führt zu 

einer gesteigerten Biegsamkeit sowie Flexibilität des Knochens. Im Verlauf kommt es 

während des ossären Reifeprozesses zu einem Abbau des primären 

Geflechtknochens und zur Bildung reifen Lamellenknochens. Dieser besteht aus dem 

sogenannten Havers-System. Hierunter versteht man die konzentrische Anordnung 

von Osteonen, die in ihrem Zentrum einen Havers-Kanal mit einem Gefäß tragen. 

Dieser ist umgeben von etwa vier bis 20 zylinderförmigen Lamellen bestehend aus 



13 
 

Kollagenfasern Typ 1. Sie enthalten die Osteozyten. Die ossären Zylinder liegen 

parallel zur Längsachse der Diaphyse und sind etwa 5 mm lang. Die einzelnen Havers-

Kanäle sind über sogenannte Volkmann-Kanäle zwecks ihrer Blutversorgung 

verbunden. Nach außen wird das Osteon durch eine faserarme Zementlinie 

abgegrenzt. Die zahlreichen Osteone bilden die Compacta (siehe 2.1.4). Folglich lässt 

sich nach dem ossären Reifeprozess mit Ausnahme im Bereich des Craniums kaum 

noch Geflechtknochen bei einem ausgewachsenen Menschen finden. Bis hin zur 

Entwicklung der Geschlechtsreife erfolgt die Verknöcherung der Epiphysenfugen mit 

dem Abschluss des Knochenwachstums [10, 18, 19, 20]. 

Inwieweit die Lokalisation der Wachstumsfugen (proximal/distal) hinsichtlich der 

Ossifikationen durch BSP als Gegenstand dieser Arbeit eine Rolle spielen könnte, wird 

im Rahmen der Literaturdiskussion das Längenwachstum am Beispiel des Femurs und 

vermutete Zusammenhänge erläutert (siehe 5.2.4).  

 

2.1.4 Anatomischer Aufbau des Knochens 

2.1.4.1 Allgemeine Architektur 
Reifes Knochengewebe kann morphologisch und funktionell in zwei Gewebetypen 

unterteilt werden (Compacta, Spongiosa). Von außen wird der Knochen von einer 

straffen Bindegewebshaut umgeben. Das Periost setzt sich aus dem äußeren Stratum 

fibrosum sowie dem inneren Stratum osteogenicum zusammen und ist über die 

Sharpey-Fasern an der äußeren harten Rindenschicht befestigt. Es trägt zur 

Ernährung des Knochens bei und erhält Innervation aus nozizeptiven Fasern, die im 

Rahmen einer Verletzung des Periosts zu Knochenschmerzen führen. Die Substantia 

compacta bildet die harte äußere Rindenschicht des Knochens und geht in Richtung 

Zentrum in ein schwammartiges Trabekelnetzwerk (Substantia spongiosa) über. Hier 

kommt es zur Bildung von Hohlräumen. Diese werden durch das Endost nach innen 

begrenzt und beinhalten das Knochenmark (Medulla ossium rubra), welches im Alter 

vermehrt durch das Fettmark (Medulla ossium flava) ersetzt wird. Das rote 

Knochenmark weist anhand seiner sich darin befindlicher Stammzellen blutbildende 

Funktionen auf. Der histologische Aufbau des Knochengewebes kann sich je nach 

Alter sowie Belastung und Funktion des jeweiligen Knochens unterscheiden [18, 21]. 
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Abbildung 1: Schema anatomischer Aufbau von Knochengewebe [20] 

 

2.1.4.2 Zusammensetzung des Knochengewebes 
Knochengewebe besteht zu 20 % aus organischen und 70 % aus anorganischen 

Teilen. Die restlichen 10 % werden durch Wasser gebildet. Der anorganische Teil 

besteht hauptsächlich aus Hydroxylapatit, welches zu etwa 50 % aus Phosphat, 35 % 

aus Calcium, 7 % aus Carbonaten sowie weiteren Mineralien gebildet wird und an 

Kollagenfibrillen als Knochengrundgerüst bindet. Dieses aus mehreren Komponenten 

aufgebaute Calciumsalz verkörpert den anorganischen Teil des gesamten 

Knochengewebes. Neben dem Hydroxylapatit kommen ebenso organische 

Substanzen vor. Hierzu gehören unter anderem Proteoglykane, Glykoproteine sowie 

Kollagen Typ I (90 %) und nichtkollagene Proteine, die in einem späteren Kapitel (2.2) 

noch etwas genauer betrachtet werden. Proteoglykane sorgen für die Biegsamkeit des 

Knochens, indem sie Wasser binden [31, 32].  
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Abbildung 2: Zusammensetzung des Knochengewebes schematisch dargestellt [eigene Quelle in Anlehnung 31, 
32] 

 

Zudem finden sich im organischen Teil des Knochengewebes Knochenzellen, die 

maßgeblich am ossären Umbau beteiligt sind. Folgende Tabelle soll einen kurzen 

Überblick über die Zellart sowie deren Funktion geben.  

Zelle Funktion 

Osteoprogenitorzellen Differenzierung zu reifen Knochenzellen (Vorstufe 

Osteoblasten) 

 

Osteoblasten  Bildung Osteoid sowie alkalische Phosphatase  

à Knochenaufbau 

 

Osteoklasten Vielkernige Riesenzellen  

à Knochenabbau 

 

Osteozyten  -reife Knochenzellen aus Osteoblasten  

-Bildung organische Matrix und Knochenhomöostase  

 
Tabelle 1: Knochenzellen Überblick [eigene Quelle in Anlehnung 19,21] 

Knochengewebe

organisch (20 %)anorganisch (70 %)

Hydroxylapa;t

Wasser (10 %)

KnochenmatrixKnochenzellen

Kollagene (v. a. 
Kollagen Typ I)

Nicht-kollagene 
Proteine 

(BSP, OPN, etc.)
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Osteoblasten besitzen einen Durchmesser von etwa 25 µm und bilden den Hauptteil 

der organischen Matrix. Dort liegen sie als reife Osteozyten in das Knochengewebe 

eingebettet vor. Sie weisen eine hohe Aktivität für Stoffwechselprozesse auf und 

entwickeln sich unter dem Transkriptionsfaktor Runx2 aus pluripotenten 

mesenchymalen Vorläuferzellen [19, 21]. Demnach sind sie maßgeblich an diversen 

knochenbildenden Regelkreisläufen (siehe 2.1.5) beteiligt. Daneben wirken sie als 

Regulatoren auf den Knochenabbau sowie auf ihr Umgebungsmilieu ein. In ihrem 

Differenzierungsgrad lassen sich vier unterschiedliche Reifestadien unterscheiden 

(Prä-Osteoblast, Osteoblast, Osteozyt, bone lining cell) und bilden in ausgereifter 

aktiver Form (Osteoblast) etwa 1 µm Osteoid am Tag [19, 165]. Hierbei bleiben ihre 

Zell-Zell-Kontakte untereinander in Verbindung, sodass es während des osteoidalen 

Wachstums zu einer Verlängerung der Zellfortsätze unter Verkleinerung des 

Zellkorpus kommt (Osteozyt). In Form einer einschichtigen Zellwand (bone lining cells) 

liegen sie inaktiv zwischen Periost und mineralisierter Knochenmatrix [166].  
Osteoblasten synthetisieren unter anderem Kollagene und nicht-kollagene 

Proteine/Enzyme (Proteoglykane, Osteocalcin, AP). Matrixproteine als wichtige 

Marker der Osteoblasten spielen hierbei eine besondere Rolle (2.2) [19, 21].  

Osteoklasten besitzen eine knochenresorbierende Funktion und entwickeln sich unter 

Einfluss bestimmter Zytokine (CSF, IL-1/-11) mittels Fusion von Makrophagen- sowie 

Monozyten-Vorläuferzellen aus dem Knochenmark. Sie können demnach mehrere 

Zellkerne zugleich aufweisen. Zur endgültigen Differenzierung und Aktivierung ihrer 

Funktion trägt der Receptor-Activator-of-NF-κB-Ligand (RANKL) bei. Dieser gehört zur 

Familie der Tumornekrosefaktoren und ist Bestandteil des Osteoprotegerin-Systems. 

Der RANKL wird durch die Zelllinie der Osteoblasten sowie aktiven T-Lymphozyten 

gebildet. Demnach besteht eine Verbindung zwischen Knochenumbauvorgängen und 

körpereigener Immunmechanismen. Das Osteoprotegerin kann als regulativer 

Gegenspieler des RANKL verstanden werden. Der auf der Oberfläche der 

Osteoklasten befindliche RANK-Rezeptor aktiviert über Kopplung durch den RANK-

Ligand die Ausdifferenzierung und Funktion der osteoklastären Vorläuferzellen und 

steuert somit die Knochenresorption. Eine Überexpression von RANKL würde folglich 

zu einem vermehrten Abbau ossären Gewebes und somit zu Erkrankungen wie der 

Osteoporose führen. Dies konnte bereits im Rahmen von wissenschaftlichen 

Untersuchungen gezeigt werden [19, 22, 23]. Nach Aktivierung binden Osteoklasten 

über Integrin-Rezeptoren an Peptide der Knochenmatrix. An der Zell-Knochen-Grenze 
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(ruffled border) erfolgt nun seitens der Osteoklasten die Sezernierung von Wasserstoff 

zur Auflösung der Knochensubstanz. Deren Peptidanteile werden über die 

Endoprotease Cathepsin K der Osteoklasten hydrolysiert [166]. Während des 

osteolytischen Vorgangs entstehen abbaubedingte Produkte des Kollagen Typ 1. 

Diese stellen sich als N-/C-terminale Telopeptide dar und lassen sich im Serum bzw. 

Urin nachweisen. Als therapeutische Konsequenz besteht somit die Möglichkeit 

RANKL-Antikörper bei bestimmten knochenabbauenden Pathologien zu verordnen 

[24, 25, 26].  

Osteozyten als Teil der osteoblastären Zellreihe weisen eine auf den Knochenaufbau 

fördernde als auch hemmende Funktion auf. Sie bilden den Hauptteil der zellulären 

Knochenmatrix (90 %) und liegen vor allem als über dendritische Fortsätze 

miteinander verknüpfte Knochenzellen in inaktiver Form vor. Aufgrund ihrer ruhenden 

Aktivität besitzen sie einen insgesamt kleineren Durchmesser als reife aktive 

Osteoblasten. Ihre Lebenszeit erstreckt sich über mehrere Jahre [19, 30]. Unter 

bestimmten physiologischen bzw. krankhaften Bedingungen können Osteozyten 

aktiviert werden (siehe Abbildung 3). Sie steuern beispielsweise über den RANK-

Ligand die Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten-Progenitorzellen [27, 
28]. Sklerostin führt neben anderen spezifischen Proteinen der Osteozyten (DKK1, 

Frizzled-related Protein 1) zu einer Hemmung des Knochenaufbaus. Über die Bildung 

der nahezu gesamten Knochenmatrix sowie die Sekretion von Prostaglandin E2 und 

Adenosintriphosphat unterstützen sie jedoch ebenso osteoklastäre Prozesse [29]. 
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Abbildung 3: Vereinfachtes Schema der Aktivierung von Osteozyten [30] 

 

2.1.5 Knochenstoffwechsel  

Als Knochenstoffwechsel werden diejenigen Vorgänge bezeichnet, die an den 

Umbauprozessen des Knochengewebes sowie dessen Ernährung beteiligt sind. So 

kann, wie bereits in Kapitel 2.1.4 erwähnt, den Osteoblasten ein osteogenetischer und 

den Osteoklasten ein osteolytischer Effekt zugesprochen werden. Als Osteogenese 

versteht man die Sekretion der Knochengrundsubstanz durch Osteoblasten sowie 

deren Mineralisierung. Sie ist abhängig vom Calcium- sowie Phosphatangebot im Blut. 

Zudem spielt das Vitamin D 3 eine bedeutende Rolle. Ein Zusammenspiel aus 

Parathormon, Calcitriol und Calcitonin macht den Knochenstoffwechsel erst möglich. 

Dieser hormonelle Regelkreislauf passt sich dem Bedarf des Organismus an und kann 

bei diversen Pathologien auffällig erscheinen [33, 34].  
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2.1.5.1 Mineralien  

Mineralstoffe gehören mitunter zu den essenziellen Bausteinen eines jeden 

Lebewesens. Sie haben Einfluss auf zahlreiche Funktionen im Körper. Ein Mangel 

bzw. Überschuss an Mineralien kann allgemein betrachtet akut oder chronisch zu 

Störungen der neuromuskulären Funktion und demnach zu Muskelschwächen, 

Parästhesien und Tetanien führen. Zudem kann es zur Beeinträchtigung des 

Bewusstseins bis hin zum Koma kommen. In schweren Fällen führen 

Herzrhythmusstörungen sowie Zwerchfelllähmungen unbehandelt zum Tod. Jedes 

einzelne essenzielle Mineral- und Spurenelement bzw. relevante Hormon bis ins 

kleinste Detail zu erörtern, würde den Rahmen dieser Dissertation sprengen, daher 

wird hauptsächlich auf deren Funktion hinsichtlich des Knochenstoffwechsels Bezug 

genommen.  

Calcium spielt nicht nur hinsichtlich der Knochenmineralisation eine entscheidende 

Rolle. Es ist eines der wichtigsten Mineralien des menschlichen Körpers, das 

maßgeblich unter anderem zur muskulären elektromechanischen Koppelung, der 

Mitose von Zellen sowie der Produktion und Absonderung von Hormonen als Second-

Messenger beiträgt. Es wird über den intestinalen Trakt Vitamin-D-abhängig resorbiert. 

Der intrazelluläre Calciumanteil (13 g) ist insgesamt 10-mal höher als der extrazelluläre 

Anteil (1,3 g). Bis zu 99 % werden im Knochengewebe in Hydroxylapatit eingebaut, 

sodass es über den Parathormonstoffwechsel (siehe 2.1.5.2) bei Bedarf aus der 

Speicherform mobilisiert werden kann. Unter regulären Umständen zeigt sich die 

Aufnahme wie Ausscheidung regelhaft bei etwa 1 g innerhalb von 24 h (siehe 

Abbildung 4). Eine länger andauernde Hypocalcämie und der damit einhergehenden 

mangelnden Mineralisation des Knochengewebes kann als Ursache für Osteoporose 

und pathologische Frakturen betrachtet werden [35-39].  
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Abbildung 4: Calciumstoffwechsel beim Erwachsenen [40] 

Neben Calcium trägt Phosphat zum Aufbau der anorganischen Knochenmatrix bei. Im 

Schnitt befinden sich etwa 600 g im menschlichen Körper, wovon 85 % in 

Hydroxylapatit eingelagert sind. Phosphat wird ebenso wie Calcium Vitamin-D-

abhängig im Darm resorbiert. In höheren Mengen führt es über negative 

Rückkoppelung zu einer Hemmung der Vitamin-D-Bildung und somit zu einer 

ungünstigen Beeinflussung der Calciumresorption. Über einen längeren Zeitraum 

betrachtet würde eine Phosphaterhöhung folglich zu einer fehlgeleiteten 

Knochenmineralisierung und demnach zu osteoporotischen Veränderungen führen. 

Hauptverantwortlich für den Phosphatstoffwechsel ist die Niere. So kann es bei einer 

bekannten renalen Vorschädigung mit erhöhten Phosphatspiegeln und Hypercalcämie 

zur Ausfällung von Kalkkristallen und einer damit einhergehenden Ablagerung in 

diversen Organen kommen [35, 36, 41, 42].  

Ein weiterer wichtiger Bestandteil der Knochenmineralien ist das Magnesium. Neben 

einer muskelregulierenden Funktion kommt es in anorganischem Knochengewebe vor 

und beeinflusst den ossären Hormonstoffwechsel [36]. Die Menge an Magnesium 

innerhalb der Hydroxylapatit-Kristalle unterliegt einer hohen Varianz und ist abhängig 
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von der Resorption im Darm (Vitamin-D-unabhängig) sowie der Sekretion aus der 

Niere [43].  

 

2.1.5.2 Hormone  

Das Parathormon selbst besteht aus insgesamt 84 Aminosäuren und wird durch die 

Nebenschilddrüse gebildet. Es kann in eine aktive sowie inaktive Form unterteilt 

werden und übernimmt die wichtige Aufgabe den extrazellulären Calciumwert im Blut 

stabil zu halten. Über den Regelkreislauf des calciotropen Systems führt es bei einem 

Absinken des Hormonspiegels zu einer vermehrten Calciumresorption und einer 

gesteigerten Phosphatausscheidung über die Nieren. Des Weiteren kommt es zu einer 

Mobilisation des ossären Calciumdepots durch Aktivierung der Osteoklasten über 

bereits oben beschriebene Mechanismen [44, 45]. Dies erfolgt über den 

calciumsensitiven Rezeptor (CaSR), der als Oberflächenrezeptor bei zahlreichen 

unterschiedlichen Zellen (Niere, Brust, Knochen) im Körper zu finden ist und die 

Messung des extrazellulären Calciumspiegels ermöglicht. Der CaSR spielt eine 

maßgebliche Rolle beim ossären Längenwachstum. Es kommt zu einer vermehrten 

Expression des Rezeptors durch Chondrozyten im Bereich der Wachstumsfuge [46]. 
Das Calcitonin gilt als Gegenspieler des Parathormons und setzt sich aus 32 

Aminosäuren zusammen. Über einen Anstieg des extrazellulären Calciums bzw. 

bestimmter Hormone aus dem Magendarmtrakt (Gastrin, Glukagon) erfolgt die Bildung 

des neuroendokrinen Hormons aus den C-Zellen der Schilddrüse. Es wirkt inhibierend 

auf Osteoklasten, weiterhin führt es zu einer verminderten intestinalen Aufnahme 

sowie renalen Rückresorption von Calcium [47]. Als biologisch wirksames Vitamin D 

führt Calcitriol über Niere und Darm zu einer Steigerung der Calciumresorption sowie 

vermehrten Knochenmineralisierung. Calcium sowie Phosphat werden Vitamin-D-

abhängig intestinal resorbiert, wodurch es einen essenziellen Bestandteil zur 

Aufrechterhaltung eines adäquaten Knochenstoffwechsels darstellt. Die Vitamin-D-

Konzentration im menschlichen Körper ist hauptsächlich von exogenen Umständen 

abhängig. Vorstufen, wie Cholecalciferol oder Ergocalciferol, können über 

Nahrungsmittel aufgenommen werden. Dies stellt jedoch nur einen Bruchteil (<10 %) 

der Vitamin-D-Gewinnung dar. Der Hauptanteil liegt in der UVB-abhängigen und damit 

körpereigenen Synthese von Vitamin D über Haut, Leber und Niere [48, 49].  
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Wirkort Parathormon Calcitonin Calcitriol 
Serum- 
Calcium 

↑ ↓ ↑ 

Knochen ↑ Aktivität der 

Osteoklasten  
↓ Aktivität der 

Osteoklasten  

↑ Calciumeinbau  

 

↑ Aktivität der 

Osteoblasten  

Niere ↑ Calciumresorption  

↑ 

Phosphatausscheidung 

↑ Calcitriolbildung 

↑ Calcium- und 

Phosphatausscheidung 
↑ Calcium- und 

Phosphatresorption  

Darm  ↑ Calciumresorption  ↓ Calciumresorption  ↑ Calciumresorption 
Tabelle 2: Hormoneller Regelkreislauf des ossären Stoffwechsels [eigene Quelle in Anlehnung an Quelle 50] 

 

Östrogene sowie Steroidhormone stellen unter anderem Hormone dar, die ebenfalls 

im Bereich der Mineralisation des Knochengewebes und bei der Entstehung ossärer 

Erkrankungen von Bedeutung sind. Insbesondere die Bildung des Osteoprotegerin 

wird durch Cortisol inhibiert, während es durch Östradiol zu einer stimulierenden 

Wirkung kommt. Dies führt zu einer physiologischen Beeinflussung des RANKL und 

somit zu einer vermehrten bzw. verminderten Osteoklastenfunktion [51, 52]. Neueren 

Erkenntnissen nach wird dem hypothalamo-hypophysären System sowie dessen 

Releasing-Hormonen (TSH, ACTH, FSH) osteoregulative Funktionen zugesprochen 

[53, 54, 55, 56].  
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2.1.5.3 Remodeling 

Jede der am Knochenstoffwechsel beteiligten Komponenten bildet die Grundlage des 

sogenannten Remodelings. Es handelt sich hierbei vereinfacht um zelluläre ossäre 

Umbauprozesse. 1862 erläuterte Julius Wolff anhand der Untersuchung von 

Femurköpfen die Fähigkeit biomechanischer Anpassungsmechanismen des 

Knochens. Demnach führt eine Minderbeanspruchung des Bewegungsapparates nicht 

nur wie allgemein bekannt zu einem Muskelschwund, auch das Knochengewebe 

unterliegt hierbei einem gewissen Abbauprozess [57]. Des Weiteren führt im 

Gegenzug eine vermehrte Belastung bestimmter Teile des Bewegungsapparates 

neben des Muskelaufbaus zu einer verstärkten Mineralisation [58]. Während der 

mechanischen Beanspruchung von Knochengewebe kommt es zu physiologischen 

Mikroschäden (< 100 µm), die im Rahmen kontinuierlich ablaufender 

Umbaumechanismen vom Organismus repariert werden. Je nach biomechanischer 

Beschaffenheit und Regeneration des Knochens kann es bei inadäquatem 

Remodeling zu einer Akkumulation der Mikroschäden und folglich zu 

Ermüdungsfrakturen kommen [59].  

Die folgende Abbildung zeigt eine hypothetische Darstellung der am Remodeling 

beteiligten Prozesse und Komponenten. Interleukine sowie andere Mediatoren (TNF, 

TGF, CSF, IGF, FGF, PDGF, BMP) können sowohl von aus dem Knochenmark 

stammenden Monozyten als auch von Knochenzellen gebildet werden. Bestimmte 

Proteine wie NFκB, RANKL und Osteoprotegerin (OPG) werden gezielt von 

Osteoblasten synthetisiert. Unterschiedliche Faktoren (VEGF, NO, Endothelin) führen 

zu einer Aktivierung der Knochenzellen über die Bindung an bestimmte Rezeptoren 

und es erfolgt die Weiterleitung des Signals auf den hormonellen Regelkreislauf. Links 

unten in der Abbildung wird die vermutete interaktive Zellkommunikation dargestellt. 

