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1 Einleitung 
Die vorliegende Arbeit untersucht die These, dass das besondere Einheilungs-

verhalten etwa dentaler Implantate im Alveolarknochen durch das vermehrte 

Vorhandensein bestimmter wachstumsfördernder Proteine des Alveolarkno-

chens begünstigt wird.  

1.1 Aufbau und Funktion des Knochens 

Der menschliche Knochen dient als Stützapparat sowie als Calcium- und Phos-

phatspeicher. Er besteht zu 30 % aus einem organischen und zu 70 % aus 

einem anorganischen Anteil. Dabei setzt sich der anorganische Teil 

hauptsächlich aus Calcium und Phosphor zusammen, welche in einem 

gemeinsamen Komplex, dem sogenannten Hydroxylapatit, vorliegen. Kollagen 

Typ I bildet mit über 90 % den größten Teil der organischen Matrix des 

Knochens. Neben Kollagen Typ III, Typ V und Typ VI bilden nicht-kollagene 

Proteine wie Osteocalcin, Osteonektin, Osteopontin, Sialoprotein, Proteoglykane 

und Serumproteine die restlichen organischen Bestandteile. 

Zelluläre Bestandteile des Knochens sind Osteoklasten, Osteozyten, Osteo-

blasten und endostale Belegzellen, die sogenannten bone lining cells. Voll-

ständig differenzierte Osteoblasten bilden Kollagen Typ I und regulieren dessen 

Mineralisation. Osteozyten liegen eingeschlossen in der Knochenmatrix, stehen 

aber über ein System von Kanälen, den sogenannten Haversschen Kanälen, 

miteinander in Kontakt. Dieser Kontakt erfolgt über bis zu 200 μm lange 

Zellfortsätze, die über gap junctions verbunden sind. Die Belegzellen sind auf 

der Knochenoberfläche zu finden, Osteoklasten hingegen können sich bewegen 

und sind für den Knochenabbau verantwortlich (Felsenberg 2001). 

Es wird zwischen Geflecht- und Lamellenknochen unterschieden. Unter 

Geflechtknochen versteht man eine unreife Form des Knochengewebes. Hier 

liegen Kollagenfasern und Knochenmatrix in einer ungeordneten Struktur vor, 

woraus eine geringe Belastungsfähigkeit resultiert. Diese Art des Knochens 

findet sich in der Entwicklung oder während Heilungsvorgängen. Letztlich wird 
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der Geflechtknochen durch Lamellenknochen ersetzt. Dies ist ein vollständig 

mineralisierter, strukturierter Knochen und der Hauptbestandteil von Kompakta 

und Spongiosa. Kompakta ist massiv und findet sich in den Randbezirken eines 

Knochens, wohingegen sich Spongiosa im Inneren befindet. Diese stellt sich als 

Gebilde aus feinen Knochenbälkchen (Trabekel) dar (Welsch 2006). 

Der Knochen unterliegt einem ständigen Auf- und Abbau (Remodeling). Damit 

reagiert er auf verschiedene physiologische Belastungsformen, indem er entwe-

der seine Oberfläche verändert, oder es ändert sich die Mineralisation des 

Gewebes. Dieser Vorgang wird durch diverse Faktoren beeinflusst, unter ande-

rem durch die oben genannten nicht-kollagenen Proteine, welche auch bei der 

Frakturheilung eine Rolle spielen. 

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Bedeutung einiger ausgewählter 

Proteine der extrazellulären Matrix des knöchernen Zahnfachs, dem soge-

nannten Alveolarknochen. Liegen bestimmte Proteine in einer auffallenden 

Konzentration vor, könnte diese besondere Zusammensetzung des Alveo-

larknochens z. B. für die Einheilung von dentalen Implantaten in den Kiefer-

knochen bzw. direkt in das Zahnfach nach Zahnextraktion von Bedeutung sein. 

In der Zahnmedizin gibt es Situationen, in denen das Knochenangebot für eine 

Implantation nicht ausreicht und augmentiert werden muss. Hierfür bedient man 

sich entweder xenogenen Materials, welches aus aufbereiteten tierischen 

Knochen besteht oder eines patienteneigenen Knochens (autogenes 

Transplantat). Entscheidet man sich für ein autogenes Transplantat, gibt es die 

Möglichkeit, dieses der Beckenschaufel oder ortsständigen Knochen wie dem 

Kieferwinkel bzw. dem Kinn zu entnehmen. Auch in diesem Fall könnte die 

unterschiedliche lokale Zusammensetzung der extrazellulären Matrixproteine 

eine Rolle spielen. 
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1.2 Der Alveolarfortsatz und Alveolarknochen 

Es wird zwischen dem Alveolarfortsatz und dem eigentlichen Alveolarknochen 

unterschieden. Als Alveolarknochen wird der innen liegende, das Zahnfach aus-

kleidende Knochen bezeichnet. Der Alveolarfortsatz ist der Abschnitt des Kie-

fers, der den Zahn bzw. die Zähne umfasst und so das eigentliche Zahnfach bil-

det. Im Oberkiefer wird dieser Teil des Knochens als Processus alveolaris und 

im Unterkiefer als Pars alveolaris mandibulae bezeichnet. Der Alveolarknochen 

besteht aus kompakterem Knochen, der ihn direkt umgebende Knochen ist 

spongiös. 

Abb.1.1: Das knöcherne Zahnfach (Wolf et al. 2003, S. 17): C (kompakter Knochen= 
Alveolarknochen), S (Spongiöser Knochen) 

 

Wie auf Abbildung 1 zu sehen ist, hat der Alveolarknochen viele kleine 

Öffnungen, daher bezeichnet man diesen Teil auch als Lamina cribriformis. 

Durch diese sogenannten Volkmann- und Hartmannkanäle ziehen sich Blut- und 

Nervengefäße. Der Alveolarknochen kleidet die gesamte Alveole aus und bildet 

koronal den Alveolarknochenkamm, der in ca. 1-2 mm Abstand parallel zur 

Schmelz-Zementgrenze des Zahnes verläuft und auch als Limbus alveolaris 

bezeichnet wird. Hier geht er in die äußere Schicht der Kompakta des Kiefer-

knochens über. 
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Der Zahn ist mit seiner Alveole nicht fest verwachsen, sondern über Kollagen- 

und Oxytalanfasern flexibel aufgehängt. Diese Fibrae dento-alveolaris (Sharpey- 

Fasern) inserieren im Wurzelzement, wandeln die Druckkräfte, die der Zahn 

während seiner Funktion erfährt, in Zugkräfte um und leiten sie an den 

Alveolarknochen weiter. Dies ist möglich, weil sie gewellt von koronal nach 

apikal verlaufen und durch einwirkende Kräfte gestreckt werden (Lehmann et al. 

2008). 

Diese Belastungsform von Knochengewebe findet sich auch in den Ansätzen 

von Sehnen und Bändern des Skeletts. In diesen Regionen liegt ein spezieller 

Typ des Geflechtknochens vor, man spricht dort, ebenso wie bei Alveolar-

knochen, von Bündel- oder Faserknochengewebe (Schwenzer und Ehrenfeld 

2009). 

Fehlt ein Zahn und somit die physiologische Belastung des Kieferknochens, 

bildet sich der Alveolarfortsatz schon nach kurzer Zeit zurück. Dies ist daher mit 

entscheidend für den Zeitpunkt einer geplanten Implantation. 

1.3 Dentale Implantate 

Dentale Implantate dienen in der Zahnmedizin dazu, verloren gegangene Zähne 

zu ersetzen. Dabei substituieren sie entweder einzelne Zähne oder dienen als 

Pfeiler, die den Halt von Zahnersatz verbessern bzw. diesen erst ermöglichen. 

Sie sind im Gegensatz zu anderen orthopädischen Implantaten meist aus 

sogenanntem Reintitan. Neuere Implantatsysteme bestehen auch aus 

Zirkonoxid-Keramiken, hierzu liegen jedoch keine Langzeiterfahrungen vor. 

Zumeist sind die Implantate schraubenförmig und werden in den Ober- bzw. 

Unterkiefer inseriert, das heißt, sie stehen in direktem Kontakt zum Kiefer-

knochen. Bei neu entwickelten Implantaten ahmt der mittlere Teil die trabekuläre 

Form der Spongiosa nach; dies soll zum Ein- und Anwachsen des Implantats 

beitragen (Wigfield et al. 2003). Neben der Entwicklung unterschiedlicher 

Formen und Materialien für Implantate gibt es auch Bestrebungen, das 

sogenannte Mikrodesign dieser zu verbessern, indem die Implantate mit 
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Bestandteilen der extrazellulären Matrix oder Wachstumsfaktoren beschichtet 

werden (Eckelt et al. 2007). 

Bei der Einheilung von Implantaten in den Knochen werden zwei verschiedene 

Formen unterschieden: die fibroossäre Einheilung und die Osseointegration. 

Bei der fibroossären Einheilung liegt zwischen dem Implantat und dem eigent-

lichen Knochen eine aus Bindegewebe bestehende Zone. Diese Bindegewebs-

zone gilt als klinischer Misserfolg, da dieser Verbund zwischen Implantat und 

Knochen anfällig für bakterielle Kontaminationen ist und die Prognose daher als 

schlecht bezeichnet wird. Die Osseointegration ist definiert als die direkte, 

strukturelle und funktionelle Anlagerung von geordnetem, lebendem Knochen an 

die Oberfläche eines Last tragenden Implantats ohne Nachweis von 

Weichgewebe auf lichtmikroskopischem Niveau und Erhalt dieser Verbindung 

unter Funktion (Brånemark et al. 1977). 

 

Abb.1.2: Osseointegration und fibroossäre Einheilung (Schwenzer und Ehrenfeld 2009, S. 232): 
a Osseointegration; b fibroossäre Einheilung 

 

Neben dem korrekten chirurgischen Vorgehen ist für die erfolgreiche Osseo-

integration des Implantats die Qualität des umgebenden Knochens entschei-

dend. Unter zellulärer Betrachtung weist ein qualitativ guter Knochen ein hohes 

Regenerationspotenzial auf, das heißt, er ist in der Lage, das Präparations-

trauma schnell zu heilen (Schwenzer und Ehrenfeld 2009). Proteine der extra-
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zellulären Matrix beeinflussen diese Qualität mit, da sie direkte Auswirkungen 

auf die Osseointegration haben (Stanford und Keller 1991). 

Nach der Implantation findet zunächst die Wundheilung mit Bildung von Granu-

lationsgewebe und einer Fremdkörperreaktion in der Region um das Implantat 

statt. Nach 14 Tagen beginnt sich ein Geflechtknochen in Form eines Kallus zu 

bilden mit parallel stattfindender Resorption. Der Geflechtknochen nimmt durch 

Osteoblastenfunktion zunehmend eine lamelläre Gestalt an, was zu einer Festi-

gung des Implantats führt. Letztlich bildet sich ein neuer Knochen, der bis zu 

einem Jahr nach Implantation weiter sklerosiert (Schwenzer und Ehrenfeld 

2009). 

1.4 Nicht-kollagene Matrixproteine des Knochens 

1.4.1 Osteonektin 

SPARC (secreted protein acid and rich in cysteine), welches auch als 

Osteonektin (ON) bezeichnet wird, ist ein 32 kDa großes Protein, das vor allem 

in Geweben mit hohen Umbauraten – wie dem Knochen – oder bei 

Verletzungen vorkommt (Termine et al. 1981). Findet sich SPARC in der 

Basalmembran, wird es auch als BM40 bezeichnet. Im Knochen wird es von 

Osteoblasten synthetisiert und hat hier die Möglichkeit, an weitere Komponenten 

der extrazellulären Matrix wie Hydroxylapatit, Thrombospondin, Kollagen und 

Calcium sowie an Zellen zu binden (Lane und Sage 1994). SPARC hat 

Auswirkungen auf die Kollagensynthese und auf die Anordnung von Kollagen I 

in der extrazellulären Matrix. Wahrscheinlich kann SPARC über die Bindung an 

Proteine der Zelloberfläche die Konformität und die Proliferation dieser beein-

flussen (Sage und Bornstein 1991). Die Tatsache, das SPARC die Diffe-

renzierung von Osteoblasten (Delany et al. 2003) sowie die Expression von 

Matrixmetalloproteinasen fördert und Auswirkungen auf die Effektivität von 

Wachstumsfaktoren hat, lässt darauf schließen, dass dieses Matrixprotein 

entscheidend die Zellinteraktion mit der extrazellulären Matrix in der Entwicklung 

und während der Verletzungsreaktion beeinflusst (Bradshaw und Sage 2001). 
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Im Knochen findet man SPARC in der perizellurären Matrix von Osteoblasten 

und Osteozyten (Alford und Hankenson 2006). 

1.4.2 Thrombospondin 

Thrombospondine (TSP) sind Glykoproteine, die Einfluss auf die Angiogenese 

und auf den Kontakt von Zellen zur extrazellulären Matrix haben. Es gibt insge-

samt fünf Thrombospondine, die in zwei Gruppen unterteilt werden: TSP-1 und -

2 sowie TSP-3, -4 und -5. Die beiden Thrombospondine TSP-1 und -2 setzen 

sich aus drei Ketten mit einem jeweiligen Molekulargewicht von 145 kDa 

zusammen, wohingegen die TSP-3 und -5 Pentamere aus Untereinheiten mit 

jeweils 105 kDa bestehen (Bornstein und Sage 1994). Im Knochen werden sie 

von mesenchymalen Zellen und von Chondrozyten des sich bildenden Knorpels 

exprimiert (Mackie und Murphy 1998).  

TSP-1 und TSP-2 können an verschiedene Proteine der extrazellulären Matrix 

wie Fibrinogen, Kollagen, Heparansulfat, Proteoglykane, Fibronectin und 

Laminin binden (Alford und Hankenson 2006); allerdings sind sie in der 

extrazellulären Matrix nicht für die strukturelle Integrität zuständig. Sie üben 

Einfluss auf Zellen aus und können so indirekt auf Vorgänge im Knochen 

einwirken (Bornstein 2001). Diese Eigenschaft besitzen nicht nur TSP-1 und 

TSP-2, sondern auch Proteine wie SPARC, Tenascin C und Osteopontin, 

sodass bei dieser Gruppe auch von matricellular Proteinen gesprochen wird 

(Bornstein 1995). TSP-1 kann über das Integrin αvβ3 (Lawler und Hynes 1989) 

und den Cluster of Differentiation 36 (CD36) an Zellen binden (Asch et al. 1991). 

