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1 Einleitung 

1.1 Implantatassoziierte Infektionen  

 

In den letzten Jahrzehnten haben künstliche Materialien in der modernen Medizin in ver-

schiedenen Bereichen eine enorme Bedeutung erlangt. Blasenkatheter, Koronarstents, 

Osteosynthesematerialien und viele andere sind mittlerweile unverzichtbare Hilfsmittel 

in der medizinischen Versorgung von Patienten geworden (Joung, 2013; Kamath et al., 

2015; Li et al., 2015). Besonders in der Orthopädie und Traumatologie haben die konti-

nuierliche Weiterentwicklung von Osteosynthesematerialien und Endoprothesen zu ei-

nem medizinischen Durchbruch bei der Behandlung von chronischen Gelenkerkrankun-

gen und der Stabilisierung komplexer Frakturen geführt (Kamath et al., 2015; Otto-Lam-

bertz et al., 2017; Southwood et al., 1985). 

Trotz der enormen Vorteile von orthopädischen Implantaten und ihrer routinemäßigen 

Verwendung stellen ihre relevante Komplikationen eine große Herausforderung für be-

handelnde Ärzte dar. Eine der schwerwiegendsten Komplikationen in der Traumatologie 

und Orthopädie ist die implantatassoziierte Infektion, die schwer zu diagnostizieren ist 

und trotz chirurgischer Interventionen, moderner operativen Verfahren, präoperativer An-

tibiotika-Prophylaxe und gegebenenfalls postoperativer Antibiotika-Gabe eine langfris-

tige komplexe Behandlung erfordert (Kurtz et al., 2010; Mühlhofer et al., 2020; Renz, 

Müller, et al., 2016; Walter et al., 2012; Zimmerli, 2014.; Zucker & Michel, 2008). Dar-

über hinaus stellt die implantatassoziierte Infektion eine erhebliche psychische und phy-

sische Belastung für Patienten dar und ist eine der größten wirtschaftlichen Herausforde-

rungen für das Gesundheitssystem (Gundtoft et al., 2017; Walter et al., 2022; Zucker & 

Michel, 2008). 

 

1.1.1 Einteilung und Epidemiologie  

Der Begriff "Implantatassoziierte Infektionen" bezieht sich auf Infektionen, die sowohl 

im Zusammenhang mit Prothesen als auch mit Osteosynthese-Materialien auftreten kön-

nen. Für eine erfolgreiche Behandlung sind jeweils eine spezifische diagnostische Strate-

gie und ein zielgerichteter Behandlungsplan erforderlich (Trampuz & Zimmerli, 2008).  
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1.1.1.1 Periprothetische Infektion 

Die periprothetische Infektion ist eine drastische Komplikation, die nach der Implantation 

eines Gelenkersatzes auftreten kann. In den letzten Jahren ist die Anzahl der implantierten 

Gelenkprothesen aufgrund der gestiegenen Lebenserwartung und der erhöhten Mobili-

tätserwartungen im Alter deutlich angestiegen. Damit einhergehend hat auch die Zahl der 

periprothetischen Infektionen zugenommen (Kamath et al., 2015; Kurtz et al., 2007). Die 

Inzidenz einer periprothetischen Gelenkinfektion liegt bei Primärendoprothesen zwi-

schen 1 und 2 % und bei Revisionsendoprothesen zwischen 4 und 5 % (Corvec et al., 

2012; Izakovicova et al., 2019).  

 

1.1.1.2 Osteosyntheseassoziierte Infektion 

Die osteosynthesenassoziierte Infektion ist eine der schwerwiegendsten Komplikationen, 

die nach einer osteosynthetischen Frakturversorgung auftreten kann und erfordert oft eine 

langfristige Behandlung durch Experten, um erfolgreich behandelt zu werden. Die Inzi-

denz von osteosyntheseassoziierten Frakturen beträgt 1–5 %, kann jedoch bei komplexen 

und offenen Frakturen, insbesondere offenen Frakturen dritten Grades, auf bis zu 30 % 

ansteigen (Metsemakers et al., 2017.; Trampuz & Zimmerli, 2006).  

 

1.1.2 Risikofaktoren 

Die Entstehung von Infektionen im Zusammenhang mit Implantaten wird von mehreren 

Faktoren beeinflusst. Dazu gehören zunächst allgemeine Risikofaktoren wie Rauchen, 

Alkoholkonsum, periphere arterielle Verschlusskrankheit, Diabetes mellitus, rheumato-

ide Arthritis, höheres Alter, Adipositas, Niereninsuffizienz, Immunsuppression und be-

stehende Infektionserkrankungen  (Bongartz et al., 2008; Crowe et al., 2015; Dowsey & 

Choong, 2009; Gortler et al., 2018; Kortram et al., 2017.; Mühlhofer et al., 2017). Ein-

schließlich dessen, die Faktoren, die mit der operativen Versorgung zusammenhängen, 

wie z. B. Zeitpunkt der Operation, die chirurgische Erfahrung des Operateurs, die Opera-

tionsmethode bzw. die Implantatwahl, die Dauer der Operation sowie der Sterilisations-

grad innerhalb des Operationssaals und während der Operation. (Harrison et al., 2012; 

Izakovicova et al., 2019; Khatod et al., 2003; Liang et al., 2014; Metsemakers et al., 2015; 

Young et al., 2012). 
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Zusätzlich zu allen vorherigen Faktoren gibt es die besonderen Risikofaktoren bei osteo-

synthesenassoziierte Infektion, die mit dem Trauma bzw. mit der Fraktur selbst zusam-

menhängen, wie z. B. das Ausmaß der Wundkontamination bei offenen Frakturen, der 

Grad der Schädigung von Haut und Weichteilen, begleitende Verletzungen von Blutge-

fäßen und Nerven oder die Entwicklung eines Kompartmentsyndroms (Gustilo, 1979; 

Liang et al., 2014; Metsemakers et al., 2015; Suzuki et al., 2010). 

 

1.1.3 Pathogenese 

Implantatassoziierte Infektionen können auf zwei Arten entstehen: durch exogene Kon-

tamination oder hämatogene Kontamination. Exogene Kontaminationen treten periope-

rativ auf, wenn Mikroorganismen während oder kurz nach der Operation in die Operati-

onswunde eindringen, oder durch die nahe Ausbreitung einer benachbarten Infektion, wie 

Hautinfektionen oder Infektionen des angrenzenden Gelenks (Maathuis et al., 2005). Bei 

der osteosynthesenassoziierte Infektion kann die exogene Kontamination durch das initi-

ale penetrierende Trauma verursacht werden (Trampuz & Zimmerli, 2006). Die hämato-

genen Kontaminationen stammen von entfernten Infektionsherden (z. B.  einer Lungen-, 

Zahn- oder Harnwegsinfektion) und werden über Blut oder Lymphflüssigkeit übertragen. 

Im Vergleich zur periprothetischen Infektion sind hämatogene Kontaminationen bei os-

teosyntheseassoziierten Infektionen relativ selten (Murdoch et al., 2001). 

Die am häufigsten verursachenden Mikroorganismen sind grampositive Kokken wie 

Staphylococcus aureus (S. aureus), koagulasenegative Staphylokokken und Enterokok-

ken. Aerobe gramnegative Bazillen, einschließlich Escherichia coli (E. coli), Proteus mi-

rabilis und Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa), sowie Anaerobier wie Propioni-

bacterium acnes und Finegoldia magna sind weniger häufige Ursachen von Infektionen 

(Cobo & del Pozo, 2011; Kuehl et al., 2019). Polymikrobielle Infektionen treten oft bei 

offenen Frakturen auf und haben eine schlechte Prognose (Trampuz & Zimmerli, 2006). 

Das Vorhandensein eines Fremdkörperimplantats begünstigt das Auftreten einer Infek-

tion, da die minimale Infektionsdosis in Gegenwart eines Fremdkörpers um etwa das 

100.000-fache verringert wird (Zimmerli et al., 1982). 

Die Bildung von Biofilmen stellt eine erhebliche Herausforderung bei der Behandlung 

der implantatassozierten Infektionen dar. Die Entwicklung eines Biofilms ist ein komple-

xer Prozess, der in mehrere Hauptstadien unterteilt werden kann. Im ersten Stadium 
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erfolgt die Adhäsion der Mikrobenzellen an die Oberfläche der Implantate. Im zweiten 

Stadium wird eine extrazelluläre Polysaccharidmatrix produziert, gefolgt von der Ent-

wicklung der Biofilmarchitektur im dritten Stadium. Im vierten Stadium erfolgt die Rei-

fung des Biofilms; und im fünften Stadium lösen sich die Bakterien aus dem Biofilm 

(Lasa, 2006; Renz et al., 2015) (Abbildung 1).  

 

 

Abbildung 1: Fünfstufiger Prozess der Biofilm-Entwicklung. In Stufe 1 erfolgt die initi-

ale Zellanhaftung an der Oberfläche, gefolgt von Stufe 2, bei der eine extrazelluläre 

Exopolysaccharidmatrix produziert wird. In Stufe 3 beginnt die frühe Biofilmarchitektur 

zu entstehen, die sich in Stufe 4 weiterentwickelt. In Stufe 5, lösen sich die bakteriellen 

Zellen aus dem Biofilm; Modifiziert nach Lasa, 2006. 