Auf der Gegenseite zeigen sich die Osteoblasten in ihrer Funktion als 

Auskleidungszellen [60].  
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Abbildung 5: Überblick Remodeling von Knochengewebe [60] 

 

Insgesamt stellt sich der gesamte Knochenstoffwechsel als komplexes System, 

bestehend aus zahlreichen einzelnen voneinander abhängigen Regelkreisläufen, dar. 

Der heutige Kenntnisstand, auch in Bezug auf die Pathogenese von 

Knochenerkrankungen, zeigt sich bereits weit fortgeschritten und wird auch weiterhin 

Gegenstand der Forschung bleiben. 
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2.1.6 Critical bone defect  

Als kritische Knochendefekte werden diejenigen Verletzungen des Knochens 

bezeichnet, die sich als segmentalen Substanzdefekt einer bestimmten Größe 

darstellen lassen und unter physiologischen Umständen im Rahmen des Remodelings 

zu keiner Restitutio ad integrum führen würden. Dies stellt die Unfallchirurgie vor eine 

enorme Herausforderung, denn selbst osteosynthetische oder autologe 

Ersatzverfahren führen in solchen Fällen meist zu einer lediglich minderwertigen 

Knochenheilung [151, 152]. In der europäischen Bevölkerung entstehen 

Knochendefekte meist während eines Unfallhergangs bzw. im Rahmen des 

Debridements bei Versorgung einer offenen Fraktur. Sie können jedoch ebenso als 

Folge einer Penetrationsverletzung auftreten. Eine exakte Einteilung der kritischen 

Knochendefekte gibt es bisher nicht. Bei einem Segmentdefekt von über 2 cm bzw. 

einem Umfangsverlust von etwa 50 % kann eine Spontanheilung jedoch als eher 

unwahrscheinlich angenommen werden [152, 153, 154]. Die häufigste Lokalisation 

von kritischen Knochendefekten zeigt sich im Bereich der Tibia. Grund hierfür ist das 

schwindend geringe Subcutangewebe und folglich die direkte Einwirkung externer 

Einflüsse auf den Knochen selbst [153, 155]. Aufgrund der problematischen 

Behandlung kritischer Knochendefekte rückt die Forschung hinsichtlich der 

Herstellung von Biomaterialien weiter in den Vordergrund. Wie bereits in der Einleitung 

dieser Dissertation beschrieben, kommen BMPs bereits im klinischen Alltag zur 

Anwendung. Bei einer potenziell osteoinduktiven Wirkung der BSP als 

Untersuchungsgegenstand dieser wissenschaftlichen Arbeit könnte daraus ein neuer 

Ansatz zur Therapie von Knochendefekten resultieren. 
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2.2 Matrixproteine  

Wie bereits in 2.1.4.2 beschrieben, kann neben den zellulären Anteilen der 

Knochenmatrix eine nicht-zelluläre Komponente unterschieden werden. Diese setzt 

sich aus organischen (Matrixproteine) sowie anorganischen (Hydroxylapatit) 

Bestandteilen zusammen. Im Rahmen dieser Dissertation werden im folgenden Kapitel 

das BMP sowie BSP näher erläutert. Das BMP kam in dieser experimentellen Arbeit 

als Positivkontrolle zur Anwendung.  

 
2.2.1 Bone Morphogenic Protein 

Die Bone morphogenetic Proteine zählen zu der Transforming Growth Factor-β (TGF-

β)-Superfamilie. Hierzu gehören unter anderem auch das Activin und Inhibin. Hierbei 

handelt es sich um körpereigene Proteine, die vor allem im Zuge morphogener sowie 

regenerativer Prozesse Bedeutung erlangen. Bereits seit mehreren Jahrzehnten sind 

sie zentraler Forschungsgegenstand zahlreicher Arbeitsgruppen [69, 70]. Startschuss 

hierfür gaben Marshall R. Urist und Kollegen in den 60er Jahren. Sie entdeckten im 

Rahmen von Tierversuchen eine heterotope Entstehung von Knochen- sowie 

Knorpelgewebe nach muskulärer sowie subkutaner Implantation eines Proteinauszugs 

entmineralisierter Knochensubstanz [71]. Durch fetale Studien konnte eine wichtige 

Funktion der BMPs hinsichtlich der embryonalen Genese aufgezeigt werden. Das 

Ausschalten einiger dieser Proteine führte zu Malformationen sowie Fehlgeburten. 

Postnatal induzieren BMP-2 bis -7 sowie BMP-14 die Entwicklung von Mesenchym- 

zu Vorläuferzellen des Knochen- und Knorpelgewebes. So haben sie einen großen 

Anteil an vielen zellulären Abläufen (Zellwachstum, -differenzierung, Apoptose, 

Chemotaxis). Zudem konnte mit ihnen ein wirksamer Einfluss auf 

Regenerationsprozesse in Verbindung gebracht werden [72, 73, 74].  
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2.2.1.1 Aufbau und Wirkmechanismus des BMP 

BMP enthalten ein N-terminales sowie C-terminales-Signalpeptid. Sie werden im 

Zytoplasma aus Vorläuferproteinen enzymatisch gespalten. Die Aktivierung erfolgt 

nach Abspaltung der jeweiligen Propeptidsequenz. Im aktivierten Zustand wirken 

BMPs über spezifische transmembranöse Rezeptoren (Typ I/II), welche sich auf der 

Oberfläche von mesenchymalen Zellen in Weichteilgewebe sowie Knochenmark 

befinden. Es kommt zur Bildung eines heterodimeren Komplexes und folglich zu 

weiteren Phosphorylierungsprozessen, von einerseits dem Rezeptor selbst, sowie 

intrazellulären Second-Messenger-Proteinen (SMAD). Nach Translokation in den 

Zellkern beginnt die Transkription von Early-response-Genen. Jeder Monozyt des 

Menschen besitzt zwischen 750 und 1000 BMP-Rezeptorkomplexen auf seiner 

Oberfläche. Die Bindung aktivierten BMPs an zwei bis drei Rezeptoren reicht aus, um 

den Stimulus zur Chemotaxis auszulösen [70, 76, 81]. Ein Abbruch des Signalwegs 

des BMP würde zu schweren skelettalen Dysfunktionen führen. Eine aktuelle Studie 

von 2020 zeigte, dass das BMP hinsichtlich der Ossifikation des Schädels einer Maus 

bei in vitro sowie in vivo Untersuchungen eine bedeutsame Rolle spielt. Zudem trägt 

es hinsichtlich der Bildung von Schädelstammzellen bei und könnte auf diesem Weg 

Einfluss auf Regenerationsmechanismen nehmen [75].  

Lowery und Kollegen veröffentlichen 2018 ein vereinfachtes Schema des BMP-

Signalwegs (Abbildung 6). Nach liganden-abhängiger Aktivierung der BMP-

Rezeptoren (Typ I/II) erfolgt die Signalübertragung auf SMADs, die über den Cofaktor 

SAMD4 die Migration in den Zellkern induzieren. SMAD6 und SMAD7 weisen hierbei 

eine regulative Funktion auf. Die Ubiquitin-Ligase (SMURF1) fördert den Abbau der 

BMP-Rezeptoren sowie der SMADs und hemmt folglich die BMP-Signalkaskade [76]. 
Des Weiteren konnte für Gremlin-1 und Noggin ebenso eine inhibierende Wirkung auf 

BMPs nachgewiesen werden [77, 78]. Beide Proteine spielen eine wichtige Rolle 

hinsichtlich der Knochenentwicklung [77, 79, 80]. BMP-2 sowie BMP-7 sind zur 

Behandlung therapierefraktärer Knochenbrüche, bei operativen Eingriffen an der 

Wirbelsäule sowie Erkrankungen mit daraus resultierenden Knochendefekten oder 

Abbauprozessen wie u.a. Pseudarthrosen in der Klinik zugelassen. An bestimmter 

Stelle implantiert induzieren sie dort die Zelldifferenzierung, welche zur Synthese 

neuen Knochengewebes führt [74].  
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Abbildung 6: BMP-Signalweg [76] 

 

 

2.2.1.2 BMP als Allrounder Protein 

Neben der osteoinduktiven Funktion des BMP-7 konnte in einer tierexperimentellen 

Forschungsarbeit von Wang und Kollegen ebenso ein regulierender Einfluss auf renale 

Reparaturmechanismen bei diabetischer Nephropathie nachgewiesen werden. Hierbei 

wurden zehn Wochen alte Ratten des weiblichen Geschlechts mittels einmaliger 

intravenöser Gabe von Streptozocin in einen Diabeteszustand versetzt. Ab dem dritten 

Tag erhielten sie täglich Insulininjektionen subcutan. Nach 16 Wochen entwickelten 

die Versuchstiere eine beginnende Niereninsuffizienz und eine Behandlung mit BMP-

7 intravenös oder Enalapril oral für insgesamt 32 Wochen wurde induziert. Das 

Enalapril, welches eine blutdruckregulierende sowie renal protektive Wirkung besitzt, 

diente als Vergleichswert. Die Studie zeigte hinsichtlich der renalen Hyperplasie, der 

Albuminausscheidung sowie der Glomerulären Filtrationsrate (GFR) einen signifikant 

positiv regulierenden Effekt des BMP-7 ähnlich des Enalaprils. Als Messwert wurde 

zusätzlich der Blutdruck hinzugezogen. Hierfür konnte wie erwartet kein Einfluss 
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seitens des BMP-7 nachgewiesen werden [82]. Weitere experimentelle Studien von 

Zeisberg und Kollegen zeigten, dass das BMP-7 ebenso einen positiven Effekt 

hinsichtlich möglicher Reparaturprozesse in renalen Fibroblasten und somit einen 

weiteren therapeutischen Vorteil in der Behandlung von Nierenerkrankungen erzielt. 

So wurde angenommen, dass das BMP seine Wirkung über Reaktivierung von 

Residuen embryonaler Eigenschaften der fibrösen Zellen selbst entfalten und 

demnach die Progression einer chronischen Nierenfibrose hinauszögern bis gar 

verhindern könnte [83, 84]. Im Rahmen der Untersuchungen in puncto Tissue 

Engineering werden aktuell zahlreiche Erkenntnisse zum Thema BMP und seiner 

osteoinduktiven Eigenschaft veröffentlicht und weiter untersucht. Zur 

Gewebezüchtung von Knochen kann eine aktuelle in vitro Studie von 2020 nähere 

Informationen aufzeigen. Mittels elektrostatischer Anziehungskräfte bindet 

mimetisches BMP-2 an einen Kollagen-Hydroxylapatit-Verbund. Über den 

modifizierten Polyglutaminsäurerest (negative Ladung) des BMP-2 und der 

Hydroxylapatit-Partikel (positive Ladung) kommt es zu einer insgesamt etwa 85 % 

höheren Bindung beider Komponenten verglichen mit nicht verändertem BMP-2. Die 

Bindung an sich stellte sich als stabil heraus. Die Auswirkungen dieser Verbindung 

hinsichtlich der Mineralisierung von Kieferperiostzellen konnte eine signifikant 

verbesserte und verlängerte Zellproliferation aufweisen [85].  

Neben zahlreichen vorteilhaften Funktionen des BMP wird im Folgenden nun auf sein 

Mitwirken bei pathologischen Prozessen Bezug genommen. Hier ist als Beispiel der 

Formenkreis der Spondylarthritiden zu nennen. In einem Drosophila-Experiment 

konnte eine inhibierende Wirkung des HLA-B27 hinsichtlich des Signalwegs von 

TGFBeta/BMP nachgewiesen und die Entstehung von Spondylarthritiden näher 

beschrieben werden [86-89]. Als Mitglied des TGF-Verbunds können weitere Faktoren 

Einfluss auf das BMP nehmen und daraus resultierend zu pathologischen Prozessen 

führen. Untersuchungen ergaben eine Wirkung des FGF-1 auf BMP sowie den 

membrangebundenen Aktivin-Inhibitor, welcher als möglicher Regulator der 

Fettzellentwicklung gilt. Dies konnte im Zuge der Adipositasforschung im Verlauf näher 

untersucht werden [90, 91, 92]. Aktuelle Studien hinsichtlich des BMP beschäftigen 

sich zahlreich mit dem Zusammenhang des Proteins und malignen Erkrankungen [93-
96].  
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Das BMP kann als Allrounder-Proteine bezeichnet werden. Im Rahmen dieser Arbeit 

wurde es aufgrund seiner osteoinduktiven Wirkung als Positivkontrolle verwendet. 

Seine Funktionen und Aufgaben sind jedoch breit gefächert, weswegen es auch 

weiterhin Gegenstand der Forschung bleiben wird. Eine weitere Ausführung 

wissenschaftlicher Erkenntnisse hinsichtlich des BMP an dieser Stelle würde den 

Rahmen dieser Dissertation sprengen.  

 
2.2.2 Bone Sialoprotein 

Ähnlich dem BMP reichen wissenschaftliche Studien über das BSP bis in die sechziger 

Jahre zurück, als es erstmals aus der Corticalis von bovinen Knochen isoliert werden 

konnte [97]. Das BSP gehört neben Osteopontin, Dentin Matrixprotein, Dentin 

Sialoprotein und Matrix Extrazellulärem Phosphoglycoprotein zur Familie der SIBLING 

(small integrinbinding ligand N-linked glycoproteins). Es steuert über eine Arg-Gly-Asp-

Sequenz (RGD-Tripeptid), mithilfe von Integrin, Zelladhäsions- sowie 

Signaltransduktionsvorgänge und trägt maßgeblich zu 

Knochenmineralisierungsprozessen bei [4]. Das BSP macht etwa 12 % der 

nichtkollagenen Proteine der mineralisierten Knochenmatrix aus [98]. Es handelt sich 

hierbei um ein saures sowie phosphoryliertes Glykoprotein. In glykosyliertem Zustand 

enthält es ein Molekulargewicht von etwa 75 kDa [99]. Das Verhalten des Gewichts 

kann jedoch variieren (siehe unten). Es wird vermutet, dass das BSP die Angiogenese 

des Knochengewebes beeinflusst und demnach einen osteoinduktiven Effekt besitzt 

[101, 102, 103].  

 

2.2.2.1 BSP-Aufbau und Wirkmechanismus 

Die Proteinsequenz eines menschlichen BSP (schematische Darstellung siehe 

Abbildung 7) besteht aus einer Polypeptidkette von 317 Aminosäuren ohne 

Cysteinreste mit einem Gewicht von etwa 35 kDa, welches sich nach 

gelelektrophoretischer Trennung als Bande von 80 kDa darstellen lässt. Die 

schwankende molekulare Masse beruht auf posttranslationalen Modifizierungen. 

Fisher und Kollegen konnten bereits 1983 die prozentuale Gewichtsverteilung des 

BSP darstellen: 50 % Protein, 12 % Sialinsäure (Namensgebung), 7 % Glukosamine, 
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6 % Galaktosamine. Zudem liegen N- als auch O-glykosidisch gebundene 

Kohlenhydrate vor. Nach Signalpeptidabschaltung reduziert sich die Anzahl der 

Peptide auf 301. Verglichen mit dem BSP einer Ratte zeigte sich eine über 70%ige 

Identität der Aminosäuren. Hier zeigte sich vor allem das für die Zellbindung 

maßgebliche RGD-Tripeptid in ähnlichen Verhältnissen [118, 119, 123, 124]. Das 

Adhäsionsmotiv befindet sich nahe der C-Terminale zur Bindung des Integrin αvβ3. In 

der Umgebung der N-Terminale finden sich zwei an Glutamat reichen Regionen, mit 

jeweils acht repetitiven Einheiten. Im Verlauf der Polypeptidkette zeigen sich weitere 

Abschnitte von sich wiederholenden Glutaminsäuren [120]. Des Weiteren konnten drei 

Tyrosin-reiche Areale detektiert werden, welche etwa zur Hälfte in einem sulfatierten 

Zustand vorliegen [121, 122].  

 

 

Abbildung 7: Schematische Darstellung der BSP-Struktur [99] 

 

 

Das BSP entfaltet seine Wirkung über Zelladhäsion mittels RGD-Einheit und der 

Bindung an Integrin αvβ3 (siehe Abbildung 8). Bisher konnten neben den Osteoblasten 

zahlreiche weitere Bindungspartner detektiert werden: Osteoklasten [130], 
Osteoprogenitorzellen [131], Chondrozyten [132], Fibroblasten [133], Endothelzellen 

der Nabelschnurvene [134]. Im Rahmen der Studien konnte eine Bindung an die 

jeweiligen Zellen über die Zugabe von Integrin-αvβ3-Antikörpern inhibiert werden.  

Mintz und Kollegen konnten 1993 eine mögliche RGD-unabhängige Bindung des BSP 

aufzeigen. Hierbei wurde das BSP in seiner Aminosäuresequenz an drei Stellen in 



32 
 

Fragmente geteilt und die RGD-Sequenzen teils inaktiviert. Es zeigte sich trotz 

inaktiver bekannter Bindungskomponente ein adhäsives Verhalten von BSP an 

menschlichen Knochenzellen sowie zum Teil an Hautfibroblasten, weshalb von 

mindestens einer weiteren bisher unbekannten Bindungsregion ausgegangen wurde 

[135]. Diese Annahme konnte im Rahmen von Versuchsreihen hinsichtlich des 

Bindungsverhaltens von BSP an Staphylococcus aureus untersucht und bestätigt 

werden [136, 139]. Es zeigte sich nach Isolierung des Keims aus infektiösen Knochen- 

und Gelenkserkrankungen eine selektive Bindung durch BSP über eine kurzkettige 

basische und hydrophobe Aminosäuresequenz nahe des N-Terminus sowie ein 

Oberflächenprotein des Staphylococcus aureus selbst. Die RGD-Sequenz spielte 

hierbei keine bedeutsame Rolle [137, 138]. Aufgrund oben genannter Erkenntnisse 

kann eine interaktive Funktion des BSP zwischen Keim und ossären Gewebes und der 

damit einhergehenden Pathogenese infektiöser Erkrankungen des Knochen- und 

Gelenkapparates vermutet werden.  

 

 

Abbildung 8: Interaktion BSP mit Endothelzellen, Osteoklasten und Tumorzellen [125] 
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2.2.2.2 BSP-Vorkommen und Funktion  

BSP, dessen Gen sich auf dem Genlocus 4q21-q25 befindet, zeigt sich in 

bedeutsamen Konzentrationen vor allem in Bereichen der Knochenneusynthese im 

Osteoid der Wachstumsfuge. Dort wird es vor allem durch voll ausgereifte 

Osteoblasten gebildet. Untersuchungen hinsichtlich deren Syntheseverhalten ergaben 

das Unvermögen der BSP-Expression durch unvollständig ausgereifte Zellen [127, 
129]. Neueren Erkenntnissen nach wird das BSP-Gen ebenso in Chondrozyten sowie 

Osteoklasten exprimiert [98, 108]. Zudem konnten maßgeblich hohe Mengen an BSP 

im Rahmen des ossären Remodelings entlang der Zementlinien nachgewiesen 

werden. An dieser Lokalisation zeigt sich eine hohe Aktivität der Osteoklasten bei 

gleichzeitiger Bildung neuen Knochengewebes [128].  

Weitere Untersuchungen ergaben einen Zusammenhang des BSP mit dem RANKL-

System. Hierbei wurden Knochenmarkszellen von Mäusen (Monozyten/Makrophagen) 

mit BSP und/ohne RANKL in Verbindung gebracht. Das Vorkommen in Odonto- sowie 

Cementoblasten lässt ebenso vermuten, dass es im Rahmen der Zahnentwicklung 

eine Rolle spielt [98, 109]. Im Jahre 2017 konnte diese Annahme mittels einer in vivo 

Studie im Rahmen eines Tierversuchs an Mäusen anhand der Auswirkungen von 

Pyrophosphat (PPi) und BSP gefestigt werden. PPi stellt einen hemmenden Faktor 

bzgl. Mineralisationsprozessen der Odontogenese dar. Demnach zeigte sich bei 

erhöhten PPi-Werten eine weniger stark ausgeprägte Zementbildung und umgekehrt. 

Bei BSP-Knockout-Mäusen stellte sich phänotypisch eine gewisse Ähnlichkeit dar. 

Dies führte zur Vermutung, dass beide Komponenten in Abhängigkeit 

zueinanderstehen. Weiterführende gentechnische Untersuchungen konnten diesen 

Verdacht bestätigen und lassen letztlich auf ein Zusammenwirken von PPi und BSP 

im Zuge der Odontogenese schließen [110]. In weiteren Studien mit BSP-Knockout-

Mäusen konnte ein verzögertes Wachstum sowie eine geringere Mineralisation der 

langen Röhrenknochen nachgewiesen werden (siehe Abbildung 9). Es konnte eine 

Reduktion der Osteoklasten-Aktivität durch BSP nachgewiesen werden [104, 105]. 
Weiterhin scheint es im Zusammenhang mit hormonellen Kreisläufen und in 

Wechselwirkung mit dem Parathormon zu stehen [106, 107].  
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(A) Morphologie   

(B) Körperlänge  

(C) Körpergewicht 

(D) Körperfettmasse 

(E) µCT Femur 

(F) Femurlänge  

(G) Femurschaft  

(H) Corticale Dicke   

 

 

 

Neben dem Vorkommen als nichtkollagenes Protein der Knochenmatrix wird das BSP 

im Trophoblasten der Plazenta, sowie im Rahmen maligner Erkrankungen, die zu 

ossären Metastasen neigen (siehe unten), vermehrt exprimiert [5, 100]. Des Weiteren 

konnte es in Thrombozyten nachgewiesen werden. Hierbei wird von einem über die 

Blutplättchen abhängigen Aufnahmeprozess mittels Endozytose ausgegangen [126].  