So fördert beispielsweise die Bindung von TSP-1 an Osteoklasten über den 

CD36-Rezeptor die Knochenresorption (Carron et al. 2000). Durch die 

Möglichkeit der Inhibition der Angiogenese könnten Thrombospondine die 

Vaskularisation während der Knochenbildung regulieren (Armstrong und 

Bornstein 2003; Streit et al. 1999). Ebenso verhindert TSP-1 die Mineralisation 

des Knochens (Ueno et al. 2006). Weiterhin scheint TSP-1 aufgrund seiner 

Beeinflussung der entzündlichen Reaktion im Zuge der Wundheilung eine 

wichtige Rolle während dieser zu spielen (Bornstein et al. 2004). 
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1.4.3 Osteopontin 

Osteopontin (OPN) ist ein stark phosphoryliertes Sialoprotein, das hauptsächlich 

in der mineralisierten extrazellulären Matrix von Kochen und Zähnen vorkommt 

(Giachelli und Streitz 2000). Seine Größe variiert zwischen 44 kDa und 75 kDa 

(Sodek et al. 2000). Dieses Matrixprotein wurde ursprünglich Bone Sialoprotein I 

(BSP I) genannt und zusammen mit dem BSP II entdeckt (Franzén und 

Heinegård 1985). Der Name Osteopontin beruht auf seiner Fähigkeit, durch eine 

Polyasparaginsäure- und RGD-Sequenz den Kontakt von Zellen zu Hydroxyl-

apatit zu ermöglichen (Oldberg et al. 1986). Die RGD-Sequenz ist die Amino-

säuresequenz der drei Aminosäuren Arginin, Glycin und Asparaginsäure, Arg-

Gly-Asp. Die Bindung an die Zellen erfolgt dabei über sogenannte Integrine, in 

diesem Fall über das Integrin αvβ3, welches sich auf der Zelloberfläche befindet 

(Ross et al. 1993). Neben der Möglichkeit, über Integrine an Zellen zu binden, 

kann OPN dies auch über den CD44-Rezeptor (Weber et al. 1996). OPN wird 

während der Knochenentwicklung von Osteozyten und Osteoblasten in die 

extrazelluläre Matrix sezerniert (Cowles et al. 1998), wo es in seiner phospho-

rylierten Form die Mineralisation inhibiert (Goldberg und Hunter 1995; Giachelli 

und Streitz 2000). Während der enchondralen Ossifikation im Zuge einer Frak-

turheilung wird OPN von vollständig differenzierten Chondrozyten, Osteoblasten 

und Osteoklasten exprimiert. Die Transkription von OPN wird durch Vitamin D3 

vermehrt (Prince und Buter 1987) und während der Knochenresorption vermittelt 

OPN die Adhäsion der Osteoklasten an den Knochen (Ross et al. 1993).  

Im Zuge des Remodelings spielt OPN eine Rolle bei der Verbindung des alten 

mit dem neuen Knochen (McKee und Nanci 1995). Die durch das Parathormon 

indirekt induzierte Knochenresorption über den Receptor-activator of nuclear 

factor κB ligand (RANKL) kann ohne OPN nicht stattfinden (Ihara et al. 2001). 
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Abb.1.3: Expression von Matrixproteinen durch Knochenbelegzellen (Alford und Hankenson 
2006, S. 753), Expression der Matrixproteingene stehen in den Kästen neben den 
jeweiligen Zellen. Die Zusammensetzung von neu gebildetem Osteoid und 
mineralisierter Matrix ist ebenso dargestellt. Abkürzungen: MC (Mesenchymales 
Kondensat); MSC (Knochenmark Stammzellen); OB (Osteoblast); OC (Osteozyte); 
OCL (Osteoklast); TNC (Tenascin C); OPN (Osteopontin); TSP (Thrombospondin) 

 

1.4.4 Osteocalcin 

Osteocalcin (OC) war das erste nicht-kollagene Matrixprotein des Knochens, 

welches 1975 charakterisiert werden konnte. Es ist auch unter dem Namen 

bone gamma-carboxyglutamic acid-containing protein (BLAP; BGP) bekannt. 

Osteocalcin wird im Knochen von Osteoblasten und im Dentin des Zahnes von 

Odontoblasten gebildet und ist ein 5,8 kDa großes Protein, welches posttrans-

kriptional durch Vitamin K-abhängige Enzyme modifiziert wird, sodass es unter 

anderem an verschiedene Faktoren der Blutgerinnungskaskade binden kann. 
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Hierbei werden in einer Vitamin K-abhängigen Reaktion zwei Glutaminsäuren in 

drei der namensgebenden Gamma-Carboxyglutaminsäuren umgewandelt, die 

es dem Osteocalcin ermöglichen, an Calcium zu binden (Hauschka et al. 1989; 

Sodek und McKee 2000). Wird diese Modifikation mit dem Vitamin K-

Antagonisten Warfarin blockiert, sinkt die Osteocalcin-Konzentration im Kno-

chen und dieser wird hypermineralisiert (Price und Williamson 1981). Da der 

gleiche Effekt bei Mäusen beobachtet wurde, deren Bglap-Gen ausgeschaltet 

war (Ducy et al. 1996), lässt dies den Schluss zu, dass Osteocalcin die 

Mineralisation der Knochenmatrix reguliert (Sodek und McKee 2000). 

Aktuelle Forschungen zeigen, dass Osteocalcin eine blutzuckersenkende 

Wirkung hat, indem es die Insulinsekretion fördert (Ferron et al. 2008). Sogar 

eine fruchtbarkeitsfördernde Wirkung konnte an männlichen Mäusen gezeigt 

werden (Oury et al. 2011). 

1.5 Integrine 

Integrine sind Rezeptoren, die die Bindung von Zellen an Proteine der extra-

zellulären Matrix vermitteln (Hynes 2002). Im Knochen besitzen z. B. Osteo-

progenitorzellen, Osteoblasten und Osteoklasten diese Transmembranproteine 

(Cohen et al. 2004). Integrine bestehen aus einer α- und β-Untereinheit, sie 

erkennen spezifische Proteine bzw. bestimmte Abschnitte dieser und können 

daran binden. Zu diesen Bereichen der Proteine gehört die oben beschriebene 

RGD-Sequenz (Garcia 2005). 

Bindet ein Protein an ein Integrin, verbindet sich der zytoplasmatische Teil 

dieses Rezeptors mit dem Zytoskelett und mit Transduktionsmolekülen der 

Zelle. Dadurch werden verschiedene Signalkaskaden ausgelöst, wie z. B. FAK, 

Proteinkinase C, Rac, Rho und MAPK (Shekaran und Garcia 2010). Über 

diesen Weg können Zellzyklus, -wachstum und -differenzierung oder das 

Einwandern von Zellen geregelt werden und somit auch die Entstehung, Auf-

rechterhaltung und Heilung von Gewebe (Giancotti und Ruoslathi 1999; Chen et 

al. 1997; Danen und Sonnenberg 2003). Darüber hinaus sind Integrine für die 



 

11 

biologische Reaktion von Gewebe auf ein Implantat von Bedeutung (Anderson 

2001). 

Das Integrin αvβ3 wird auch als Vitronectinrezeptor bezeichnet (Felding-Haber-

mann und Cheresh 1993). Der Name suggeriert, dass das Integrin primär Vitro-

nectin bindet, es kann aber über die RGD-Sequenz auch eine Vielzahl anderer 

Proteine binden. Man findet es nur auf bestimmten Zelltypen wie einigen 

Tumorzellen, Endothelzellen der Blutgefäße und Osteoklasten. Das Integrin 

αvβ3 gehört zu den meist exprimierten Integrinen auf der Oberfläche von 

Osteoklasten. Die Adhäsion von Osteoklasten an die Knochenoberfläche kann 

durch Proteine mit RGD-Sequenz geblockt und die Knochenresorption in vitro 

inhibiert werden. Auch mit αvβ3 Antikörpern konnte eine solche Adhäsion 

blockiert werden (Rodan und Rodan 1997). 
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2 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit 
Ziel der vorgelegten Arbeit ist die Bestimmung der Quantität der mRNA 

ausgewählter Proteine der extrazellulären Matrix im Alveolarknochen mithilfe der 

real-time RT-PCR. Dabei wurden die Proteine unter dem Gesichtspunkt des 

Remodelings und dem möglichen Einfluss auf die Einheilung dentaler 

Implantate und die Knochenaugmentation ausgewählt.  

Die besondere Zusammensetzung des Alveolarknochens soll auf diesen Aspekt 

hin untersucht werden. 

Als qualitativer Nachweis dient eine immunhistologische Untersuchung des 

humanen Alveolarknochens und der Tibia. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Quantitative Bestimmung der mRNA mittels real-time      
RT- PCR 

3.1.1 Gewinnung des Alveolarknochens von Mäusen 

Da humaner Alveolarknochen für die Gewinnung von RNA nicht in ausrei-

chender Menge zur Verfügung stand, wurde dieser von Mäusen der Linie 

C57/BL6 gewonnen. Die Studie wurde durch die Tierschutzkommission der 

Medizinischen Fakultät der Georg August Universität Göttingen genehmigt. Es 

wurden je fünf männliche und fünf weibliche Tiere zur Probengewinnung 

benötigt. Die Tiere wurden mittels zervikaler Dislokation im Alter von 6 Monaten 

getötet. Der Kopf wurde vom Rumpf abgetrennt und das Cranium von 

Weichgewebe befreit. Nach vorsichtiger Extraktion der Seitenzähne wurde unter 

lichtmikroskopischer Kontrolle mithilfe einer Splitterpinzette der so dargestellte 

Alveolarfortsatz mit dem Alveolarknochen aus dem Kiefer herausgebrochen. Um 

eine ausreichende Gewebemenge zu erreichen, wurden die Proben aller Tiere 

in einem Pool zusammengefasst. Zur Gewinnung der Referenz-mRNA wurde 

der Unterkieferwinkelknochen gewählt, welcher ebenfalls präpariert wurde.  

3.1.2 Isolierung der RNA aus dem Alveolarknochen 

Um die RNA aus den in den Proben enthaltenen Zellen gewinnen zu können, 

darf deren Integrität nicht intakt sein. Zum Aufschluss der Zellen wurde der 

Probenpool in einen Porzellanmörser gegeben und anschließend mit flüssigem 

Stickstoff übergossen. Dieser hat eine Temperatur von –196 °C, sodass die 

Knochenfragmente schockgefroren wurden und mit einem Stößel leicht zu 

zerkleinern waren. In diesem Prozess wurden die Membranen der Zellen zer-

stört, sodass die enthaltene RNA freigesetzt wurde. 

Das so entstandene Pulver wurde in 1 ml TriFastTM (Fa. PEQLAB, Erlangen) ge-

löst. Diese Lösung enthält Guanidinisothiocyanat und Phenol. Das Guani-

dinisothiocyanat hat die Eigenschaft, Zellen zu lysieren und vorhandene, die 
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RNA abbauende Enzyme, sogenannte RNasen, zu inhibieren. Nach Zentrifu-

gation mit 14.000 min-1 wurde die obere Phase abpipettiert. Das entnommene 

Volumen wurde 1:1 mit einer Chloroform-Isoamylalkohol-Mischung vermischt, 

für 2 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen und wieder mit 14.000 min-1 

zentrifugiert. Die weitere RNA-Extraktion wurde mit dem RNeasy mini Kit (Fa. 

Qiagen, Hilden) durchgeführt, welches RNeasy Mini-Säulen, RPE-, RW1-, RLT- 

Puffer, QIA Shredder und RNase freies Wasser enthält. 

Je 100μl der wässrigen Phase wurden 350 μl RLT-Puffer und 3,5 μl β-Mercap-

toethanol (Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim) hinzugefügt. Das β-Mercaptoethanol 

dient dabei der Spaltung von Disulfidbrücken zur weiteren Denaturierung der 

enthaltenen Proteine. Nach sorgfältiger Durchmischung wurden 350μl absolutes 

Ethanol hinzugefügt und alles gemischt. Diese Suspension wurde auf eine 

RNeasy Mini-Säule pipettiert und zentrifugiert, der Durchfluss entsorgt. 

Die Mini-Säule enthält eine Silicat-Membran, die die RNA gebunden hat. Die 

nun in der Säule enthaltene RNA musste anschließend gereinigt werden. Hierzu 

wurden 700 μl RW1-Puffer auf die Membran pipettiert, zentrifugiert und der 

Durchfluss wurde verworfen. Das Gleiche erfolgte mit 500 μl RPE-Puffer. 

Nach dieser Reinigung wurde die Säule in einem neuen Sammelröhrchen mit 

14.000 min-1 zentrifugiert, wodurch letzte Reste der Waschpuffer aus der Säule 

entfernt wurden. Anschließend wurde die Säule in ein 1,5 ml Eppendorf 

Reaktionsgefäß gesetzt, mit 50 ml RNase-freiem Wasser beschickt und für zehn 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch die anschließende Zentrifugation 

mit 14.000 min-1 wurde die RNA aus der Membran heraus gewaschen und 

befand sich nun im Durchfluss. Zur spektroskopischen Konzentrations-

bestimmung der entstandenen Lösung wurden 2 μl dieser in ein Biophotometer 

(Fa. Eppendorf, Hamburg) gegeben. Dieses misst die Absorption der Probe bei 

260 und 280 nm Wellenlänge, welche dem Absorptionsmaximum Purin- und 

Pyrimidinbasen der RNA entspricht. 
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3.1.3 Umschreiben der mRNA in cDNA 

Als Probe für eine RT-PCR wird cDNA benötigt. Daher musste die gewonnene 

RNA in solche umgeschrieben werden. Hierzu wurde das QuantiTect Reverse 

Transcription Kit (Fa. Quiagen, Hilden) benutzt. Angestrebt wird ein Endvolumen 

von 200 μl mit einer Konzentration von 1ηg cDNA/μl. Geht man davon aus, dass 

der Prozess des Umschreibens im Verhältnis 1:1 abläuft, so lässt sich mit der 

vorher durchgeführten Konzentrationsbestimmung der extrahierten RNA die 

hiervon benötigte Menge berechnen. 

Das so bestimmte Volumen der RNA-Lösung wurde mit 2 μl gDNA Wipeout 

Buffer vermischt und mit RNasen-freiem Wasser auf insgesamt 14 μl aufgefüllt. 

Anschließend erfolgte bei 42 °C eine 2-minütige Inkubation. Dieser Schritt soll 

die Probe von verunreinigender, genomischer DNA reinigen. Nachfolgend wurde 

zu der RNA ein Mix aus Reverser Transkriptase (RT), RT Puffer und RT Primer 

zugegeben und für 15 min bei 42 °C inkubiert. In dieser Zeit hat die RT die RNA 

in cDNA umgeschrieben. Um diese Reaktion zu stoppen, erfolgte eine 3-min-

Inkubation bei 95 °C. Bis zur Verwendung der cDNA wurde diese bei –20 °C 

gelagert. 