 

Die Bakterien in Biofilmen weisen im Vergleich zu ihren planktonischen Formen einzig-

artigen Eigenschaften und Resistenz gegen die Immunsystemkomponente von Zellen und 

Antikörper sowie gegen antimikrobielle Substanzen auf. Die fehlende Mikrozirkulation 

auf den Implantaten macht es schwierig, den Mikrobien mit Antibiotika entgegenzuwir-

ken und dadurch sind die in den Biofilmen lebenden Mikrobien viel widerstandsfähiger 

als ihren planktonischen Formen (Renz et al., 2015; Zimmerli et al., 2004). Ein effektiver 

therapeutischer Ansatz beinhaltet die Verwendung von antimikrobiellen Wirkstoffen, die 

sowohl sensibel auf Bakterien reagieren als auch in der Lage sind, die Biofilmmatrix auf-

zubrechen (Trampuz & Zimmerli, 2008; H. Wu et al., 2015). 
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1.1.4 Klassifikation 

In der Literatur gibt es viele Klassifikationen für periprothetische Infektionen. Die Klas-

sifikation von Renz et al. wird im deutschsprachigen Raum häufig verwendet, da sie so-

wohl die zeitliche Komponente als auch die Pathogenese der Infektion berücksichtigt. Sie 

basiert bei perioperativen Infektionen auf dem Zeitpunkt des Symptombeginns nach der 

Operation und bei hämatogenen Infektionen auf der Zeit seit dem ersten Auftreten der 

Symptome. Dabei werden periprothetische Infektionen in akute und chronische Infektio-

nen klassifiziert. Diese Klassifikation deutet auf den Reifegrad des vorhandenen Biofilms 

hin und ist entscheidend für die Wahl der passenden Behandlungsstrategie (Kuiper et al., 

2014; Renz et al., 2016). Die akute Infektion wird entsprechend der Pathogenese in zwei 

Kategorien eingeteilt: akut perioperativ mit Symptomen, die innerhalb von weniger als 

vier Wochen nach der Operation auftreten, und akut hämatogen mit einer Symptomdauer 

von weniger als drei Wochen. Die akuten periprothetischen Infektionen werden in der 

Regel durch hochvirulente Mikroorganismen wie S. aureus, Streptococci spp. und gram-

negative Bazillen mit noch unreifem Biofilm verursacht (Renz et al., 2016). Die chroni-

sche periprothetische Infektion wird ebenfalls nach der Pathogenese in chronisch peri-

operative Infektion und chronisch hämatogene Infektion eingeteilt. Die chronische peri-

operative Infektion oder auch späte Infektion oder low-grad infection genannt, tritt nach 

4 Wochen postoperativ auf. Die chronisch hämatogene Infektion bezieht sich auf eine 

Infektion mit Symptomdauer von über drei Wochen. Die beiden werden durch niedrig-

virulente Mikroorganismen wie koagulasenegative Staphylokokken oder Priopionibac-

terium acnes verursacht (Renz et al., 2016). 

Für osteosyntheseassoziierte Infektionen gibt es ebenfalls in der Literatur mehrere Klas-

sifikationen, die die Frakturheilung, die Ausdehnung der Infektion, den Reifegrad des 

Biofilms und die Behandlungsmöglichkeiten berücksichtigen (Baecker et al., 2020; 

Metsemakers et al., 2018). Abhängig vom Zeitpunkt des Auftretens werden osteosynthe-

seassoziierte Infektionen in Frühinfektionen und Spätinfektionen bzw. akute und chroni-

sche Infektionen eingeteilt. Diese Klassifikation hat therapeutische Konsequenzen und ist 

weit verbreitet im klinischen Einsatz. Frühinfektionen treten innerhalb von sechs Wochen 

nach der Operation auf und sind in der Regel lokal begrenzt, während Spätinfektionen 

nach sechs Wochen auftreten und mit einem erhöhten Risiko für eine Osteomyelitis und 

lokale Ausbreitung verbunden sind (Renz et al., 2016).  
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1.1.5 Diagnose  

Die Diagnose einer implantatassoziierten Infektion beruht auf einem multimodalen An-

satz, der eine Kombination aus klinischen, radiologischen, laborchemischen, mikrobiolo-

gischen und histopathologischen Kriterien umfasst, die zur Bestimmung der Diagnose 

herangezogen werden (Baecker et al., 2020; Karczewski et al., 2018). 

Für die Diagnose einer osteosyntheseassoziierten Infektion wurde von der "Fracture-re-

lated Infection (FRI) Consensus Group" ein klarer Algorithmus entwickelt, der auf hin-

weisenden suggestiven und beweisenden konfirmatorischen diagnostischen Kriterien ba-

siert (Depypere et al., 2020; Metsemakers et al., 2018). Die beiden Kriterien werden in 

der folgenden Tabelle illustriert (Tabelle 1). 

 

Tabelle 1:Diagnostischer konfirmatorische und suggestive Kriterien der FRI Consensus 

Group (Depypere et al., 2020; Metsemakers et al., 2018). 

Konfirmatorischen Kriterien Suggestive Kriterien 

Klinische Zeichen  

- freiliegende Osteosynthesematerial, Fis-

telbildung, eitrige Sekretion 

Mikrobiologische Befunde  

- Keimnachweis in 2 unabhängigen tiefen 

Gewebeproben 

Histopathologische Befunde  

- Nachweis von Bakterien in tiefen Gewe-

beproben – Mindestens 5 PMN/HPF 

Klinische Zeichen  

- lokale oder systemische Infektzeichen, 

Gelenkergüsse, persistierende oder neu 

aufgetretene Wundsekretion 

Laborchemische Befunde  

- erhöhte Entzündungswerte (Leukozyten, 

CRP, etc.) 

Radiologische Befunde  

- Osteolysen, Implantatslockerung, Se-

questrierung, Pseudarthrose. 

Mikrobiologische Befunde  

- Keimnachweis nur in einer der tiefen Ge-

webeproben 

(CRP) C-reaktives Protein, (HPF) high power field, (PMN) polymorphonuclear cells 

 

Für die Diagnose einer periprothetischen Gelenkinfektion wurde eine neue Definition von 

der European Bone & Joint Infection Society (EBJIS) in Zusammenarbeit mit der Euro-

pean Federation of National Associations of Orthopaedics and Traumatology (EFORT), 

der Musculoskeletal Infection Society (MSIS) und der European Society for Clinical 

Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID) erstellt. Die Definition präsentiert eine 

neuartige Herangehensweise mit drei Stufen zur Diagnose, die auf robusten Evidenzen 

basiert und im klinischen Alltag von großem Nutzen sein kann. Dieser Ansatz umfasst 
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eine Kombination von klinischen, laborchemischen, mikrobiologischen, histologischen 

und bildgebenden Befunden. Die drei Stufen basieren auf einem Ampel-System, jeweils 

bestimmten Kriterien, bei dem Grün darauf hinweist, dass eine Infektion unwahrschein-

lich ist, Gelb darauf hinweist, dass eine Infektion wahrscheinlich ist und Rot darauf hin-

weist, dass eine Infektion bestätigt ist (McNally et al., 2021).  

 

1.1.6 Therapie  

Eine erfolgreiche Behandlung der implantatassoziierten Infektionen erfordert in der Re-

gel eine komplexe Therapie mit geeigneten chirurgischen Eingriffen in Verbindung mit 

einer langfristigen antimikrobiellen Therapie, idealerweise mit einem Wirkstoff, der auf 

adhärente Biofilm-Mikroorganismen abzielt (Metsemakers et al., 2020; Zimmerli et al., 

2004). Die multidisziplinäre Teamarbeit ist ein Schlüsselaspekt in der Therapie von im-

plantatassoziierten Infektionen. Die Zusammenarbeit zwischen Chirurgen, Infektiologen, 

Apothekern, Pflegekräften und ggf. Internisten und Intensivmedizinern ist erforderlich, 

und daher ist die Behandlung der implantatassoziierten Infektionen teilweise auf große 

Zentren begrenzt (Li et al., 2018; Metsemakers et al., 2020). Bevor ein Behandlungsplan 

erstellt wird, müssen das Behandlungsziel und seine Eignung für die Diagnose sorgfältig 

bestimmt werden. Die Behandlungsziele bei periprothetischen Infektionen sind die kom-

plette Eradikation der Infektionen und die Wiederherstellung der Funktion des betroffe-

nen Gelenks. Bei der osteosyntheseassoziierten Infektion ist das Therapieziel, die Fraktur 

zu konsolidieren und eine chronische Osteomyelitis zu verhindern. Solange der vorhan-

dene Biofilm die Knochenheilung nicht stört, ist die vollständige Eradikation der Infek-

tion nicht immer das primäre Behandlungsziel (Metsemakers et al., 2020; Trampuz & 

Zimmerli, 2008). 

Das Management von osteosyntheseassoziierten Infektionen beruht auf zwei Hauptkon-

zepten: 1) Debridement plus antimikrobieller Therapie und Implantatretention (DAIR) 

oder 2) Debridement plus antimikrobieller Therapie und Entfernung der Implantate, falls 

die Konsolidierung abgeschlossen ist, oder Implantatwechsel, falls die Konsolidierung 

noch nicht vollständig ist, in Einzel- oder Mehrfachoperationen, um die Stabilität bis zur 

Konsolidierung aufrechtzuerhalten (Morgenstern et al., 2021; Trampuz & Zimmerli, 

2006). Jedes Debridement umfasst die Ausräumung von Eiter, die Entfernung von nek-

rotischem Gewebe und von befallenem Knochengewebe sowie die Entnahme von Proben 
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zur mikrobiologischen und histologischen Beurteilung (Depypere et al., 2020; Gramma-

topoulos et al., 2017). 

Die Behandlung der periprothetischen Infektion variiert je nach Klassifikation der Infek-

tion. Bei den frühen postoperativen Infektionen, die innerhalb von 4 Wochen nach der 

Implantation auftreten, oder bei akuten hämatogenen Infektionen, die durch eine Dauer 

der Symptome von weniger als 3 Wochen gekennzeichnet sind, ist die empfohlene Be-

handlung die Durchführung eines Débridement plus Antibiotikatherapie und Implantatre-

tention (DAIR) mit Austausch des beweglichen Teils der Prothese (Renz & Trampuz, 

2015; Sendi et al., 2017). Bei den späten postoperativen Infektionen oder chronischen 

hämatogenen Infektionen mit mehr als drei Wochen andauernder Symptomatik und be-

reits vorhandenem reifem Biofilm ist der komplette Austausch der Prothesen die Therapie 

der Wahl. Abhängig vom Zustand der Knochen und Weichteile, vorangegangener Revi-

sionseingriffe sowie der Art des Organismus und dessen Resistenzgrad wird der Prothe-

senwechsel in einer einzeitigen, zweizeitigen oder gegebenenfalls dreizeitigen Operation 

durchgeführt (Renz & Trampuz, 2015; Zimmerli et al., 2004). 