Aus orthopädisch-unfallchirurgischer Sicht kann das BSP, als synovialer Marker, zur 

Differenzierung periprothetischer Gelenkinfektionen sowie aseptischer Lockerung 

nach Implantation einer Totalendoprothese herangezogen werden. Dies kann anhand 

einer aktuellen Studie, die 2020 im Journal of Orthopaedic Surgery and Research 

veröffentlicht wurde, erläutert werden. Hierbei wurden BSP und C-reaktives Protein 

(CRP), bei oben genannten Komplikationen, nach Totalendoprothesen Versorgung vor 

geplanter operativer Revision in einer synovialen Probe untersucht. Es zeigten sich 

signifikant höhere BSP-Werte bei Patienten mit aseptischem Versagen. Das CRP wies 

eine eher mittelmäßige Aussagekraft auf [111]. Saxne und Kollegen konnten zudem 

eine erhöhte BSP-Konzentration in der Gelenkflüssigkeit von Patienten mit 

Abbildung 9: Morphologie und skelettale Morphometrie von BSP-Knockout-Mäusen [105] 
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rheumatoider Arthritis nachweisen [140]. Auf das gelenknahe Vorkommen von BSP 

wird im Rahmen der Ergebnisdiskussion nochmals genauer eingegangen.  

Das BSP dient im Zuge des Gelenkersatzes nicht nur als diagnostischer Marker. 

Insuffiziente Implantate stellen bis heute eine große Herausforderung für Operateure 

und Patienten dar. Demnach wird nach einem Weg gesucht, die Integrität der 

Prothesen zum Knochen an deren Grenzflächen zu verbessern. 2016 konnte durch 

das Unfallchirurgische Labor der Universitätsmedizin Mainz eine Steigerung der 

Osseointegration von Prothesenmaterial durch BSP-beschichtete Titanimplantate 

nachgewiesen werden [112].  

 

2.2.2.3 BSP und maligne Erkrankungen 

Dieses Thema erhält im Rahmen dieser Dissertation einen gesonderten Unterpunkt, 

da das BSP für die Krebsforschung vor allem hinsichtlich der Knochenmetastasen 

zunehmend interessanter wird. Mittels Beeinflussung der Bildung bzw. des 

Voranschreitens von Knochenmetastasen könnten sich im Rahmen der Krebstherapie 

neue Ansätze ergeben. Bereits 1994 konnte das BSP im Rahmen einer Studie von 

Bellahcène mit malignen Mammaläsionen in Verbindung gebracht werden. Die 

Untersuchung gestaltete sich wie folgt. Bei insgesamt 79 Brustläsionen, hiervon 28 

benigner und 51 maligner Entität, wurde mittels Immunperoxidase die Expression von 

BSP analysiert. Bei vor allem den bösartigen mikrokalkbildenden Läsionen konnte eine 

beachtlich gesteigerte BSP-Expression in Brustkrebszellen nachgewiesen werden. 

Demnach findet sich bei der Entstehung neuer Hydroxylapatitkristalle ein Anstieg des 

BSP [113]. Diel und Kollegen konnten den Einfluss mittels Radioimmunassay (RIA) 

bestätigen [114]. In einer Studie, welche im Jahre 1998 veröffentlicht wurde, konnte 

das erste Mal eine Korrelation zwischen dem BSP und dem Prostatakarzinom 

verdeutlicht werden. Der Anatomie nach ist bekannt, dass die Vorsteherdrüse mit dem 

venösen System der Wirbelsäule in Verbindung steht. Dies ermöglicht das Anheften 

karzinomatöser Zellen an das Knochenmark und dem umliegenden ossären Gewebe. 

Hierbei stellte sich das BSP bei insgesamt 180 an Stadium A bzw. B erkrankten 

Patienten mit Zustand nach radikaler Prostatektomie als signifikant prognostischer 

Marker bei Adenokarzinomen der Prostata dar [115]. Die Forschung bezüglich des 

Zusammenhangs des BSP mit malignen Erkrankungen setzte sich fort in einer 
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aktuelleren Studie von Fedarko und Kollegen. Diese ergab ein hohes Maß an Spezifität 

sowie Sensitivität für BSP und OPN im Rahmen einiger Krebserkrankungen. Hierbei 

wurde das Serum von Patienten untersucht, die zum Zeitpunkt der Analyse bekanntlich 

an Brust-, Prostata-, Colon- bzw. Lungenkrebs erkrankt waren. Eine besonders hohe 

Korrelation konnte vor allem beim Mamma- sowie Colon-, gefolgt vom 

Prostatakarzinom nachgewiesen werden [116]. Um in die Mechanismen der BSP-

Expression einen tieferen Einblick zu erlangen, wurde vermehrt zum Thema 

Brustkrebs geforscht. Barnes und Kollegen konnten zum ersten Mal 

osteoblastenabhängige Transkriptionsfaktoren und den Osteoblastenphänotyp 

darstellen. Runx2 und MSX2 spielen bei der BSP-Expression eine wichtige Rolle. 

Runx2 wird insbesondere bei Brustkrebs heterotop exprimiert [117]. Diese 

Erkenntnisse unterstützen die Hypothese, dass das BSP in engem Zusammenhang 

mit malignen Erkrankungen steht. Daher könnte es künftig nicht nur für den 

orthopädisch-unfallchirurgischen Bereich, sondern auch für die Behandlung von 

Krebserkrankungen potenzielle Therapieansätze bieten.  
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2.3 Tissue Engineering  

Der Begriff Tissue Engineering (TE) wurde vor fast 30 Jahren als neues relevantes 

Therapiekonzept zur Gewinnung und Regeneration von Biomaterialien eingeführt und 

beschreibt die Anzucht von unterschiedlichen Geweben. Im Rahmen dieser 

Dissertation wird hauptsächlich auf das Bone TE Bezug genommen. Hierbei kommt es 

zur Herstellung eines der Knochenmatrix chemisch und strukturell entsprechenden 

Ersatzgerüsts, das die Knochenheilung bzw. die Integrität von Osteosynthesematerial 

nach Frakturversorgung sowie die mechanische Stabilität fördern soll [142, 143]. 
Vorteil des mittels TE gewonnenen Knochenmaterials ist die physikalischen 

Eigenschaften unter Einbeziehung unterschiedlicher aktivierender/hemmender 

Faktoren bzw. zelluläre Verhaltensweisen für jeweils ein bestimmtes osteoinduktives 

Protein zu bestimmen. Neben all den Vorteilen des TE gibt es jedoch auch Grenzen 

und Hindernisse, die es anhand weiterführender Forschung zu überwinden gilt. 

Gerade bei umfangreicheren Defekten stellte sich die Gewebsregeneration als 

unzureichend heraus. Ein erfolgreiches TE hängt von zahlreichen unterschiedlichen 

Faktoren ab, hierfür ist die Sicherstellung einer für das Biomaterial physiologischen 

Umgebung ausschlaggebend. Alle Komponenten, die im Rahmen der 

Knochenentwicklung (siehe 2.1, 2.2) eine Rolle spielen, müssen hierbei in Betracht 

gezogen werden [144].  

 

2.3.1 Techniken des Bone Tissue Engineering am Tiermodell 

2.3.1.1 Heterotope Ossifikation  

Verletzungen bzw. Erkrankungen des Knochen- und Gelenkapparates gehen nicht 

immer mit einem frischen ossären Defekt einher, weswegen Techniken des TE zur 

Bildung von Knochengewebe de novo entwickelt und eingesetzt wurden. Des Weiteren 

gestaltet sich die gezielte Differenzierung der osteoinduktiven Wirkung einzelner 

Proteine bzw. am Knochenstoffwechsel beteiligter Komponenten im Defektmodell 

schwierig, da im Rahmen des Remodelings zahlreiche voneinander abhängige 

Regelkreisläufe beeinflusst werden. Fraglich knochenbildende Komponenten können 

spezifisch unter normalen physiologischen Bedingungen untersucht und bewertet 

werden. Der Begriff „ektop“ (griech. „weg von einem Ort“) bezieht sich hinsichtlich der 
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Ossifikation auf die Bildung von Knochengewebe de novo außerhalb der üblichen 

Lokalisation. Im Rahmen von wissenschaftlichen Untersuchungen wird dieses Ereignis 

meist experimentell herbeigeführt, es kann jedoch auch im klinischen Bereich 

hinsichtlich bestimmter Pathologien wie Gewebsmalformationen eine Rolle spielen. 

Als Beispiel hierfür kann die Fibrodysplasia ossificans progressiva genannt werden. 

Die HO bildende Erkrankung beruht auf einer Mutation im ACVR1-Gen mit 

resultierender Aktivitätssteigerung des BMP1 [169, 170, 172]. Des Weiteren soll es 

insbesondere nach invasiven Eingriffen bei etwa 10 % der Patienten zum Nachweis 

ektoper Ossifikationen kommen. Ursächlich hierfür wird ein Zusammenhang zwischen 

lokal entzündlichen Prozessen und der Einwanderung von Knochenvorläuferzellen 

ähnlich den Vorgängen im Rahmen des Remodelings vermutet [171]. Die folgende 

Tabelle zeigt einen Überblick über einige der bereits durchgeführten Untersuchungen 

in ektoper TE-Technik. Hierbei konnte vor allem das BMP (Tabelle 3) in vivo ektop 

osteoinduktive Wirkung zeigen, weswegen es seinen Platz als Positivkontrolle im 

Rahmen dieser Arbeit fand. Das BSP ist in puncto de novo HO in vivo noch 

weitestgehend unerforscht und ist Hauptgegenstand dieser Dissertation.  
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Tabelle 3: Ektope Tissue-Engineering-Modelle in Ratten und Mäusen [141] 

 

Um eine ektope Ossifikation im Tierversuch erzielen zu können, bieten sich 

unterschiedliche Methoden zur Implantierung der Knochenersatzgerüste an. Diese 

kann subcutan, intramuskulär und innerhalb der Nierenkapsel erfolgen. Am 

einfachsten gestaltet sich die Einbringung der Knochenersatzgerüste anhand der 

subcutanen ektopen TE-Methode. Tiefere Gewebsschichten der Versuchstiere 

werden hierbei nicht verletzt, sodass sich postoperativ eine geringe Komplikationsrate 

zeigt. Die Implantation sollte hierbei am Rücken des Tieres erfolgen, um einer 

Manipulation des Eingriffsareals seitens der Versuchstiere entgegenzuwirken. 

Zahlreiche bisherige Untersuchungen konnten erfolgreich HO-Formationen unter 

Zugabe von BMP2 als Wachstumsstimuli innerhalb von acht Wochen nachweisen 

[169, 173, 174, 175]. Ma und Kollegen konnten weiterhin 2011 positive 

Mineralisationsergebnisse im Rahmen des subcutanen TE für mesenchymale 

Stammzellen von Hasen mittels Tricalciumphosphat-Scaffold veröffentlichen [176]. 
Die Osteogenese ist jedoch maßgeblich abhängig von der Anzahl mesenchymaler 

Stammzellen sowie der osteoinduktiven Stoffe im umliegenden Gewebe. Im Bereich 
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der Skelettmuskulatur finden sich im Vergleich zur Subcutis insgesamt mehr 

osteogenetisch relevante Vorläuferzellen, die sich im Rahmen ihrer 

Differenzierungskaskade zu Osteoblasten weiterentwickeln und demnach 

Knochengewebe bilden können. Die reine Implantierung eines BSP-Scaffolds ohne 

Zellzusatz setzt demnach eine ausreichende Anzahl knochenbildender Vorläuferzellen 

im Einsatzgebiet voraus. Dies war der ausschlaggebende Punkt, warum im Rahmen 

dieser experimentellen Arbeit die Entscheidung zur intramuskulären (Muscle Pouch) 

TE-Methode erfolgte. Eine weitere zumal jüngere Methode des ektopen TE stellt die 

Implantierung des zu untersuchenden Gegenstands innerhalb der Nierenkapsel dar. 

Sie wird im Vergleich zu den vorherig genannten Techniken insgesamt seltener 

verwendet, da sich die chirurgische Technik bzw. Einbringen des 

Untersuchungsmaterials insgesamt schwieriger sowie komplikationsreicher gestaltet 

[169]. 

 

2.3.1.2 Muskel-Pouch-Modell 

Bereits 1988 konnten Takaoka und Kollegen im Rahmen eines 

Muskeltaschenexperiments die osteoinduktive Wirkung von BMP nachweisen. Weitere 

in vivo Studien hinsichtlich des BMP-induzierten ektopen Bone TE folgten im Laufe der 

Zeit [169, 177, 178]. Das Muskel-Pouch-Verfahren wurde im Rahmen 

wissenschaftlicher Untersuchungen bereits an zahlreichen Spezies angewandt. Die 

Studien beziehen sich meist auf Nagetierversuche, jedoch existieren daneben 

zahlreiche Ergebnisse zu Versuchen an Großtieren. So konnten Barbieri und Kollegen 

allein für Calciumphosphat-Scaffolds ohne Zell-/Proteinzusatz bereits Mineralisationen 

in Schafen und Hunden nachweisen [179, 180]. Es erfolgten in diesem Bereich zudem 

in vivo Studien am Menschen. 2004 implantierten Warnke und Kollegen einem 

männlichen Erwachsenen ein computergestützt angepasstes Knochentransplantat 

eines ausgedehnten knöchernen Defekts des Unterkiefers in den Musculus latissimus 

dorsi. Das Knochenersatzgerüst bestand aus einem Titannetz, welches mit 

Knochenmineralanteilen unter Zugabe von BMP sowie autologem 

Knochenmarksgewebe infiltriert wurde. Nach sieben Wochen konnte das dadurch 

gebildete Gewebskonstrukt tatsächlich im Rahmen einer Ersatzplastik im Bereich des 

Unterkieferdefekts erfolgreich transplantiert werden. Die Skelettszintigraphie 
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detektierte Prozesse des Knochenumbaus sowie der Mineralisation vor als auch nach 

der Transplantation des Knochenersatzes. CT-graphisch konnte die Bildung von 

Knochen de novo bewiesen werden [181]. 

 

2.3.2 Biomaterialien  

2.3.2.1 Bedeutung von Biomaterialien im Alltag  

Biomaterialien stellen die Grundlage der modernen regenerativen Therapiemethoden 

dar. Sie werden als biologische Ersatzstoffe für den Einsatz im klinischen Alltag 

hergestellt und spielen vor allem im Bereich des Bone TE bei kritischen 

Knochendefekten bzw. Erkrankungen, die mit einem knöchernen Substanzverlust 

einhergehen eine besondere Rolle. Vor allem die Problematik der alternden 

Bevölkerung verdeutlicht die Notwendigkeit innovativer Verfahren hinsichtlich 

biokompatibler Materialien. Menschen höheren Alters weisen eine verminderte 

Knochenmineralisierung sowie erhöhte Sturzneigung auf. Daraus resultierend 

ergeben sich gesteigerte Inzidenzen für Frakturen sowie Komplikationen im 

postinterventionellen Verlauf [183, 185]. Um dieser Herausforderung 

entgegenzuwirken, befassen sich zahlreiche Studien mit der Suche nach 

Biomaterialien, die im Rahmen der Therapie von Knochenerkrankungen zum Einsatz 

kommen könnten. Ziel hierbei ist es, die Regeneration des Knochengewebes zu 

fördern und bereits bestehende Therapiemöglichkeiten (siehe 2.4) zu optimieren [184, 
185].  

 

2.3.2.2 Arten von Biomaterialien  

Aufgrund der Vielfalt bereits bekannter Biomaterialien erfolgt zunächst die Darstellung 

der einzelnen Komponenten zur besseren Übersicht anhand eines vereinfachten 

Schemas (siehe Abbildung 10). Hierbei werden keramik- und ECM-basierte sowie 

polymere Biomaterialien unterschieden.  
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Abbildung 10: Arten von Biomaterialien Übersicht [eigene Quelle in Anlehnung 187-197] 

 

Keramik-basierte Biomaterialien werden hinsichtlich ihres chemischen Verhaltens 

(Resorption, Aktivität) in unterschiedliche Gruppen eingeteilt (siehe Tabelle 4). Sie 

weisen insbesondere eine hohe mit dem menschlichen Körper vergleichbare 

Biokompatibilität sowie Bioaktivität auf und wirken zelladhäsiv sowie osteoinduktiv-

/konduktiv. Diese Eigenschaften gewährleisten ohne den Zusatz induktiver 

Substanzen eine In-situ-Knochenregeneration [187-190].  

 

Biokeramik  Chemisches Verhalten  

Aluminiumoxid- und Zirkoniumdioxid-

Basis 

Nahezu inert  

Glasbasis Bioaktiv 

β- und α-Tricalciumphosphat-Basis Resorbierbar  
Tabelle 4: Keramik-basierte Biomaterialien und ihr chemisches Verhalten [eigene Quelle in Anlehnung 188] 

 

ECM-basierte Biomaterialien bestehen aus dezellularisierter extrazellulärer Matrix. 

Ihre Eigenschaften kommen den physiologischen Bedingungen innerhalb eins 

bestimmten Areals auf zellulärer Ebene strukturell am nächsten. Sie stimulieren die 

Biomaterialien

Keramik-basiertECM-basiert

β- und α-
Tricalciumphosphat-

Basis
(HAp, CP, TCP)

Polymere

Aluminiumoxid- und 
Zirkoniumdioxid-

Basis
Glasbasis

Synthetische 
Polymere 

(PLA, PCL, PGA, PLGA)

Natürliche Polymere 
(Fibrine, Alginate, 

Hyaluronsäure, Chitosan, 
Kollagene, Gelatine und 

Seide)
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Aktivierung der Differenzierung endogener Vorläuferzellen und der jeweiligen 

Signalkaskaden [191]. Die Gewinnung der biologischen Ersatzmaterialien erfolgt über 

einen Prozess der Dezellularisierung von Geweben der Harnblasenmatrix und 

Dünndarmsubmukosa [192].  

Polymere sind allgemein betrachtet makromolekulare Strukturen, die in puncto 

biologischer Ersatzmaterialien zunehmend an wissenschaftlichem Interesse 

gewinnen. Sie lassen sich in eine synthetisch hergestellte sowie natürliche Gruppe 

einteilen. Synthetische Polymere weisen gute physikalische und mechanische 

Eigenschaften hinsichtlich ihrer Steifigkeit, Resorption sowie Porosität auf. Die 

Herstellung synthetischer Biomaterialien ermöglicht es ein dem Patienten individuell 

angepasstes Gerüst zu entwerfen, welches sich in seiner Anatomie und Physiologie 

dem Zielbereich ähnelt. Im Bereich des Tissue Engineering kommen vor allem 

Polylaktatsäure (PLA), Polycaprolacton (PCL), Polyglykolid (PGA) und deren 

Copolymere wie Poly-Lactid-Co-Glydolid (PLGA) zum Einsatz [193, 194]. Natürliche 

Polymere sind Biomaterialien, die adäquate biologisch resorptive und biokompatible 

Eigenschaften aufweisen. Sie werden aus Polysacchariden und Proteinen gewonnen 

[195]. Hierzu gehören einerseits Fibrine, Alginate, Hyaluronsäure und Chitosan, 

welches aus Chitin gewonnen wird [196]. Des Weiteren finden Kollagene, Gelatine 

und Seide Anwendung im Rahmen der Rubrik der biologischen Ersatzmaterialien 

[197]. 

 

2.3.2.3 Knochenersatzgerüste 

Im Rahmen des Bone TE sind Knochenersatzgerüste (engl. Scaffolds) von enormer 

Bedeutung, da sie als physiologische Grundlage den Prozess einer Ossifikation erst 

möglich machen. Es handelt sich hierbei um Biomaterialien (siehe 2.3.2), die die 

Zelladhäsion und damit die Bildung von Knochengewebe ermöglichen. Sie sind 

durchlässig für Flüssigkeiten und gewährleisten demnach zellmigrations- sowie 

diffusionsabhängige Vorgänge [156]. Voraussetzung für eine erfolgreiche TE mittels 

Scaffolds (siehe Tabelle 5) sind biokompatible Komponenten, die im Rahmen des 

Knochenstoffwechsels eine osteoinduktive/-integrative Wirkung zeigen [157]. Sie 

sollten zudem eine hohe Porosität bei trotz allem mechanischer Stabilität sowie eine 

ausreichende Größe der Poren aufweisen, damit die Zellintegrität innerhalb des 
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Gerüsts sowie deren Nutrition über Diffusion gewährleistet sind [161]. Abbildung 11 

stellt die aktuell gängigsten Methoden zur Herstellung von Scaffolds im Rahmen des 

Bone TE dar. Hierbei kommen Nanofaser-, Hydrogel- sowie 3D-Drucker-Technologien 

zum Einsatz. Es zeigen sich zunehmend wissenschaftliche Fortschritte im Bereich der 

mittels 3D-/4D-Drucker hergestellten Knochenersatzgerüste, die die Anwendung von 

knöchernen sowie knorpeligen Ersatzmaterialien im klinischen Alltag verbessern 

könnten [158]. Die Technik des 3D-Druckers liegt in einer flexiblen steuerbaren 

Plattform, die unter Verwendung einer strukturellen Vorlage mittels Bioprinting ein 

individualisiertes hochspezialisiertes Gerüst bilden kann. Dies erfolgt über den 

additiven Aufbau mehrerer Schichten von Biotinten und -materialien. Anhand 

computertomographischer Bildgebung können computergesteuert flexible 3D-

Scaffolds (Rapid Prototyping), die dem physiologischen Knochengewebe stark ähneln, 

gefertigt und gegebenenfalls dem individuellen Substanzdefekt angepasst und 

eingebracht werden [159, 160].  