3.1.4 Die real-time RT-Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Mithilfe der PCR ist es möglich, DNA in vitro zu vervielfältigen. Dabei bedient 

man sich des Enzyms Reverse Transkriptase, daher die Abkürzung RT-PCR. 

Durch die reine Vervielfältigung der Nukleinsäuren allein ist jedoch noch keine 

quantitative Aussage über diese möglich. Dies wird erst möglich, wenn man 

einen Farbstoff (SYBR-Green) hinzugibt, der fluoresziert, wenn er in doppel-

strängige DNA interkaliert. Diese Fluoreszenz kann dann in Echtzeit (real-time) 

gemessen werden und ist proportional zu der neu entstandenen DNA, sodass 

man eine quantitative Aussage treffen kann (qRT-PCR). Der Vorteil dieser 

molekularbiologischen Methode ist, dass schon geringste Mengen an Proben-

material genügen, um z. B. Veränderungen der Genexpression zu messen. 
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Als Polymerase, die die DNA vervielfältigt, kam eine Taq-Polymerase zum 

Einsatz. Dieses Enzym kommt im Bakterium Thermus aquaticus vor, welches in 

Geysiren bei ca. 70 °C lebt. Es ist hitzestabil und denaturiert während der PCR 

nicht. 

Ein Vervielfältigungszyklus läuft dabei in folgenden Schritten ab: 

1. Denaturierung: Im ersten Schritt wird die eingebrachte, doppelsträngige cDNA 

bei 95 °C denaturiert, d. h., die Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den ein-

zelnen Basenpaaren werden gelöst. Ebenso werden die Stapelwechsel-

wirkungen, sogenannte stacking interactions, aufgehoben. Diese sind für die 

Stabilität der Doppelhelix verantwortlich und abhängig vom Guanin- und 

Cytosin-Anteil. Dieser Schritt ist nötig, da der Primer an einen freien DNA-

Einzelstrang binden muss. 

2. Anlagerungsphase: Diese Bindung des Primers erfolgt im zweiten Abschnitt. 

Dabei wird die Temperatur auf jene herabgekühlt, bei der sich der Primer am 

besten an die DNA anlagert. 

3. Elongationsphase: Ist dies geschehen, erfolgt wiederum eine Temperatur-

erhöhung. Die Gradzahl ist dabei vom Temperaturoptimum der verwendeten 

Polymerase abhängig. Sie wird laut Herstellerangaben gewählt, sodass das 

Enzym bestmöglich arbeitet. 

Die Synthese der DNA wird anschließend durch die folgende Temperatur-

erhöhung zum Aufbruch des neuen DNA-Doppelstrangs beendet. 

Diese Schritte wiederholt man bis zu 45 Mal; in jedem Zyklus verdoppelt sich 

dabei theoretisch die gesamte DNA. 

Durch den Einsatz des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR-Green kann man diese 

Verdoppelung registrieren. Der Farbstoff lagert sich in die neu synthetisierte 

doppelsträngige DNA ein, woraufhin dieser seine Fluoreszenz steigert. Diese 

Zunahme wird gemessen. 

Der Zyklus, in dem die Fluoreszenz des Farbstoffs erstmals die Hintergrund-

fluoreszenz bzw. einen festgelegten Schwellenwert übersteigt, gibt den ct-Wert 
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an (= threshold cycle). Da sich eingebrachte DNA und Fluoreszenz proportional 

zueinander verhalten, lässt dies Rückschlüsse auf den DNA-Gehalt zu. Das 

heißt: Je früher sich die DNA so oft vervielfältigt hat, dass ein Fluoreszenzwert 

gemessen werden kann, der den Schwellenwert übersteigt, desto mehr DNA 

war enthalten. 

3.1.5 Primer Design 

Die Polymerase braucht ein freies 3' OH-Ende, um mit der DNA-Replikation zu 

starten. Dieses bietet der jeweils eingesetzte Primer, ein Oligonukleotid, das ca. 

20 Basen lang ist. Die Primersequenz ist dabei so gewählt, dass sie sich an den 

Teil der DNA anlagert, der das zu untersuchende Protein codiert. 

Um die Basenfolge des Primers für die gesuchten Proteine zu generieren, 

wurde die Software Primer3 benutzt. Es wurde darauf geachtet, dass die Primer 

eine Länge von 18-22 Basen haben und der Guanin- und Cytosin-Anteil bei ca. 

50 % liegt. Die so gewonnenen Primersequenzen wurden mit der Datenbank 

von NCBI Blast (Nucleotide-Nucleotide Blast (blastn), 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov) abgeglichen, um eine evtl. Anlagerung an Gene 

auszuschließen, deren Basenfolge denen der Primer glich. 

Die so überprüfte Nucleotidsequenz wurde an die Operon Biotechnologie GmbH 

(Operon Biotechnologie GmbH, Köln, Deutschland) übermittelt. Diese synthe-

tisierten die Primer und lieferten sie in lypholisierter Form. Nach der Resuspen-

sion mit der vom Hersteller angegebenen Menge nukleasefreien Wassers wurde 

eine Probe der Primer an die Sequence Laboratories Göttingen GmbH ge-

schickt, um die richtige Sequenz noch einmal zu überprüfen. Es wurden 

folgende Primer eingesetzt: 
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Protein 

(Gen-Name) 

Forward (3' - 5') Annealing Temperatur  

(°C) Reverse (5' - 3') 

Knochen 
Sialoprotein 

(Ibsp) 

ccatcgaagaatcaaagca 55,5 

agtagcgtggccggtactta 

Osteonektin 

(Sparc) 

aatttgaggacggtgcagag 62,5 

aagtggcaggaagagtcgaa 

Osteopontin 

(Spp1) 

tgcacccagatcctatagc 61,5 

ctccatcgtcatcatcatc 

Osteocalcin 

(Bglap) 

aagcaggagggcaataagg 62,5 

gctgccagagtttggcttt 

Thrombospondin-1 

(Thbs1) 

gcgatgatgacgatgacaa 63 

tctgtgtctgcttggtcag 

Integrin β3  

(Itgb3) 

atatcctggtggtcctgctg 63 

cccggtaggtgatattggtg 

Integrin αv 

(Itgav) 

gggtgatcatcttggcag 58 

gaacttggagcggacaga 

Beta-Aktin 

(Actb) 

gtccctcaccctcccaaaag 62,5 

gctgcctcaacacctcaaccc 

Tab.3.1: Primer für die real-time RT-PCR 

 

3.1.6 Gradienten RT-PCR 

Jeder Primer hat eine andere ideale Annealing-Temperatur, bei der er sich am 

effektivsten an die DNA anlagert. Um diese herauszufinden, wurde eine 

Gradienten-PCR durchgeführt. Bei dieser PCR werden acht verschiedene 

Annealing-Temperaturen getestet. Um die optimale Annealing-Temperatur zu 
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bestimmen, erfolgte eine Schmelzkurvenanalyse der jeweiligen Produkte. Hier-

bei wird die Temperatur alle 8 Sekunden von 50 °C auf 95 °C in 0,3 °C-Schritten 

erhöht. Während des Schmelzvorganges wird wieder die Fluoreszenz ge-

messen. Bei einer bestimmten Temperatur denaturiert die doppelsträngige DNA 

wieder in Einzelstränge und das gebundene SYBR-Green ist ungebunden. 

Dieser Fluoreszenzabfall wird registriert. 

 

Abb.3.1: Exemplarische Schmelzkurve einer Gradienten-PCR. Ordinate: Fluoreszenzeinheiten 
(RFU) 

 

In einer grafischen Darstellung der Schmelzkurve als negative erste Ableitung 

lassen sich grafische Ausschläge (Peaks) erkennen. Es wurde die Annealing- 

Temperatur gewählt, bei der der Peak am eindeutigsten war. 

Jede getestete Annealing-Temperatur kann einem Peak zugeordnet werden. Es 

wurde die Temperatur gewählt, bei der der Ausschlag am höchsten war. 
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Abb.3.2: Beispiel der Schmelzkurve einer Gradienten-PCR. Ordinate: Änderung der 
Fluoreszenzintensität: -dl/dT (%) 

 

Das PCR-Produkt wurde an die Sequence Laboratories Göttingen GmbH ge-

schickt, wo die Basenabfolge analysiert wurde. Das Ergebnis der Analyse wurde 

mit der NCBI-Nukleotiddatenbank verglichen; so konnte sichergestellt werden, 

dass das PCR-Produkt dem gesuchten Zielgen entspricht. Es wurden nur solche 

Primer eingesetzt, bei denen dies der Fall war.  

3.1.7 Durchführung der qRT-PCR 

Zur Durchführung der qRT-PCR wurde ein Mastercycler® ep realplex 2 (Fa. 

Eppendorf, Hamburg) benutzt. Ein Well einer 96-Well-Platte wurde nach folgen-

dem Schema beschickt: 

Substanz Menge in μl 
cDNA einer Probe 1 

RNase freies Wasser 2,5 

Primer (for + rev) 2 

QuantiTect SYBR Green PCR 
Master Mix (Fa. Qiagen, Hilden) 

4,5 

Tab.3.2: Pipettieransatz pro Gen und Well 
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Die Wells wurden mit transparenten Flatcaps verschlossen und kurz zentri-

fugiert. Dies gewährleistete, dass sich der gesamte Ansatz im Boden des Wells 

befindet. Es wurden immer drei Wells pipettiert und drei PCRs durchgeführt, 

sodass zu jedem Gen und jeder Probe insgesamt 9 Ergebnisse aus 3 

unterschiedlichen PCR-Durchläufen vorlagen. Am Ende jeder PCR wurde eine 

Schmelzkurvenanalyse durchgeführt, um zu gewährleisten, dass keine anderen 

als die gesuchten PCR-Produkte entstanden waren. 

Das Programm des Mastercyclers® der PCR lautete wie folgt: 

 Dauer Temperatur in °C Zyklenanzahl 

Initiale Denaturierung 3 min 95 1 

Denaturierung 20 s 95 45 

Anlagerung 20 s Primer abhängig 45 

Verlängerung 20 s 72 45 

Schmelzkurve Ramptime 20 s 50-95 1 

Tab.3.3: Verwendetes PCR-Programm des Mastercycler® ep realplex 2   

 

3.1.8 Effizienzkorrigierte Auswertung nach Pfaffl 

Um Aussagen über die in den Proben enthaltene Konzentration von mRNA 

treffen zu können, mussten die qRT-PCR-Ergebnisse quantifiziert werden. Dies 

kann entweder relativ oder absolut erfolgen. Die absolute Variante erfolgt 

anhand einer Kalibrierungskurve, welche auf einer Verdünnungsreihe von z. B. 

RT-PCR Produkten basiert (Morrison et al. 1998).  

3.1.9 Relative Quantifizierung 

Bei der relativen Quantifizierung betrachtet man keine absoluten Werte, sondern 

es wird die Expression des untersuchten Gens mit der Expression des so-

genannten Housekeeping-Gens, eines Gens, welches in allen Zellen gleich-

mäßig exprimiert wird, verglichen. Man bezeichnet dies auch als Norma-
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lisierung. Dadurch wird die Varianz der Expressionsergebnisse reduziert, denn 

Fehler bei der reversen Transkription oder Unterschiede bei der RNA-Extraktion 

einer Probe betreffen dadurch sowohl das Ziel- als auch das Housekeeping-

Gen. Durch die Berechnung der Effizienz des eingesetzten Primers lässt sich 

die relative Quantifizierung weiter verbessern. 

In der vorgelegten Arbeit wurde als Housekeeping-Gen Beta-Aktin gewählt; 

dieses war in allen untersuchten Proben gleichmäßig exprimiert. Die relative 

Expression des untersuchten Gens wird auf ein Kontrollprobenmaterial bezo-

gen. Dieses Probenmaterial entstammte dem Kieferwinkel der Maus. Die Be-

rechnung der Expressionsunterschiede erfolgte über das ΔΔct-Modell bzw. über 

das effizienzkorrigierte Modell mit folgenden mathematischen Formeln: 

 

 

 

 

Dieses Modell setzt allerdings voraus, dass in jedem Zyklus der qRT-PCR die 

vorhandene DNA exakt verdoppelt wird, was jedoch nicht der Realität entspricht. 

Daher muss man die unterschiedliche Effizienz in die Berechnung mit einbezie-

hen, man spricht vom effizienzkorrigierten ΔΔct- Modell (Pfaffl 2001). Dieses 

sieht folgendermaßen aus: 

 

 

 

3.1.10 Effizienzbestimmung 

Zur Bestimmung der Effizienz der Primer wurden die eingesetzten Proben 

verdünnt und mit den Ergebnissen der qRT-PCR eine Standardkurve erstellt. 

Die Verdünnungsreihe erfolgte 1:1, 1:10, 1:100 und 1:1000. Die Verdünnung 
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wird in einer logarithmischen Funktion gegen den mittleren ct-Wert der Ver-

dünnungsreihe aufgetragen. Anschließend wird die Steigung der Regressions-

kurve ermittelt. Die Effizienz berechnet sich danach mit der Formel 

 

 

Abb.3.3: Standardkurve zur Bestimmung der Primereffizienz am Beispiel des Primers für das 
Gen Sparc 

 

3.2 Lichtmikroskopischer Nachweis von Osteocalcin, 
Osteopontin und Osteonektin mittels Immunhistochemie 
im Tuber maxillae und der Tibia 

3.2.1 Probenmaterial 

3.2.1.1 Gewinnung des Alveolarknochens 
Im Zuge der Weisheitszahnextraktion im Oberkiefer bei zwei männlichen 

Patienten im Alter zwischen 20 und 40 Jahren in einer Zahnarztpraxis in Goslar 

kam es jeweils zum Abriss des Tuber maxillae. Die Zähne waren kariesfrei und 

das Parodontium gesund. Die Patienten wurden über die Hintergründe der 

Studie aufgeklärt und erklärten sich mit der Verwendung des Knochengewebes 
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einverstanden. Die Verwendung des Materials wurde durch die Ethikkommission 

der Medizinischen Fakultät der Georg-August-Universität Göttingen genehmigt. 

 

Abb.3.4: Abriss und Fraktur des Tuber maxillae (Schwenzer und Ehrenfeld 2009, S. 31): Der 
Knochen befindet sich noch am extrahierten Weisheitszahn. 