In Unabhängigkeit von der chirurgischen Strategie wird eine antibiotische Behandlung 

für mindestens insgesamt zwölf Wochen durchgeführt werden. Bei einer Implantatentfer-

nung nach verheilter Fraktur kann eine Antibiotikatherapie von sechs Wochen ausrei-

chend sein. Eine empirische Antibiotikatherapie sollte zügig mit kalkulierten Antibiotika 

begonnen und dann im Verlauf entsprechend den Ergebnissen der mikrobiologischen Un-

tersuchung und des Antibiogarms deeskaliert werden. Die initiale intervenösen Therapie 

kann nach 7 bis 14 Tagen bei trockenen Wundverhältnissen und in Abhängigkeit von der 

gesamten Situation auf Oral umgestellt werden (Depypere, Kuehl, et al., 2020; Renz & 

Trampuz, 2015). Als biofilmaktives Antibiotikum gegen grampositive Bakterien spielt 

Rifampicin eine große Rolle in der Therapie implantatassoziierter Infektionen. Bei der 

Anwendung von Rifampicin sollten mehrere Aspekte wie Indikation, Dosierung, Wech-

selwirkungen, orale Verfügbarkeit des kombinierten Antibiotikums und Nebenwirkungen 

sorgfältig betrachtet werden, um Resistenzentwicklungen zu vermeiden (Achermann et 

al., 2013; Zimmerli & Sendi, 2019). Bei der mehrstufigen Implantatwechselstrategie wird 

die bisher etablierte Antibiotikapause mit anschließender Punktion vor der Reimplanta-

tion aufgrund der geringen Sensitivität und Infektionsgefahr durch Punktion nicht mehr 

empfohlen. Die antibiotische Therapie mit bakteriziden und biofilmaktiven Antibiotika 
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sollte nach der Reimplantation noch für maximal sechs Wochen oder insgesamt 12 Wo-

chen nach der Explantation fortgesetzt werden (Renz & Trampuz, 2015; Tan et al., 2018). 

 

 

1.1.7 Prävention der implantatassoziierten Infektionen 

Die präventiven Maßnahmen gegen die implantatassoziierte Infektionen lassen sich in 

präoperative, perioperative und postoperative Phasen unterteilen (Geffers et al., 2001; 

WHO, 2016). Zu den präoperativen Maßnahmen gehören die allgemeine Handhygiene 

für die Mitglieder des Operationsteams, die Vorbereitung des Operationsfeldes des Pati-

enten wie Haarentfernung und das präoperative Baden oder Duschen des Patienten 

(Greene, 2012; Mangram et al., 1999; Uçkay et al., 2013; WHO, 2016). Es ist hinlänglich 

bekannt und in mehreren Studien belegt, dass die präoperative prophylaktische Antibio-

tikumgabe das Infektionsrisiko senkt (Classen et al., 1992; Uçkay et al., 2013; WHO, 

2016). In einer randomisierten klinischen Studie konnte Boxma et al. (1996) überzeugend 

zeigen, dass eine angemessene Einzeldosis-Antibiotikaprophylaxe die implantatbeding-

ten Infektionen nach der chirurgischen Versorgung geschlossener Frakturen effektiv re-

duziert. Insgesamt wurden 2.195 Patienten in die Studie eingeschlossen. Die Inzidenz von 

oberflächlichen und tiefen Wundinfektionen nach Verabreichung von Placebo betrug 

8,3%, im Vergleich zu 3,6% in der Ceftriaxon-Gruppe. Die Rate nosokomialer Infektio-

nen im ersten Monat lag bei 10,2% für die Placebo-Gruppe und bei lediglich 2,3% für die 

Ceftriaxon-Gruppe. 

Da S. aureus zu den häufigsten Bakterien gehört, die implantatassoziierte Infektionen 

verursachen, gehört das präoperative Screening bzw. die Dekolonisation in den meisten 

Kliniken zu den präoperativen Standardmaßnahmen. In Notfallsituationen, zum Beispiel 

bei traumatisierten Patienten, bei denen ein chirurgischer Eingriff sofort durchgeführt 

werden muss, ist dieser Ansatz unter Umständen nicht durchführbar (Shukla et al., 2009; 

Thyagarajan et al., 2009; WHO, 2016). Derzeit gibt es einige laufende Forschungspro-

jekte, die an der Entwicklung eines wirksamen Impfstoffs gegen S. aureus arbeiten, der 

in Zukunft eine vorbeugende Rolle bei implantatassoziierten Infektionen spielen könnte 

(Jansen et al., 2013). 

Zu den perioperativen Präventionsmaßnahmen gehören die allgemeinen Bedingungen im 

Operationssaal einschließlich der Belüftung, Ein- und Ausgangsregeln für den 
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Operationssaal, Operationskleidung, chirurgische Handhygiene, Sterilisation von den 

chirurgischen Instrumenten, Abdecktüchern und Folien (Greene, 2012; Webster & Alg-

hamdi, 2015; WHO, 2016). Hinzu kommen die operationstechnischen Faktoren wie die 

Blutungsmenge, Operationsdauer, Debridement, Wundverschluss und Wunddrainage 

(Dumville et al., 2016; R. Krishnan et al., 2016; Mangram et al., 1999; WHO, 2016). 

Zusätzlich zu den patientenspezifischen Faktoren wie  z. B. Normothermie, Normoglykä-

mie (Forbes et al., 2009; Golden et al., 1999). Die Anpassung und Kontrolle all dieser 

Faktoren beeinflusst die Infektionsprävention während der Operation.  Die postoperative 

Prävention erfordert die Einhaltung der Händehygiene durch das medizinische Personal 

und eine aseptische Vorgehensweise bei dem regelmäßigen Verbandwechsel zur Vermei-

dung der Wundkontamination (WHO, 2016). Einige Autoren empfehlen die prophylakti-

sche Gabe von Antibiotika bei den minimalinvasiven Eingriffen wie Endoskopie, Kolo-

skopie und Zahneingriffe insbesondere bei Hochrisikopatienten, um transiente bakterielle 

Infektionen zu minimieren (Chen et al., 2014).  

Trotz all dieser prophylaktischen Maßnahmen ist die Inzidenz von implantatassoziierten 

Infektionen immer noch hoch. Daher ist es dringend erforderlich, wirksame Strategien zu 

entwickeln, um das Risiko von implantatassoziierten Infektionen zu minimieren. Einige 

lokale Strategien zur Minderung des Infektionsrisikos haben in vielen Studien bisher po-

sitive Ergebnisse gezeigt. Eine lokale Prävention kann erreicht werden, indem Implantate 

aus Materialien mit antibakteriellen Eigenschaften hergestellt werden, einschließlich Sil-

ber (Ag), Kupfer (Cu), Zink (Zn) und Polymeren wie Chitosan, oder indem die Implan-

tatoberfläche mit Substanzen wie Antibiotika oder Silber beschichtet wird, die den Im-

plantaten antibakterielle Eigenschaften verleihen (Bakhsheshi-Rad et al., 2017; Chen et 

al., 2016; Karahaliloglu et al., 2016; Raphel et al., 2016; Sun et al., 2016). Aufgrund 

seiner antibakteriellen Aktivität gegen grampositive und gramnegative Bakterien, ein-

schließlich multiresistenter Bakterien, ist Silber vielversprechend für die Beschichtung 

von Implantaten (Chen et al., 2017; Percival et al., 2011). 
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1.2 Silbernanopartikel 

 

Seit der Entdeckung von Antibiotika sind sie zu einem zentralen Bestandteil geworden, 

den Mediziner zur Bekämpfung von Infektionen einsetzen. Jedoch hat der häufige und 

übermäßige Gebrauch von Antibiotika zur Entwicklung antibiotikaresistenter Bakterien-

stämme geführt, was mit einer hohen Krankheitslast und Sterblichkeit verbunden ist. In-

folgedessen war es notwendig, nach Alternativen für die Therapie und Prophylaxe von 

Infektionen zu suchen (Klein et al., 2018; Morones et al., 2005). 

Silber ist ein Metall, das seit Tausenden von Jahren für die Herstellung von Schmuck und 

Münzen verwendet wird. Aufgrund seiner antimikrobiellen Eigenschaften wurde es auch 

von den alten Ägyptern und Griechen zur Behandlung von Wunden, Verbrennungen und 

anderen therapeutischen und präventiven Anwendungen eingesetzt (Chen & Schluesener, 

2008; Ebrahiminezhad et al., 2016; Wijnhoven et al., 2009). Mit dem Fortschritt der In-

dustrie fand Silber Einzug in verschiedene Branchen wie die Lebensmittelindustrie, Kos-

metik, Haushaltsgeräte und Textilien, sowie in die medizinische Industrie für Wundver-

bände, Zahnimplantate, Herzimplantate, Katheter und chirurgische Instrumente (Cohen 

et al., 2007; Lansdown, 2010; Maillard & Hartemann, 2013; Wijnhoven et al., 2009).    

Als einer der Edelmetalle ist Silber ein chemisches Element mit dem Elementsymbol Ag 

und der Ordnungszahl 47. Neben seiner hohen thermischen und elektrischen Leitfähigkeit 

ist Silber sehr formbar (Seiler et al., 1988). Aufgrund der hohen Reaktivität von Silber-

ionen besitzt es antimikrobielle Eigenschaften, indem es an Proteine bindet und struktu-

relle Veränderungen in mikrobiellen Zellwänden und DNA-Membranen verursacht, die 

letztendlich zum Absterben der Zellen führen. Ein weiterer Vorteil von Silberionen ist 

die Hemmung der bakteriellen Vermehrung, indem sie an die bakterielle DNA binden 

und deren Eigenschaften verändern (Castellano et al., 2007; Lansdown, 2002). 