 

Biokompatibilität/-aktivität -physiologische Zellaktivität  

-keine immunogenen/toxischen Nebenwirkungen  

-osteokonduktive/-induktive/-genetische Wirkung  

-Förderung Angiogenese  

Biodegradierbarkeit -biologisch kontrollierter Abbau zur Ermöglichung des 

Knocheneinwuchs  

Stabilität -mechanische Widerstandsfähigkeit  

Porosität  -Gewährleistung von Zellmigration und Nähr- und 

Sauerstofftransports (Porengröße 200 bis 350 µm) 
Tabelle 5: Anforderungen an Knochenersatzgerüste [eigene Quelle in Anlehnung 186] 
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Abbildung 11: Darstellung der Herstellungsmethoden von Knochenersatzgerüsten [158] 

 

 
2.3.3 Therapiemöglichkeiten im klinischen Alltag  
2.3.3.1 Autologe und allogene Knochentransplantation 

Im Zuge der Therapiemethoden steht der Medizin bei komplizierten ossären 

Verhältnissen die Möglichkeit einer Knochentransplantation (engl. bonegraft) zur 

Verfügung. Sie findet vor allem Anwendung bei Knochengewebsdefekten, die nicht 

über rein physiologische Prozesse zu einer ausreichenden Regeneration führen 

können. Chronische Erkrankungen (Diabetes mellitus), Suchterkrankungen (Nikotin-

/Alkohol-Abusus) sowie ein hohes Alter stellen Risikofaktoren für mangelnde 

körpereigener Reparaturmöglichkeiten hinsichtlich des Remodelings dar. Bonegrafts 

werden im klinischen Alltag häufig im Bereich der chirurgischen Orthopädie sowie der 

Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie verwendet. Sie sollten ähnlich den Biomaterialien 

hinsichtlich ihrer Eigenschaften ein osteoinduktives (Matrixproteine und 

Wachstumsfaktoren), -konduktives (Gerüst) sowie osteogenetisches (ossäre 

Vorläuferzellen) Potenzial aufweisen. Hierfür eignet sich besonders der autologe 

Ersatz mittels trabekulären bzw. corticalen Knochens [198]. Die Entnahme des 
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Materials kann an zahlreichen Loki des Körpers (Rippen, Tibia, Calcaneus) erfolgen, 

jedoch stellt die Gewinnung aus dem vorderen Beckenkamm die gängigste Methode 

dar, um eine ausreichende Menge an Material zu erhalten. Aufgrund der Zugehörigkeit 

des Implantats zum eigenen Körper zeigen sich nach Einbringung autologen 

Knochens kaum immunogene Nebenwirkungen [199]. Trotz der zahlreichen Vorteile 

muss jedoch die Tatsache in Betracht gezogen werden, dass der zusätzliche 

interventionelle Eingriff zur Materialgewinnung weitere Komplikationen (Blutungen, 

Entzündungen, Infektionen, Sensibilitätsstörungen) in bis zu 10 % der Fälle mit sich 

bringen kann [200].  

Alternativ zum autologen Knochenersatz gibt es die Möglichkeit das 

Transplantatmaterial aus Spendern (Tod-/Lebendspender) zu gewinnen. Dies stellt 

das allogene Bonegraft-Verfahren dar. Es eignet sich besonders zur Behandlung 

größerer Defekte, da sich die Materialmenge autologen Ersatzes als begrenzt darstellt. 

Ein weiterer Vorteil ergibt sich daraus, dass sich der Patient keinem zusätzlichen 

Eingriff zwecks Materialentnahme unterziehen muss. Dennoch stellt das körperfremde 

Implantat einen potenziellen Risikofaktor für Immun- und Abstoßungsreaktionen sowie 

die Übertragung von Krankheiten dar. Derartige Komplikationen können den 

postinterventionellen Verlauf maßgeblich ungünstig beeinflussen. Verglichen mit dem 

autologen Knochenersatz zeigen sich für die allogene Variante insgesamt schwächere 

Eigenschaften hinsichtlich der osteoinduktiven sowie osteogenetischen Wirkung, da 

Spendertransplantate nach der Entnahme im Rahmen ihrer Aufbereitung zur 

Prävention von schweren Immunreaktionen devitalisiert werden (Bestrahlung, 

Tiefkühlung). Matrixproteine sowie Osteoprogenitorzellen sind nicht in der Lage 

derartige Verfahren zu überleben. Allogenes Knochenmaterial ist als Puder, Granulat 

oder Späne/Blöcke erhältlich und kann je nach Anforderungen in angepasster Form 

implantiert werden. Im Falle einer dennoch unzureichenden Defektdeckung besteht 

weiterhin die Möglichkeit der Einbringung von demineralisierter Knochenmatrix [198, 
201].  

Welches Verfahren am Ende gewählt wird hängt von zahlreichen unterschiedlichen 

Faktoren ab und ist wie so oft in der Medizin eine dem Patienten angepasste 

Einzelfallentscheidung. Hierbei spielen die Art des Knochendefekts (Form, Größe, 

chirurgische Intervention) sowie der Patient selbst (grundlegende Erkrankungen, Alter, 

Mobilität) die entscheidende Rolle hinsichtlich der Entscheidungsfindung. Die autologe 
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Spongiosaplastik stellt aktuell den Goldstandard dar [198]. Trabekuläres 

Knochenmaterial weist aufgrund einer vergrößerten Oberfläche eine gesteigerte 

osteogenetische sowie osteoinduktive Wirkung auf. Knochenzellen unterschiedlicher 

Differenzierungsgrade können demnach vermehrt an der spongiösen Kontaktfläche 

anheften und im Rahmen des Remodelings neues Knochengewebe generieren [202]. 
Über das Trabekelnetzwerk kann eine rasche Revaskularisierung des Gewebes 

erfolgen, die bereits zwei Tage postinterventionell beginnt [203].  

 

2.3.3.2 Biologische Knochenersatzmaterialien  

Alternativ zum autologen bzw. allogenen Knochenersatz wurden weiterhin biologische 

Materialien entwickelt, die aktuell einen bedeutsamen Gegenstand der Forschung 

darstellen (siehe 2.3.2). Sie wirken hinsichtlich der Regeneration von Knochengewebe 

fördernd, indem sie die Migration, Proliferation sowie Differenzierung der am 

Remodeling beteiligten Knochenzellen beeinflussen. Neben dem alleinigen Einsatz 

hinsichtlich kritischer Knochendefekte können Knochenersatzmaterialien als Gerüst 

mit den allogenen Methoden kombiniert werden [204, 205]. Calciumphosphate als 

Vertreter der Biokeramiken kommen als biologisches Ersatzmaterial im 

therapeutischen Bereich der Orthopädie sowie Zahnmedizin häufig zum Einsatz. Sie 

können als Filler entsprechend der Form eines Knochendefekts oder als Beschichtung 

eingesetzt und mittels Zugabe von einzelnen bzw. mehreren Spurenelementen wie 

Magnesium oder Zink an die physiologischen Knochenbedingungen des Menschen 

angepasst werden [206, 207]. Polymere Biomaterialien nehmen weiterhin eine 

bedeutsame Rolle in der Medizin ein. Kollagene und Hyaluronsäuren kommen im 

menschlichen Organismus in zahlreichen Geweben vor und bilden die Grundlage vor 

allem bindegewebsartiger Strukturen. Sie können beispielsweise als Hydrogel-

Präparat zur Förderung der Wund- sowie Knochenheilung bzw. über 

Gelenkinjektionen zur Regeneration von Knorpelgewebe beitragen [208, 209]. Ein 

weiteres wichtiges Proteinpolymer stellt das Fibrin dar. Es spielt vor allem in der 

Hämostase im Zuge der Wundheilung eine besondere Rolle und weist sowohl 

elastische als auch viskose Eigenschaften auf. Vor allem bioaktive Moleküle können 

in Verbindung mit Fibrin die Gewebsentwicklung fördern und finden im Rahmen 

unterschiedlicher Bereiche des Tissue Engineering Anwendung [112].  
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2.3.3.3 Osteoinduktive Wachstumsfaktoren  

Allgemein betrachtet handelt es sich bei Wachstumsfaktoren um proteinogene 

Signale, die eine Interaktion zweier Zellen induzieren können. Weiterhin übernehmen 

sie entscheidende Funktionen hinsichtlich eines jeden Zellzyklus durch Aktivierung 

bestimmter Signalkaskaden. Die Signalübermittlung erfolgt über einen spezifischen 

Zellmembranrezeptor (Tyrosinkinase-Rezeptor). Bei Kontakt beider 

Kommunikationspartner kommt es zu Phosphorylierungsprozessen und zur 

Entstehung neuer potenzieller Bindungsstellen am C-Terminus der phosphorylierten 

Tyrosin-Reste. Hieraus resultieren zahlreiche Signalwege, die miteinander 

interagieren und ihre Wirkung auf den Zellzyklus letztlich auf Ebene der Transkription 

entfalten [244].  

Wachstumsfaktoren stellen weiterhin einen maßgeblichen Teil hinsichtlich des 

Knochenstoffwechsels dar. Sie agieren als Kommunikationspartner zwischen den 

unterschiedlichen Subsystemen des Remodelings und besitzen bedarfsangepasst 

osteoinduktive, -aktivierende als auch -inhibierende Eigenschaften zur Regulierung 

unterschiedlicher Zellfunktionen. Als Polypeptide bzw. Proteine binden sie an spezielle 

Oberflächenrezeptoren der Knochenzellen und nehmen Einfluss auf deren 

Proliferation und Differenzierung. Des Weiteren steuern sie als Signalmoleküle 

Prozesse der Migration sowie des programmierten Zelltods. Zur Reihe, der bereits im 

klinischen Alltag verwendeten osteoinduktiven Wachstumsfaktoren gehören unter 

anderem der PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), VEGF (Vascular Endothelial 

Growth Factor), IGF (Insulin-like Growth Factor) und die BMPs. PDGF und IGF werden 

im Rahmen von zahnmedizinischen Operationen zur Regeneration des Parodontiums 

eingesetzt [215]. In Kapitel 2.2.1 wurde im Rahmen dieser Dissertation bereits 

ausführlich über die Reihe der BMP berichtet. Insbesondere das BMP-2 sowie -7 sind 

bereits im klinischen Alltag zur unterstützenden Therapie bei Knochendefekten, 

Pseudarthrosen und in der Wirbelsäulenchirurgie zugelassen [213, 214]. Im Zuge der 

steigenden Anzahl klinischer Anwendungen, vor allem des BMP-2, konnte hierfür 

weiterhin ein gut strukturiertes Nebenwirkungsprofil erstellt werden. Hierzu zählen 

neben postoperativen Entzündungen sowie ektopen Ossifikationen die 

unangemessene adipozytäre Genese und osteoklasten-induzierte Knochenresorption 

[214].  
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Zusammenfassend lässt sich bereits zum aktuellen Zeitpunkt eine große Bandbreite 

an Behandlungsmethoden hinsichtlich des Knochenersatzes bzw. der Faktoren zur 

Förderung der Knochenregeneration darstellen. Die Forschung zum Thema Tissue 

Engineering wird für die Medizin auch in Zukunft eine enorme Rolle spielen, da der 

Bedarf an vor allem biologischen Ersatzmaterialien mit dem steigenden Alter der 

Bevölkerung kontinuierlich zunimmt. Das im Rahmen dieser Dissertation untersuchte 

BSP als Matrixprotein des Extrazellularraums könnte sich zukünftig zu einem 

maßgeblichen Teil der Behandlung von Knochenpathologien bis hin zu malignen 

Erkrankungen entwickeln.  
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3 Material und Methoden  
3.1 Material 

3.1.1 Implantations- und Fixierungssubstanzen  

Substanz Bezugsquelle 

Rat BSP-2 (BSP-2 der Ratte aus CHO-

Zelllinie) #Batch2 08.11.17 MT 

The Antibody Lab, Protein BESTCell, 

Wien, Österreich 

Human BMP-7 research grade 

(rekombinantes humanes BMP-7 aus 

CHO-Zelllinie)130-103-436 

MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach, Deutschland 

Human BMP-2 research grade 

(rekombinantes humanes BMP-2 aus 

CHO-Zelllinie) 

130-110-926 

MACS, Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach, Deutschland 

Atelocollagen, Honeycomb disc 96 

(kollagene Trägersubstanz aus 

Knochenhaut) 

758118 

COSMO BIO CO., LTD., Tokio, Japan 

 

NaCl 0,9 % (Natriumchloridlösung 0,9 

%) 

B. Braun, Melsungen AG, Melsungen 

Deutschland 

Aqua destillata (destilliertes Wasser) B. Braun, Melsungen AG, Melsungen 

Deutschland 

Formaldehydlösung 37 % 

(Fixierungssubstanz) 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

RNAlater™ (RNA-

Stabilisierungslösung) 

Thermo Fisher Scientific Inc., 

Waltham, Massachusetts 
Tabelle 6: Material, Implantations- und Fixierungssubstanzen  

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/AM7020
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3.1.2 Medikamente  

Substanz/Wirkstoff Bezugsquelle 

Fentanyl Janssen-Cilag GmbH, Neuss, 

Deutschland 

Midazolam Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland 

Medetomidin Fort Dodge Veterinär GmbH, 

Würselen, Deutschland 

Flumazenil Roche Pharma AG, Basel, Schweiz 

Atipamezol Zoetis Deutschland GmbH, Berlin, 

Deutschland 

Tramadol-Lösung Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland 

Isofluran AbbVie Deutschland GmbH & Co. KG, 

Wiesbaden, Deutschland 

Corneregel® (Gel zur Behandlung 

nichtentzündlicher 

Hornhauterkrankungen) 

Bausch & Lomb, Berlin, Deutschland 

Tabelle 7: Material, Medikamente  
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3.1.3 Verbrauchsmaterial und Instrumentarien  

Material Bezugsquelle 

Povidon-Jod-Lösung B. Braun, Melsungen AG, Melsungen, 

Deutschland 

Einmalskalpell, 11er Figuration Safety Razor Co., Osaka, Japan 

Wundspreizer Aesculap AG Co. KG, Tuttlingen, 

Deutschland 

Nadelhalter Aesculap AG Co. KG, Tuttlingen, 

Deutschland 

Vicryl (subcutannahtmaterial aus 

Polyglactid, resorbierbar) 

Johnson + Johnson International, New 

Brunswick, USA 

Ethilon (Hautnahtmaterial, nicht-

resorbierbar) 

Johnson + Johnson International, New 

Brunswick, USA 

Sterile Kompressen Paul Hartmann AG, Heidenheim a.d. 

Brenz, Deutschland 

Sterile OP-Tücher Paul Hartmann AG, Heidenheim a.d. 

Brenz, Deutschland 
Tabelle 8: Material, Verbrauchsmaterial und Instrumentar  

 

3.1.4 Versuchstiere  

Im Rahmen der kompletten Versuchsreihe wurden insgesamt 51 männliche Wistar-

Ratten des TARC-Translational Animal Research Centers in Mainz nach 

Genehmigung durch das Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz (§ 8 Abs. 1 des 

Tierschutzgesetzes, Tierversuchsnummer: 23177-07/G17-1-064) analog der 

experimentell etablierten Muskel-Pouch-Methode operiert und untersucht. Die Tiere 

wurden über die Zuchtstelle Janvier Europe extra für Tierversuche gesetzeskonform 

freigegeben und erreichten ihre neuen Räumlichkeiten in einem Alter von etwa 8 

Wochen. Sie erhielten durchschnittlich eine Eingewöhnungszeit von einer Woche, 
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bevor der Versuchsstart erfolgte. Während des gesamten Versuchszeitraums 

befanden sie sich meist zu zweit innerhalb eines Käfigs mit dauerhaft bereitgestellter 

Nahrung (Trockenfutter) sowie Wasser. So konnte der stetige Kontakt zu Artgenossen 

bei genügend Freiraum für die einzelnen Tiere selbst geschaffen werden. Die 

Unterkunft der Versuchstiere unterlag einem halbtätigen Tag-Nacht-Rhythmus, 

welcher künstlich im Sinne einer artgerechten Haltung erzeugt wurde. Die weltweit 

geltenden Normen sowie Regeln hinsichtlich der Haltung und Handhabung von 

Versuchstieren wurden stets beachtet und mit höchstem Respekt behandelt.  

 

3.1.5 Geräte 

Die Röntgendiagnostik erfolgte mittels eines konventionellen Röntgenapparates 

(Faxitron®MX-20, Faxitron x-ray Company, Lincolnshire, USA) sowie µCT-graphisch 

(Scanco µCT 40, Scanco Medical, Brüttisellen, Schweiz).   
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3.2 Methoden 

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit sollte die Induktionsfähigkeit einer HO durch BSP 

unterschiedlicher Konzentrationen in einem Tierversuchsmodell geprüft werden. Das 

BMP diente hierbei als Positivkontrolle (PK) und Vergleichswert der HO. Als 

Negativkontrolle (NK) dienten Natriumchlorid (NaCl) sowie Aqua destillata. Die 

substanztragenden Kollagenschwämme wurden 51 Ratten via Muskel-Pouch-Modell 

implantiert. Zur Analyse der Knochenbildung wurden die Versuchstiere in 

regelmäßigen Abständen radiologisch untersucht. Zudem erfolgten wöchentliche 

Gewichtskontrollen. Nach fachgerechter Absetzung der Tiere sowie Entnahme der 

Proben wurden diese zusätzlich im Mikro-CT ausgewertet und teilquantifiziert. Die 

Verteilung der Versuchstiere wird in der folgenden Tabelle dargestellt. Zunächst 

erfolgte zur Evaluation des Studienerfolgs die Untersuchung an vier Ratten im Rahmen 

einer Pilotstudie.  Nach Eliminierung der Fehlerquellen sowie Neuberechnung der 

BSP-Konzentrationen wurde die erste Versuchsreihe mit insgesamt 35 Tieren 

eingeleitet. Zur weiteren Eruierung einer lokalisationsabhängigen ektopen 

Knochenbildung wurden die Scaffolds im Zuge der zweiten Versuchsreihe an 

unterschiedlichen Stellen an 12 Versuchstieren in Muskel-Pouch-Technik implantiert. 

Nähere Angaben zu den einzelnen Versuchsreihen werden in den folgenden Kapiteln 

beschrieben.  

Untersuchung Anzahl Versuchstiere 
insgesamt 

Anzahl Scaffolds 
insgesamt 

Pilotstudie 4 8 

1. Versuchsreihe 35 70 

2. Versuchsreihe 12 48 

Tabelle 9: Aufteilung der Versuchstiere 

 

3.2.1 Arbeiten an der Sterilbank 

Die Kollagenschwämme wurden im Rahmen einer Pilotstudie sowie zweier 

Versuchsreihen am selben Tag der Operation an der Sterilbank in einer Petrischale 

vorbereitet. Hierbei wurden unten beschriebene Substanzen auf jeweils ein Scaffold 

pipettiert, welches anschließend in einem Mikroreaktionsgefäß innerhalb einer 
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Abbildung 12: Arbeiten an der Sterilbank, Vorbereitung der Kollagenscaffolds in der Petrischale (links), 
Pipettieren der Untersuchungssubstanz auf Schwämmchen (rechts) 

gekühlten Isolierbox zu den Operationsräumlichkeiten transportiert und bis kurz vor 

Operationsbeginn aufbewahrt wurde.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.1.1 Vorbereiten der Pilotstudie 
 

Behandlungsarm Substanz Anzahl 
Scaffolds 

Anzahl 
Versuchstiere 

Positivkontrolle BMP-7 2 1 

Negativkontrolle NaCl 2 1 

BSP niedriger 
Konzentration 

BSP 2 1 

BSP hoher 
Konzentration 

BSP 2 1 

Tabelle 10: Methoden, Vorbereiten der Pilotstudie  

 

Zur Herstellung der Positivkontrolle erfolgte nach Angaben des Herstellers die kurze 

Zentrifugation des BMP-7 Probenbehälters mit Hinzufügen und Mischen von 100 µl 
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Essigsäure (20 mmol) mit anschließend Extraktion von 40 µl BMP-7-Essigsäure-

Lösung in ein gesondertes steriles Gefäß. Das Substrat wurde mit 360 µl NaCl 

verdünnt, sodass für insgesamt zwei Kollagenschwämme ein Volumen von 400 µl 

BMP-7-Essigsäure-NaCl-Lösung gewonnen werden konnte. Die Negativkontrolle 

bestand im Rahmen der Pilotstudie aus einem Scaffold, das mit 200 µl NaCl benetzt 

wurde. Die BSP-Probenreihe bestand für den Behandlungsarm der niedrigen 

Konzentration aus 10,7 µl und für den der höheren Konzentration aus 107 µl der BSP-

Standardlösung je Schwamm.  

Während des Pipettierens der Substanzen wurde ersichtlich, dass die Menge an 

Lösung die Aufnahmefähigkeit der Kollagenschwämme überstieg, sodass eine 

unbekannte Menge an Lösung in der Petrischale verblieb. 

 

3.2.1.2 Vorbereiten der ersten Versuchsreihe 
Da die Pilotstudie insbesondere in der Positivkontrolle zu keiner Ossifikation führte, 

wurde das BMP-7 durch BMP-2 und zusätzlich NaCl durch Aqua destillata ersetzt. 

Zudem kam es zu einer Änderung des Volumen- sowie Konzentrationsverhältnisses 

hinsichtlich aller Behandlungsarme, damit der Verbleib der Flüssigkeit innerhalb der 

Petrischale weitestgehend reduziert werden konnte. Es wurden fortan Atelocollagen, 

Honeycomb disc 96 (COSMO BIO CO., LTD., Tokio, Japan) als Trägersubstanzen 

verwendet.  

 

Behandlungsarm   Substanz Anzahl 
Scaffolds 

Anzahl 
Versuchstiere 

Positivkontrolle BMP-2 20 10 

Negativkontrolle Aqua destillata 10 5 

BSP 0,5 µg BSP 20 10 

BSP 5 µg BSP 20 10 
Tabelle 11: Methoden, Vorbereiten der ersten Versuchsreihe 

 

Zur Herstellung der Positivkontrolle erfolgte die kurze Zentrifugation des BMP-2 

Probenbehälters (100 µg) mit anschließendem Hinzufügen und Mischen von 100 µl 

Aqua destillata. 5 µl der Lösung wurden auf je einen Kollagenschwamm appliziert.  
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Für die Negativkontrolle wurde jeweils ein Kollagenscaffold mit 5 µl Aqua destillata 

benetzt. Um eine Konzentration des BSP von 1 µg pro Scaffold erzielen zu können, 

wurden 10 µl der BSP-Standard-Lösung mit 130 µl Aqua destillata gemischt und 5 µl 

pro Scaffold aufgetragen. Die Konzentration des höherdosierten BSP mit 10 µg pro 

Kollagenschwämmchen ergab sich aus der Mischung von 40 µl der BSP-Standard-

Lösung mit 16 µl Aqua destillata. Es wurden insgesamt 5 µl pro Scaffold aufgetragen.  

 

3.2.1.3 Vorbereiten der zweiten Versuchsreihe 
Aufgrund einer zwischenzeitlichen Änderung der BMP-2-Pulverzusammensetzung 

(Zugabe von Mannitol sowie Trehalose als Stabilisatoren) und einer wahrscheinlich 

daraus resultierenden reduzierten Löslichkeit des Pulvers, wurden für die 

Positivkontrolle je 5 µg BMP-2 in 10 µl Aqua destillata gelöst. Die übrigen 

Behandlungsarme gestalteten sich in der Herstellung äquivalent zur vorangegangenen 

Versuchsreihe.  