 

Der sich noch am extrahierten Zahn befindliche Oberkieferknochen wurde mit 

einem Hebel nach Bein und einer Hohlmeißelzange nach Luer abpräpariert und 

umgehend zur Immersionsfixierung in eine 5 % gepufferte Formaldehydlösung 

(Fa. Fischar, Saarbrücken) gegeben. 

3.2.1.2 Herkunft des Tibiaknochens 
Der Tibiaknochen stammt von zwei Patienten im Alter zwischen 65-75 Jahren, 

welche eine Knietotalendoprothese erhielten. Die Probanden wurden vor dem 

Eingriff über die Verwendung der Proben aufgeklärt und gaben hierzu ihr schrift-

liches Einverständnis. Dies wurde durch die Ethikkommission der Medizinischen 

Fakultät der Georg-August-Universität Göttingen genehmigt. Unverzüglich nach 

Entnahme wurden die Proben in PBS-Lösung gelagert. Nach einer makro-

skopischen Beurteilung wurden die Bereiche verwendet, die als noch gesund 

bewertet wurden. 
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3.2.2 Einbettung der Präparate 

Nach der Fixierung in Formalin musste der Knochen entkalkt werden, damit 

Gewebeschnitte angefertigt werden konnten. Hierzu wurden die Präparate 6 

Wochen in Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) gelagert. EDTA ist ein Chelat-

komplex, der mit dem im Knochen enthaltenen Ca2+ einen Komplex bildet. Da-

durch wird das Calcium aus dem Knochen gelöst und dieser wird weich. 

Zur Herstellung der EDTA-Lösung wurden in 895 ml Aqua dest. 105 ml 5N 

NaOH und 200 g EDTA (Fa. AppliChem, Darmstadt) zwischen 50 °- 70 °C 

gelöst. Die Proben lagerten jeweils in einer komplett gefüllten 50 ml Falcon-

Tube auf einer Wippe. Da sich das EDTA mit der Bindung des Ca2+ verbraucht, 

wurde die Lösung alle 2 Tage erneuert. Mithilfe einer Nadelprobe wurde der Ent-

kalkungsgrad überprüft. 

Nach 6 Wochen wurden die Proben über Nacht in 70 % Ethanol gelagert und 

anschließend in einen Einbettautomaten Duplex Processer, Fa. Shandon Elliot, 

Cheshire) gegeben, welcher folgende Schritte durchführte: 

 

 
 Pos. 1   70 % Ethanol  3 h 

 Pos. 2   80 % Ethanol  1 h 

  Pos. 3   90 % Ethanol  1 h 

  Pos. 4   96 % Ethanol  1 h 

  Pos. 5   100 % Ethanol  2 h 

  Pos. 6   Isopropylalkohol  2 h 

  Pos. 7   Isopropylalkohol  1,5 h 

 Pos. 8   Xylol    30 min 

  Pos. 9   Xylol    45 min 

 Pos. 10   Xylol    45 min 

  Pos. 11   Paraplast (52 °C)  6 h 

  Pos. 12   Paraplast (56 °C)  7 h 
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Die Proben wurden danach in spezielle Formen gelegt und mit Paraffin 

übergossen, sodass sie in dieses vollständig eingebettet waren. Das Paraffin 

wurde dabei nur soweit erhitzt, dass gerade der Schmelzpunkt von 58 °C 

erreicht wurde, um eine reduzierte Immunreaktivität zu vermeiden. Vor der 

weiteren Verwendung härteten die Blöcke über Nacht bei Zimmertemperatur 

aus. 

3.2.3 Anfertigung der Gewebeschnitte 

Die ausgehärteten Paraffinblöcke wurden mithilfe eines Mikrotoms Modell 2035 

Biocut (Fa. Leica/Reichert-Jung, Nussloch) in einer Dicke von 6 μm geschnitten. 

Diese Schnitte wurden in einem 37 °C warmen Wasserbad aufgefangen, 

gestreckt und auf Superfrost®-Objektträger (Fa. Menzel, Braunschweig) 

überführt. Die beschickten Objektträger wurden auf einer 37 °C warmen Wärme-

platte für 1 ca. 2 h zwischengelagert. Die komplette Trocknung der Schnitte 

erfolgte ebenfalls bei 37 °C, über Nacht, in einem Wärmeschrank. 

3.2.4 Entparaffinierung und Rehydratation 

Zur weiteren Untersuchung musste das in den Präparaten enthaltene Paraffin 

entfernt und die Präparate mussten rehydriert werden, was durch Einlegen des 

Probenmaterials in Lösungsmittel erfolgte: 

Xylol    10 min 

Xylol    10 min 

99 % Ethanol  5 min 

90 % Ethanol  5 min 

80 % Ethanol  5 min 

70 % Ethanol  5 min 

50 % Ethanol  5 min 

1 x PBS   10 min 

Die Lösungen wurden frisch angesetzt. 
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3.2.5 Zur Methode der Immunhistochemie 

Als Immunhistochemie wird eine besondere Methode zur Färbung von histo-

logischen Präparaten bezeichnet. Antikörper sind lösliche Immunglobuline (Ig), 

die über eine antigenbindende Region (Fab-Fragment) und ein freies Fc-Frag-

ment verfügen. Die spezifische Bindung der Antikörper an ein Antigen macht 

man sich zunutze. Der eingesetzte primäre Antikörper bindet mit seinem Fab-

Fragment an das gesuchte Protein, er stammt von einer anderen Spezies als 

die untersuchte (z. B.: Präparat = Mensch, Antikörper = Maus). Anschließend 

setzt man einen sekundären Antikörper ein. Im oben genannten Beispiel wäre 

dies ein Antikörper, der mit allen Isotypen von Immunglobulinen der Maus 

reagiert.  

Dieser dient als Brückenantikörper zwischen dem primären und dem späteren 

Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Komplex (APAAP) bzw. 

dem Peroxidase-Anti-Peroxidase-Komplex (PAP). 

Eingesetzte Enzyme sind, wie oben bereits erwähnt, entweder eine Peroxidase 

oder eine alkalische Phosphatase. Die Peroxidase setzt 2 H2O2 in O2 und H20 

um, wodurch 3,3´-Diaminobenzidine in ein unlösliches braunes Produkt umsetzt 

wird. Die Phosphatase spaltet Phosphat ab und setzt so den Farbstoff frei. Die 

Farbe ist dabei je nach Reagenz unterschiedlich, meist jedoch rot. 

3.2.6 Epitop-Demaskierung 

Durch die Fixierung des Präparates kann es vorkommen, dass sich Proteine 

untereinander vernetzen. Dies würde die Zahl der reaktiven Epitope vermindern 

und so die Bindungsstellen für den eingesetzten primären Antikörper vermin-

dern. Diese Verbindungen kann man entweder durch feuchte Wärmeeinwirkung 

oder durch proteolytische Enzyme (Vorverdau) lösen. In diesem Fall hat sich 

durch Austesten ein enzymatischer Vorverdau bewährt. 

Als erster Schritt wurden die Präparate mittels ProTaqs® I (Fa. Quartett, Berlin) 

für 20 min bei 60 °C vorverdaut. Als weitere Enzyme kamen Portease XXIV, 

Chondroitinase und Hyaluronidase zum Einsatz; sie wurden wie folgt angesetzt: 
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Protease 24, pH 7,6: 

25 mg Protease XXIV (Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim) 

45 ml Aqua dest. 

25 mg CaCl2 

 

Chondroitinase ABC: 

1 Unit Chondroitinase (Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim) wurde in 1 ml des 

folgenden Ansatzes gelöst: 

100 ml Aqua dest. 

0,61 g Tris NH2C(CH2OH)3 (50mM, pH 8.0) 

0,492 g Natriumacetat C2H3NaO2 (60 mM) (Fa. Merck, Darmstadt) 

0,02 g BSA (0,02%) (Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim) 

 

Hyaluronidase: 

Zunächst war eine Sörensen-Pufferlösung anzusetzen: 

Herstellung der 0,3 M Sörensen-Pufferlösung, pH 7,4 aus Lösung A und Lösung 

B: 

 Lösung A (Kaliumdihydrogenphosphat): 

  41,37 g KH2PO4 in1 l aqua dest. (Lagerung erfolgt bei 4 °C) 

 Lösung B (Di-Natriumhydrogenphosphat): 

  42,58 g Na2HPO4 in1 l aqua dest. lösen (Lagerung erfolgt bei  

         Raumtemperatur) 

Zur Herstellung eines 0,3 M Sörensen-Puffers sind 18,2 ml Lösung A + 81,8 ml 

Lösung B zu mischen. 
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6,66 ml der 0,3 M Sörensen-Pufferlösung wurden mit Aqua dest. auf 100 ml 

aufgefüllt (Endkonz.: 0,02 M Phosphatpufferlsg.) und sodann zugefügt: 

0,45 g NaCl (77 mM) 

0,01 g BSA (0,01 %) 

100 mg Hyaluronidase (1 mg/ml) (Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim) 

 

Für alle weiteren Schritte wurden die Objektträger in einer feuchten Kammer 

gelagert, um eine Austrocknung zu verhindern. Zwischen allen Schritten wurden 

die Präparate mit einer phosphatgepufferten Salzlösung (PBS, phosphate 

buffered saline) für 10 min gewaschen. Diese Lösung ist isotonisch und hat 

einen pH Wert von 7,4. 

1 Liter Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS) enthält: 

• 8 g NaCl 

• 0,2 g KCl 

• 1,44 g Na2HPO4 

• 0,24 g KH2PO4 

Von den oben beschrieben enzymhaltigen Lösungen wurden je 100 μl auf jeden 

Schnitt pipettiert. 

3.2.7 Immundetektion 

Nach der Behandlung der Schnitte mit Enzymen konnten die Antikörper auf die 

Schnitte pipettiert werden. Es wurden für alle Antikörper die gleichen Schritte 

durchgeführt; lediglich die Konzentration dieser war unterschiedlich. Es wurden 

Antikörper gegen Osteocalcin vom Kaninchen (AA 40-49, Fa. BIOTREND, 

Köln), Osteonektin von der Maus (AON-1, Developmental Studies Hybridoma 

Bank, Iowa City) und Osteopontin von der Maus (MPIIIB10, Developmental 

Studies Hybridoma Bank, Iowa City) benutzt. Der Thrombospondin-1-Gehalt 

konnte aus technischen Gründen mit diesem Verfahren nicht bestimmt werden. 
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Die verwendeten Antikörper wurden mit einer 1 % PBS/BSA-Lösung (Bovines 

Serumalbumin) folgendermaßen verdünnt: 

 

AA 40-49 1:300 

AON-1 1:100 

MPIIIB10 1:25 

 

Es wurden je 100 μl der Antikörperlösung auf den jeweiligen Schnitt pipettiert. 

Dabei wurde darauf geachtet, dass der gesamte Objektträger um das Präparat 

herum trocken war, um ein Verlaufen der aufgebrachten Lösung zu vermeiden. 

So wurde eine konstante Benetzung des Präparates mit Antikörperlösung 

gewährleistet. Die Inkubation der Antikörper erfolgte in einer feuchten Kammer, 

bei 4 °C über Nacht. 

Anschließend erfolgte eine 10 min Spülung in PBS. Zur Visualisierung der 

gesuchten Proteine, an deren Epitope nun die primären Antikörper gebunden 

hatten, wurde das Dako REAL™ Detection System, Alkaline Phosphatase/RED, 

Rabbit/Mouse (Fa. Dako, Hamburg), verwendet. 

Der biotinylierte sekundäre Antikörper wurde für 15 min auf den Schnitten 

belassen, anschließend mit PBS abgespült. Danach wurde die Streptavidin 

Alkalische Phosphatase auf die Präparate pipettiert. Nach einer Inkubationszeit 

von 15 min wurde auch diese mit frischem PBS abgespült. Als letzter Schritt der 

Immundetektion konnte nun das Fast-Red Chromogen aufgebracht werden. 

Dieses wurde kurz zuvor laut Herstellerangaben frisch angesetzt, die 

Inkubationszeit betrug 20 min und erfolgte unter Sichtkontrolle. Durch das 

Spülen mit PBS wurde die Reaktion gestoppt. Das übrige Gewebe wurde mit 

Hämalaun nach Meyer, welches 1:4 verdünnt war, 3 min lang angefärbt. Die 

überschüssige Färbelösung wurde mit fließendem Leitungswasser abgespült. 
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3.2.8 Dehydratation und Eindecken 

Als Nächstes wurden die Schnitte in folgenden Schritten dehydriert: 

 

1. 50 % Ethanol  5 min 

2. 70 % Ethanol  5 min 

3. 80 % Ethanol  5 min 

4. 90 % Ethanol 5 min 

5. 99 % Ethanol  5 min 

6. Xylol   10 min 

7. Xylol  10 min 

Die Präparate wurden daraufhin mit Eukitt® (Fa. Sigma-Aldrich, Steinheim) 

eingedeckt und getrocknet. 

3.3 Statistische Methodik 

Die Auswertung der qRT-PCR-Daten erfolgte zunächst durch Mittelwertbildung 

und Berechnung der entsprechenden Standardabweichungen für das House-

keeping-Gen. Die Mittelwerte wurden sowohl aus den 9 Proben des Alveo-

larknochens (Referenz Sample) als auch aus den 9 Proben des Kieferwinkels 

(Referenz Control) gebildet. 

Durch lineare Regression wurden die für die Berechnung der effizienzkorrigier-

ten Berechnung nach Pfaffl notwendigen Primereffektivitäten bestimmt. Hierzu 

wurden die entsprechenden Werte aus den jeweils um den Faktor 10 ver-

dünnten Primeransätze nach dem Logarithmus zur Basis 10 aufgetragen, wie in 

Abschnitt 3.1.10 beschrieben. Aus der Steigung wurde die Primereffizienz 

abgelesen, die dann in die nachfolgende Pfaffl-Berechnung einging.  
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Die Schwellwertdurchgänge der jeweiligen Zielgene im Probenmaterial 

(Alveolarknochen) und im Kontrollmaterial (Kieferwinkel) konnten dann mit den 

Referenzwerten nach Pfaffl betrachtet werden. Für jedes Zielgen wurde dazu 

ebenfalls die jeweilige Primereffizienz durch lineare Regression der entspre-

chenden logarithmisch aufgetragenen Verdünnungsreihe abgelesen. An-

schließend wurden die Einzelwerte nach Pfaffl berechnet, daraus schlussendlich 

der jeweilige Mittelwert gebildet. Dieser effizienzkorrigierte Wert nach Pfaffl 

quantifiziert die Exprimierung des Zielgens im Probenmaterial gegenüber der 

Zielgenexprimierung im Referenzmaterial. 