Durch die Nanotechnologie konnte Silber in Nanoform umgewandelt werden, das im All-

gemeinen kleiner als 100 nm ist und 20 bis 15.000 Silberatome enthält (Chen & Schluese-

ner, 2008).  Das Nanosilber oder auch Silbernanopartikel (AgNP) genannt, weist im Ge-

gensatz zu größeren Partikeln andere physikalische und chemische Eigenschaften auf und 

zeigen eine effiziente antimikrobielle Wirkung aufgrund ihrer deutlich größeren Oberflä-

che, die effektiven kontinuierliche Ag-Ionenfreisetzung und eine große Kontaktfläche mit 

den Mikroorganismen bietet (Chen & Schluesener, 2008; Lok et al., 2006). 
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AgNP wirken auf verschiedene Weisen gegenüber mikrobiellen Zellen. AgNP haften an 

der Zellmembran von Bakterien, dringen in diese ein und verursachen Membrandschäden 

sowie Veränderungen in der Transportaktivität an der Zelloberfläche. AgNP interagieren 

zudem mit Proteinen, Ribosomen und DNA in der Bakterienzelle, was zur Denaturierung 

im Zytoplasma sowie zur Inaktivierung von Enzymen führt. Darüber hinaus induzieren 

AgNP eine Erhöhung von reaktiven Sauerstoffspezies / Reactive oxygen species (ROS) 

innerhalb der Zellen und modulieren das zelluläre Signalwegsystem. All diese Mechanis-

men führen zur erhöhten intrazellulären Toxizität, stören die Atmungskette und die Zell-

teilung, und letztendlich zum mikrobiellen Zelltod. Aufgrund dieser vielfältigen Wir-

kungsweisen zeigen AgNP eine hohe Wirksamkeit gegenüber mikrobiellen Zellen und 

bieten potenzielle Anwendungen in der antimikrobiellen Therapie (Dakal et al., 2016; 

Feng et al., 2000; Roy et al., 2019) (Abbildung 2). 

 

 

 

Abbildung 2: Mechanismus der antimikrobiellen Aktivität von Silbernanopartikeln; mo-

difiziert nach Dakal et al. (2016). 
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Die bakterizide Wirksamkeit von AgNP wurde in zahlreichen Forschungsarbeiten unter-

sucht und ihr effektives Potenzial gegen ein breites Spektrum von Mikroorganismen 

nachgewiesen. Beispielsweise berichtete Feng et al. (2000) über die bakterizide Wirkung 

von Silberionen gegen S. aureus und E. coli. Die bakterizide Aktivität von AgNP gegen 

E. coli als Modell für gramnegativen Bakterien konnte von Sondi und Salopek-Sondi 

(2004) bestätigt werden. Andererseits führt die Kombination von Standardantibiotika mit 

den Silbernanopartikeln zur signifikanten Verstärkung der bakteriziden Aktivität Silber-

nanopartikeln gegen die pathogenen Bakterien S. aureus, E. coli und P. aeruginosa 

(Bonde et al., 2012). Ferner wiesen die AgNP auch antimykotische Aktivität gegen 

Candida albicans (C. albicans) als Modell für Pilze auf (Kim et al., 2009).  

Trotz der ausgezeichneten antimikrobiellen Wirkung von AgNP muss berücksichtigt wer-

den, dass AgNP in Abhängigkeit von ihrer Partikelgröße zytotoxische Wirkungen gegen 

Gewebezellen verursachen können (Kim et al., 2012). Andererseits ist auch zu beachten, 

dass der weit verbreitete Einsatz von AgNP zur Entwicklung von Resistenz bei Mikroor-

ganismen führen kann. Es gibt bereits einen Nachweis von Silver et al., dass Silberresis-

tenz in plasmidkodierten Salmonellen beobachtet werden konnte (Silver, 2003). 
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1.3 Knochen 

 

1.3.1 Morphologie und Funktion  

 

Das Knochengewebe ist eines der härtesten Gewebe im menschlichen Körper und besteht 

aus mineralisiertem Binde- und Stützgewebe. Es bildet zusammen das menschliche Ske-

lett, welches den passiven Teil des Bewegungsapparates darstellt (Buck & Dumanian, 

2012; Zilles & Tillmann, 2010). Das Skelett eines erwachsenen Menschen besteht aus 

206 bis 213 Knochen, bietet die strukturelle Unterstützung für den ganzen Körper, dient 

dem Ansatz von Bändern und Muskeln und schützt die inneren Organe und Strukturen. 

Im Knochenmark befinden sich mesenchymale Stammzellen (MSC), die für die Regene-

ration von Stütz- und Bindegewebe verantwortlich sind, sowie hämatopoetische Stamm-

zellen (HSC), die die primären Zellen für die Blutbildung darstellen. Darüber hinaus 

spielt Knochengewebe eine Rolle bei der Mineralstoffhomöostase. Als größter Kalzium-

speicher im Körper haben die Knochen eine wichtige metabolische Funktion in der Re-

gulation des Blutkalziumspiegels und des Kalzium-Phosphathaushaltes (Erlebacher et al., 

1995; Mackiewicz et al., 2012; Taichman, 2005). 

Basierend auf ihrer Form lassen sich die Knochen in sechs Gruppen einteilen: 1) Röhr-

knochen (Ossa longa) wie Femur, Ulna und Metakarpalknochen, 2) kurze Knochen (Ossa 

brevia) wie Karpal- und Tarsalknochen, 3) flache Knochen (Ossa plana) wie das Os pa-

rietale, Os occipitale und die Scapula, 4) luftgefüllte Knochen (Ossa pneumatica) wie die 

Maxilla, Os frontale und Os sphenoidale, 5) Sesambeine oder Sesamknochen (Ossa sesa-

moidea) wie die Patella und 6) unregelmäßig geformte Knochen (Ossa irregularia), die 

keiner der anderen Gruppen zugeordnet werden können, wie die Wirbelkörper (Aumüller 

et al., 2020; Buck & Dumanian, 2012). Die Knochen können makroskopisch in Substantia 

compacta (auch Kortikalis genannt) und Substantia spongiosa unterteilt werden. Die Sub-

stantia compacta ist dicht und fest und umgibt den Markraum, während die Substantia 

spongiosa aus trabekulärem Knochengewebe besteht, das in Form von Platten und Stäb-

chen ins Knochenmarkfach eingestreut ist. Beim menschlichen Skelett besteht etwa 80 % 

der Knochenmasse aus kortikalem Knochen und etwa 20 % aus trabekulärem Knochen. 

Das Verhältnis von kortikalem zu trabekulärem Knochen variiert jedoch je nach Lage und 

Knochentyp (Aumüller et al., 2020; Hadjidakis et Androulakis, 2006).  
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Die Röhrenknochen bestehen aus drei Teilen: Diaphyse, Metaphyse und Epiphyse. Die 

Diaphyse, die sich im Schaft des Knochens befindet, besteht aus der Substantia compacta 

und dem Cavum medullare. Die Metaphyse verbindet die Diaphyse mit den Epiphysen 

und enthält während des Wachstums die Epiphysenfugen. Die Epiphyse bildet die Enden 

der Röhrenknochen und enthält Substantia spongiosa mit dazwischen liegenden Cellulae 

medullares, umgeben von einer dünnen Schicht kortikalem Knochen (Aumüller et al., 

2020).  

Histologisch lassen sich zwei Knochenarten unterscheiden: Geflechtknochen und Lamel-

lenknochen. Geflechtknochen, auch bekannt als Primärknochen, entstehen während der 

Knochenneubildung, wie zum Beispiel bei Knochenaufbau und Frakturheilung, und wird 

im Erwachsenenalter fast immer durch Lamellenknochen, auch bekannt als Sekundärkno-

chen, ersetzt. Geflecht- und Lamellenknochen unterscheiden sich in der Zusammenset-

zung der extrazellulären Matrix und der Anordnung der Kollagenfibrillen. Die Matrix von 

Geflechtknochen ist weniger mineralisiert und hat einen höheren Wassergehalt. Im Ge-

gensatz dazu ist der Lamellenknochen aufgrund seiner faserigen Struktur und des höheren 

Mineralgehalts deutlich stabiler und belastbarer (Buck & Dumanian, 2012; Lüllmann-

Rauch & Asan, 2019). Die Grundbausteine von Knochen sind die Knochenmatrix, die 

aus anorganischen und organischen Komponenten besteht, sowie die Knochenzellen. Die 

Zusammensetzung und Organisation der einzelnen Knochenkomponenten können je nach 

Knochenart und Reifestadium variieren. Die Knochenmatrix besteht zu etwa 50-70% aus 

anorganischer Matrix, die hauptsächlich Kalziumphosphat-Hydroxylapatit mit geringen 

Mengen an Carbonat, Magnesium und Phosphorsäure enthält. Zusätzlich besteht sie zu 

etwa 20-40% aus organischer Matrix, die vor allem aus Kollagen Typ I, Proteoglykanen 

und Glykoproteinen wie Osteocalcin (OCN), Osteopontin (OPN) und Osteonectin be-

steht. Der Wassergehalt beträgt etwa 5-10% und der Fettgehalt ist geringer als 3% 

(Grabowski, 2015; Mackiewicz et al., 2012). Etwa 10% des gesamten Knochenvolumens 

machen Knochenzellen aus. Die Präosteoblasten differenzieren sich zu Osteoblasten, ent-

wickeln sich weiter zu Saumzellen und schließlich zu Osteozyten, wobei sie ihren Ur-

sprung in MSC haben. Diese zelluläre Sequenz ist essenziell für die Genese und das Re-

modeling des Knochengewebes. Im Gegensatz dazu sind Osteoklasten, die vom hämato-

poetischen Zellen abstammen, hauptsächlich für den Abbau von Knochengewebe verant-

wortlich (Buck & Dumanian, 2012; Florencio-Silva et al., 2015). 
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1.3.2 Remodeling 

Bone Remodeling bezeichnet den kontinuierlichen Prozess des Umbaus und der Regene-

rierung von Knochen, der nicht nur darauf abzielt, unreifen Geflechtknochen durch La-

mellenknochen zu ersetzen, sondern auch die dauerhafte funktionelle Eignung von Kno-

chen entsprechend ihren Funktionen zu verbessern. Eine sorgfältig regulierte Balance 

zwischen Knochensynthese und Knochenresorption ist entscheidend für den Remode-

ling-Prozess. Eine Fehlregulierung dieser Balance kann zu Knochenerkrankungen wie 

Arthrose, Osteoporose und Wachstumsstörungen führen (Eriksen, 1986.; Siddiqui & 

Partridge, 2016). Das Remodeling findet sich im sogenannten Bone Remodeling Com-

partment (BRC) statt, wo verschiedene Zellgruppen, die als Basic Multicellular Units 

(BMUs) bezeichnet werden, zusammenarbeiten und sequenziell aktiv sind. Diese BMUs 

bestehen aus Osteoklasten, Osteoblasten, Osteozyten und einer Kapillarblutversorgung, 

und werden von "Bone Lining Cells" als Dach bedeckt. Die zellulären Aktivitäten der 

BMUs variieren je nach Art des Knochens im Skelett und dem Alter, und ihre Struktur 

variiert je nachdem, ob sie sich im trabekulären oder kortikalen Knochen befinden (Hauge 

et al., 2001; Siddiqui & Partridge, 2016). Der Remodeling-Zyklus ist in Schritten reguliert 

und dauert etwa 120 Tage in der Substantia corticalis und etwa 200 Tage in der Substantia 

spongiosa (Agerbaek et al., 1991; Eriksen, Gundersen, et al., 1984; Eriksen, Melsen, et 

al., 1984).   