 

Behandlungsarm   Substanz Anzahl 
Scaffolds 

Anzahl 
Versuchstiere 

Positivkontrolle BMP-2 8 2 

Negativkontrolle Aqua destillata 8 2 

BSP 0,5 µg BSP 16 4 

BSP 5 µg BSP  16 4 
Tabelle 12: Methoden, Vorbereiten der zweiten Versuchsreihe  

 

3.2.2 Operatives Management  

Das präoperative Vorgehen gestaltete sich in allen Versuchen insgesamt gleich. Es 

erfolgte das Bestellen der Versuchstiere und Abwarten der Eingewöhnungszeit von 

mindestens einer Woche. Es erfolgte die regelmäßige Begutachtung und Pflege der 

Tiere durch die Versuchsverantwortlichen und Tierpfleger/-innen. Drei Tage 

präoperativ erhielten die Ratten Tramallösung oral zur Gewöhnung der Tiere an den 

Geschmack der Flüssigkeit sowie gewünschten postoperativen Schmerzreduktion. 

Unmittelbar vor dem geplanten operativen Eingriff wurden die Scaffolds an der 

Sterilbank vorbereitet (siehe 3.2.1) und gekühlt in sicheren Behältern zu den 
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Operationsräumlichkeiten transportiert. Zur Narkoseapplikation wurden die 

Versuchstiere mittels Isofluran per inhalationem zunächst beruhigt, sodass die 

Darreichung der Narkose (siehe Tabelle 13) subcutan gewichtsadaptiert appliziert 

werden konnte. Der Narkoseeintritt wurde innerhalb des Käfigs abgewartet und die 

Narkosetiefe durch Prüfung des Cornealreflexes bestimmt. Zur Befeuchtung der 

Augen erfolgte die Applikation von Corneregel® (Bausch & Lomb, Berlin, 

Deutschland). Vor Beginn der Operation erfolgte die erste Gewichtskontrolle sowie 

Rasur beider Oberschenkel der Versuchstiere.  
 

Anästhesie Volumen Wirkstoff [c] 
Narkose 0,38 ml Fentanyl [0,05 mg/dl] 

3 ml Midazolam [5 mg/dl] 

1,41 ml Medetomidin [1 mg/ml] 

 

Antagonist 5 ml Flumazenil [0,1 mg/ml] 

0,5 ml Atipamezol [5 mg/ml] 

 
Tabelle 13: Präoperatives Vorgehen und Anästhesie, Anästhesie Wirkstoffe [eigene Quelle] 

 

Narkose sowie Antagonist setzen sich aus oben genannten Wirkstoffen zusammen. In 

der Regel wurden gewichtsadaptiert präoperativ 0,5 ml der Narkoselösung sowie 

unmittelbar postoperativ 0,9 ml Antagonisierung subcutan verabreicht. Zur Applikation 

der ersten Injektion wurden, um einer Schmerz- und Stressreaktion entgegenzuwirken, 

die Versuchstiere unter Inhalation von Isofluran betäubt.  

 

3.2.2.1 Operationstechnisches Vorgehen  
Pilotstudie 

Ratte in Seitenlage auf Wärmeplatte. Reflextestung zur Prüfung der Narkosetiefe. 

Desinfektion mit Braunoderm. Längs gestellter Hautschnitt lateral am Oberschenkel. 

Scharfe Fasziendurchtrennung. Stumpfes Spreizen der Fasern des Musculus vastus 

lateralis mit der Präparierschere. Einlage des mit Wirkstoff getränkten 

Kollagenscaffolds in den so geschafften Pouch kniegelenksnah. Fasziennaht. 
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Hautnaht in Einzelknopftechnik. Gleiches Vorgehen auf Gegenseite. Die Operation 

aller vier Versuchstiere gestaltete sich insgesamt komplikationslos.  

Erste Versuchsreihe  

Die Operation der ersten Versuchsreihe gestaltete sich äquivalent zu der in der 

Pilotstudie gewählten Operationstechnik. Auch hier gestaltete sich der operative 

Ablauf aller 35 Ratten insgesamt komplikationslos. 

Zweite Versuchsreihe 

Um zu prüfen, ob die Lokalisation der Kollagenschwämme einen Einfluss auf die 

Ossifikation besitzt, wurden im Rahmen der zweiten Versuchsreihe unten genannte 

Loki gewählt. 

Ratte in Seitenlage auf Wärmeplatte (Abbildung 13a). Reflextestung zur Prüfung der 

Narkosetiefe. Desinfektion mit Braunoderm (Abbildung 13b). Längs gestellter 

Hautschnitt lateral am Oberschenkel (Abbildung 13c). Scharfe Fasziendurchtrennung. 

Stumpfes Spreizen der Fasern des Musculus vastus lateralis mit der Präparierschere. 

Einlage des mit Wirkstoff getränkten Kollagenscaffolds in den so geschaffenen Pouch 

hüftgelenksnah (Abbildung 13d). Zudem Einlage eines Scaffolds in Pouchtechnik in 

die Unterschenkelmuskulatur beidseits. Fasziennaht. Hautnaht in Einzelknopftechnik. 

Gleiches Vorgehen auf Gegenseite. Die Operation der Versuchstiere gestaltete sich 

insgesamt komplikationslos.  
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3.2.2.2 Postoperatives Vorgehen  
Es erfolgte direkt nach dem operativen Eingriff die gewichtsadaptierte Darreichung des 

Antagonisten subcutan. Das Versuchstier wurde innerhalb des Tierkäfigs unter 

Aufsicht adäquat gelagert (Luftwege und Extremitäten frei, weiche Umgebung). Nach 

Abwarten des Bewusstseins wurde die Begutachtung des Gesundheitszustands 

durchgeführt. Zur postoperativen Analgesie erfolgte die Fortführung der Tramal 

Lösung oral für weiterhin eine Woche. Es wurden in regelmäßigen Abständen (zwei 

13a: Ratte in Seitenlage auf Wärmeplatte                                 13b: Desinfektion                                 

13c: Hautschnitt lateral am Oberschenkel 13d: Einlage Kollagenscaffolds in den Muskelpouch 

 Abbildung 13: Operationstechnisches Vorgehen 
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bis drei Tage) Wundkontrollen durchgeführt. Bei einem Versuchstier zeigte sich eine 

einseitige Nahtinsuffizienz, die in Narkose wie üblich unter sterilen Bedingungen 

erfolgreich versorgt wurde. Die Ratten wurden weiterhin regelmäßig durch die 

Versuchsverantwortlichen und die Tierpflege begutachtet und versorgt. Es erfolgten 

zu Versuchszwecken einmal wöchentlich Gewichtskontrollen aller Tiere sowie 

versuchsabhängig gewählte Röntgenkontrollen bis zur fachgerechten Absetzung. Die 

Versuchstiere zeigten im Verlauf eine stetige Zunahme des Körpergewichts bei gutem 

Allgemeinzustand.  

 

3.2.3 Diagnostik   

3.2.3.1 Konventionelles Röntgen  
Um eine adäquate Diagnostik der Versuchstiere sicherzustellen, wurden diese mittels 

Isofluraninhalation sowie 0,5 ml Narkosemittel s. c. unter Ausschluss von Fentanyl 

ruhiggestellt. Es erfolgte die Applikation von Corneregel®. Die Röntgenuntersuchung 

erfolgte auf einer Styroporplatte zunächst in Rückenlage (RL). Aufgrund der 

Überlagerung von Weichteilverhältnissen sowie der Darminhalte erfolgte die 

Umstellung zur besseren Darstellung potenziell ossärer Strukturen in Bauchlage (BL). 

Die Fixierung der unteren Extremität wurde anhand zweier am distalen Unterschenkel 

in der Styroporplatte verankerten Kanülen ermöglicht. Um das Versuchstier zu 

schonen, wurde auf eine Durchbohrung der Weichteile in diesem Procedere verzichtet. 

Die Aufnahmen wurden in einer Ebene durchgeführt und bei inadäquater Darstellung 

bei Bedarf sofort wiederholt. Nach der Röntgenuntersuchung erfolgte anschließend die 

fachgerechte Lagerung der Tiere im Käfig sowie das Abwarten des Erwachens aus 

der Narkose mit Begutachtung des Gesundheitszustands.  
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Abbildung 14: Konventionelle Röntgendiagnostik (links Positivkontrolle in Bauchlage Tag 21, rechts in 
Rückenlage Tag 56 ohne Hinweis für HO) 

 

Behandlungsarm Anzahl Versuchstiere Röntgenkontrollen 
(D = Anzahl der Tage) 

Pilotstudie 4 D0, D21, D28, D35, 

D42/43, D49 sowie D56 

Erste Versuchsreihe 35 D7, D14, D21, D28, D35 

sowie D42 

Zweite Versuchsreihe 12 D14 sowie D19 
 

Tabelle 14: Diagnostik, Konventionelles Röntgen, Schema der Verlaufskontrollen [eigene Quelle] 

 

Im Anschluss der konventionellen Röntgenaufnahmen erfolgte zur quantitativen 

Auswertung die Bestimmung der Ossifikationsgrößen. Nach Kalibrierung der 

Röntgenbilder wurde die Größe der einzelnen HO mittels Image J 1.50i; Java 1.6.0_24 

(National Institutes of Health, Bethesda, USA) bestimmt.  
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3.2.3.2 Euthanasie und Probengewinnung  
Die Absetzung erfolgte mittels Isofluraninhalation. Die Proben wurden nach Abwarten 

und Feststellung des sicheren Todes sowie einer letzten Röntgenkontrolle 

entnommen. Es handelte sich hierbei überwiegend um Muskelgewebe. Eine 

Verletzung des Femurs wurde weitestgehend vermieden, um knöcherne 

Verunreinigungen zu verhindern. Anschließend Fixierung und fachgerechte Lagerung 

der einzelnen Proben in Formaldehydlösung (Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, 

Deutschland) beziehungsweise RNAlater (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 

Massachusetts) zur weiteren histologischen sowie histochemischen Untersuchung.  

 

3.2.3.3 Mikrocomputertomographie  
Zur weiteren Evaluation der konventionell radiologisch zu vermutenden HO der 

einzelnen Gruppen erfolgte die weitere Diagnostik einzelner Proben mittels µCT 40 

der Firma SCANCO (SCANCO Medical, Brüttisellen, Schweiz) mit den Einstellungen 

70 kV, 114 µAmp und 16 µm Resolution. Im Rahmen der Euthanasie der Versuchstiere 

erfolgte zur Einschätzung der räumlichen Gegebenheiten die Markierung der Probe 

mittels Einzelknopfnaht am proximalen Anteil des Musculus vastus lateralis nach 

vorheriger Durchtrennung des genannten Muskels. Anhand der µCT-Bildgebung war 

es möglich die Proben in einer 3D-Rekonstruktion darzustellen und Aussagen über 

Volumina der HO-Formationen zu treffen. Die Volumenberechnung wurde mit dem 

Programm OsiriX DICOM Viewer (Pixmeo SARL, Bernex, Schweiz) durchgeführt. Für 

den Bereich, der zu vermutenden ektopen Verknöcherungen, wurde ein Schwellenwert 

>700 HE (Hounsfield-Einheiten) definiert und über sämtlichen Schnitten der µCT-

graphischen Bildgebung angewendet. Hierdurch konnte die Volumenanalyse des 

dargestellten Hartgewebes erfolgen. 
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4 Ergebnisse  
 

4.1 Pilotstudie 

Die konventionelle Röntgenuntersuchung der Pilotstudie erfolgte an D0, D21, D28, 

D35, D42/43, D49 sowie D56 an insgesamt vier Ratten. An D43 erfolgte die 

Abschlussdiagnostik der Negativkontrolle, da das Versuchstier vorzeitig verstarb. 

Initial erfolgten die Kontrollen in Rückenlage, aufgrund einer besseren Darstellung der 

Weichteilverhältnisse wurde im Verlauf auf Bauchlage gewechselt. In allen vier 

Behandlungsarmen konnten keine ektopen Ossifikationen (Abbildung 15) 

nachgewiesen werden, weshalb auf eine µCT-graphische Diagnostik verzichtet wurde.  

 

Abbildung 15: Röntgenaufnahmen der Pilotstudie (15a-b: re. Bein Negativkontrolle D21 (a) und D34 (b) ohne HO; 
15c-d: re. Bein BSP niedrige Konzentration D21 (c) und D56 (d) ohne HO; 15e-f: re. Bein BSP höhere Konzentration 
D21 (e) und D56 (f) ohne HO); a,c,e in Rückenlage; b, d, f in Bauchlage  
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4.2 Erste Versuchsreihe  

Die konventionelle Röntgenuntersuchung der ersten Versuchsreihe erfolgte an D7, 

D14, D21, D28, D35 sowie D42 an insgesamt 35 Ratten mit 70 Scaffolds in Bauchlage. 

Hinsichtlich der Positivkontrolle sowie der BSP-Reihe niedriger Konzentration konnten 

bereits nach der ersten Woche Zeichen einer HO-Bildung nachgewiesen werden 

(siehe Tabelle 15), welche im weiteren Verlauf der Kontrollen in ihrer Anzahl und 

Größe stetig zunahmen und nach etwa zwei Wochen rückläufig bis nicht mehr 

nachzuweisen waren. Das BMP zeigte verglichen mit der BSPld (BSP low dose) einen 

langsameren Abbau der Ossifikationen sowie größere einzelne Formationsherde 

(siehe 4.2.2 und 4.2.4). Im Rahmen der Positivkontrolle konnten bei allen 20 Proben 

Ossifikationen im Zeitraum D14 bis D35 erreicht werden. Die BSPld stellte sich in der 

dritten Woche mit einer maximalen Anzahl von 11 Ossifikationen dar, insgesamt 

konnten bei 12 Scaffolds über den angegebenen Zeitraum ektope Verknöcherungen 

gezeigt werden. Verglichen mit der BSPhd (BSP high dose) fand sich lediglich eine 

Ossifikation in einem Versuchstier an der gleichen Lokalisation in D14 sowie D21. In 

der Negativkontrolle konnten über den gesamten Zeitraum der Untersuchung genau 

zwei Ossifikationen innerhalb eines Individuums dargestellt werden. Die prozentualen 

Anteile der HO-Bildungen waren wie folgt verteilt: Negativkontrolle 20%, BSPld 60 %, 

BSPhd 5 %, Positivkontrolle 100 %.  
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4.2.1 Beurteilung Negativkontrolle 

Von insgesamt fünf operierten Versuchstieren und demnach 10 in 5 µl Aqua destillata 

getränkten implantierten Kollagenscaffolds ergab sich wie erwartet in acht 

untersuchten Proben entsprechend Abbildung 18 kein Hinweis für eine ektope 

Ossifikation. Lediglich in einer Ratte stellte sich eine fragliche ossäre Genese in der 

distalen Oberschenkelmuskulatur ventralseitig über den gesamten 

Untersuchungszeitraum konstant mit etwa 1,78 mm an beiden unteren Extremitäten 

dar. Die HO-Formation war zum Zeitpunkt der Euthanasie noch konventionell 

radiologisch nachweisbar und konnte µCT-graphisch verifiziert werden.  

Tabelle 15: Anzahl der Ossifikationen der ersten Versuchsreihe (blau: BSPhd, gelb: BSPld, rot: 
Negativkontrolle, grün: Positivkontrolle) im Zeitraum von sechs Wochen  
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Abbildung 16: Röntgenaufnahmen der Negativkontrolle der ersten Versuchsreihe (16a-b: li. Bein (a) und re. Bein (b) 
an D6 ohne HO; 16c: re. Bein D34 mit HO-Nachweis) 
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4.2.2 Beurteilung BSP low dose 

Es wurden insgesamt 20 BSPld-Proben beurteilt (n = 20). Bei sieben von zehn 

Versuchstieren (zum Vergleich Tabelle 16) zeigte sich im Zeitraum der ersten drei 

Wochen eine unscharf begrenzte heterotope Knochengenese, wie in Abbildung 17 zu 

erkennen ist. Diese trat teils einseitig, teils beidseitig auf. Die Ossifikationsrate belief 

sich auf insgesamt 60 %. Die mittlere Größe der einzelnen HO-Formationen (n = 10) 

war bereits im Zeitraum der zweiten Woche mit 1,11 mm +/- 0,97 mm erreicht. Bei 

Betrachtung des Zeitraums D21-D42 fällt auf, dass sich die einzelnen noch 

vorhandenen Ossifikationen in ihrer Größe konstant hielten und teils an D42 zum 

Zeitpunkt der Absetzung noch in den Röntgenkontrollen nachzuweisen waren. Für die 

untersuchten Proben konnte mittels Mikrocomputertomographie das Vorhandensein 

der ektopen Verknöcherung im Verlauf bestätigt werden. Für untersuchte Proben ohne 

eindeutigen HO-Nachweis (-) wurde zur Ermittlung der Mittelwerte sowie 

Standardabweichungen in den folgenden Tabellen der Zahlenwert 0 verwendet. 

Tabelle 16: HO-Formationen in [mm] BSPld Tag 7 bis 42  

Nummer Extremität D7 D14 D21 D28 D35 D42 
BSPld-1.1 links - - - - - - 
BSPld-1.1 rechts - - - - - - 
BSPld-1.2 links - - - - - - 
BSPld-1.2 rechts - - - - - - 
BSPld-1.3 links 1,07 1,07 1,07 - - - 
BSPld-1.3 rechts 1,42 1,42 - - - - 
BSPld-1.4 links - - - - - - 
BSPld-1.4 rechts 1,42 2,13 1,42 - - - 
BSPld-1.5 links 1,067 2,49 1,42 1,42 1,42 1,42 
BSPld-1.5 rechts - - 1,78 - - - 
BSPld-1.6 links 1,42 1,42 0,71 0,71 0,71 - 
BSPld-1.6 rechts 1,78 1,42 1,42 1,07 1,07 1,07 
BSPld-1.7 links - - - - - - 
BSPld-1.7 rechts 1,78 1,78 0,71 0,36 - - 
BSPld-1.8 links 2,84 2,49 1,78 1,78 1,78 1,42 
BSPld-1.8 rechts - - 2,13 - - - 
BSPld-1.9 links - - - - - - 
BSPld-1.9 rechts 2,49 2,49 2,13 2,13 2,13 2,13 
BSPld-1.10 links - - - - - - 
BSPld-1.10 rechts 2,13 1,07 1,07 1,07 - - 
Mittelwert  1,09 1,11 0,98 0,71 0,59 0,5 
Standardabwei-
chung  0,96 0,97 0,79 0,67 0,66 0,63 
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Abbildung 17: Röntgenaufnahmen unterschiedlicher BSPld Individuen der ersten Versuchsreihe mit HO-Nachweis 
im markierten Areal (17a: BSPld-1.5 re. Bein D14; 17b: BSPld-1.9 re. Bein D7 (b) und D36 (c) im Verlauf) 

a 
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4.2.3 Beurteilung BSP high dose 

Es wurden insgesamt 20 Proben der BSPhd-Reihe beurteilt (n = 20). Bei Betrachtung 

der Ergebnisse der BSP high dose zeigte sich eine potenzielle Ossifikation (n=1) für 

einen Zeitraum von einer Woche. Die zu vermutende Verknöcherung trat innerhalb 

des Peaks von zwei Wochen mit einer Größe von 1,78mm auf und nahm im Verlauf 

von einer Woche entsprechend der Ossifikationen anderer Behandlungsarme ab, bis 

sie in D28 nicht mehr sicher nachzuweisen war. In allen anderen Röntgenkontrollen 

der BSP high dose zeigten sich keine auffälligen röntgendichten Strukturen, welche 

auf eine mögliche osteoinduktive Funktion des BSP hinweisen könnten. Bei 1/20 der 

möglichen HO-Formationen belief sich der prozentuale Anteil demnach auf 5 %. Die 

Verknöcherung war zum Zeitpunkt der Absetzung der Versuchstiere seit drei Wochen 

nicht mehr nachzuweisen, weshalb auf die weitere µCT-graphische Diagnostik 

verzichtet wurde.  

Tabelle 17: HO-Formationen in [mm] BSPhd Tag 7 bis 42  

 

Nummer Extremität D7 D14 D21 D28 D35 D42 
BSPhd-1.1 links - - - - - - 
BSPhd-1.1 rechts - - - - - - 
BSPhd-1.2 links - - - - - - 
BSPhd-1.2 rechts - - - - - - 
BSPhd-1.3 links - - - - - - 
BSPhd-1.3 rechts - - - - - - 
BSPhd-1.4 links - - - - - - 
BSPhd-1.4 rechts - - - - - - 
BSPhd-1.5 links - - - - - - 
BSPhd-1.5 rechts - - - - - - 
BSPhd-1.6 links - - - - - - 
BSPhd-1.6 rechts - - - - - - 
BSPhd-1.7 links - - - - - - 
BSPhd-1.7 rechts - - - - - - 
BSPhd-1.8 links - - - - - - 
BSPhd-1.8 rechts - - - - - - 
BSPhd-1.9 links - - - - - - 
BSPhd-1.9 rechts - - - - - - 
BSPhd-1.10 links - 1,78 1,42 - - - 
BSPhd-1.10 rechts - - - - - - 
Mittelwert  - 0,09 0,07 - - - 
Standardabwei-
chung  - 0,38 0,3 - - - 
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Abbildung 18: Röntgenaufnahme der BSPhd der ersten Versuchsreihe mit HO-Nachweis im markierten Areal 
(BSPhd-1.10 li. Bein D14) 
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4.2.4 Beurteilung Positivkontrolle 

Es wurden insgesamt 20 Scaffolds (n = 20) implantiert und an 10 Versuchstieren 

untersucht. Bei Begutachtung der Ergebnisse der Positivkontrolle zeigten sich im 

Bereich sämtlicher implantierter Kollagenschwämme Ossifikationen schon teils ab den 

Tagen 7 bis 42 mit einem einer mittleren Größe von 4,73 mm +/- 1,57 mm nach zwei 

Wochen. Die größten HO-Formationen konnten demnach verglichen mit den BSP-

Reihen ebenso an Tag 14 gemessen werden. Die HO-Rate belief sich zum Zeitpunkt 

dieser Messung auf 100 % (n = 20) und konnte die Funktionalität des Studiendesigns 

somit nachweisen. In einigen Aufnahmen zeigte sich eine ähnliche Größenkonstanz 

wie bereits bei der Gruppe der BSP low dose nach Peak beschrieben. Einige 

Individuen zeigten bereits ab D21 vergleichbare Größenverhältnisse. Andere zeigten 

insbesondere ab D28 größenkonstante Gegebenheiten. Lediglich in 2/20 Fällen war 

eine ektope Verknöcherung zum Zeitpunkt der Euthanasie in D42 im Röntgen nicht 

mehr nachweisbar. Am letzten Untersuchungstag konnte für die verbliebenen HO eine 

mittlere Größe von 2,93 mm +/- 1,65 mm ermittelt werden.  