Die jeweiligen Standardabweichungen wurden bestimmt, ihr Betrag mit dem 

Abstand der Mittelwerte qualitativ verglichen.  
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4 Ergebnisse 

4.1 Nachweis der Proteinexprimierung mit qRT-PCR 

4.1.1 Osteocalcin 

 

Abb.4.1: PCR-Schmelzkurven zur Bestimmung des Gehaltes an Protein Bglap1 im 
Alveolarknochen (schwarze Kurvenschar) und im Kieferwinkel als Referenz (violette 
Kurvenschar)  
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4.1.2 Thrombospondine 

 

Abb.4.2: PCR-Schmelzkurven zur Bestimmung des Gehaltes an Protein Thbs1 im 
Alveolarknochen (schwarze Kurvenschar) und im Kieferwinkel als Referenz (violette 
Kurvenschar)  

Beispielhaft für die Thrombospondine wurde der Gehalt an Thrombospondin-1 

bestimmt.  
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4.1.3 Osteonektin 

 

Abb.4.3: PCR-Schmelzkurven zur Bestimmung des Gehaltes an Protein Sparc im 
Alveolarknochen (schwarze Kurvenschar) und im Kieferwinkel als Referenz (violette 
Kurvenschar)  
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4.1.4 Osteopontin 

 

Abb.4.4: PCR-Schmelzkurven zur Bestimmung des Gehaltes an Osteopontin im 
Alveolarknochen (schwarze Kurvenschar) und im Kieferwinkel als Referenz (violette 
Kurvenschar)  
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4.2 Auswertung der qRT-PCR-Kurven nach Pfaffl 

4.2.1 Housekeeping-Gen Beta-Aktin bei Probe und Referenz 

Mittelw. / SD ref sample Mittelw. / SD ref control 
     
Wert 1 17,58 Wert 1 17,89  
Wert 2 17,47 Wert 2 17,96  
Wert 3 17,50 Wert 3 17,90  
Wert 4 17,54 Wert 4 17,80  
Wert 5 17,57 Wert 5 17,86  
Wert 6 17,94 Wert 6 17,83  
Wert 7 17,91 Wert 7 18,24  
Wert 8 17,87 Wert 8 18,36  
Wert 9 18,09 Wert 9   

Mittelwert 17,7188889 Mittelwert 17,98 
S.D. 0,17169741 S.D. 0,20570436 
Tab.4.1: Die PCR-Analysen für das Housekeeping-Gen im Alveolarknochen („Probe“) 

gegenüber dem Vorhandensein des Housekeeping-Gens im Kieferwinkel als Referenz 

 

Zunächst wurde gemäß der Pfaffl-Methode anhand von acht qRT-PCR-Analy-

sen der jeweilige Schwellwertdurchgang für das Housekeeping-Gen Beta-Aktin 

beim Referenzprobenmaterial aus dem Kieferwinkel bestimmt. Dazu wurden die 

jeweiligen Schnittpunkte der Schmelzkurven mit den angepassten Schwell-

wertlinien bestimmt und abgelesen. Aus diesen Werten wurden Mittelwert und 

Standardabweichung bestimmt. 

In gleicher Weise erfolgte die Analyse der Schmelzkurven für die Alveolar-

knochenprobe. Hier wurden neun Schmelzkurven-Schwellwertschnittpunkte be-

stimmt. Damit ergibt sich für das Housekeeping-Gen ein Unterschied von: 

Δ ct (Probe – Referenz) = 0,261111 

Mit der zuvor bestimmten Primereffizienz für das Housekeeping-Gen von 

E = 1,97 

ergibt sich durch Potenzieren mit dem Wert Δ ct (Probe – Referenz) für das 

Housekeeping-Gen: 

E Δ ct (Probe – Referenz) = 1,19368134 
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Dies ist der fortan für die Ermittlung der Pfaffl-Ratio zu verwendende Nenner. 

4.2.2 Osteocalcin 

Mittelw. / SD target control 
Wert 1 15,39  
Wert 2 15,36  
Wert 3 15,5  
Wert 4 15,24  
Wert 5 15,47  
Wert 6 15,4  
Wert 7 14,88  
Wert 8 15,48  
Wert 9 15,03  
Mittelwert 15,3055556 
S.D. 0,2166859 
Tab.4.2: Die PCR-Analysen für Osteocalcin im Kieferwinkel als Referenz 

 

Die jeweiligen Schnittpunkte der Schmelzkurven mit den Schwellwertlinien 

wurden für Osteocalcin an 9 Referenzproben (Kieferwinkel) bestimmt und 

abgelesen. Aus diesen Werten wurden wiederum der Mittelwert und die Stan-

dardabweichung bestimmt (Tabelle 4.2).  

In gleicher Weise erfolgte die Analyse der Schmelzkurven für die Alveolar-

knochenprobe. Hier wurden neun Schmelzkurven-Schwellwertschnittpunkte be-

stimmt.  

Pfaffl-Berechnung für target sample 
  target sample delta ct target (control-sample) Pfaffl 
Wert 1 16,31 -1,00444444 0,41926042 
Wert 2 16,7 -1,39444444 0,31995004 
Wert 3 16,91 -1,60444444 0,27660872 
Wert 4 16,9 -1,59444444 0,27853269 
Wert 5 16,9 -1,59444444 0,27853269 
Wert 6 16,91 -1,60444444 0,27660872 
Wert 7 16,99 -1,6844444 0,26168779 
Wert 8 16,94 -1,63444444 0,27091619 
Wert 9 16,96 -1,65444444 0,26718641 
Mittelwert     0,29436485 
S.D.     0,04967605 
Tab.4.3: Die PCR-Analysen für Osteocalcin im Alveolarknochen 
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Tabelle 4.3 zeigt für Osteocalcin neben den Schnittpunkten die Differenzen der 

Werte zum oben (Tabelle 4.2) bestimmten Mittelwert der Schnittpunktwerte des 

Kieferwinkels Δ ct (Probe – Referenz). Mit der aus den Verdünnungsreihen be-

stimmten Primereffizienz für das Osteocalcin von 

E = 1,94 

ergaben sich durch Potenzieren mit dem jeweiligen Wert Δ ct (Probe – 

Referenz) aus Tabelle 4.3 für das Osteocalcin die jeweiligen Zähler E Δ ct (Probe – 

Referenz) und nach Division mit dem Nenner des Housekeeping-Gens ergaben 

sich die jeweiligen Pfaffl-Quotienten, die ebenfalls in Tabelle 4.3 dargestellt sind. 

Es ergab sich ein Mittelwert von: 

Pfaffl-Ratio = 0,29436485 

Dies bedeutet, dass das Osteocalcin im Alveolarknochen schwächer exprimiert 

wird als im Kieferwinkel. 

4.2.3 Thrombospondine 

Mittelw. / SD target control 
Wert 1 24,25  

Wert 2 24,72  

Wert 3 24,37  
Wert 4 24,6  
Wert 5 24,62  
Wert 6 24,45  
Wert 7 24,96  
Wert 8 24,98  
Wert 9 24,94  
Mittelwert 24,6544444 
S.D. 0,26824015 
Tab.4.4: Die PCR-Analysen für Thrombospondin im Kieferwinkel als Referenz 

 

Die jeweiligen Schnittpunkte der Schmelzkurven mit den Schwellwertlinien 

wurden für Thrombospondin an 9 Referenzproben (Kieferwinkel) bestimmt und 

abgelesen. Aus diesen Werten wurden wiederum der Mittelwert und die Stan-

dardabweichung bestimmt (Tabelle 4.4). 
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In gleicher Weise erfolgte die Analyse der Schmelzkurven für die Alveolar-

knochenprobe. Hier wurden neun Schmelzkurven-Schwellwertschnittpunkte be-

stimmt.  

 

Pfaffl-Berechnung für target sample 
  target sample delta ct target (control-sample) Pfaffl 
Wert 1 21,02 3,63444444 9,99138371 
Wert 2 21,41 3,24444444 7,6247207 
Wert 3 21,18 3,47444444 8,94253892 
Wert 4 21,52 3,13444444 7,06497518 
Wert 5 21,44 3,21444444 7,46780622 
Wert 6 21,22 3,43444444 8,69800472 
Wert 7 21,82 2,83444444 5,73854302 
Wert 8 21,73 2,92444444 6,10793408 
Wert 9 21,68 2,97444444 6,32332991 
Mittelwert     7,551026273 
S.D.     1,428752189 

Tab.4.5: Die PCR-Analysen für Thrombospondin im Alveolarknochen 

 

Tabelle 4.5 zeigt für Thrombospondin neben den Schnittpunkten die Differenzen 

der Werte zum oben (Tabelle 4.4) bestimmten Mittelwert der Schnittpunktwerte 

des Kieferwinkels Δ ct (Probe – Referenz). Mit der aus den Verdünnungsreihen 

bestimmten Primereffizienz für das Thrombospondin von 

E = 2,3 

ergaben sich durch Potenzieren mit dem jeweiligen Wert Δ ct (Probe – 

Referenz) aus Tabelle 4.5 für das Thrombospondin die jeweiligen Zähler E Δ ct 

(Probe – Referenz) und nach Division mit dem Nenner des Housekeeping-Gens 

ergaben sich die jeweiligen Pfaffl-Quotienten, die ebenfalls in Tabelle 4.5 

dargestellt sind. Es ergab sich ein Mittelwert von: 

Pfaffl-Ratio = 7,551026273 

Dies bedeutet, dass das Thrombospondin im Alveolarknochen deutlich stärker 

exprimiert wird als im Kieferwinkel. 
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4.2.4 Osteonektin 

Mittelw. / SD target control 
Wert 1 18,16  

Wert 2 18,45  

Wert 3 18,48  
Wert 4 18,3  
Wert 5 18,53  
Wert 6 18,01  
Wert 7 18,3  
Wert 8 18,24  
Wert 9 18,1  
Mittelwert 18,2855556 
S.D. 0,17791228 
Tab.4.6: Die PCR-Analysen für Osteonektin im Kieferwinkel als Referenz 

 

Die jeweiligen Schnittpunkte der Schmelzkurven mit den Schwellwertlinien wur-

den für Osteonektin an 9 Referenzproben (Kieferwinkel) bestimmt und abgele-

sen. Aus diesen Werten wurden wiederum der Mittelwert und die Standard-

abweichung bestimmt (Tabelle 4.6). 

In gleicher Weise erfolgte die Analyse der Schmelzkurven für die Alveolar-

knochenprobe. Hier wurden neun Schmelzkurven-Schwellwertschnittpunkte be-

stimmt.  

Pfaffl-Berechnung für target sample 
  target sample delta ct target (control-sample) Pfaffl 
Wert 1 16,84 1,44555556 2,28174538 
Wert 2 16,9 1,38555556 2,18879647 
Wert 3 16,98 1,30555556 2,07072764 
Wert 4 17,3 0,98555556 1,65879753 
Wert 5 16,93 1,35555556 2,14375169 
Wert 6 16,95 1,3355556 2,11423803 
Wert 7 17,31 0,97555556 1,64733938 
Wert 8 17,35 0,93555556 1,6022928 
Wert 9 17,09 1,19555556 1,91871151 
Mittelwert     1,95848894 
S.D.     0,26072035 
Tab.4.7: Die PCR-Analysen für Osteonektin im Alveolarknochen 
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Tabelle 4.7 zeigt für Osteonektin neben den Schnittpunkten die Differenzen der 

Werte zum oben (Tabelle 4.6) bestimmten Mittelwert der Schnittpunktwerte des 

Kieferwinkels Δ ct (Probe – Referenz). Mit der aus den Verdünnungsreihen 

bestimmten Primereffizienz für das Osteocalcin von 

E = 1,97 

ergaben sich durch Potenzieren mit dem jeweiligen Wert Δ ct (Probe – 

Referenz) aus Tabelle 4.3 für das Osteocalcin die jeweiligen Zähler E Δ ct (Probe – 

Referenz) und nach Division mit dem Nenner des Housekeeping-Gens ergaben 

sich die jeweiligen Pfaffl-Quotienten, die ebenfalls in Tabelle 4.7 dargestellt sind. 

Es ergab sich ein Mittelwert von: 

Pfaffl-Ratio = 1,95848894 

Dies bedeutet, dass das Osteonektin im Alveolarknochen stärker exprimiert 

wird, als im Kieferwinkel. 

4.2.5 Osteopontin 

Mittelw. / SD target control 
Wert 1 16,44  

Wert 2 16,47  

Wert 3 16,21  
Wert 4 16,12  
Wert 5 16,37  
Wert 6 16  
Wert 7 16,73  
Wert 8 16,72  
Wert 9 16,66  
Mittelwert 16,4133333 
S.D. 0,26438608 
Tab.4.8: Die PCR-Analysen für Osteopontin im Kieferwinkel als Referenz 

 

Die jeweiligen Schnittpunkte der Schmelzkurven mit den Schwellwertlinien 

wurden für Osteopontin an 9 Referenzproben (Kieferwinkel) bestimmt und 

abgelesen. Aus diesen Werten wurden wiederum der Mittelwert und die 

Standardabweichung bestimmt (Tabelle 4.8). 
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In gleicher Weise erfolgte die Analyse der Schmelzkurven für die Alveolar-

knochenprobe. Hier wurden neun Schmelzkurven-Schwellwertschnittpunkte be-

stimmt.  

 

Pfaffl-Berechnung für target sample 
  target sample delta ct target (control-sample) Pfaffl 
Wert 1 18,83 -2,41666667 0,15587634 
Wert 2 18,77 -2,35666667 0,16249575 
Wert 3 18,84 -2,42666667 0,15479963 
Wert 4 19,27 -2,85666667 0,11490185 
Wert 5 19 -2,58666667 0,13854955 
Wert 6 18,95 -2,53666667 0,14343549 
Wert 7 19,23 -2,81666667 0,11813218 
Wert 8 19,2 -2,78666667 0,12061439 
Wert 9 18,97 -2,55666667 0,14146077 
Mittelwert     0,13891844 
S.D.     0,01755911 
Tab.4.9: Die PCR-Analysen für Osteopontin im Alveolarknochen 

 

Tabelle 4.9 zeigt für Osteopontin neben den Schnittpunkten die Differenzen der 

Werte zum oben (Tabelle 4.8) bestimmten Mittelwert der Schnittpunktwerte des 

Kieferwinkels Δ ct (Probe – Referenz). Mit der aus den Verdünnungsreihen 

bestimmten Primereffizienz für das Osteopontin von 

E = 2,02 

ergaben sich durch Potenzieren mit dem jeweiligen Wert Δ ct (Probe – 

Referenz) aus Tabelle 4.3 für das Osteopontin die jeweiligen Zähler E Δ ct (Probe – 

Referenz) und nach Division mit dem Nenner des Housekeeping-Gens ergaben 

sich die jeweiligen Pfaffl-Quotienten, die ebenfalls in Tabelle 4.3 dargestellt sind. 