Der Remoldeling-Prozess ist stark reguliert und wird von lokalen und systemischen Fak-

toren beeinflusst, wodurch die Osteoklasten- und Osteoblastendifferenzierung und damit 

die Knochenresorption und -bildung reguliert werden.  

 

1.3.3 Osteoblasten 

Osteoblasten sind spezialisierte Knochenbildende Zellen, die eine entscheidende Rolle 

bei der Bildung und Aufrechterhaltung des Knochengewebes spielen. Ihre Hauptfunktion 

besteht darin, die organische Matrix des Knochens zu produzieren und abzusondern, die 

alkalische Phosphatase (ALP), OPN, OCN, Kollagen Typ I und anderen spezifischen 

Matrixproteinen enthält sowie die Regulation der Mineralisierung des Knochengewebes, 

indem sie Hydroxyapatit-Kristalle ablagern, die zur Verkalkung führen und den Knochen 

ihre charakteristische Härte und Festigkeit verleihen (Bellido, 2014; Bilezikian et al., 

2002). Die Osteoblasten ordnen sich in epithelartigem Muster auf der Oberfläche der 
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Knochenbälkchen an und besitzen einen einzelnen Zellkern, eine große Anzahl an Mito-

chondrien, Ribosomen und Lysosomen sowie einen gut entwickelten Golgi-Apparat. 

Diese Zellorganellen ermöglichen es den Osteoblasten, ihre metabolische Aktivität aus-

zuführen (Marks & Popoff, 1988). 

Osteoblasten entstehen aus MSC, die sich zu Osteoprogenitorzellen und Präosteoblasten 

differenzieren. Mit fortschreitender Reifung und Differenzierung werden sie schließlich 

zu voll funktionsfähigen Osteoblasten, die die Proteine und anderen Komponenten pro-

duzieren, die die Knochenmatrix ausmachen (Bellido, 2014; Chamberlain et al., 2007). 

Einige dieser Osteoblasten werden während der Synthese in die verkalkte Knochenmatrix 

eingebettet und differenzieren sich zu Osteozyten. Andere bleiben auf der Knochenober-

fläche als inaktive Saumzellen. Die überschüssigen Osteoblasten gehen schließlich in die 

Apoptose über (Eriksen, 2010; Uchihashi et al., 2013) (Abbildung 3).  

 

1.3.4 Osteoblastogenese 

Die Osteoblastogenese ist ein komplexer Prozess, bei dem sich MSC zu reifen Osteoblas-

ten differenzieren. Dieser Vorgang verläuft in mehreren Stufen und wird durch verschie-

dene Kaskaden und Faktoren reguliert, die von einer Vielzahl von Signalwegen und Tran-

skriptionsfaktoren beeinflusst werden (Chau et al., 2009; Zuo et al., 2012). Zu den wich-

tigsten Signalwegen, die an der Regulation der Osteoblastogenese beteiligt sind, gehören 

der Wingless-related integration site (Wnt)-, Bone Morphogenetic Protein (BMP)-, Fib-

roblast growth factor (FGF)-, Parathyroid hormone (PTH) or PTH-related protein 

(PTHrP)-, Insulin-like growth factors (IGF)- und Hedgehog (Hh)-Signalwege. Diese Sig-

nalwege werden durch spezifische Liganden aktiviert, die an ihre jeweiligen Rezeptoren 

binden und eine Signalkaskade auslösen, die letztendlich zur Aktivierung von Transkrip-

tionsfaktoren führt (Hojo et al., 2015; Zuo et al., 2012). Verschiedene Transkriptionsfak-

toren spielen eine bedeutende Rolle bei der Regulierung der Osteoblastogenese. Hierzu 

zählen unter anderem Runt-related transcription factor 2 (Runx2), Osterix, Msx, Dlx5 und 

Activating transcription factor 4 (ATF4). Diese Faktoren sind von entscheidender Bedeu-

tung für die Differenzierung von Vorläuferzellen zu Osteoblasten und kontrollieren die 

Genexpression von wichtigen Knochenbildungs-Genen (Chau et al., 2009; Komori et al., 

1997; Nakashima & de Crombrugghe, 2003) (Abbildung 3). 
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Abbildung 3: Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen zu reifen Osteoblasten. 

Wnt: Wingless-related integration site, BMP: Bone Morphogenetic Protein, FGF: Fi-

broblast growth factor, PTH: Parathyroid hormone, IGF: Insulin-like growth factors, 

Hh: Hedgehog. 

 

 

Der Wnt-Signalweg reguliert eine Vielzahl von zellulären Prozessen, einschließlich der 

Osteoblastendifferenzierung und Knochenbildung (Baron et al., 2006; Clevers, 2006; 

Kobayashi et al., 2008). In Osteoblasten binden Wnt-Proteine an Frizzled-Rezeptoren auf 

der Zelloberfläche, was die Aktivierung von nachgeschalteten Signalmolekülen wie Dis-

heveled und Beta-Catenin auslöst. Beta-Catenin transloziert dann in den Zellkern und 

interagiert mit T-Zell-Faktor/Lymphoid-Enhancer-Faktor (TCF/LEF)-Transkriptionsfak-

toren, um die Expression von Genen zu fördern, die an der Knochenbildung beteiligt sind 

(Arce et al., 2006; Clevers, 2006). Neben dem kanonischen Wnt-Signalweg gibt es auch 

den nicht-kanonischen Wnt-Signalweg, der in Osteoblasten aktiv ist. Dieser Signalweg 

aktiviert Signalkaskaden wie die Planar Cell Polarity (PCP)- und die Wnt/Ca2+-Kaskade, 

um seine Wirkung zu entfalten. Insgesamt tragen beide Signalwege zur Regulation der 

Osteoblastendifferenzierung und Knochenbildung bei (Gao, 2012; Johnson & Rajaman-

nan, 2006). Zusätzlich dazu interagieren die Signalketten PTH und des BMP ebenfalls 

mit dem Wnt-Signalweg, wodurch sie zusätzliche eine Rolle bei der Bildung und Auf-

rechterhaltung von Knochen spielen (Hojo et al., 2015; Song et al., 2021). 
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Der BMP-Signalweg ist ein weiterer wesentlicher Mechanismus in der Osteoblastendif-

ferenzierung und Knochenentwicklung (Wan & Cao, 2005). Die BMP-Gruppe, insbeson-

dere BMP2, gehört zur TGF-β-Superfamilie und stimuliert die Osteoblastendifferenzie-

rung sowie die Knochenbildung durch Bindung an Typ-I- und Typ-II-BMP-Rezeptoren 

auf der Zelloberfläche (Noël et al., 2004; Wan & Cao, 2005). Die Aktivierung des BMP-

Signalwegs löst entweder den Smad-abhängigen (kanonischen) oder den Smad-unabhän-

gigen (nicht-kanonischen) Signalweg aus. Im kanonischen Signalweg führt die Aktivie-

rung der Rezeptoren zur Bildung von aktivierten Smad-Proteinen (R-Smad), bestehend 

aus Smad1/5/8-Smad4-Komplexen. Diese komplexe Formation interagiert mit Runx2 im 

Zellkern, um die Osteoblastendifferenzierung zu initiieren. Im nicht-kanonischen Signal-

weg ist der TAK1-MKK3/6-p38 MAPK-Signalweg an der Aktivierung von Runx2 und 

Osterix beteiligt, die durch die Bindung von BMPs vermittelt wird (Chen et al., 2012; Lee 

et al., 2000; Wan & Cao, 2005). Jede Störung in den Komponenten dieser Signalwege 

können zu verschiedenen Entwicklungsproblemen im Skelett führen (Chen et al., 2012; 

Wan & Cao, 2005). 

FGF ist ein multifunktionaler Wachstumsfaktor, der in verschiedenen Geweben vor-

kommt und eine entscheidende Rolle bei der Regulierung von Zellwachstum, Differen-

zierung und Entwicklung spielt (Marie, 2003). Es gibt über 20 verschiedene Arten von 

FGFs, von denen jeder eine spezifische Funktion erfüllt. In Bezug auf die Knochenbil-

dung ist FGF-2, auch bekannt als basischer FGF, besonders wichtig, da er ein wichtiger 

Regulator der Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten und Chondrozyten ist. 

FGF-2 wird von Osteoblasten und Osteozyten produziert und bindet an spezifische Re-

zeptoren auf der Zelloberfläche, bekannt als FGF-Rezeptoren. Dies führt zur Aktivierung 

von Signaltransduktionskaskaden, einschließlich der MAPK- und PI3K/Akt-Signalwege, 

die zur Regulation von Zellproliferation, Differenzierung und Überleben beitragen (Ma-

rie, 2003; Ornitz & Marie, 2002; Tokuda et al., 2000). 