Tabelle 18: HO-Formationen in [mm] Positivkontrolle Tag 7 bis 42  

Nummer Extremität D7 D14 D21 D28 D35 D42 
PK-1.1 links - 2,13 1,42 1,07 1,07 0,71 
PK-1.1 rechts - 2,13 1,78 1,42 1,067 - 
PK-1.2 links - 1,78 1,78 1,42 1,07 0,71 
PK-1.2 rechts - 2,49 2,13 1,42 1,42 1,07 
PK-1.3 links 1,42 4,62 2,84 2,13 1,42 - 
PK-1.3 rechts 2,49 4,98 3,56 3,56 3,56 3,56 
PK-1.4 links 1,42 5,33 3,91 3,91 3,91 3,91 
PK-1.4 rechts 2,49 5,69 4,98 4,98 4,62 4,27 
PK-1.5 links 1,07 5,33 4,98 4,98 4,98 4,98 
PK-1.5 rechts 1,42 5,33 3,56 3,2 3,2 3,2 
PK-1.6 links 0,71 4,98 4,98 4,98 4,98 4,98 
PK-1.6 rechts 1,07 3,56 3,2 2,49 2,13 1,78 
PK-1.7 links 2,84 5,33 5,33 5,33 5,33 5,33 
PK-1.7 rechts 1,42 4,62 4,62 4,27 4,27 4,27 
PK-1.8 links - 5,33 4,98 3,91 3,91 3,91 
PK-1.8 rechts 1,78 5,33 3,2 2,49 2,49 2,49 
PK-1.9 links 1,78 7,11 5,33 3,91 3,56 3,2 
PK-1.9 rechts - 7,11 4,98 3,56 2,49 2,49 
PK-1.10 links - 7,11 5,33 4,98 4,27 4,27 
PK-1.10 rechts 1,78 4,27 3,56 3,56 3,56 3,56 
Mittelwert  3,36 4,73 3,82 3,38 3,17 2,93 
Standardabwei-
chung  0,93 1,57 1,29 1,34 1,39 1,65 
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Abbildung 19: Röntgenaufnahmen der Positivkontrolle der ersten Versuchsreihe (PK1.5 li. Bein D7 (a) zunächst 
ohne HO; im Verlauf D14 (b) und D40 (c) mit HO-Nachweis im markierten Areal) 
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Nach Bestimmung des Durchmessers des ektopen Knochengewebes sowie 

Errechnen des wöchentlichen Durchschnitts ergab sich eine maximale 

Durchschnittsgröße, die sich in allen Behandlungsarmen mit Ausnahme der 

Negativkontrolle im Zuge der zweiten Woche festlegen ließ. Die miteinander 

vergleichbaren maximalen Größen der Positivkontrolle sowie der BSP-Reihe konnten 

aufzeigen, dass sich das BSP hinsichtlich des Zeitraums seiner osteoinduktiven 

Eigenschaft ähnlich wie das BMP verhält, auch die gebildeten Ossifikationen der 

BSPld wiesen im Zuge ihres Durchmessers teils größenkonstante Verhältnisse auf. 

Diese Tatsache zeigte sich jedoch bei den HO-Formationen der Positivkontrolle 

stärker ausgeprägt. Auf eine Darstellung der Negativkontrolle in der folgenden Tabelle 

wurde verzichtet, da sich die Ossifikation zu allen Zeitpunkten in ihrer Größe konstant 

zeigte und demnach linear darstellen würde. Ein Peak ergab sich für die 

Negativkontrolle zu keinem Zeitpunkt innerhalb der ersten Versuchsreihe.  

 

 
Diagramm 19: Wöchentliche Durchschnittsgröße der Ossifikationen (blau: BSPhd, gelb: BSPld, grün: PK) in [mm] 
mit Bestimmung der maximalen Größe nach zwei Wochen  
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4.2.5 Mikro-CT  

Die weitere Diagnostik erfolgte mittels µCT-graphischer Bildgebung (70 kV, 114 µAmp 

und 16 µm Resolution). Zur Untersuchung des mittels Absetzung gewonnenen 

Probenmaterials wurden zunächst einzelne Exemplare ausgewählt, um eine mögliche 

HO in der konventionell radiologischen Bildgebung verifizieren zu können. Es erfolgte 

die Untersuchung von insgesamt 12 Proben (siehe Abbildung 20 und 22) der ersten 

Versuchsreihe (jeweils vier Proben pro Gruppe). Hierbei wurden bevorzugt 

unterschiedliche Gewebeproben der BSPld sowie Positivkontrollen mit zum Zeitpunkt 

der Euthanasie konventionell radiologisch nachgewiesener HO zur weiteren 

Diagnostik ausgewählt und mit einer Auswahl an Ergebnissen der Negativkontrollen 

verglichen. Das Ziel bestand darin die ektopen Verknöcherungen der einzelnen 

Versuchsproben µct-graphisch zu sichern und Unterschiede hinsichtlich ihrer 

Volumina aufzuzeigen. Die Ergebnisse korrelierten mit den Messungen der 

konventionellen radiologischen Bilder der ektopen Verknöcherungen. Auf 

Untersuchungen der BSP high dose wurde im Rahmen der ersten Versuchsreihe 

verzichtet, da sich zum Zeitpunkt der Absetzung der Versuchstiere im konventionellen 

Röntgen keinerlei Anzeichen einer HO-Formation mehr darstellen ließ. Anhand der 

µCT-Bildgebung war es möglich, die Proben in einer 3D-Rekonstruktion darzustellen. 

Für alle untersuchten HO der unterschiedlichen Gruppen ergab sich ein mittleres 

Volumen von 0,55 mm³ +/- 0,8 mm³.  

In Abbildung 20 a/b sind Gewebeteile der Negativkontrolle dargestellt. Bei den Proben 

handelte es sich um einen Muskelanteil des Musculus vastus lateralis der rechten 

sowie linken Extremität ein- und desselben Versuchstiers. Konventionell radiologisch 

sowie mittels µCT konnte für beide Proben keine ektope Ossifikation nachgewiesen 

werden.  

Bei Vergleich der Proben der Positivkontrolle (Abb. 20 c-f) fanden sich korrelierend zu 

den Voraufnahmen ektope Verknöcherungen, die sich als weiße, unregelmäßige 

Formationen darstellten. Abbildung 21 zeigt das errechnete Volumen der zu Abbildung 

20 zugehörigen Proben. Bei genauerer Betrachtung der untersuchten Positivkontrollen 

aus Abbildung 20 zeigt sich eine unregelmäßig bis ovale Struktur mit einem mittleren 

Volumen von 1,4 mm³ +/- 0,91 mm³. Das Volumen der Positivkontrolle war verglichen 

mit der BSP-low-dose-Gruppe mit 0,19 mm³ +/- 0,05 mm³ (p = 0,06) und der 

Negativkontrolle mit 0,06 mm³ +/- 0,1 mm³ (p = 0,04) deutlich größer.  
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Abbildung 20: µCT-graphische 3D-Rekonstruktion Kontrollgruppen (Negativkontrolle: NK-1.5 re. Bein (a), NK-1.5 li. 
Bein (b) ohne HO; Positivkontrolle: PK-1.4 li. Bein (c), PK-1.5 re. Bein (d), PK-1.6 re. Bein (e), PK-1.8 li. Bein (f) mit 
HO-Nachweis) 

Abbildung 21: Volumen der einzelnen HO-Formationen aus Abbildung 20 (Negativkontrolle: NK-1.5 re. Bein 
(a), NK-1.5 li. Bein (b) kein Volumen bei fehlender HO; Positivkontrolle: PK-1.4 li. Bein (c), PK-1.5 re. Bein 
(d), PK-1.6 re. Bein (e), PK-1.8 li. Bein (f) in mm³) 



77 
 

In Abbildung 22 werden weitere Proben der BSP-low-dose-Gruppe sowie 

Negativkontrollen dargestellt, um HO-Formationen der konventionell radiologischen 

Voraufnahmen zu verifizieren. Diese konnten für die Gruppe der BSP low dose 

bestätigt werden. Für das Untersuchungsmaterial der Negativkontrolle ergab sich der 

Nachweis einer ektopen Verknöcherung für nur ein Probenmaterial. Beide Ergebnisse 

korrelieren mit den zuvor angefertigten Röntgenbildern. Diese Tatsache könnte die 

Möglichkeit der Entstehung einer ektopen Ossifikation durch das Knochengerüst selbst 

vermuten lassen. Zur weiteren Quantifizierung erfolgte die Berechnung des Volumens 

des untersuchten Probenmaterials (Abbildung 23).  

Das Knochenmaterial der Gruppe für BSPld sowie die Negativkontrolle zeigten 

ähnliche mittlere Volumina. Im Vergleich zu den Positivkontrollen der Abbildung 21 

waren diese insgesamt kleiner. Qualitativ wirken die in Abbildung 23 dargestellten 

Formationen rauer hinsichtlich ihrer Oberfläche und unregelmäßiger in ihrer Form.  
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Abbildung 22: µCT-graphische 3D-Rekonstruktion BSPld sowie Negativkontrolle (BSPld: BSPld-1.5 li. Bein (a), 
BSPld-1.6 re. Bein (b), BSPld-1.8 li. Bein (c), BSPld-1.9 re. Bein (d) mit HO, Negativkontrolle: NK-1.1 re. Bein (e) 
ohne HO, NK-1.4 re. Bein (f) mit HO-Nachweis)  

 

 

 

 

 

Abbildung 23: Volumen der einzelnen HO-Formationen aus Abbildung 22 (BSPld: BSPld-1.5 li. Bein (a), BSPld-1.6 
re. Bein (b), BSPld-1.8 li. Bein (c), BSPld-1.9 re. Bein (d) in in mm³); Negativkontrolle: NK-1.1 re. Bein (e) kein 
Volumen bei fehlender HO, NK-1.4 re. Bein (f) in in mm³) 
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4.3 Zweite Versuchsreihe 

Zur Prüfung einer relevanten Lokalisationsabhängigkeit der Kollagenschwämme im 

Gewebe wurden im Rahmen der zweiten Versuchsreihe die Scaffolds in die 

Oberschenkelmuskulatur (Musculus vastus lateralis) proximal sowie im Bereich der 

Unterschenkelmuskulatur (Musculus gastrocnemius) beider unterer Extremitäten 

implantiert. Hieraus ergaben sich vier Implantate je Versuchstier an insgesamt 12 

Exemplaren. Es wurden je zwei Ratten zur Negativ- sowie Positivkontrolle operiert 

sowie je vier Ratten zur Untersuchung der beiden BSP-Gruppen. Nach Errechnung 

des Ossifikationspeaks von zwei Wochen nach vorangegangener Studienreihe 

erfolgten die Röntgenkontrollen an D7 und D14 mit anschließender Absetzung der 

Versuchstiere. Für die Behandlungsarme der kompletten BSP-Reihe ergaben sich 

keine Hinweise für Ossifikationen in der konventionell radiologischen sowie µCT-

graphischen Auswertung, weshalb auf die tabellarische Darstellung sowie weitere 

Analysen der einzelnen Gruppen verzichtet wurde. In der Positivkontrolle ergaben sich 

insgesamt 8 von 8 möglichen Ossifikationen. Bei der Negativkontrolle fanden sich zwei 

von 8. Demnach beliefen sich die prozentualen Anteile auf 100 und 25 %. Wie in 

Tabelle 20 dargestellt, zeigt sich eine maximale Ossifikationsrate der Positivkontrolle 

innerhalb der ersten zwei Wochen entsprechend dem Peak der ersten Versuchsreihe.  

 
Diagramm 20: Anzahl der Ossifikationen der zweiten Versuchsreihe (blau: BSPhd, gelb: BSP ld, rot: NK, grün: PK) 
im Zeitraum von drei Wochen  
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4.4 Statistische Auswertung und Signifikanz  

Nachfolgend werden zum besseren Verständnis zunächst die Gemeinsamkeiten und 

Unterschiede beider Versuchsreihen nochmalig aufgezeigt. Beide 

Untersuchungsabschnitte bestanden aus insgesamt vier Gruppen. Hierbei dienten das 

BMP (Positivkontrolle) sowie reines Aqua destillata (Negativkontrolle) als 

Kontrollgruppen. Für das BMP konnten durch andere Arbeitsgruppen bereits in vitro 

sowie in vivo osteoinduktive Einflüsse nachgewiesen werden [231-233]. 
Forschungsgegenstand der vorliegenden Arbeit war das BSP, welches einerseits in 

geringer und andererseits in höherer Konzentration untersucht werden sollte. Alle 

genannten Substrate wurden im Rahmen von Arbeiten an der Sterilbank in den 

Räumlichkeiten des Unfallchirurgischen Labors der Universitätsmedizin Mainz auf 

Atelokollagen-Scaffolds appliziert, in transportsicheren Behältern zu den jeweiligen 

OP-Räumlichkeiten verbracht und mittels Muskel-Pouch-Technik als gängige Methode 

des Tissue Engineerings an unterschiedlichen Lokalisationen der Versuchstiere 

implantiert. Hierbei gestaltete sich das prä-, peri- sowie postoperative Vorgehen in 

allen Behandlungsarmen beider Versuchsreihen annähernd vergleichbar. Die 

Versuchstiere hatten am OP-Tag ein Körpergewicht von 350-400g. Postoperativ 

erfolgten Röntgenkontrollen (konventionell radiologisch, CT-graphisch) mit 

anschließend qualitativer sowie quantitativer Datenanalyse.  

Im Rahmen der ersten Versuchsreihe wurden insgesamt 35 Ratten mit je zwei 

implantierten Scaffolds untersucht. Die Aufteilung der Versuchstiere in Bezug auf die 

unterschiedlichen Behandlungsarme gestaltete sich wie folgt: 10 BSP low dose, 10 

BSP high dose, 10 Positivkontrollen und 5 Negativkontrollen. Demnach wurden 

insgesamt 70 substratgetränkte Kollagenschwämmchen verwendet. Die Implantation 

der Knochengerüste erfolgte in den Musculus vastus lateralis distal an beiden unteren 

Extremitäten der Versuchstiere. Bei der zweiten Versuchsreihe wurden insgesamt 12 

Versuchstiere mit je vier Scaffolds untersucht. Es ergaben sich je zwei Ratten für die 

Negativ- und Positivkontrollen sowie je vier für beide BSP-Behandlungsarme. Die 

Trägersubstanzen wurden in den Musculus vastus lateralis proximal sowie die 

Unterschenkelmuskulatur der unteren Extremitäten beidseits implantiert. Bei beiden 

Studienreihen ergaben sich osteoinduktive Ergebnisse in den Positivkontrollen, 

sodass von einer allgemeinen Funktionalität des Experiments ausgegangen werden 
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kann. In nachfolgender Tabelle werden die Ergebnisse der unterschiedlichen Gruppen 

beider Versuchsreihen aufgeführt.  

 

Tabelle 21: Vergleich beider Versuchsreihen (Anzahl der implantierten Scaffolds, Anzahl der HO, Mittelwert der 
HO-Durchmesser im konventionellen Röntgen +/- Standardabweichung in mm) 

 

Nach deskriptiver Analyse zur Erhebung der Rohdaten erfolgte eine Signifikanztestung 

mittels zweiseitigen T-Test. Für die statistische Analyse wurden die Programme SPSS 

Statistics der Firma IBM sowie Excel mit Data Analytics Erweiterung der Firma 

Microsoft verwendet. Die Analyse erfolgte als Signifikanzniveau und wurde mit einem 

p-Wert kleiner 0,05 festgesetzt. Es erfolgte neben der quantitativen Auswertung eine 

qualitative Analyse, wobei für den Nachweis einer Ossifikation ein arbiträrer Wert von 

1 festgesetzt wurde. Bei fehlender HO im konventionellen Röntgen wurde diese für die 

quantitative Auswertung mit einem Zahlenwert von 0 angegeben.  

Im Rahmen der ersten Versuchsreihe zeigten sich bei 60 % der implantierten Scaffolds 

im Behandlungsarm der BSPld Zeichen einer Verknöcherung mit einer mittleren Größe 

von 0,60 mm +/- 0,70 mm. In der qualitativen Analyse zeigte sich im Größenvergleich 

 BSPld BSPhd Positiv- 
kontrolle 

Negativ- 
kontrolle 

1. Versuchsreihe     

Anzahl Scaffolds 20 20 20 10 

Anzahl Ossifikationen 12 1 20 2 

Prozentualer Anteil (%) 60 5 100 20 
Mittelwert der HO- 

Durchmesser (mm) 

0,60 0,03 3,19 0,36 

Standardabweichung (mm) 0,70 0,12 1,24 0,75 

2. Versuchsreihe     

Anzahl Scaffolds 16 16 8 8 

Anzahl Ossifikationen 0 0 8 2 

Prozentualer Anteil (%) 0 0 100 25 
Mittelwert der HO-

Durchmesser (mm) 

0 0 3,11 0,27 

Standardabweichung (mm) 0 0 0,68 0,46 
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ein signifikanter Unterschied zwischen BSPld und der Negativkontrolle (p = 0,04). Die 

HO der BSPld-Gruppe war im Durchschnitt um 0,24 mm größer. In der qualitativen 

Auswertung konnte das Signifikanzniveau nicht über den gesamten 

Beobachtungszeitraum erreicht werden, jedoch zeigte sich auch hier die HO-Größe 

betreffend einen signifikanten Unterschied zwischen BSPld und Negativkontrolle bis 

Tag 21 (p = 0,01). Neben der Negativkontrolle mit einem Mittelwert von 0,36 mm +/- 

0,75 mm war auch die BSPhd-Gruppe mit 0,03 mm +/- 0,12 mm im Vergleich zur 

BSPld-Gruppe kleiner (p = 0,04 respektive p < 0,05). In der Positivkontrolle (BMP) 

zeigten sich durchschnittliche Größen von 3,19 mm +/- 1,24 mm. Der Durchmesser 

der HO reichte von 1,78 mm bis 7,11 mm. Verglichen mit den anderen 

Behandlungsarmen des Experiments waren diese HO wesentlich größer (BSPld p < 

0,05; BSPhd p < 0,05; Negativkontrolle p < 0,05). Alle HO der unterschiedlichen 

Untersuchungsgruppen zeigten an Tag 14 konventionell-radiologisch ihr maximales 

Größenwachstum. Nach dieser Spitze resultierte bei manchen der Verknöcherungen 

eine sukzessive Abnahme, bis sie röntgenologisch nicht mehr nachweisbar waren. 

Einige der ossären Herde zeigten jedoch über einen bestimmten Zeitraum 

größenkonstantes Verhalten, welches bis hin zur Euthanasie der Versuchstiere anhielt 

(siehe Tabelle 16 bis 18). Im folgenden Diagramm ist die durchschnittliche 

Größenverteilung aller HO der ersten Versuchsreihe postoperativ dargestellt.  

 
Diagramm 22: Durchschnittliche Größenverteilung der ersten Versuchsreihe Tag 7 - 42  
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Im Zuge der zweiten Versuchsreihe waren in beiden BSP-Gruppen keine Hinweise für 

Ossifikationen in den Röntgenkontrollen zu finden, womit sich der prozentuale Anteil 

auf 0 % beläuft und demnach eine osteoinduktive Wirkung durch das BSP für die 

zweite Versuchsreihe eindeutig nicht nachgewiesen werden konnte. Die mittleren 

Größen der Positiv- (3,11 mm +/ 0,68 mm) sowie Negativkontrolle (0,27 mm +/- 0,46 

mm) waren mit den Ergebnissen der ersten Versuchsreihe vergleichbar (siehe Tabelle 

21). Beim Vergleich beider Versuchsreihen hinsichtlich der Anzahl der HO konnte für 

das BSPld ein signifikanter Unterschied in Bezug auf die Lokalisation der implantierten 

Scaffolds nachgewiesen werden (p < 0,05). Die Implantation am distalen 

Oberschenkel ermöglichte die Entstehung von HO. Für das Einsetzen der 

Knochengerüste am proximalen Oberschenkel zeigten sich für die BSP niedriger 

Konzentration, als auch höherer Konzentration keine Hinweise für ektope 

Ossifikationen. 

CT-graphisch konnten die am Tage der Absetzung noch vorhandenen HO-

Formationen gesichert werden und 3D-Rekonstruktionen sowie Volumenanalysen 

einzelner Proben erfolgen. Es erfolgten Untersuchungen von jeweils 4 Proben der 

beiden Kontrollgruppen sowie der BSPld-Gruppe der ersten Versuchsreihe. Die 

mittleren Volumina der BSPld mit 0,19 mm³ +/- 0,05 mm³ (p = 0,06) sowie 

Negativkontrolle mit 0,06 mm³ +/- 0,1 mm³ (p = 0,04) waren verglichen mit den 

Positivkontrollen mit 1,4 mm³ +/- 0,91 mm³ (Abbildung 22 und 23) insgesamt kleiner. 

Die Interpretation der vorliegenden Ergebnisse erfolgt im nächsten Kapitel (siehe 5.2.1 

Interpretation der statistischen Auswertung).  
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5 Diskussion  
 

Besonders nach Infektionen bzw. als Posttraumata stellen kritische Knochendefekte 

hinsichtlich der jeweiligen Therapiemethoden für die Medizin eine große 

Herausforderung dar und führen oftmals zu einem komplexen sowie langwierigen 

Behandlungsverlauf. Weiterhin weisen Knochenbrüche bei gerade älteren Menschen 

ein höheres Risiko an verzögerten Heilungsprozessen sowie Komplikationen auf. 

Daraus resultierend ergibt sich durch den demographischen Wandel ein zusätzliches 

sozioökonomisches Problem in herannahender Zukunft. Aktuell gilt der autologe 

Knochenersatz als Goldstandard, um kritische Knochendefekte zu therapieren. Diese 

Behandlungsmethode ist begrenzt durch die Menge an verfügbarem Knochenmaterial 

und mögliche Komplikationen an den Entnahmestellen des Materials. Es zeigt sich im 

Rahmen der Forschung ein deutliches Streben nach alternativen Methoden, welches 

sich aktuell weitestgehend in Richtung der Biomaterialien sowie des Tissue 

Engineerings bewegt. Der 3D-Druck stellt hierfür besonders für die Herstellung von 

Trägermaterialien einen besonderen Meilenstein dar. Gerüste aus medizinischem 

Tricalciumphosphat konnten sich bereits in präklinischen Tierversuchen unter Beweis 

stellen und weisen eine Biokompatibilität sowie osteokonduktive Wirkung auf 

[216;217].  