Es ergab sich ein Mittelwert von: 

Pfaffl-Ratio = 0,13891844 

Dies bedeutet, dass das Osteopontin im Alveolarknochen schwächer exprimiert 

wird als im Kieferwinkel. 
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4.3 Immunohistologischer Nachweis von Osteocalcin, 
Osteonektin und Osteopontin 

Das humane Probenmaterial aus Tuber maxillae und Tibia wurde wie in Kapitel 

3.3 beschrieben in jeweils gleicher Weise eingefärbt, um eine qualitative 

Vergleichbarkeit der Proteinkonzentrationen anhand der Intensität der 

Färbungen zu ermöglichen. Wie bereits mitgeteilt, konnte der Thrombospondin-

1-Gehalt in den untersuchten Proben mit diesem Verfahren aus technischen 

Gründen nicht beurteilt werden. 

4.3.1 Osteocalcin 

 

 

Abb.4.5: Humaner Tuber maxillae, Schnitt und Osteocalcin-Färbung (10-fache Vergrößerung).  
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Abb.4.6: Humaner Tuber maxillae, Schnitt und Osteocalcin-Färbung (40-fache Vergrößerung) 

 

Abb.4.7: Humaner Tibiaknochen, Schnitt und Osteocalcin-Färbung (10-fache Vergrößerung): A 
Knorpelgewebe; C Knochenmatrix mit deutlich sichtbaren Zellrändern, die die Färbung 
angenommen haben. 
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Abb.4.8: Humaner Tibiaknochen, Schnitt und Osteocalcin-Färbung (40-fache Vergrößerung):  

 

Abbildung 4.8 zeigt die zum Vergleich herangezogene Tibia-Knochenprobe. An 

den Zellgrenzen sind anhand der Färbung Nachweise von Osteocalcin sichtbar. 

Abbildung 4.7 zeigt dieselbe Probe in der Übersicht. 

Nachweise von Osteocalcin fehlen im Knochengewebe des aus einer Extraktion 

eines gesunden Weisheitszahnes stammenden Alveolarknochens. Abbildung 

4.6 und 4.7 zeigen dieses Gewebe. Die Färbungen haften lediglich im Binde-

gewebe und an den durchdringenden Gefäßwänden als Artefakte, nicht jedoch 

im Knochengewebe selbst. Im Alveolarknochen ist anhand der Färbung wenig 

bis kein Osteocalcin nachweisbar. 
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4.3.2 Osteonektin 

 

Abb.4.9: Humaner Tuber maxillae, Schnitt und Osteonektin-Färbung (4-fache Vergrößerung)  

 

Abb.4.10: Humaner Tuber maxilae, Schnitt und Osteonektin-Färbung (10-fache Vergrößerung) 
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Abb.4.11: Humane Tuber maxillae, Schnitt und Osteonektin-Färbung (40-fache Vergrößerung) 

 
Abb.4.12: Humaner Tibiaknochen, Schnitt und Osteonektin-Färbung (40-fache Vergrößerung) 
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Die Abbildungen 4.9 bis 4.11 zeigen die Alveolarknochenprobe mit Osteonektin-

Färbung. Der zum Vergleich herangezogene Tibiaknochen, Abbildung 4.12, 

zeigt eine schwache Färbung. Die Osteonektin-Färbung der 

Alveolarknochenprobe ist etwas stärker. Zieht man die Osteocalcin-Färbungen 

aus dem vorangegangenen Abschnitt mit hinzu, so erkennt man im Vergleich 

bei den Osteonektin-Färbungen die stärkere Färbung der 

Alveolarknochenproben und damit den Nachweis des Osteonekins. 
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4.3.3 Osteopontin 

 

 

Abb.4.13: Humaner Tuber maxilae, Schnitt und Osteopontin-Färbung (10-fache Vergrößerung) 

 

Abbildung 4.15 zeigt die zum Vergleich herangezogene Tibia-Knochenprobe. An 

den länglichen, strangartigen Zellgrenzen sind anhand der Färbung Nachweise 

von Osteopontin sichtbar. Solche Nachweise von Osteopontin fehlen im Kno-

chengewebe des Alveolarknochens. Abbildungen 4.13 und 4.14 zeigen dieses 

Gewebe. Die Färbungen haften lediglich leicht im Bindegewebe und ganz 

schwach an den durchdringenden Gefäßwänden als Artefakte. Im Alveolar-

knochen ist anhand der Färbung kein Osteopontin nachweisbar. 
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Abb.4.14: Tumaner Tuber maxillae, Schnitt und Osteopontin-Färbung (40-fache Vergrößerung)  

 

Abb.4.15: Humaner Tibiaknochen, Schnitt und Osteopontin-Färbung (40-fache Vergrößerung) 
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5 Diskussion  
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Frage, ob zwischen dem 

Alveolarknochen und dem Knochen aus dem Kieferwinkel bzw. aus der Tibia 

Unterschiede bezüglich der Expression ausgewählter extrazellulärer Matrix-

proteine erkennbar sind.  

Hierzu wurden zwei verschiedene Herangehensweisen gewählt: Im ersten Teil 

der Arbeit wurde murines Material aus dem Alveolarknochen und aus dem 

Kieferwinkel zum Nachweis der Expression der untersuchten Matrixproteine 

anhand einer qRT-PCR-Analyse angewendet. Im zweiten Teil wurde das 

Vorhandensein der genannten Matrixproteine in humanen Proben aus dem 

Alveolarknochen und aus der Tibia lichtmikroskopisch nach immun- 

histochemischer Färbung bestimmt. Die Resultate der beiden Bestimmungs-

verfahren wurden verglichen. 

Es wurde die Expression folgender Matrixproteine untersucht: Osteonektin 

(Sparc), Osteopontin, Osteocalcin und Thrombospondin-1. Es zeigten sich – bei 

jedem der untersuchten Matrixproteine – teils deutliche Unterschiede zwischen 

den verglichenen Knochenarten. 

5.1 Ergebnis 

5.1.1 Osteonektin 

In den murinen Proben wurde im Alveolarknochen fast die doppelte Menge 

Osteonektin im Vergleich zum Kieferwinkel nachgewiesen (Pfaffl-Ratio: 1,96). 

Bei der mikroskopischen Auswertung der gefärbten humanen Proben ist eine 

quantitative Auswertung nicht möglich, doch die Intensität der Färbung gestattet 

die Beantwortung der Frage, in welcher Probe Osteonektin stärker exprimiert ist. 

Auch anhand dieser Methode konnte gezeigt werden, dass die Expression des 

Osteonektins im Alveolarknochen höher ist als in der Tibia.  
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5.1.2 Osteopontin 

Bei diesem Matrixprotein waren die Verhältnisse umgekehrt. In den murinen 

Proben des Alveolarknochens wurde anhand der qRT-PCR ein wesentlich 

geringerer Osteopontingehalt ermittelt als im Kieferwinkel (Pfaffl-Ratio = 0,13). 

Auch die mikroskopische Auswertung der humanen Proben weist sehr deutlich 

in die gleiche Richtung: Am zahnanhaftenden Material konnte kein Osteopontin 

nachgewiesen werden, während in der extrazellulären Matrix der Tibia 

Osteopontin deutlich in den nicht kalzifizierten Zonen visualisiert wird.  

5.1.3 Osteocalcin 

Bei der qRT-PCR-Analyse der murinen Proben fand sich im Alveolarknochen 

ein deutlich geringerer Osteocalcin-Gehalt im Vergleich zum Kieferwinkel (Pfaffl- 

Ratio: 0,29). In den humanen Proben konnte im Tuber maxillae kein Osteocalcin 

nachgewiesen werden, während in der Tibia sehr wohl eine entsprechende 

Osteocalcin-Färbung zu beobachten war. Es kann daher bestätigt werden, dass 

die Resultate der beiden verschiedenen Verfahren auch bezüglich des 

Osteocalcins übereinstimmende Rückschlüsse ermöglichen. 

5.1.4 Thrombospondine 

Der Thrombospondin-Gehalt wurde in der vorgelegten Arbeit nur an murinem 

Material anhand der qRT-PCR ermittelt, wobei stellvertretend für die Gruppe der 

fünf bekannten Thrombospondine die Expression des Thrombospondin-1 

bestimmt wurde. Die Messungen ergaben, dass die Thrombospondin-

Expression im Alveolarknochen im Vergleich zum Kieferwinkel mehr als 

siebenfach erhöht war (Pfaffl-Ratio = 7,55).  

5.2 Interpretation der Befunde 

Den in der vorliegenden Arbeit ermittelten Resultaten zufolge waren daher 

Osteonektin und Thrombospondin-1 im Alveolarknochen deutlich stärker 

exprimiert als im Kieferwinkel (murine Proben) bzw. in der Tibia (humane 
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Proben), während Osteopontin und Osteocalcin im Alveolarknochen deutlich 

schwächer exprimiert waren als im Kieferwinkel bzw. in der Tibia. 

Die Proteine der extrazellulären Matrix im Knochen werden zum größten Teil 

von Zellen der Osteoblastlinie – den Osteoblasten und Osteozyten – produziert 

und in die Matrix freigesetzt. Da die Aktivität der Osteoblasten in engem 

Zusammenhang mit dem Knochenumbau zu sehen ist (die Aktivität der 

Osteoklasten ebenfalls), ist es nur folgerichtig, auch die Funktion der einzelnen 

Matrixproteine im Zusammenhang mit dem Remodeling zu sehen. 

Entsprechend werden einzelne Matrixproteine auch als bone biomarker 

bezeichnet (Ram et al. 2015).  

Unter normalen, d. h. physiologischen Bedingungen werden Knochenresorption 

und Knochenbildung von gekoppelten Prozessen gesteuert. Daher gehen einige 

Autoren davon aus, dass bereits die Bestimmung eines einzelnen Biomarkers 

Rückschlüsse auf den Gesamtzustand des Knochenremodelings zulassen 

müsste (Ram et al. 2015). Daraus ließe sich ableiten, dass die im 

Alveolarknochen – im Vergleich zu anderen Skelettknochen – beobachtete 

Steigerung der Osteonektin- und Thrombospondin-1 bei gleichzeitiger Reduktion 

der Osteopontin- und Osteocalcinwerte auf einen gemeinsamen Nenner 

gebracht werden und eine einheitliche Aussage über das Remodeling des 

Alveolarknochens gestatten müssten. 

Um der Frage nachzugehen, ob diese Vermutung stimmt und ob bzw. wie sich 

der Alveolarknochen von anderen Knochen hinsichtlich der Expression der 

untersuchten Matrixproteine unterscheidet, ist eine nähere Betrachtung der 

Funktion der einzelnen Matrixproteine sinnvoll. 

5.2.1 Osteonektin 

Die exakte Funktion des Osteonektins und dessen Regulation wurden bis dato 

noch nicht eindeutig geklärt (Ram et al. 2015). Es wird angenommen, dass ein 

bestimmter Osteonektin-Spiegel für den normalen Knochenumbau sowie für die 

normale Entwicklung des Knochengerüsts erforderlich ist. Darauf weist der 



 

55 

Umstand hin, dass bei Patienten mit Osteogenesis imperfecta weniger 

Osteonektin produziert wird als bei gesunden Kontrollpersonen (Delany et al. 

2000). Im Tierexperiment wurde diese Vermutung untermauert: Bei Osteonektin-

Knockout-Mäusen ist die Zahl der Osteoklasten und Osteoblasten deutlich 

reduziert, der Knochenumbau ist gehemmt und es entwickelt sich eine 

Osteopenie (Delany et al. 2000).  

Allerdings ist die Osteonektin-Expression nicht in allen Knochen des Skeletts 

zum gleichen Zeitpunkt vergleichbar; vielmehr wurden – in Abhängigkeit vom 

Knochen- bzw. Gewebetyp sowie von der jeweiligen Entwicklungsphase – 

unterschiedliche Expressionen des Osteonektin-Gens beobachtet. So stellen 

sich beispielsweise bei Osteonektin-Knock-out-Zebrafischen bereits während 

der Embryogenese spezifische Fehlbildungen im Innenohr ein, während die 

Entwicklung der anderen Knochen in dieser Phase unauffällig ist. Dagegen sind 

Osteonektin-Knockout-Mäuse bei der Geburt phänotypisch normal; erst nach 

der Geburt stellt sich eine Reihe von Entwicklungsstörungen ein (Rotllant et al. 

2008).  

Es ist daher davon auszugehen, dass zu den Funktionen des Osteonektins der 

Erhalt des ausgewogenen Knochenumbaus zählt; ferner scheint eine 

ausreichende Osteonektin-Expression für die normale Entwicklung des 

Knochengerüsts entscheidend zu sein. 

5.2.2 Osteopontin 

Dem Matrixprotein Osteopontin wird eine wesentliche Rolle sowohl bei der 

Mineralisierung als auch bei der Knochenresorption zugeschrieben (Ram et al. 

2015), allerdings wurden auch Berichte veröffentlicht, wonach Osteopontin die 

Mineralisierung der Knochen inhibiert (Chabas 2005).  

Die Osteopontin-Expression in einer ganzen Reihe auch nicht mineralisierten 

Gewebes, unter anderem auch in Tumoren (Chellaiah et al. 2003; Ram et al. 

2015), weist jedoch darauf hin, dass dieses Protein offenbar auch außerhalb 

des Knochenremodelings wichtige Funktionen hat. So ist unter anderem die 
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Beteiligung des Osteopontins an der Rekrutierung von Makrophagen und 

Lymphozyten im Rahmen der Immunabwehr nicht spezifischer Infektionen zu 

nennen (Ram et al. 2015).  

Unlängst wurde beschrieben, dass dieses Matrixprotein auch an der 

Regulierung zweier wichtiger Überlebenssignalwege maßgeblich beteiligt ist: 

Osteopontin aktiviert sowohl Akt, welches den Akt/mTOR-Signalweg einleitet, 

als auch den MAPK/ERK 1/2-Signalweg (Robertson et al. 2010). Die Aktivität 

dieser beiden Signalwege ist allgemein für Zellwachstum, -proliferation und -

motilität von entscheidender Bedeutung. Darüber hinaus verhindern diese 

Signalwege in aktiviertem Zustand den programmierten Zelltod (Apoptose). Aus 

diesem Grund spielen der PI3K/Akt/mTOR- und der MAPK/ERK ½-Signalweg 

(und somit auch deren Aktivator, das Osteopontin) eine zentrale Rolle 

insbesondere in jenen Zellen, die sich intensiv vermehren und proliferieren – 

etwa in embryonalen und/oder in regenerierenden Geweben, aber auch in 

Tumoren.  