Der PTH/PTHrP-Signalweg spielt eine entscheidende Rolle bei der Regulierung der Dif-

ferenzierung von Osteoblasten und der Knochenbildung. PTH wird in den Nebenschild-

drüsen produziert und bindet an den PTH-Rezeptor auf der Oberfläche von Osteoblasten 

und Osteozyten, was zur Aktivierung des zyklischen Adenosinmonophosphats (cAMP)-

Signalwegs und der Protein-Kinase-A (PKA) führt. Das aktivierte PKA phosphoryliert 

Transkriptionsfaktoren wie CREB (cAMP Response Element Binding Protein), die in den 

Zellkern transloziert werden und die Expression von Genen fördern, die an der 
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Knochenbildung beteiligt sind (Datta & Abou-Samra, 2009; Qin et al., 2004a). PTHrP 

wird von verschiedenen Zellen produziert, einschließlich Osteoblasten und Osteozyten, 

und bindet ebenfalls an den PTH-Rezeptor, was zu einer ähnlichen Aktivierung des 

cAMP-Signalwegs und der PKA führt. PTHrP kann auch direkt auf die Differenzierung 

von Osteoblasten einwirken, indem es die Expression von Osteoblasten-assoziierten Ge-

nen wie Osteopontin und Kollagen fördert (Datta & Abou-Samra, 2009). Es wurde nach-

gewiesen, dass PTH sowohl die Proteinexpression als auch die Transkriptionsaktivität 

von Runx2 erhöht (Krishnan et al., 2003). 

Neben dem bekannten Signalweg gibt es auch andere Signalwege, die die Differenzierung 

von Osteoblasten regulieren können, darunter der Signalweg des Hh und der IGF-Signal-

weg. Hh fördert die Differenzierung von Osteoblasten durch Steigerung der Expression 

von Runx2 und Osterix (Shimoyama et al., 2007a). Der IGF-Signalweg aktiviert Ef-

fektoren wie PI3K, Akt und MAPK, die die Aktivität von Transkriptionsfaktoren wie 

Runx2 und Osterix regulieren. Zudem stimuliert IGF die Expression von BMPs und 

FGFs, die auch wichtige Regulatoren der Osteoblastogenese sind. Außerdem beeinflusst 

IGF die Interaktion zwischen Osteoblasten und Osteoklasten, was die Knochenresorption 

und damit den Knochenumbau steuert (Canalis, 1993; Grey et al., 2003). Insgesamt sind 

die Signale, die bei der Osteoblastogenese beteiligt sind, äußerst komplex, dynamisch und 

beinhalten Interaktionen zwischen mehreren Signalwegen und Faktoren. Diese Interakti-

onen sind eng reguliert, um eine angemessene Knochenentwicklung und -erhaltung si-

cherzustellen 

 

1.3.5 Runx2 

Runx2, auch bekannt als core-binding factor subunit alpha-1 (CBFA1), ist ein Transkrip-

tionsfaktor, der eine entscheidende Rolle in der Entwicklung und Aufrechterhaltung von 

Knochengewebe spielt. Er gehört zur Runx-Familie von Transkriptionsfaktoren, die die 

DNA-bindende Domäne "Runt" enthalten und aus Runx1, Runx2 und Runx3 bestehen. 

Diese Transkriptionsfaktoren sind an verschiedenen Entwicklungsprozessen beteiligt 

(Komori, 2017; Otto et al., 1997). Runx2-Proteine enthalten neben der Runt-Homologie-

Domäne (RHD) auch weitere funktionale Domänen wie die Glutamin/Alanin-reiche Do-

mäne (QA), das Kernlokalisierungssignal (Nuclear Localization Signal - NLS), die Pro-

lin/Serin/Threonin-reiche Domäne (PST), das Kernmatrix-Zielsignal (Nuclear Matrix 
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Targeting Signal - NMTS), die Repressionsdomäne (RD) und die VWRPY-Domäne. 

Diese Domänen spielen eine bedeutende Rolle bei der Regulation der Transkription von 

Runx2 und dessen Funktion in der Knochenentwicklung und -homöostase. Sie sind an 

Protein-Protein-Interaktionen, subzellulärer Lokalisierung, posttranslationalen Modifika-

tionen und transkriptioneller Regulation beteiligt. Das komplexe Zusammenspiel zwi-

schen diesen Domänen und anderen molekularen Ereignissen bestimmt die Gesamtfunk-

tion von Runx2 (Ziros et al., 2008). Runx2 wird von zwei Promotoren, P1 und P2, regu-

liert, die jeweils zu unterschiedlichen Transkriptvarianten führen, die Typ II bzw. Typ I 

Runx2 kodieren (Fujiwara et al., 1999; Ziros et al., 2008).  

Die Expression von Runx2 wurde in Osteoblasten und Chondrozyten beobachtet. In 

Chondrozyten ist die Expression von Runx2 in ruhenden Chondrozyten gering, jedoch 

erhöht sie sich in prähypertrophen Chondrozyten und bleibt in terminalen hypertrophen 

Chondrozyten hoch (Enomoto et al., 2000; Inada et al., 1999). In undifferenzierten 

mesenchymalen Zellen wird Runx2 exprimiert und seine Expression wird während der 

Entwicklung zu Präosteoblasten hochreguliert. In unreifen Osteoblasten erreicht Runx2 

seine maximale Expression. Allerdings wird die Expression von Runx2 während der Rei-

fung von Osteoblasten herunterreguliert, um einer ordnungsgemäßer Knochenumbau und 

-erhalt zu ermöglichen (Maruyama et al., 2007; Qin et al., 2019).  

Runx2 wird als ein Hauptregulator der Differenzierung von Osteoblasten betrachtet. Es 

reguliert primär die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen zu Präosteoblas-

ten und fördert anschließend ihre Reifung zu Osteoblasten. Darüber hinaus stimuliert 

Runx2 die Expression von Genen, die für die Bildung der Knochenmatrix von großer 

Bedeutung sind, wie beispielsweise Kollagen Typ-I, OCN und ALP. Diese Gene sind 

unerlässlich für eine korrekte Knochenmineralisierung und die Aufrechterhaltung der 

Knochenmasse. Runx2 interagiert zudem mit anderen Transkriptionsfaktoren und Ko-Re-

gulatoren, um die Genexpression während der Differenzierung von Osteoblasten zu steu-

ern und bildet so ein komplexes regulatorisches Netzwerk, das die Entstehung und Rei-

fung der osteoblast lineage kontrolliert.  Neben seiner Rolle in der Knochenbildung spielt 

Runx2 auch eine Rolle bei der Regulation der Reifung von Chondrozyten, der Angioge-

nese und der Entwicklung der Zähne (Komori et al., 1997; Schroeder et al., 2005).  Runx2 

wird von einer Vielzahl von Signalwegen reguliert, darunter BMP, Wnt, Hh, PTHrP und 

FGF, die spezifische Transkriptionsfaktoren und Co-Regulatoren aktivieren oder inhibie-

ren, um die Expression von Runx2 zu modulieren (Lee et al., 2000; Marie, 2003; Qin et 
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al., 2004; Shimoyama et al., 2007; Wan & Cao, 2005). Des Weiteren interagieren andere 

Transkriptionsfaktoren und Co-Aktivatoren wie Osterix, Dlx5, ATF4 und β-Catenin mit 

Runx2 und modulieren seine Transkriptionsaktivität (Komori, 2017; Nakashima et al., 

2002; Roca et al., 2005). In Mäusen mit Deletion von Runx2 wurde eine Beeinträchtigung 

der Osteoblastogenese bzw. der Knochenbildung und eine verminderte Reifung von 

Chondrozyten beobachtet (Komori et al., 1997; Otto et al., 1997). 

 

1.3.6 Osterix 

Osterix, auch bekannt als Sp7, ist ein Transkriptionsfaktor der SP/KLF-Familie mit einer 

Zinkfinger-Domäne. Er wird in Zellen der Osteoblasten-Linie und Chondrozyten expri-

miert und in verschiedenen Tumoren wurde eine Überexpression gefunden (Nakashima 

et al., 2002; Qu et al., 2019; Suske et al., 2005). Die subzelluläre Lokalisation von Osterix 

ist auf den Zellkern beschränkt, was auf seine Funktion als nukleärer Transkriptionsfaktor 

hinweist. Osterix ist an der Regulation der Differenzierung von Osteoblasten, der Mine-

ralisierung der extrazellulären Matrix und der Knochenbildung beteiligt und spielt daher 

eine entscheidende Rolle im genetischen Programm der Knochenbildung (Kaback et al., 

2008; Nakashima et al., 2002). Osterix enthält am C-Terminus eine DNA-bindende Do-

mäne mit drei C2H2-typischen Zinkfingern. Diese Zinkfinger ermöglichen es Osterix, 

spezifisch an DNA zu binden und die Transkription von Genen zu regulieren. Zusätzlich 

enthält Osterix eine prolin- und serinreiche Transaktivierungsdomäne, die durch Interak-

tion mit Co-Faktoren und dem Transkriptionsapparat die Expression von Genen steuert, 

die für die Funktion von Osteoblasten bei der Knochenbildung erforderlich sind, wie Kol-

lagen Typ I, OCN, OPN, Osteonectin und Bone-Sialoprotein. Dadurch spielt Osterix eine 

entscheidende Rolle bei der korrekten Differenzierung und Funktion von Osteoblasten 

während der Knochenentwicklung und der Aufrechterhaltung der Knochenhomöostase 

(Kaback et al., 2008; Nakashima et al., 2002; Renn & Winkler, 2009). Darüber hinaus 

spielt Osterix auch eine Rolle bei der Hemmung der Chondrozytendifferenzierung, um 

das Gleichgewicht zwischen Knochen- und Knorpelbildung aus mesenchymalen Vorläu-

ferzellen aufrechtzuerhalten (Kaback et al., 2008). 

Osterix interagiert kooperativ mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren, wobei die wich-

tigste Interaktion mit Runx2 stattfindet. Diese Interaktion führt zu einer synergistischen 

Induktion der Genexpression. Während der Osteoblastogenese ist Runx2 entscheidend für 

die Bildung von Präosteoblasten aus MSC, während Osterix entscheidend für die 
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Differenzierung von Präosteoblasten in reife und funktionale Osteoblasten ist. Eine prä-

zise zeitliche Steuerung und Regulation ihrer Expression sind entscheidend für die nor-

male Knochenbildung. Darüber hinaus beeinflusst Runx2 direkt die Expression von 

Osterix (Artigas et al., 2014; Nishio et al., 2006; Sinha & Zhou, 2013). 