Als Vertreter der Biokeramiken stellen sie die mechanische Stabilität sicher, bis das 

neu gebildete Knochengewebe wieder selbstständig seine stützende Funktion 

übernehmen kann. Insbesondere die Stabilität spielt im Rahmen der 

Frakturversorgung eine besondere Rolle, da die Therapie auf eine frühzeitige 

Wiederherstellung der Funktion sowie Re-Mobilisierung der Patienten abzielt. Etwaige 

Verzögerungen im Rahmen des Heilungsverlaufs steigern das Auftreten potenzieller 

Komplikationen. Führende Biomaterialien sollten demnach besondere Eigenschaften 

aufweisen. Dazu gehören eine osteoinduktive, osteokonduktive sowie osteogene 

Wirkung neben einer möglichst hohen Biokompatibilität/-aktivität. Auf diesem Wege 

kann eine möglichst natürliche Interaktion im Zuge der Geweberegeneration 

ermöglicht werden, sodass die Zellaktivität unter nahezu physiologischen 

Bedingungen unterstützt wird (siehe 2.3.2.1). Weiterhin kann durch Zugabe von 

Wachstumsfaktoren die Interaktion, der am Remodeling beteiligten Komponenten 

gesteigert werden. Vor allem Vertreter der BMPs (BMP-2/BMP-7) zeigten 
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insbesondere gute osteoinduktive Eigenschaften hinsichtlich der Knochenbildung/-

regeneration. An dieser Stelle setzt die Forschung des BSP an. Bereits in zahlreichen 

Studien konnte eine regulierende Wirkung des Proteins auf die Bildung des 

Knochengewebes nachgewiesen werden. Es soll vor allem bei der Angiogenese und 

demnach zu Beginn der Knochensynthese eine Rolle spielen. Die Frage, ob das BSP 

allein als einer der Vertreter der SIBLING-Familie auch selbstständig eine Ossifikation 

mithilfe eines Biogerüsts außerhalb von Knochengewebe induzieren könnte, ist 

weitestgehend ungeklärt.  Diese Studie beschäftigt sich mit der Wirkung von BSP-

getränkten Kollagen-Scaffolds auf die Ossifikation in ektoper Lage im Tierversuch. Die 

Kontrollgruppen setzen sich aus einer Negativkontrolle (Aqua destillata) sowie 

Positivkontrolle (BMP) zusammen. Das BSP als Untersuchungsgegenstand wurde im 

Rahmen zweier Versuchsreihen in einer niedrigen sowie hohen Konzentration 

unterteilt und im Zuge eines operativen Eingriffs an unterschiedlichen Lokalisationen 

im Muskel-Pouch-Modell bei 51 Ratten über ein Kollagengerüst implantiert. In 

regelmäßigen Abständen erfolgten die konventionell radiologische Diagnostik sowie 

Quantifizierung der Ergebnisse.  

 

5.1 Diskussion der Studiengestaltung  

5.1.1 Kontrollgruppen 

Innerhalb der vier verwendeten Versuchsgruppen erfolgte die Einteilung der 

Kontrollgruppen zunächst in eine Positiv- sowie Negativkontrolle. Die Kollagen-

Scaffolds der Negativkontrolle wurden mit Aqua destillata getränkt, sodass in diesem 

Falle kein relevanter Einfluss der verwendeten Substanz auf das 

Ossifikationspotenzial angenommen werden konnte. Dies konnte auch im Rahmen der 

konventionell-radiologischen Verlaufskontrollen nachgewiesen werden. Es zeigte sich 

in beiden Versuchsreihen jeweils ein Individuum mit teils beidseits gebildeter 

Ossifikationen. Im Rahmen der ersten Versuchsreihe fiel auf, dass die Versuchstiere 

der Negativkontrolle am selben Tag unmittelbar nach der Positivkontrolle operiert 

wurden, sodass von einer Kontamination der Instrumente ausgegangen wurde. 

Daraufhin erfolgte der operative Eingriff der Negativkontrolle im Zuge der zweiten 

Versuchsreihe vor mit Wachstumsfaktoren getränkten Scaffolds. Einer potenziellen 

Kontamination wurde insbesondere während der initialen Vorbereitungen im Labor 
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sowie innerhalb des operativen Verlaufs adäquat vorgebeugt. Es zeigte sich jedoch 

erneut innerhalb eines Versuchstiers der Negativkontrolle Ossifikationen im Bereich 

der implantierten Knochenersatzgerüste nach schon einer bis zwei Wochen. Teils 

konnte das vermutete Knochengewebe über den gesamten Zeitraum der 

Röntgenkontrollen dargestellt werden, was in der Positivkontrolle sowie den BSP-

Gruppen nicht der Fall war. Die Knochenmatrix besteht nahezu zu 90 % aus 

kollagenen Proteinen [218]. Abhängig von den jeweiligen Stadien der Knochenbildung 

spielen unterschiedliche Kollagene (I, III, V, FACIT-Kollagene) eine maßgebliche Rolle 

im Zuge der Osteogenese [219]. Aufgrund dieser Tatsache wird von einer potenziell 

osteoinduktiven Wirkung der Kollagen-Scaffolds selbst ohne Zugabe von 

Wachstumsfaktoren ausgegangen. Eine 2021 veröffentlichte Studie zeigte 

beispielsweise eine positive Wirkung von 3D-gedruckten Kollagenmikrofasern auf die 

Lebensfähigkeit sowie Regeneration von PDL-Zellen, die bei der Bildung des 

Alveolarknochens sowie Wurzelzements eine maßgebliche Rolle spielen [220].  

Eine weitere Kontrollgruppe der Studie stellt die Positivkontrolle dar. Diese soll zeigen, 

dass eine ektope Ossifikation durch Hinzugabe osteoinduktiver Wachstumsfaktoren 

innerhalb dieser Versuchsreihen überhaupt möglich ist. Hierfür eignen sich vor allem 

die Proteine der BMPs. Zahlreiche Studien konnten ihren osteoinduktiven Einfluss 

bereits belegen, sodass insbesondere das BMP-2 sowie -7 bereits für den klinischen 

Alltag zur Behandlung von Knochendefekten zugelassen sind. Weiterhin konnten 

bisher auch hinsichtlich ektoper Ossifikationen insgesamt gute Ergebnisse durch BMP 

erzielt werden [6;7;179;213]. In beiden Versuchsreihen zeigten sich radiologisch 

durchgehend erfolgreiche ektope Ossifikationen durch Anwendung von 

rekombinantem BMP-2 sowie BMP-7. Die Ergebnisse der Positivkontrollen konnten 

aufgrund der guten Resultate als Vergleichsindex für die übrigen Behandlungsarme 

genutzt werden. Die beiden Kontrollgruppen zeigten deutliche Unterschiede. Während 

innerhalb der Negativkontrolle nahezu keine ektopen Ossifikationen nachweisbar 

waren, fand sich bei den Versuchstieren der Positivkontrolle in allen Individuen 

radiologisch nachweislich ein- bis beidseitige heterotope Knochengewebsbildungen. 

Die gewählte Methodik der Studie ist demnach geeignet. Zwei weitere 

Untersuchungsgruppen ergaben sich aus dem zu untersuchenden BSP und werden 

im nachfolgenden Unterpunkt näher erläutert.  
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5.1.2 Bone Sialoprotein  

Das Bone Sialoprotein (Rat BSP2) galt im Rahmen dieser Dissertation als 

Untersuchungsgegenstand und kam in zwei unterschiedlichen Behandlungsarmen zur 

Anwendung. Initial erfolgte eine Pilotstudie mit 5 µg sowie 0,5 µg BSP2 in Kombination 

mit NaCl. Es zeigte sich eine mangelnde Resorptionsfähigkeit der zu untersuchenden 

Flüssigkeiten durch die dafür vorgesehenen Scaffolds, sodass eine unbestimmte 

Restmenge des Substrats während der Sterilbankarbeiten in den Petrischalen 

verblieb. Diese Problematik fand sich gleichermaßen in den Kontrollgruppen. Die 

Röntgenkontrollen drei sowie acht Wochen postoperativ ergaben insgesamt keine 

Ergebnisse im Sinne von Ossifikationen, weswegen die Absetzung der Tiere erfolgte 

und die Vorbereitung der zu implantierenden Kollagenschwämme neu überdacht 

wurde. Im Zuge der darauffolgenden Versuchsreihen wurden die Kollagenschwämme 

in unterschiedlichen Mengen (BSP high dose: 5 µg, low dose: 1 µg) mit Aqua destillata 

benetzt. Während der Sterilbankarbeiten zeigte sich eine komplette Resorption des zu 

untersuchenden Substrats durch die gewählten Knochenersatzgerüste. Nach 

Operation der Versuchstiere konnten sich vor allem in der Reihe der BSP low dose 

zahlreiche Ossifikationen mit Peak nach etwa zwei Wochen zeigen. Bei ebenso 

erfolgreicher Positivkontrolle konnte von einem Erfolg der Methode ausgegangen 

werden. Die Diskussion der unterschiedlichen Ergebnisse wird in Kapitel 5.2 näher 

erläutert.  

 

5.1.3 Trägersubstanz  

Als Knochenersatzgerüst und demnach Trägersubstanz der Substrate kam es zum 

Einsatz von AteloCell (Hölzel Diagnostika Handels GmbH), die speziell aus boviner 

Dermis gewonnen werden. Mit einer Porengröße von 200 bis 400 µm sowie einer 

porösen Struktur stellen sie eine angemessene Grundlage zur Bildung von 

Knochengewebe dar. Es handelt sich um schwammförmige Typ-I-

Atelokollagengerüste mit wabenartiger Struktur, welche eine vereinfachte 

Zellversorgung sowie Ausscheidung von Abfallprodukten ermöglicht. AteloCell konnte 

im Rahmen zahlreicher Studien hinsichtlich von Knochen- und Knorpelgewebe bisher 

erfolgreiche Ergebnisse erzielen [221-226]. Im Rahmen des experimentellen Teils 

zeigten sich jedoch nicht selten HO-Formationen in den Negativkontrollen. Der 
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überwiegende Anteil (etwa 90 %) der Knochenmatrix besteht aus Kollagenen, die 

maßgeblich an osteogenetischen Prozessen beteiligt sind. Das in den Versuchsreihen 

verwendete Knochengerüst besteht aus Kollagen Typ I. Eine Aktivierung 

osteoregulativer Mechanismen durch die Trägersubstanz selbst kann demnach 

angenommen werden. Es konnten bereits förderliche Einflüsse durch 

Kollagenmikrofasern auf PDL-Zellen nachgewiesen werden. Diese tragen zur 

Entstehung der alveolaren Knochensubstanz bei [220]. Eine aktuelle Studie von 2022 

konnte weiterhin im Tierversuch an Mäusen einen Einfluss des BSP auf die Heilung 

von Alveolarknochen ebenso nachweisen [242]. Beide Proteine könnten demnach 

potenziell eine eigens osteoregulative Funktion aufweisen. Gegebenenfalls könnten 

weitere Untersuchungen der unterschiedlichen Knochengerüste zu Erkenntnissen 

führen, die die HO-Formationen der Negativkontrollen, die im Zuge dieses 

Experiments auftraten, zukünftig erklären könnten. Es sollte jedoch nicht außer 

Betracht gelassen werden, dass ein geeignetes Knochengerüst die Voraussetzung für 

die Bildung von Knochengewebe im Rahmen des Tissue Engineerings darstellt. 

Mizuno und Kollegen konnten weiterhin eine osteoregulative Funktion durch Kollagen 

Typ 1 nachweisen [230].  

 

5.1.4 Tiermodell und Muskel-Pouch-Technik  

Hinsichtlich des BSP konnten bisher zahlreiche in vitro Studien eine fraglich 

ossifizierende Wirkung des Proteins der SIBLING-Familie nachgewiesen werden. Für 

den Nachweis einer derartigen Funktion galt es im nächsten Schritt Untersuchungen 

im lebenden Organismus vorzunehmen. Für die ersten in vivo Studien kommen vor 

allem Nagetiere zum Einsatz. Bezüglich des BMP konnten hierfür zahlreiche 

wissenschaftliche Ergebnisse der knochenbildenden Wirkung gesammelt werden. Da 

diese Dissertation hauptsächlich auf die Frage eines möglichen Einflusses durch BSP 

auf die Ossifikation in vivo abzielte, erfolgte die Entscheidung zur Durchführung der 

Untersuchungen in Muskel-Pouch-Technik zur Beobachtung ektoper Ossifikationen an 

Ratten ohne Hinzufügen von zellulären Bestandteilen oder anderweitiger 

Wachstumsfaktoren auf die Knochenersatzgerüste. Ratten eignen sich aufgrund ihres 

schnellen Wachstums besonders gut zur Evaluierung von 

Knochenbildungsprozessen. Die Muskel-Pouch-Technik stellt ein insgesamt 

unkompliziertes und schonendes operatives Verfahren dar. Hierbei kommt es zur 



89 
 

Einbringung des Trägermaterials in eine manuell gebildete Muskeltasche mit 

nachfolgend voller Belastbarkeit der Versuchstiere [106-109]. Im Zuge dieser 

Dissertation erfolgte eine Aufteilung in zwei unterschiedliche Versuchsreihen. Hierbei 

wurden die Lokalisationen der implantierten Knochenersatzgerüste moduliert. 

Während aller Operationen befanden sich die Versuchstiere in adäquater Narkose 

unter Prüfung der Reflexe. Zur Vorbeugung eines Temperaturverlusts wurden die 

Nagetiere während des operativen Eingriffs auf einer Wärmeplatte gelagert. Im ersten 

Zug erfolgte das Einbringen des Substrats getränkten Scaffolds in die distale 

Oberschenkelmuskulatur streckseitig nahe der Patella an jeweils beiden unteren 

Extremitäten. Da in beiden Versuchsreihen eine 100%ige HO-Rate für die 

Positivkontrollen nachgewiesen werden konnte, ist von einer allgemeinen 

Funktionalität des Experiments auszugehen. Für die Gruppe der BSPld-Gruppe 

konnten in der ersten Versuchsreihe 10/20 HO radiologisch dargestellt werden.  

Zur näheren Evaluierung einer lokalisationsabhängigen knochenbildenden Wirkung 

kam es im Rahmen der zweiten Versuchsreihe zur Implantation der Scaffolds in die 

proximale Oberschenkelmuskulatur hüftgelenksnah sowie die proximale 

Unterschenkelmuskulatur beugeseitig an beiden unteren Extremitäten. Hierbei 

konnten lediglich in den Positivkontrollen Ossifikationen nachgewiesen werden. Für 

beide Untersuchungsgruppen der BSP ergaben sich insgesamt keine ektopen 

Ossifikationen in den Röntgenkontrollen, selbst nach Ablauf des Peak-Zeitraums von 

14 Tagen. Die fehlenden HO-Formationen der BSP-Reihe konnten CT-graphisch 

verifiziert werden, sodass von einer lokalisationsabhängigen Bildung der HO 

ausgegangen werden kann.  
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5.2 Diskussion der Ergebnisse  

5.2.1 Interpretation der statistischen Auswertung 

Zu Beginn erfolgen in diesem Abschnitt die Analyse und Interpretation der statistisch 

gesammelten Daten. Wie bereits beschrieben konnten mittels zweiseitiger T-Testung 

einzelne Versuchsgruppen miteinander verglichen und p-Werte bestimmt werden. Bei 

p-Werten < 0,05 können untersuchte Größen als signifikant erachtet werden. Bei 

bekannter osteoinduktiver Wirkung durch BMP wurde dieses als Positivkontrolle 

genutzt. Erneut bestätigte sich dieser Effekt, durch signifikante Ossifikationen in der 

BMP-Gruppe über den gesamten Versuchszeitraum hinweg im Vergleich zur 

Negativkontrolle. Ebenfalls unterschied sich die BSP low dose Gruppe signifikant von 

der Negativkontrolle über den gesamten Versuchszeitraum in der qualitativen 

Größenanalyse. In der quantitativen Auswertung konnte das Signifikanzniveau bis Tag 

21 für BSPld erreicht werden. Dies kann durch den oben beschriebenen Rückgang der 

Ossifikationen ab Tag 14 erklärt werden. Zu jedem Zeitpunkt zeigte sich eine 

quantitativ wie qualitativ schwächere Ossifikation der BSPld im Vergleich zur 

Positivkontrolle. Niedrig dosiertes BSP zeigte eine osteoinduktive Wirkung, die jedoch 

schwächer war als die von BMP. Hoch dosiertes BSP unterschied sich statistisch nicht 

von der Negativkontrolle. Beim Vergleich der BSPld-Gruppe beider Versuchsreihen 

konnte ein signifikanter Unterschied zwischen diesen Gruppen nachgewiesen werden 

(p < 0,05). Bei Implantation der Scaffolds im Bereich der distalen 

Oberschenkelmuskulatur konnten HO erzielt werden. Derartige Ergebnisse konnten 

im proximalen Oberschenkel- sowie Unterschenkelbereich nicht erzielt werden. Es 

fanden sich keine ektopen Ossifikationen für diese Loki. Da sich die BSPld-Gruppen 

im Implantationsort der Scaffolds unterschieden, nehmen wir an, dass die Lokalisation 

für die Bildung von HO, insbesondere bei niedrig dosiertem BSP, eine wesentliche 

Rolle spielt. Aus dem BSPld-Behandlungsarm sowie den Kontrollgruppen der ersten 

Versuchsreihe wurden jeweils vier Proben entnommen und die Volumina der HO 

mittels µCT bestimmt. Die Ergebnisse waren hier analog, mit großen Ossifikationen in 

der Positivkontrolle, kleineren Ossifikationen in der BSPld-Gruppe sowie kaum 

nachweisbaren HO in der Negativkontrolle. Der BSPld-Behandlungsarm erreichte hier 

keine statistische Signifikanz (p = 0,06), jedoch ist darauf hinzuweisen, dass auch der 

T-Test zwischen Positiv- und Negativkontrolle gerade einmal ein p von 0,04 ergab. 

Dies ist auf die sehr kleine Testgruppe von je vier untersuchten Proben 
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zurückzuführen. Es ist davon auszugehen, dass bei einer größeren Testreihe analoge 

statistische Ergebnisse zu den Analysen im konventionellen Röntgen zu erwarten sind.  

 

 

5.2.2 Bone Sialoprotein unterschiedlicher Konzentrationen 

Im Rahmen der ersten Versuchsreihe erfolgte die muskuläre Implantation der mit BSP 

getränkten Scaffolds im distalen Oberschenkelbereich patellanah. Da sich die 

Positivkontrollen (BMP) als erfolgreich herausstellten, kann zunächst davon 

ausgegangen werden, dass die Kalzifikationen in der Bildgebung der BSP-Reihe als 

Ossifikationen zu werten sind. Auffällig ist, dass sich insgesamt eine höhere 

Verknöcherungsrate in den BSP-Scaffolds niedrigerer Konzentration im Vergleich zur 

BSP high dose Reihe zeigte. So stellt sich die Frage, warum die Ossifikationen durch 

BSP in geringerer Konzentration stärker ausgeprägt waren.  

Dies kann gegebenenfalls anhand der Funktion des BSP erklärt werden. BSP lässt 

sich vor allem in mineralisiertem Gewebe finden und wird von Osteoblasten freigesetzt. 

Es trägt zur Synthese von Hydroxylapatit bei. Diese Funktion konnte in BSP-Knockout-

Mäusen aufgrund von Anomalien hinsichtlich der ossären Entwicklung sowie des 

Mineralisationsgrads nachgewiesen werden [4;227]. Eine im Jahre 2003 

veröffentlichte Studie befasste sich mit der osteoblastären Bindungsfähigkeit von 

intaktem BSP, Fibronektin (Positivkontrolle) und einigen BSP-Resten im Rahmen 

eines in vitro Experiments. Hier zeigte sich vor allem bei einer bestimmten 

Peptidgruppe eine besonders hohe Bindungsaktivität der Osteoblasten und im 

Vergleich zu anderen BSP-Resten eine gesteigerte Adhäsionszahl, sodass davon 

ausgegangen werden kann, dass außerhalb des oben genannten Peptidbereichs 

keiner der Peptidreste eine relevante Osteoblasten-Bindung aufweist. Erst nach 

massiver Konzentrationserhöhung (200-fach) konnte auch in anderen BSP-Peptiden 

eine gewisse Aktivität erzielt werden. Eine intakte RGD-Sequenz erwies sich als ein 

besonderes Merkmal, um die Bindung von BSP-Resten an Osteoblasten zu 

ermöglichen [228]. Es wurde jedoch in mehreren Studien ein RGD-Sequenz-

unabhängiges Adhäsionspotenzial des BSP detektiert, sodass von mindestens einer 

bisher unbekannten Bindungsregion ausgegangen werden kann [135-139].  Die 

Funktion des BSP könnte demnach abhängig von der Anzahl der sich im umliegenden 

Gewebe befindlichen Osteoblasten und mesenchymalen Zellen sowie der bisher 



92 
 

unbekannten BSP-Bindungsstellen sein. Der Wirkmechanismus der 

knochenbildenden Zellen wurde bereits im Rahmen der Literaturrecherche 

beschrieben. Deren Aktivierung ist abhängig von zahlreichen Prozessen des 

Knochenstoffwechsels. Rapuano und Kollegen entdeckten zudem ein 

unterschiedliches Bindungspotenzial der BSP-Reste [228]. Dadurch könnten die sich 

im umgebenden Gewebe lokalisierten Zielzellen bevorzugt zunächst an die am 

stärksten adhäsiv wirkenden Peptidketten binden und nach Überschreiten einer bisher 

unbekannten Schwelle eine knochenbildende Wirkung beziehungsweise 

osteoregulative Einflüsse in Verbindung mit den jeweiligen BSPs auslösen. Da 

innerhalb des Experiments kein zusätzlicher Reiz (Fraktur, RUNX2) gesetzt wurde, um 

die Differenzierung bzw. Aktivität der unter anderem Osteoblasten zu triggern, kann 

davon ausgegangen werden, dass sich deren Anzahl sowie Wirkung innerhalb der 

einzelnen Individuen im Rahmen des physiologischen Knochenstoffwechsels konstant 

darstellen lassen könnte. Abbildung 24 soll ein vereinfachtes Schema der Annahme 

zeigen.  
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Abbildung 24a-c: Vermutetes Adhäsionsprofil Osteoblasten (OB) und BSP unterschiedlicher Konzentrationen  
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Abbildung 24 zeigt Osteoblasten (gelb) und BSP-Moleküle (blau) anhand eines 

vereinfachten Schemas. Die potenziellen Bindungsstellen beider Partnerzellen zeigen 

ein unterschiedlich starkes Adhäsionspotenzial (stark = rot, schwach = blau). Bei 

geringerer Konzentration von BSP wird eine Ausschöpfung der Bindungskapazität der 

stärker adhäsiv wirkenden BSP-Peptidreste durch Osteoblasten erzielt (Abbildung 

24b). Unter Annahme einer gewissen Adhäsionsschwelle könnte daraus der 

Mineralisierungsprozess und damit eine mögliche Ossifikation resultieren. Bei 

Vermehrung der BSP-Konzentration zeigt sich die reine Bindungsanzahl zwischen 

Osteoblasten und BSP zwar insgesamt unverändert, jedoch sind deutlich mehr BSP-

Moleküle ohne Bindungspartner zu erkennen (Abbildung 24c). Weiterhin könnten 

Bindungsstellen, die für die Mineralisierung notwendig sind, unbesetzt bleiben, sodass 

die Aktivierung der Funktionen der Osteoblasten sowie des BSP durch Nichterreichen 

des zu vermutenden Schwellenbereichs ausbleibt. Dies könnte die unzureichende 

Aktivierung einer potenziell osteoinduktiven Wirkung des BSP höherer Konzentration 

teils erklären. Das Schema ist deutlich vereinfacht und soll eher als Anstoß für weitere 

Untersuchungen dienen. In diesem Zuge können ebenfalls enzymbedingte 

Mechanismen (Aktivierungen, Hemmungen), die im Zuge des Knochenstoffwechsels 

eine wichtige Rolle spielen, besser erforscht werden.  