Die Bedeutung des Osteopontins für das Knochenremodeling wurde an murinen 

Osteoklasten demonstriert: Es wurde beobachtet, dass Osteopontindefizienz mit 

einer eingeschränkten Motilität und einer Reduktion der Resorptionskapazität 

einherging (Chellaiah et al. 2003).  

Die beschriebenen Funktionen des Osteopontins lassen erwarten, dass Zellen, 

in denen eine hohe Osteopontin-Expression festgestellt wurde, generell 

intensiver wachsen und proliferieren und über eine ausgeprägte Motilität 

verfügen, während Zellen mit geringerem Osteopontingehalt sich eher in einem 

Ruhezustand befinden.  

5.2.3 Osteocalcin 

Osteocalcin hat eine wichtige Funktion sowohl bei der Knochenresorption als 

auch bei der Mineralisierung des Knochens (Ram et al. 2015). Es wurde 

gezeigt, dass dieses Matrixprotein über die Aktivierung der Osteoklasten die 

Remodellierung des Knochens steuert (Davies 1996). Zudem wird die 
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Anwesenheit von Osteocalcin als zuverlässiger Anhaltspunkt für eine 

fortgeschrittene Reifung von Osteoblasten angesehen (Ducy et al. 2000).  

Allerdings wird die Osteocalcin-Expression von einer Reihe unterschiedlicher 

Faktoren beeinflusst, sodass der Osteocalcinspiegel interindividuell sehr stark 

variieren kann. So können sowohl Glukokortikoide als auch 

Schilddrüsenhormone die ermittelten Osteocalcinwerte beeinflussen (Beresford 

et al. 1984). Im Tierexperiment wurde gezeigt, dass bei Diabetes der 

Osteocalcingehalt in den Knochen sinkt (Thorwarth et al. 2005; Lu et al. 2003). 

Die Funktionen des Osteocalcins sind daher insbesondere im Bereich der 

Mineralisierung und der Regulierung der Osteoklastenaktivität zu sehen. 

5.2.4 Thrombospondin-1 (TSP1) 

Zu den wichtigsten Funktionen des Thrombospondin-1 zählt die Regulation der 

Knochenmineralisierung und der Matrixproduktion und somit die Erhaltung der 

Homöostase (Ueno et al. 2006). Eine verminderte TSP1-Expression hat im 

Tierexperiment (an Mäusen) kraniofazialen Dysmorphismus ausgelöst 

(Nishiwaki et al. 2006).  

Kürzlich wurde berichtet, dass Thrombospondin-1 über die Regulation des TGF-

beta in die Differenzierung der Osteoblasten eingebunden ist (Bailey et al. 

2012). Die Beobachtung von Amend und Kollegen, wonach bei 

Thrombospondin-1-Defizienz die Differenzierung und Aktivität der Osteoklasten 

reduziert ist, lässt annehmen, dass Thrombospondin-1 auch für die Entwicklung 

von Osteoklasten von entscheidender Bedeutung ist (Amend et al. 2015). 

In Tumorzellen ist die Expression des Thrombospondin-1 unterdrückt (Shi et al. 

2013). Das weist darauf hin, dass Thrombospondin-1 zumindest in schnell 

wachsenden und proliferierenden Zellen offenbar gegensätzlichere Funktionen 

ausübt als Osteopontin. 

Die wichtigsten Funktionen des Thrombospondin-1 liegen demnach im Bereich 

des Erhalts der Homöostase und der normalen Entwicklung des Skeletts. 
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Darüber hinaus ist Thrombospondin offenbar für die Differenzierung von 

Osteoblasten und -klasten wichtig.  

5.3 Zusammenfassende Analyse der Resultate 

Es bleibt festzuhalten, dass im Knochenmaterial, welches im Rahmen der 

vorgelegten Arbeit untersucht wurde, auf der einen Seite die Expression von 

Osteonektin und Thrombospondin steht – diese beiden Matrixproteine waren im 

Alveolarknochen deutlich stärker exprimiert als im Kieferwinkel (murine Proben) 

bzw. in der Tibia (humane Proben).  

Auf der anderen Seite sind Osteopontin und Osteocalcin zu sehen. Diese 

beiden Proteine waren jeweils im Alveolarknochen wesentlich schwächer 

exprimiert als im Vergleichsmaterial (Kieferwinkel bzw. Tibia). 

 

Osteonektin Thrombospondin-1 

Erhalt der Balance Erhalt der Homöostase 

Normale Entwicklung des 
Knochengerüsts 

Normale Entwicklung des 
Skeletts 

Bei Defizienz reduzierte 
Osteoblasten und -klastenzahl 

Regulation der Osteoblasten-
Differenzierung 

Marker für Differenzierung 
osteogener Knochenzellen 

In Tumoren unterdrückte 
Expression 

Tab.5.1:  Osteonektin und Thrombospondin-1: Wichtige Funktionen 

 

Ausgehend von Gemeinsamkeiten bezüglich der Funktionen bzw. der 

Eigenschaften des Osteonektins und des Thrombospondins kann daher 

postuliert werden: Beide Proteine sind wichtig für den Erhalt der Homöostase 

und für die normale Entwicklung des Knochengerüsts (bei Defizienz treten 

morphologische Anomalien auf). Sowohl Osteonektin als auch Thrombospondin-
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1 sind in die Differenzierung von Osteoblasten (z. T. auch von Osteoklasten) 

eingebunden. 

Der Umstand, dass keines dieser Matrixproteine in Tumorzellen aktiv ist, lässt 

darüber hinaus darauf schließen, dass diese beiden Proteine für den Erhalt der 

Merkmale schnelles Wachstum, intensive Proliferation, Motilität und 

Unsterblichkeit der Zelle nicht zwingend erforderlich sind.  

Die relativ stärkere Ausprägung des Osteonektins und des Thrombospondin-1 

im Alveolarknochen – worauf die Resultate der vorgelegten Studie hinweisen – 

kann daher in dem Sinne interpretiert werden, dass dies dem Erhalt der 

Homöostase sowie der normalen Differenzierung der Osteoblasten und 

Osteoklasten und somit der normalen Entwicklung des Alveolarknochens dient. 

 

Osteopontin Osteocalcin 

Wesentliche Rolle bei 
Mineralisierung und 
Knochenresorption 

Wesentliche Rolle bei 
Mineralisierung und 
Knochenresorption 

Ist auch in nicht mineralisierten 
Geweben exprimiert; aktiviert 
Überlebenssignalwege; spielt in 
Tumoren eine wichtige Rolle 

Aktivierung der Osteoklasten 
Expression ist u. a. abhängig von 
Hormonen  

Ist in die Immunabwehr 
eingebunden 

Marker für fortgeschrittene 
Reifung der Osteoblasten 

Tab.5.2: Osteopontin und Osteocalcin: Wichtige Funktionen 

 

Auch bei den beiden Matrixproteinen Osteopontin und Osteocalcin, die aufgrund 

unserer Resultate im Alveolarknochen in geringerem Maße vertreten waren als 

im Vergleichsknochen, sind gemeinsame Funktionen erkennbar. Die wesent-

liche Rolle beider Proteine ist offenbar im Bereich der Mineralisierung sowie im 

Bereich der Osteoklastenfunktion und der Knochenresorption angesiedelt. 
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Die relativ schwächere Ausprägung dieser beiden Matrixproteine im Alveolar-

knochen könnte in dem Sinne interpretiert werden, dass der Alveolarknochen im 

Vergleich zu anderen Knochen eher für Störungen der Mineralisierung und Kno-

chenresorption anfällig sein könnte; ebenso dürfte – bei vorhandener Osteo-

pontin- oder Osteocalcindefizienz – die Aktivität und Motilität der Osteoklasten 

und somit auch das Knochenremodeling beeinträchtigt bzw. eingeschränkt sein. 

Ein zu geringer Osteopontingehalt dürfte auch die Entwicklung und Proliferation 

der Osteoblasten beeinträchtigen.  

5.4 Diskussion der Resultate 

Vorausgesetzt, dass die in der vorgelegten Arbeit ermittelten Resultate belast-

bar sind, wäre folgende Aussage über den Alveolarknochen im Vergleich zu an-

deren Knochen möglich:  

Ein ausreichender, im Vergleich zu anderen Skelettknochen höherer Gehalt an 

Osteonektin und Thrombospondin-1 im Alveolarknochen weist auf ein stabiles 

Gleichgewicht zwischen Knochenabbau und -aufbau und auf eine ungestörte 

Entwicklung des Alveolarknochens hin.  

Der Umstand, dass Osteopontin und Osteocalcin im Alveolarknochen schwä-

cher vertreten sind als in anderen Skelettknochen, lässt darauf schließen, dass 

das Wachstum und die Proliferation sowohl der Osteoblasten als auch der 

Osteoklasten und insbesondere die Knochenresorption (und damit das „Start-

signal“ für Knochenumbau) sich in Grenzen hält. Es ist allerdings wichtig, dass 

der Gehalt dieser beiden Matrixproteine nicht unter eine bestimmte kritische 

Grenze fällt, da eine Osteopontin- und/oder Osteocalcindefizienz schwerwiegen-

de Folgen für die Entwicklung des Knochens haben kann.  

5.4.1 Kritische Betrachtung der Methode 

Die Datenbasis der qRT-PCR-Analyse umfasste bis zu neun Einzelanalysen des 

jeweils von zehn gesunden Mäusen gewonnenen Knochenmaterials aus 

Alveolarknochen und Kieferwinkel. Die Zahl der angewendeten Tiere reicht aus, 
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um das gewonnene, sorgfältig präparierte Material als repräsentativ ansehen zu 

können. Das gewählte Verfahren machte jedoch die Analyse des jeweils kom-

pletten, homogenisierten Knochens erforderlich, sodass es nicht möglich war, 

lokale Unterschiede in der Konzentration der einzelnen Matrixproteine zu 

untersuchen. 

Auf dieses Problem wurde in der Vergangenheit bereits hingewiesen (Bilbe et al. 

1996): Aufgrund der erforderlichen Homogenisierung des Zellmaterials ist eine 

zellspezifische, scharf abgegrenzte Zuordnung und Lokalisierung der Expres-

sion extrazellulärer Matrixproteine nicht möglich. Zwar bietet die RT-PCR den 

Vorteil der Quantifizierung der Matrixproteine, die zellindividuelle Quantifi-

zierbarkeit wird jedoch infrage gestellt (Bilbe et al. 1996). Je nach Mischungs-

verhältnis der Probe könnte demnach das Ergebnis unterschiedlich ausfallen.  

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Bestimmung der Pfaffl-Quotienten für jedes 

Matrixprotein jeweils das gleiche Probenmaterial verwendet; bei der Extraktion 

wurde auf die Auswahl reinen Knochenmaterials geachtet, sodass insbesondere 

durch anhaftendes Material keine Verfälschungen der quantitativen Analysen 

mittels RT-PCR zu erwarten waren. 

Frank et al. (2002) weisen auf die erhebliche Komplexität der Knochenneu-

bildung und der beteiligten Prozesse bei der Osteoblastenreifung hin. Dies be-

deutet, dass einzelne extrazelluläre Matrixproteine, insbesondere Osteocalcin, 

zwar einen gewissen Anhaltspunkt für den Reifungsprozess darstellen, aufgrund 

der unbekannten Herkunft der Proteine jedoch keine eindeutigen Aussagen über 

das Stadium und den momentanen Zustand möglich sind. 

Saffar et al. (1997) weisen auf die lokalen Auf- und Abbauprozesse im Alveolar-

knochen hin. Der Alveolarknochen befindet sich in einem stetigen 

Veränderungsprozess, wodurch die Migration der Zähne möglich wird. Bei einer 

Betrachtung mehrerer gesamthaft gewonnener muriner Alveolarknochen können 

jedoch die lokalen Unterschiede der an Knochenaufbauprozessen beteiligten 

Matrixproteine nicht berücksichtigt werden. Vor diesem Hintergrund sind die 

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dahin gehend zu betrachten, dass selbst im 
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gesamthaft extrahierten Alveolarknochenmaterial deutlich unterschiedliche 

Gehalte extrazellulärer Matrixproteine im Vergleich zum Kieferwinkel festgestellt 

wurden. Daraus kann abgeleitet werden, dass in Alveolarknochen lokal auch 

erheblich höhere Konzentrationen vorliegen können. 

Anhand von Rasterelektronenmikroskop-Aufnahmen von Knochenmaterial, das 

ex vivo auf entsprechend mit Matrix-Proteinen präparierte Träger aufgetragen 

wurde, zeigten Gramoun et al. (2010) die unterschiedlichen Teilungsraten, vor 

allem aber auch die verschiedenen, von den Matrixproteinen offensichtlich 

gesteuerten Wachstumsmorphologien.  

Bennett et al. (2001) wiesen auf die spezifischen Einflüsse der Integrine auf die 

Osteoblastenreifung hin. Demnach steuern insbesondere Hydrocortison und 

Vitamin D3 über entsprechende Signalkaskaden die Integrinexprimierung und 

führen zu einer höheren Zelldifferenzierung, während der epidermale Wachs-

tumsfaktor (EGF) die Reifung zwar fördert, jedoch eine ‚schlankere‘ Differen-

zierung bewirkt. Die während der Reifung ausgeschütteten Integrine sind wie-

derum sehr vielfältig und lösen ihrerseits Signalkaskaden aus, die die Bildung 

extrazellulärer Matrixproteine induzieren (Bennett et al. 2001). Die 

Untersuchungen der vorliegenden Arbeit zeigen demnach das Resultat dieser 

Signalkaskaden während der Osteoblastenreifung. 

In-vivo-Betrachtungen von Einheilungsprozessen, etwa von Implantaten, sind 

gegenwärtig nur anhand bildgebender Verfahren möglich. Analysen wie die 

qRT- PCR sind in vivo nur an extrahiertem Material durchführbar. Wegen der 

komplizierten Beschaffung geeigneten Probenmaterials ist eine Betrachtung der 

Expression entsprechender mRNA bzw. der Ausschüttung extrazellulärer Ma-

trixproteine im Verlauf von Heilungsprozessen schwierig. Natürlich besteht die 

Möglichkeit, Zellkulturen anzulegen und diese als In-vitro-Modelle zu unter-

suchen. Die im vorhergehenden Abschnitt betrachteten Arbeiten von Khan et al. 