Die Regulation der Expression von Osterix ist ein komplexer Vorgang, der sowohl 

Runx2-abhängige als auch Runx2-unabhängige Signalwege involviert (Nishio et al., 

2006). Der BMP/Smads/Runx2-Signalweg wird als der kanonische Mechanismus für die 

Runx2-abhängige Regulation von Osterix angesehen, bei dem Runx2 entweder direkt oder 

indirekt über andere Transkriptionsfaktoren die Expression von Osterix reguliert, wie 

zum Beispiel Nfic und ZIP1. Des Weiteren kooperiert Osterix in einer wechselseitigen 

Weise mit anderen Transkriptionsfaktoren wie Dlx5 und myocyte enhancer factor-2 

(Mef2), um die Regulation von Runx2 zu beeinflussen (Lee et al., 2014; Lee et al., 2003; 

Matsubara et al., 2008). 

Neben den Runx2-abhängigen Signalwegen wurden auch mehrere Runx2-unabhängige 

Signalwege in der Regulation der Osterix-Expression identifiziert. Diese Wege werden 

durch Signalmoleküle wie BMP, TGF-β und FGF induziert, die nachfolgende Signal-

kaskaden wie Smads, MAPK oder Erythroblast Transformation Specific (ETS) aktivieren 

und dadurch zu einer direkten oder indirekten Regulation der Osterix-Expression führen 

(Felber et al., 2015; Matsubara et al., 2008; Subramaniam et al., 2016). 

Eine Dysregulation der Osterix-Expression oder Aktivität kann zu verschiedenen ske-

lettalen Störungen und Pathologien führen, wie zum Beispiel Osteogenese imperfecta, 

Osteoporose und Osteosarkom (Lapunzina et al., 2010; Timpson et al., 2009). 
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1.4 Zielsetzung der Studie  

 

Das Ziel dieser experimentellen Studie ist es, ein tiefgreifendes und umfassendes Ver-

ständnis der biologischen und klinischen Auswirkungen von mit AgNP-funktionalisierten 

Implantaten auf die Osteoblastogenese zu erlangen. Ein besonderer Fokus liegt dabei auf 

der Analyse der Transkriptionsfaktoren Runx2 und Osterix, die eine Schlüsselrolle in der 

Differenzierung von Osteoblasten spielen und somit für die Knochenregeneration und -

bildung essenziell sind. Die Studie bedient sich eines experimentellen Tiermodells, in 

dem Implantate aus verschiedenen Materialien (PMMA-Zement, Titan, Kollagen Typ I, 

jeweils ohne Funktionalisierung, mit AgNP oder zusätzlichem Gentamicin) eingesetzt 

und nach einer Verweildauer von vier Wochen oder sechs Monaten analysiert wurden. 

Die spezifischen Forschungsziele umfassen: 

 

- Analyse des Einflusses von mit AgNP-funktionalisierten Implantaten verschiede-

ner Materialien auf die Population von Runx2- und Osterix-positiven Osteoblas-

ten und Präosteoblasten, mit Fokus auf deren zeitliche Entwicklung über vier Wo-

chen und sechs Monate. 

 

- Vergleich der osteoblastogenen Effekte von mit AgNP-funktionalisierten Implan-

taten aus unterschiedlichen Materialzusammensetzungen hinsichtlich ihrer Wir-

kung auf die Regulation der Transkriptionsfaktoren Runx2 und Osterix. 

 

Das Erreichen dieser Ziele wird nicht nur zur wissenschaftlichen Erkenntnis beitragen, 

sondern auch praktische Anwendungen in der klinischen Praxis beeinflussen. Die Ergeb-

nisse dieser Arbeit könnten wesentlich dazu beitragen, die Einsatzmöglichkeiten und Ri-

sikobewertungen von mit AgNP-funktionalisierten Implantaten zu optimieren und somit 

einen bedeutenden Fortschritt in der Entwicklung effizienter und sicherer Knochenersatz-

materialien darstellen. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Knochenimplantate 

In dieser Studie wurden verschiedene Implantatmaterialien (PMMA-Knochenzement, Ti-

tan, Kollagen Typ I) mit unterschiedlichen Dotierungen verwendet. Die Implantate wur-

den in 72 Tiere, die in 12 Gruppen aufgeteilt waren, implantiert. Die Euthanasie erfolgte 

entweder nach 4 Wochen (Gruppen 1-6) oder nach 6 Monaten (Gruppen 7-12).  

Die PMMA-Zementimplantate wurden entweder mit 4000 μg AgNP/g Zement (Gruppe 

1 und 7) oder mit 4000 μg AgNP/g Zement plus Gentamicinsulfat (1,34%) (Gruppe 2 und 

8) dotiert und in ausgehärteter Form implantiert. Die Titanimplantate bestanden aus Roh-

material (TiAI6V4-ELI) und wurden durch plasmaelektrolytische Oxidation behandelt. 

Die Oxidation erfolgte unter Verwendung eines Elektrolyts, das entweder 0% AgNP 

(Gruppe 3 und 9) oder 5% AgNP enthielt (Gruppe 4 und 10). Die Kollagenimplantate 

bestanden aus resorbierbaren Kollagenzylindern vom Typ I, die entweder mit 4000 μg 

AgNP/g Kollagen (Gruppe 5 und 11) oder ohne AgNP (Kontrollgruppe, Gruppe 6 und 

12) funktionalisiert wurden. 

Die AgNP wurden von rent Scientist GmbH (Regensburg, Deutschland) hergestellt und 

von aap Biomaterials GmbH (Dieburg, Deutschland) in die Osteosynthesematerialien in-

tegriert. Die Knochenersatzmaterialien wurden mithilfe der AgPURE W50 Nano-Ag-

Dispersion (rent Scientist) dotiert. Die AgNP in der Funktionalisierung der Osteosynthe-

sematerialien hatten eine Größe von ca. 15 nm. 

Die Knochenimplantate mit einem Durchmesser von 1,5 mm und einer Länge von 2 cm 

wurden in das Tibiaplateau eingesetzt und in die Knochenmarkhöhle der Ratten einge-

bracht (Abbildung 4).  
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                Abbildung 4: (a) Rattentibia, (b) Querschnitt der implantierten Rattentibia 

 

 

Die nachfolgende Tabelle fasst die Verteilung der zwölf Gruppen nach Implantattyp und 

Zeitpunkt der Euthanasie der Versuchstiere zusammen.  

 

Tabelle 2: Gruppeneinteilung der Versuchstiere mit den verschiedenen Implantaten 

 

Implantat 

(n=6 pro Gruppe) 

Standzeit 

4 Wochen 6 Monate 

PMMA-Zementimplantat mit AgNP Gruppe 1 Gruppe 7 

PMMA-Zementimplantat mit Gentamicin und AgNP Gruppe 2 Gruppe 8 

Titanimplantat ohne AgNP Gruppe 3 Gruppe 9 

Titanimplantat mit AgNP Gruppe 4 Gruppe 10 

Kollagenimplantat mit AgNP Gruppe 5 Gruppe 11 

Kollagenimplantat ohne AgNP Gruppe 6 Gruppe 12 
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2.2 Tierexperimentelle Versuche 

 

Die in dieser Studie verwendeten Präparate stammen aus dem nachfolgend beschriebenen 

Tiermodell, welches bereits durch die Kollegen der experimentellen Unfallchirurgie im 

Rahmen des BioNanoCare-Projekts (FKZ 03X0103D) durchgeführt wurde. 

 

2.2.1 Tiermodell und Versuchsdesign 

Die Tierversuche wurden gemäß dem deutschen Tierschutzgesetz durchgeführt und vom 

Regierungspräsidium Gießen genehmigt (V 54 – 19 c 20 15 h 01 GI Nr. 20/14 

Nr.120/2012). Bei den in dieser Studie verwendeten Versuchstieren handelte es sich um 

72 männliche Sprague-Dawley-Ratten (Charles River Laboratories, Sulzfeld, Deutsch-

land). Zum Zeitpunkt der Operation waren alle Tiere 16 Wochen alt und wogen etwa 

400g. Die Unterbringung der Tiere und die Durchführung der Versuche erfolgten im 

Zentralen Tierlabor der Justus-Liebig-Universität Gießen. Die Tiere wurden vor Beginn 

der Experimente für eine ausreichende Akklimatisierungsphase von drei Wochen einge-

stellt und erhielten handelsübliches Futter und Wasser ad libitum. Für den Versuch wur-

den die Tiere in 12 Gruppen mit jeweils 6 Ratten eingeteilt, was insgesamt 72 Ratten 

ergab. Zur eindeutigen Identifizierung wurden die Tiere mit Stanzlöchern gemäß einem 

Ohrmarken-Schema gekennzeichnet. 

Nach einer postoperativen Standzeit von vier Wochen bzw. sechs Monaten wurden je-

weils 36 Tiere euthanasiert und anschließend wurden Proben entnommen 

 

2.2.2 Versuchsdurchführung 

Die Operationen an den Versuchstieren wurden unter Vollnarkose durchgeführt. Wäh-

rend des Tierversuchs wurden die üblichen chirurgischen Verfahren sorgfältig und streng 

eingehalten. Es wurden umfassende Maßnahmen zur Infektionsprävention während der 

Operation getroffen. Eine kontinuierliche und ausreichende Schmerzlinderung wurde 

während des gesamten Eingriffs gewährleistet. Die Vitalparameter jedes Tieres wurden 

überwacht und bei Bedarf angepasst. 
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Die Ratten wurden in Rückenlage auf dem Operationstisch positioniert. Für die Implan-

tation des Knochenersatzmaterials im proximalen Unterschenkel wurde ein Zugang zum 

intramedullären Kanal der Tibia über der Tuberositas tibiae geschaffen. Nach Präparation 

und Bohren wurde das Implantat mit einer Länge von 2 cm und einer Breite von 1,5 mm 

in den Markkanal der Tibia eingesetzt. Um Oberflächenschäden durch Instrumente zu 

vermeiden, erfolgte die Implantation von Zement- und Titanimplantaten manuell per 

Hand. Bei den Kollagenimplantaten konnte ein Applikator verwendet werden. Am Ende 

des Eingriffs wurde die Wunde schichtweise verschlossen. Um eine Kontamination durch 

Kratzen oder Lecken der Wunde zu verhindern, wurde ein Wundsprühpflaster auf die 

Naht aufgebraucht.  