Es konnten bisher in anderen Experimenten ähnlich kontroverse Ergebnisse 

hinsichtlich der Zell-BSP-Bindung erzielt werden. In einer 2016 veröffentlichten Studie 

zeigte sich bei Steigerung der BSP-Konzentration ebenso eine zunächst kaum 

relevante Änderung der Osteoblastenadhäsion auf Titanoberflächen. Anfänglich war 

sogar eine zunächst geringere Proliferationsrate der Osteoblasten auf dem mit BSP-

beschichteten Titan verglichen mit der BSP-freien Gruppe erkennbar. Im Verlauf der 

Untersuchungen schien das BSP höherer Konzentration dennoch eine Auswirkung auf 

die Differenzierung der Zellen sowie die Mineralisation auszuüben [112]. Weitere 

Untersuchungen zur Wirkung des BSP auf Osteoblasten in vitro zeigten beispielsweise 

eine verringerte Expression der Alkalischen Phosphatase bei einer Konzentration des 

BSP sowohl von 50 µg/ml als auch 200 µg/ml. Die Veränderung der Dosierung hatte 

demnach keinen relevanten Einfluss auf die Genexpression selbst, jedoch konnten ein 

gesteigertes Überleben der Osteoblasten sowie die Bildung eines interzellulären 

Netzwerks bei vergrößerter Zellfläche beobachtet werden [229].  
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Da es in der vorliegenden Studie sechs Wochen postoperativ in der BSP high dose 

Gruppe röntgenologisch zu keiner relevanten Ossifikation kam und die BSP low dose 

Gruppe sowie Positivkontrolle bereits einen Rückgang der Verknöcherungen zeigte, 

war nicht mehr von einer osteoinduktiven Spätreaktion des BSP höherer Konzentration 

auszugehen und es erfolgte die Absetzung der Tiere. Die größte HO zeigte sich nach 

zwei Wochen. Ähnliche Zeiten einer osteoinduktiven Funktion ergaben auch andere 

Untersuchungen, die sich mit der Thematik des Tissue Engineerings mittels Kollagen 

Typ 1 befassten. Im Rahmen von in vitro Experimenten anhand von 

Knochenmarkszellen konnten Mizuno und Kollegen eine erhöhte Aktivierung 

bedeutsamer Komponenten des Knochenstoffwechsels sowie weiterhin ein Mitwirken 

an Mineralisationsprozessen durch Kollagen Typ 1 in oben genanntem Zeitraum 

nachweisen [230]. Dieser Ansatz kann im Rahmen immunhistochemischer 

Untersuchungen näher erforscht werden.  Ein weiterer Denkansatz zur Erklärung der 

höheren HO-Rate der niedrig dosierten im Vergleich zur höher dosierten BSP-Gruppe 

wäre, dass es im Rahmen einer negativen Rückkoppelung bei proteinogener 

Übersättigung durch BSP zu einer Aktivitätsreduktion der Zielzellen kommt. Der 

Knochenstoffwechsel unterliegt einem komplexen Regelkreislauf, wobei speziell den 

Osteoblasten ein maßgeblich regulierender Einfluss zuteil kommt. Eine wichtige 

Aufgabe ist die Sezernierung von BSP, welches die Mineralisierung von 

Knochengewebe fördert. Ein Überschuss könnte zu einer reduzierten Freisetzung von 

BSP durch die Osteoblasten selbst führen und damit den Prozess der Osteogenese 

negativ beeinflussen [19, 165]. 

 

5.2.3 Bone Sialoprotein und Bone Morphogenic Protein  

Es stellte sich in der röntgenologischen Bildgebung eine höhere HO-Rate der 

Positivkontrolle verglichen mit den BSP-Gruppen dar. Die ossären Formationen 

waren weiterhin insgesamt größer in ihrem Erscheinungsbild. Dies lässt auf eine 

stärkere osteoinduktive Wirkung des BMP gegenüber des BSP schließen. Die 

Verknöcherungen des BSP bildeten sich zudem schneller zurück. Hieraus ergibt sich 

folglich die Frage, warum die Matrixproteine BSP sowie BMP eine womöglich 

unterschiedlich starke osteoinduktive Wirkung aufweisen. Zur Gegenüberstellung 

beider Proteine soll die nachfolgende Tabelle dienen:  
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Vergleich BMP BSP 
Hauptgruppe: TGF-Beta SIBLING 

Chemischer Aufbau und 

Signalweg: 

 
 
 
 
 

N-/C-Terminale 

Cystein-Reste 

 

Serin/Threonin-Kinase-

Rezeptoren, 

SMAD 

N-/C-Terminale 

Keine Cystein-Reste 

 

Integrin-vermittelt, 

(RGD-Sequenz) 

 

Vorkommen: u.a. Bewegungsapparat, 

Urogenital- und 

Reproduktionstrakt, Herz-, 

Lungengewebe, Seh-, 

Zahnhalteapparat 

u.a. Bewegungsapparat, 

Nabelschnur, 

Zahnhalteapparat, 

Thrombozyten 

Tabelle 23: Vergleich Eigenschaften BMP und BSP [82-84; 231-236] 

 

Bei Vergleich beider Proteine zeigt sich, dass das BMP wie bisher bekannt in weitaus 

mehr physiologischen Vorgängen des Körpers eine maßgebliche Rolle spielt und zum 

Beginn einer Signalkaskade die Bindung von lediglich zwei bis drei aktivierten BMP-

Molekülen als ausreichend gilt [70, 76, 81]. Die Signalwege der BMP tragen, wie 

bereits im Rahmen dieser Dissertation erläutert, maßgeblich zur Knochenentwicklung 

bei. Beispielsweise konnte eine regulative Funktion auf Mesenchymzellen mittels 

Inhibition des BMP durch Noggin sowie Gremlin nachgewiesen werden. Dies führte in 

vitro zu Störungen der zellulären Kondensation [231]. Weiterhin zeigte sich bei 

Inaktivierung des SMAD4 von Mäusen eine deutliche Neigung zu skelettalen 

Fehlbildungen mit teils komplettem Verlust von Gliedmaßen [232]. In Untersuchungen 

mit gemeinsamer Ablation von BSP-2 sowie BMP-4 konnten zudem 

Knorpelsynthesefunktionsstörungen aufgezeigt werden [233]. Das BMP wurde im 

Rahmen dieser Dissertation bereits als Allrounder Protein beschrieben, da seine 

Funktionen über die des reinen Knochenstoffwechsels und damit der Regulation von 

Osteoblasten hinausgehen. So spielen sie bei der Embryonalentwicklung zur 

Aktivierung entwicklungsgenetischer Prozesse eine tragende Rolle. Im weiteren 

Verlauf wirken sie regulativ auf die Zellproliferation, deren Differenzierung, Migration 

und Apoptose. Durch die Gruppe der BMP kann eine adäquate Entwicklung 

unterschiedlichster Organe gewährleistet werden. Hierzu gehören unter anderem der 
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Urogenitaltrakt, das Herz- sowie Lungengewebe [82-84; 234]. Hinsichtlich der 

chemischen Struktur beider Proteine fällt auf, dass das BMP verglichen mit dem BSP 

mehrere Cystein-Reste aufweist. Hierbei handelt es sich um eine Alpha-Aminosäure 

mit einer schwefelhaltigen Seitenkette (–CH2–SH). Das Enantiomer L-Cystein wird 

beim Menschen aus Serin und Methionin in der Leber gebildet. Bei Oxidation der 

Seitenketten zweier Cystein-Reste erfolgt die Bildung einer Disulfidbrücke und folglich 

die Entstehung von Cystin. Derartige Bindungen stabilisieren die Tertiär- wie 

Quartärstruktur von Proteinen und tragen maßgeblich zu einem adäquaten 

Proteinstoffwechsel bei [235]. Daraus folgt, dass das BMP in seiner proteinogenen 

Struktur wohl stabiler als das BSP erscheint. Hier findet sich eine RGD-Sequenz am 

C-Terminus des Proteins, wodurch es über einen Integrin-Rezeptor vom Vitronektin-

Typ (αvβ3) die Möglichkeit besitzt, an unterschiedliche Zellen zu binden. Integrine sind 

Transmembranrezeptoren, die Zellen mit anderen Zellen beziehungsweise Liganden 

verbinden können. Sie sind damit von großer Bedeutung für die Signaltransduktion. 

Der Vitronektin-Typ kommt vor allem in Fibroblasten und Endothelzellen vor und kann 

unter anderem von Liganden wie Osteopontin und BSP gebunden werden [236]. 
Fibroblasten sind nicht vollständig ausdifferenzierte Zellen, die hauptsächlich im 

Bindegewebe vorkommen und die Aufgabe zur Produktion von Kollagen und Elastin 

erfüllen. Unter dem Einfluss von BMP wird die Differenzierung der Fibroblasten zu 

Osteoblasten getriggert, wodurch der Knochenstoffwechsel in Gang gesetzt werden 

kann [237]. Dies könnte weiterhin die insgesamt besseren Ossifikationsergebnisse im 

Rahmen der Röntgenkontrollen durch die Positivkontrolle mittels BMP erklären. Ob 

das BSP die Möglichkeit besitzt Fibroblasten direkt zu osteoproduktiven Zellen 

differenzieren zu lassen, ist anhand der aktuellen Studienlage nicht sicher zu belegen. 

Als potenzielle Zielzellen des BSP kann eine gegenseitige Beeinflussung jedoch 

angenommen werden.  
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5.2.4 Lokalisationsabhängigkeit im Gewebe  

In der zweiten Versuchsreihe wurden Kollagenschwämme proximal in den 

Oberschenkel sowie in die Unterschenkelmuskulatur implantiert. Unabhängig von der 

Konzentration ergaben sich keine HO für die BSP-Gruppen. Dies wirft die Frage auf, 

warum die osteoinduktive Funktion des BSP je nach Lokalisation in der unteren 

Extremität variiert. Da in beiden Versuchsreihen bei allen Implantationen in der 

Positivkontrolle HO nachgewiesen werden konnten, war folglich von einer 

Funktionsfähigkeit der zweiten Operationstechnik auszugehen. Die folgende 

Abbildung zeigt den Anteil der am Längenwachstum beteiligten Knochenanteile der 

unteren Extremität eines Menschen. Der Großteil des Wachstums des 

Oberschenkelknochens stammt aus den distalen Anteilen des Femurs. Bei 

Anwendung dieses Modells auf das Bein einer Ratte könnte es sein, dass Fibroblasten 

oder Osteoblasten in bestimmten Bereichen des Oberschenkelknochens häufiger 

vorkommen. Die Entfernung der potenziellen Zielzellen zu den implantierten Gerüsten 

könnte die Knochenbildung demnach verhindert haben. 

 

 

Abbildung 25: Anteil der Wachstumszonen unterschiedlicher Knochenanteile (rechts), prozentualer Anteil des 
Längenwachstums auf die gesamte untere Extremität bezogen (links) [238] 
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Die Entwicklung des menschlichen Oberschenkelknochens erfolgt beim Fetus durch 

endochondrale Verknöcherung an beiden Femur-Enden und kann in unterschiedliche 

Stadien nach Carnegie unterteilt werden [239]. Die sogenannten Epiphysenfugen 

finden sich zwischen der Meta- und Epiphyse von Röhrenknochen und bestimmen bis 

zum Abschluss deren Wachstums die Länge des jeweiligen Knochens. Wie in 

Abbildung 25 dargestellt zeigt sich im Bereich des distalen Femurs die größte 

Wachstumszone verglichen mit den anderen Anteilen der unteren Extremität [238]. 
Osteoblasten entwickeln sich nach Aktivierung ihrer Differenzierung aus 

mesenchymalen Zellen. Diese finden sich vorwiegend im Knochenmark, welches in 

den Markräumen der Knochen zu finden ist. Es lassen sich grundlegend zwei Formen 

unterscheiden. Im roten Knochenmark sind vornehmlich Stamm- sowie Blutzellen 

unterschiedlicher Reifegrade zu finden. Hierzu gehören mitunter die mesenchymalen 

Stammzellen als Vorläuferzellen der Osteoblasten. Das rote Knochenmark findet sich 

beim langen Röhrenknochen vor allem im meta- bis epiphysären Bereich, was die 

Annahme einer lokalisationsbevorzugten Ossifikation im distalen Bereich des Femurs 

unterstützen könnte. Ein möglicher Migrationsprozess der Osteoblasten könnte diese 

Annahme unterstützen. Die im Rahmen der zweiten Versuchsreihe implantierten 

Scaffolds wiesen vor allem die Nähe zum diaphysären Anteil des Femurs auf. In der 

Diaphyse findet sich vorwiegend gelbes Knochenmark ohne stamm- oder 

blutzellbildende Funktion [240]. Die Bildung ektoper Ossifikation könnte gerade in 

diesen Bereichen deutlichen Einschränkungen unterliegen. Diese Annahme könnte 

durch weitere Forschung mittels Zugabe von geeigneten Zielzellen (u.a. Osteoblasten, 

mesenchymale Zellen) des BSP untersucht werden. Demnach bestünde bereits zu 

Beginn eine örtliche Nähe zu den jeweiligen Bindungspartnern. Sollten sich dann unter 

diesen hypothetischen Bedingungen HO für die proximale Oberschenkelmuskulatur 

ergeben, kann die fehlende osteoinduktive Wirkung des BSPld aufgrund fehlender 

Zielzellen im Rahmen der zweiten Versuchsreihe dieser Studie erklärt werden.  
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5.3 Schlussfolgerung  

In der Dissertation wurden bildgebende Verfahren zur quantitativen und qualitativen 

Auswertung einer möglichen Ossifikation durch das BSP genutzt. Konventionelle 

radiologische Kontrollen konnten die HO nachweisen und deren Verlauf über mehrere 

Wochen darstellen. Mithilfe µCT-basierter Diagnostik war es möglich das Volumen der 

nachgewiesenen HO zu bestimmen. Um die Resultate der ektopen Ossifikationen 

gezielter zu evaluieren, bieten im Verlauf histologische und immunhistochemische 

Methoden die Möglichkeit einer mikroskopisch morphologischen Auswertung. Das 

Muskel-Pouch-Modell erwies sich als geeignete Methode zur Evaluierung der 

osteoinduktiven Wirkung des BSP. Sowohl bei Arbeiten an der Sterilbank als auch 

intraoperativ sollten mögliche Kontaminationen der eingesetzten Materialien 

vermieden werden. Das OP-Verfahren ist unkompliziert und insgesamt schonend für 

Versuchstiere verglichen mit anderen Tissue-Engineering-Methoden. Um das 

Abnagen von Fäden durch die Ratten zu verhindern, könnte versuchsweise die 

Implantation der Kollagen-Scaffolds künftig im Rückenbereich erfolgen. Dabei kann 

die Lokalisation verschiedener muskulärer Abschnitte weiter untersucht werden. Die 

Verwendung von BMP als Positivkontrolle lieferte insgesamt zufriedenstellende 

Ergebnisse, sodass das gewählte Tissue-Engineering-Modell als angemessen und 

das Experiment als funktional bewertet werden kann.  
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6 Zusammenfassung  
 

Die demografische Alterung stellt das Gesundheitssystem vor erhebliche 

gesellschaftliche Herausforderungen, die bereits heute sowohl im ambulanten als auch 

im stationären Sektor deutlich sichtbar sind. Neben der tertiären Prävention ist 

insbesondere die Förderung von Autonomie, sozialer Teilhabe sowie die 

Lebensqualität im höheren Alter von entscheidender Bedeutung. Bei erhöhtem 

Sturzrisiko und geringerer Knochendichte sind Knochenersatzmaterialien zukünftig 

unabdingbar. Das Bone Morphogenic Protein ist in vielen menschlichen Geweben 

präsent und wird bereits klinisch für seine osteoinduktiven und -regulativen 

Eigenschaften genutzt [6, 7]. Das Bone-Sialoprotein, ein Mitglied der small integrin-

binding ligand N-linked glycoproteins, ist eine wesentliche Komponente der 

extrazellulären Knochenmatrix. Im Rahmen experimenteller Untersuchungen wurden 

sowohl in vitro als auch in vivo mehrfach potenzielle Einflüsse des BSP auf den 

Knochenstoffwechsel nachgewiesen [5;112;120-127;229]. 

Im Rahmen dieser Dissertation wurde die osteoinduktive Eigenschaft des BSP der 

SIBLING-Familie anhand des Muskel-Pouch-Modells an 51 männlichen Wistar-Ratten 

im Alter von sechs Wochen untersucht. Ziel war es, die potenzielle Knochenbildung 

durch BSP mittels Kollagen-Typ-1-Scaffolds zu evaluieren. Hierzu wurden zwei 

unterschiedliche Konzentrationen des BSP untersucht. Das BMP diente als 

Positivkontrolle, da es in zahlreichen früheren Studien osteoinduktive Eigenschaften 

gezeigt hat [231-233]. Die Auswertung wurde durch regelmäßige Röntgenkontrollen 

über einen Zeitraum von sechs bis acht Wochen durchgeführt. In der ersten 

Versuchsreihe wurden insgesamt 70 Scaffolds an 35 Versuchstieren untersucht. Die 

Implantation erfolgte in die distale Oberschenkelmuskulatur streckseitig an beiden 

unteren Extremitäten. In 60 % der implantierten Scaffolds im Behandlungsarm der 

BSPld wurden HO-Formationen mit einer durchschnittlichen Größe von 0,60 mm +/- 

0,70 mm festgestellt. Diese waren im Vergleich zur Negativkontrolle (p = 0,04) sowie 

zur BSPhd-Gruppe (p < 0,05) insgesamt größer. Die ektopen Verknöcherungen der 

Positivkontrolle hatten eine durchschnittliche Größe von 3,19 mm +/- 1,24 mm. Im 

Vergleich zu den anderen Behandlungsarmen des Experiments waren diese 

signifikant größer (BSPld p < 0,05; BSPhd p < 0,05; Negativkontrolle p < 0,05). An Tag 

14 war das maximale Größenwachstum der einzelnen heterotopen Ossifikationen 
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sichtbar. Die Verknöcherungen nahmen im weiteren Verlauf ab und waren teilweise 

nicht mehr nachweisbar. Einige der HO blieben jedoch über Wochen hinweg in ihrer 

Größe konstant bis zum Zeitpunkt der Euthanasie der Versuchstiere. Unterschiede 

innerhalb der Versuchsgruppen könnten auf unterschiedliche Bindungskapazitäten der 

RGD-Sequenzen sowie der möglichen Zielzellen (z.B. Osteoblasten, Fibroblasten, 

mesenchymale Zellen) zurückzuführen sein. In der zweiten Versuchsreihe wurden 

insgesamt 12 Ratten mit je 4 Scaffolds operiert. Die Implantation der 

Kollagenschwämme erfolgte in die proximale Oberschenkel- und 

Unterschenkelmuskulatur beidseits. Nach drei Wochen zeigten weder konventionelle 

Radiologie noch µCT-Aufnahmen Hinweise auf ektope Ossifikationen in beiden BSP-

Gruppen, sodass die Tiere nach 21 Tagen abgesetzt wurden. Die Ossifikationsrate für 

BSP lag bei 0 %. Die Lokalisation der Scaffolds war besonders für das niedrig dosierte 

BSP wichtig. Es gab einen signifikanten Unterschied in der Anzahl ektoper 

Verknöcherungen durch BSPld zwischen den zwei Versuchsreihen (p < 0,01). 

Heterotope Ossifikationen traten nur in der ersten Versuchsreihe im distalen Bereich 

des Musculus vastus lateralis auf.  

Diese Studie zeigt, dass BSP osteoinduktive Eigenschaften besitzt. Weitere 

Forschung könnte sich auf die optimale BSP-Konzentration sowie Platzierung der 

Knochengerüste konzentrieren. Zusätzlich sind histologische und 

immunhistochemische Untersuchungen erforderlich, um die knochenbildende 

Funktion des BSP weiter zu bewerten und mögliche Interaktionen sowie Prozesse auf 

Zellebene zu identifizieren. Auf Basis der derzeitigen Datenlage ist es möglich, dass 

BSP zukünftig im Rahmen therapeutischer Ansätze klinisch relevant wird. 
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