(2012) und Rausch-Fan et al. (2008) basierten auf solchen In-vitro-Ansätzen.  
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5.4.2 Limitationen 

Die Resultate der vorgelegten Arbeit basieren auf der Analyse der Expression 

ausgewählter Matrixproteine in murinen und humanen Proben aus Alveolar- und 

Referenzknochen. Da sich die Gewinnung ausreichender Mengen geeigneten 

Materials als sehr kompliziert erwies, mussten bestimmte methodische Limita-

tionen in Kauf genommen werden. 

Murines Knochenmaterial: Aufgrund der sehr geringen absoluten Mengen 

verfügbaren Knochenmaterials wurden die Alveolarknochen des Ober- und 

Unterkiefers vor der PCR-Analyse zusammengeführt und bei der weiteren 

Verarbeitung als einheitliche Proben behandelt. Daher kommen – neben den 

bereits erwähnten Problemen, die sich aus der erforderlichen Homogenisierung 

des Knochenmaterials ergeben – weitere offene Fragen hinzu, die für die er-

mittelten Resultate eventuell von Bedeutung sein könnten. So berichten Watabe 

et al. (2011), dass der Gehalt einiger Biomarker in Osteoblasten aus der Mandi-

bula von jenem in Osteoblasten aus anderen Knochen häufig abweicht; auch 

bezüglich der Entwicklung der Osteoklasten und der RANKL-Produktion seien 

Unterschiede zwischen der Mandibula und den Referenzknochen beobachtet 

worden (Watabe et al. 2011) – wobei allerdings kein direkter Vergleich zwischen 

Mandibular- und Maxillarknochen vorgenommen wurde. Dennoch ist nicht völlig 

auszuschließen, dass bezüglich der in der vorliegenden Arbeit untersuchten 

extrazellulären Matrixproteine unterschiedliche Mengenverhältnisse im Alveolar-

knochen der Maxilla im Vergleich zur Manibula herrschen. 

Humanes Knochenmaterial: Wie bereits im Kapitel „Material und Methoden“ 

dargelegt, wurden zur Analyse des humanen Alveolarknochens Reste des Tu-

ber maxillae angewendet, die an extrahierten Weisheitszähnen anhafteten. Der 

Grund für die Extraktionen ist den zur Verfügung stehenden Patientendaten 

nicht zu entnehmen. Es ist daher nicht auszuschließen, dass im Bereich der Ma-

xilla, aus dem die hier analysierten Proben stammen, inflammatorische Prozes-

se stattfanden, von denen unter Umständen der in der vorgelegten Arbeit unter-

suchte Alveolarknochen in Mitleidenschaft gezogen wurde.  
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Bei der Beurteilung der Qualität bzw. Eignung der humanen Proben aus der Ti-

bia könnten ähnliche Einschränkungen eine Rolle spielen. Die Proben stammen, 

wie bereits dargelegt, von Patienten, denen totale Knieendoprothesen implan-

tiert wurden. Es ist deshalb anzunehmen, dass die betroffenen Patienten an 

fortgeschrittener Arthrose oder rheumatoider Arthritis litten. Beide Erkrankungen 

gehen mit chronischer Inflammation einher; bei rheumatoider Arthritis handelt es 

sich darüber hinaus um eine systemische Autoimmunkrankheit. Die Resultate 

der Analyse der Proben aus den humanen Tibiae sind daher mir einiger Vorsicht 

zu betrachten, da die Proben zwar von gesund erscheinenden Tibiae, jedoch 

nicht von gesunden Personen stammen. Ob bzw. inwieweit die gewonnenen 

Resultate durch diesen Umstand beeinflusst wurden, kann im Moment nicht 

beurteilt werden. 
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6 Schlussfolgerungen und Ausblick 
In der vorliegenden Arbeit wurde der Gehalt von vier extrazellulären Matrix-

proteinen (Osteocalcin, Osteopontin, Osteonektin und Thrombospondin-1) im 

Alveolarknochen mit dem Gehalt in einem Referenzknochenmaterial verglichen. 

Quantitativ war dies an murinem Knochenmaterial anhand der RT-PCR möglich; 

qualitativ wurde stichprobenartig an humanem Knochenmaterial geprüft, ob an-

hand mikroskopischer Analyse immunhistochemisch gefärbter Schnitte Resul-

tate gewonnen werden können, die mit der Aussage der Resultate aus der qRT-

PCR-Analyse übereinstimmen. 

Murines Knochenmaterial 

Die Konzentrationen der einzelnen Matrixproteine im murinen Material wurden 

statistisch ausgewertet. Es ergaben sich signifikante Unterschiede bezüglich 

des Gehalts der untersuchten Matrixproteine im Alveolarknochen und im Refe-

renzmaterial: Die mRNA-Konzentration des Osteocalcins im Alveolarbogen be-

trägt nur 30 % der Konzentration dieses Matrixproteins im Kieferwinkel; der 

Osteopontingehalt des Alveolarknochens war bei einem Pfaffl-Ratio von nur 

0,13 noch geringer. Dies könnte auf insgesamt niedrigere Kalzifizierungsraten 

im Alveolarknochen hinweisen. Eine langsamere Kalzifizierung kann durchaus 

von Vorteil für die mechanischen Eigenschaften des Knochens sein. Gleichzeitig 

weist der geringe Gehalt an Osteopontin darauf hin, dass das Zellwachstum und 

insbesondere die Proliferation – im Vergleich zum Kieferwinkel – im hier 

untersuchten Alveolarknochen gehemmt sind.  

Zugleich fand sich im murinen Alveolarknochen ein praktisch verdoppelter Ge-

halt an Osteonektin (Pfaffl-Ratio: 1,96). Bei Heilungsprozessen, etwa nach Frak-

turen, sowie bei der Osseointegration von Implantaten spielen die mechanische 

Festigkeit und die gerichtete Struktur des Alveolarknochens eine entscheidende 
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Rolle für die Tragfähigkeit der geheilten Zone respektive des eingeheilten Im-

plantates. Hierbei ist ein hoher Gehalt an Osteonektin förderlich (Rotlland 2008). 

Mit einer Pfaffl-Ratio von 7,5 wurde im murinen Alveolarknochen im Vergleich 

zum Kieferwinkel ein unerwartet hoher Gehalt an Thrombospondin-1 ermittelt. 

Die Funktion der Thrombospondine ist in verschiedenen Bereichen angesiedelt, 

insbesondere in der Regulierung der Knochenmineralisierung (Ueno et al. 2006) 

und der Differenzierung der Osteoklasten (Amend et al. 2015); auch wird ihnen 

eine ordnende Eigenschaft zugeschrieben (Masli et al. 2006; Contreras-Ruiz et 

al. 2013).  

Humanes Knochenmaterial 

Die Resultate der mikroskopischen Auswertung der immunhistochemisch ge-

färbten Schnitte aus humanen Proben stimmen bezüglich ihrer Aussage mit den 

Resultaten der RT-PCR-Analyse des murinen Materials überein. In dieser Be-

obachtung ist ein wichtiger Beitrag der vorliegenden Arbeit für künftige Studien 

mit ähnlicher Fragestellung zu sehen: Wie die vorliegenden Resultate belegen, 

ist es durchaus möglich, Vergleiche bezüglich des Gehalts extrazellulärer Mat-

rixproteine in verschiedenen Knochenmaterialien sowohl anhand einer licht-

mikroskopischen Analyse immunhistochemisch gefärbter histologischer Schnitte 

als auch anhand der qRT-PCR vorzunehmen.  

Jedes der beiden verglichenen Verfahren hat seinen Vorteil und seinen Nachteil. 

Der Nachteil der mikroskopischen Auswertung beruht darin, dass die Resultate 

nur qualitativ, im optimalen Fall semiquantitativ, ausgewertet werden können. 

Dagegen besteht bei diesem Verfahren – im Vergleich zur RT-PCR – der große 

Vorteil, dass bei der mikroskopischen Analyse der Nachweis der analysierten 

Proteine den jeweiligen zellulären Strukturen zugeordnet werden kann. Dies ist 

gegenwärtig – durch die erforderliche Homogenisierung des Materials – anhand 

der PCR-Analyse nicht möglich. Die beiden Verfahren ergänzen sich daher auf 

sehr günstige Weise, was für künftige Studien mit ähnlicher Fragestellung von 

großer Bedeutung ist. 

Bedeutung der Matrixproteine für die Implantatforschung 
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Die gewonnenen Resultate sind auch ein wichtiger Beitrag für die Implan-

tatforschung. Es ist erkennbar, dass beim Alveolarknochen bezüglich der Ex-

pression diverser extrazellulärer Matrixproteine im Vergleich zu anderen Ske-

lettknochen individuelle Eigenschaften zu berücksichtigen sind. Die für eine 

erfolgreiche Osseointegration von Implantaten erforderliche mechanische Fes-

tigkeit und die gerichtete Struktur des Alveolarknochens hängen maßgeblich 

vom Gehalt einzelner, für diese Eigenschaften entscheidender Matrixproteine 

ab. 

Die Frage, die gegenwärtig im Fokus der Implantatforschung steht – ob eine 

gezielte Supprimierung oder Steigerung der Expression bestimmter extra-

zellulärer Matrixproteine angestrebt werden sollte (und wenn ja, welcher) – ist 

nur aufgrund einer sorgfältigen Analyse der im gesunden, normalen Alveolar-

knochen exprimierten Matrixproteine und ihrer vielfachen Wechselwirkungen mit 

anderen Proteinen und davon abhängigen Signaltransduktionswegen zu beant-

worten. Hierzu bedarf es weitergehender Untersuchungen an umfangreicherem, 

qualitativ einwandfreiem Datenmaterial.  

Diese Anforderungen sind leicht formuliert, in der Praxis jedoch nicht einfach 

realisierbar. So stellt insbesondere die Gewinnung geeigneter humaner Proben 

den Forscher vor schwer zu lösende Aufgaben. Um sich ein möglichst exaktes 

Bild von der Verteilung der Expression einzelner Proteine im Alveolarknochen 

machen zu können, sind getrennte Proben sowohl aus dem Alveolarknochen 

des Ober- als auch des Unterkiefers erforderlich. Als zuverlässiges Referenz-

material sollten jeweils Proben von Skelettknochen des gleichen Donors dienen, 

da bei einigen Matrixproteinen interindividuelle Unterschiede beschrieben wur-

den. Natürlich steht auch die aus wissenschaftlicher Sicht berechtigte Forderung 

nach Proben aus gesunden Knochen von gesunden Donoren im Raum. 
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7 Zusammenfassung 
Die Osseointegration moderner Implantatoberflächen wird durch Matrixproteine 

gesteuert. In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression extrazellulärer 

Matrixproteine im Alveolarknochen im Vergleich zum Referenzknochenmaterial 

untersucht, um zu klären, ob sich der Alveolarknochen hinsichtlich des Gehalts 

ausgewählter Matrixproteine (Osteonektin, Osteopontin Osteocalcin und Throm-

bospondin-1) von Skelettknochen unterscheidet.  

Die vorgelegte Arbeit basiert auf den Resultaten zweier unterschiedlicher Heran-

gehensweisen: In der ersten Phase wurden murine Proben aus dem Alveolar-

knochen im Vergleich zum Kieferwinkel anhand der qRT-PCR-Analyse ausge-

wertet und die Resultate einer quantitativen Analyse anhand der Pfaffl-

Berechnung unterzogen. In der zweiten Phase wurden humane Proben aus dem 

Alveolarknochen im Vergleich zu Proben aus der Tibia lichtmikroskopisch nach 

immunhistochemischer Färbung qualitativ ausgewertet. Die Resultate der quan-

titativen RT-PCR- und der qualitativen histochemischen Analyse wurden ver-

glichen. 

Anhand der qRT-PCR-Analyse wurde im Alveolarknochen ein Osteocalcin-Ge-

halt ermittelt, der gegenüber dem Kieferwinkel um den Faktor 0,294 geringer 

war (Pfaffl-Ratio). Der Osteopontingehalt im Alveolarknochen war mit einer 

Pfaffl-Ratio von nur 0,13 um einen Faktor > 7 niedriger als im Kieferwinkel. Der 

Osteonektin-Gehalt im Alveolarknochen war gegenüber dem Kieferwinkel um 

den Faktor 1,9584 erhöht, der Thrombospondingehalt im Alveolarknochen war 

gegenüber dem Kieferwinkel sogar um den Faktor 7,551 erhöht. 

Die im humanen Knochenmaterial gewonnenen qualitativen Resultate weisen 

bei allen verglichenen Matrixproteinen in die gleiche Richtung und bestätigen 

somit die Resultate aus den murinen Proben. Dies eröffnet für weitergehende 

vergleichende Studien des Matrixproteingehalts im Alveolarknochen die 
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Möglichkeit einer sowohl quantitativen (qRT-PCR) als auch qualitativen 

(histochemisch) Auswertung.  

Weitergehende, an größerem Material vorgenommene Untersuchungen sind 

erforderlich, um den Hinweis auf eine mögliche Sonderstellung des Alveolar-

knochens bezüglich der Expression einzelner extrazellulärer Matrixproteine zu 

überprüfen und evtl. zu erhärten. Dies könnte direkte Auswirkungen auf die 

aktuelle Implantatforschung, insbesondere im Hinblick auf Überlegungen einer 

gezielten Supprimierung oder Steigerung bestimmter Matrixproteine im Alveolar-

knochen, haben. 
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8 Verzeichnis der Abkürzungen 
Akt Akt, Proteinkinase B; eine Serin/Threonin-Kinase 

Arg Arginin 

Asp Asparaginsäure 

Bglap Bone gamma carboxyglutamate protein 

BM40 SPARC/Osteonectin in der Basalmembran  

BSP Bone Sialoprotein 

C57/BL6 ein häufig angewendetes Mausmodell 

cDNA komplementäre DNA 

EDTA Etyhlendiamintetraessigsäure 

EGF Epidermal Growth Factor 

Fab-Fragment Fragment antigen binding; Antigen-bindendes Fragment  

FAK  Focal Adhesion Kinase 

Gly Glycin 

MAPK Mitogen-activated protein kinases (MAPK) 

ERK Extracellular-signal Regulated Kinase 

mRNA messenger RNA 

mTOR mechanistic Target of Rapamycin, früher mammalian Target of 

Rapamycin 

OC Osteocalcin 

ON Osteonectin, SPARC, Sparc 

OPN Osteopontin 

PI3K Phosphoinositid-3-Kinasen 

Rac small G-Protein, Bestandteil verschiedener 

Signaltransduktionswege 
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RANKL  Receptor Activator of NF-κB Ligand 

RGD-Sequenz Aminosäuresequenz Arginin, Glycin und Asparaginsäure 

RT-PCR Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion 

SPARC Secreted protein acid and rich in cysteine, Osteonektin  

TSP Thrombospondine 
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