Die Tiere wurden in einer warmen, kontrollierten Umgebung gehalten und ihre Vitalpa-

rameter wurden regelmäßig überprüft, bis sie wieder bei Bewusstsein waren.  

 

2.2.3 Postoperative Betreuung 

Postoperativ wurden die Ratten initial für sieben Tage einzeln gehalten, um Verletzungen 

und Kontaminationen zu vermeiden. Ab dem achten Tag nach dem Eingriff wurden die 

Ratten unter Standardbedingungen in Gruppen von vier Tieren gehalten. Es wurde darauf 

geachtet, eine ausreichende Schmerzlinderung in der postoperativen Phase sicherzustel-

len. Das allgemeine Wohlbefinden der Tiere wurde täglich überprüft. Mithilfe eines Sco-

ring Sheets wurden mehrere physiologische Parameter kontinuierlich analysiert und do-

kumentiert. Bei Auffälligkeiten erfolgte eine tierärztliche Untersuchung. Es wurde keine 

systemische Erkrankung bei den Tieren festgestellt und es trat kein Gewichtsverlust von 

mehr als 10 % des Ausgangsgewichts vor der Operation auf, weshalb keine vorzeitige 

Euthanasie erforderlich war.  

 

2.2.4 Euthanasie und Probenentnahme 

Die Euthanasie der Ratten erfolgte nach einer postoperativen Zeitspanne von 4 Wochen 

bzw. 6 Monaten, während die Tiere unter Narkose waren. Nach einer vorsichtigen mak-

roskopischen Präparation der Muskeln und des umliegenden Gewebes wurden die Tibiae 

der Versuchstiere zusammen mit den Implantaten entnommen. 
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2.2.5 Probenaufbereitung 

Mit Hilfe einer Bandsäge (Exakt, Norderstedt, Deutschland) wurden die entnommenen 

Knochen in Scheiben mit einer Dicke von 3 mm gesägt.  Die Knochenschnitte wurden 

zunächst für 24 Stunden in einer 4%igen Paraformaldehydlösung in 0,1 M Natriumphos-

phat-Puffer (pH 7,2–7,4) bei Kühlschranktemperatur fixiert und anschließend sechsmal 

mit dem gleichen Puffer gespült. Der Puffer wurde aus einer Stammlösung (1000 ml: 230 

ml 27,6 g/l Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat bei 4°C und 770 ml 35,6 g/l Dinat-

riumhydrogenphosphat-Dihydrat bei Raumtemperatur (RT), jeweils in Aqua bidest) her-

gestellt, die im Verhältnis 1:1 mit Aqua bidest zur Gebrauchslösung verdünnt wurde. Vor 

der Weiterverarbeitung wurden die Proben entkalkt.  Die Proben wurden in einem Paraf-

fin-Einbettautomaten (TP 1050, Leica, Wetzlar, Deutschland) durch eine aufsteigenden 

Ethanolreihe entwässert.  Nach der Einbettung wurden die Proben mit Hilfe des Rotati-

onsmikrotoms (RM 2155, Leica, Wetzlar, Deutschland) in 5 μm dicke Schnitte geschnit-

ten. 

 

2.3 Immunhistochemie 

 

Die Immunhistochemie (IHC) ist eine Labormethode, bei der Antikörper eingesetzt wer-

den, um spezifische Antigene in Gewebeproben nachzuweisen.  Es gibt zwei verschie-

dene Methoden: die direkte und indirekte Methode. Unabhängig von der gewählten Me-

thode ist der erste Schritt bei dieser Technik die spezifische Bindung des primären Anti-

körpers an das Zielantigen. Diese Interaktion kann entweder direkt oder indirekt sichtbar 

gemacht werden, indem eine chromogene Reaktion durch Reporterenzyme wie Meerret-

tichperoxidase (HRP) oder ALP katalysiert wird.  Bei der direkten Methode ist der Pri-

märantikörper selbst mit den Reporterenzymen markiert, während bei der indirekten Me-

thode der Primärantikörper durch einen biotinylierten sekundären Antikörper gebunden 

wird (Chi & Chandy, 2007; Magaki et al., 2019). 

Im nächsten Schritt wird ein Avidin-Biotin-Komplex hinzugefügt, der an den sekundären 

Antikörper bindet. Durch Zugabe eines Chromogens oder Substrats entsteht eine Farbre-

aktion, die das markierte Antigen sichtbar macht (Chi & Chandy, 2007; Magaki et al., 

2019) (Abbildung 5). 
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             Abbildung 5: Avidin-Biotin-Komplex, modifiziert nach Bratthauer, 2010. 

 

 

2.3.1 Antikörper 

 

Für die Detektion von Runx2 wurde der monoklonale Anti-Runx2-Antikörper 

[EPR22858-106] ChIP-Grade, der aus Kaninchen gewonnen wurde und gegen Rattenge-

webe gerichtet ist, verwendet. Dieser Antikörper wurde von Abcam (Cambridge, Eng-

land, Nr. ab236639) bereitgestellt und in einem Verdünnungspuffer (VP) (Antibody Di-

luent, Dako, Hamburg, Deutschland) im Verhältnis von 1:500 verdünnt. 

Für die Detektion von Osterix wurde ein monoklonaler Anti-Sp7/Osterix-Antikörper 

[EPR21034], der aus Kaninchen gewonnen wurde und gegen Rattengewebe gerichtet ist, 

von Abcam (Nr. ab227820) verwendet. Auch dieser Antikörper wurde in einem VP ver-

dünnt, jedoch im Verhältnis von 1:1500. 
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2.3.2 Herstellung der Lösungen 

 

TBS (Tris-NaCl) -Puffer:  

Stammlösung: 60,57 g Tris Base (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) und 87,66 g NaCl 

(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) werden in 1000 ml destilliertem Wasser 

(Aqua dest.) gelöst. Der pH-Wert wird auf 7,4 eingestellt, indem 25%ige Salzsäure (Carl 

Roth) hinzugefügt wird. 

TBS-Puffer: Die Stammlösung enthält 0,5 M Tris und 1,5 M NaCl. Durch Verdünnung 

der Stammlösung im Verhältnis 1:10 mit Aqua dest. entsteht der gebrauchsfertige Puffer 

mit einer Endkonzentration von 50 mM Tris und 150 mM NaCl. 

 

Waschpuffer:  

Der Waschpuffer besteht aus TBS-Puffer (pH 7,4) mit 0,025% Triton X-100. Zur Her-

stellung werden 100 ml der TBS-Stammlösung (enthält 0,5 M Tris und 1,5 M NaCl) mit 

900 ml destilliertem Wasser und 0,25 ml Triton X-100 (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

vermischt. Nach der Verdünnung enthält der Waschpuffer eine Endkonzentration von 50 

mM Tris, 150 mM NaCl und 0,025% Triton X-100 (entspricht etwa 0,4 mM Triton X-

100). 

 

Tris-EDTA Puffer, pH 9,0:  

Zur Herstellung des Tris-EDTA-Puffers werden 1,21 g Tris Base (10 mM, Carl Roth) und 

0,37 g Titriplex II (1 mM EDTA, Merck) in 1000 ml destilliertem Wasser gelöst. Der pH-

Wert wird mit 25%iger Salzsäure (Carl Roth) auf 9,0 eingestellt. Anschließend werden 

0,5 ml Tween 20 (0,05%, Carl Roth) hinzugefügt. Der fertige Puffer enthält 10 mM Tris, 

1 mM EDTA und 0,05% Tween 20 (ca. 0,4 mM). 

Blockierungslösung:  

Die Blockierungslösung wird aus 189 ml Waschpuffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 

0,025% Triton X-100) und 21 ml 30%igem H₂O₂ (ca. 3% bzw. 0,88 M) hergestellt. 
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2.3.3 Etablierung der Färbeprotokolle 

 

Runx2:  

Für die experimentellen Untersuchungen wurden Paraffinschnitte von Mausmilz verwen-

det, da eine positive Reaktion erwartet wurde. Zur Evaluierung der optimalen Färbeme-

thode wurden zwei Ansätze verfolgt. Erstens wurde eine Antigen-Demaskierung durch 

Erhitzung der Schnitte in einem Tris-EDTA-Puffer bei verschiedenen Temperaturen (60°, 

70°, 80°, 90°, 100° und 110°C) für unterschiedliche Zeitintervalle (20 min, 60 min und 

120 min) und unter Anwendung verschiedener Kühlmethoden (10 min Kälteschock, so-

fortige Überführung in destilliertes Wasser und 30 min Abkühlung bei (RT)) durchge-

führt. Zweitens wurden verschiedene Konzentrationen (Antikörperverdünnung von 

1:100, 1:500, 1:1000, 1:1500 und 1:2000) getestet. Negativkontrollen wurden bei jeder 

Markierung durchgeführt, indem der Primärantikörper durch den VP ersetzt wurde, um 

potenzielle unspezifische und Hintergrundfärbungen zu erkennen und auszuschließen. 

Die Evaluierung der Isotypkontrolle erfolgte mit dem von Abcam bereitgestellten Rabbit-

IgG (Ab 172730), wobei Konzentrationen von 1:500 und 1:1000 verwendet wurden. 

Das optimale Färbeergebnis für Runx2 wurde mithilfe der ABC-Methode unter Verwen-

dung des Elite-ABC-HRP-Kits (Peroxidase, Standard, PK-6100, Vector), erzielt. Hierbei 

wurde der Primärantikörper in einer Verdünnung von 1:500 eingesetzt, nachdem das Ge-

webe zuvor für 120 min bei 60°C in einem Tris-EDTA-Puffer mit einem pH-Wert von 9 

erhitzt und anschließend für 30 min bei RT abgekühlt wurde. 

 

Osterix: 

Zur Bestimmung der optimalen Färbemethode für Osterix wurden zwei Ansätze verfolgt. 

Erstens wurde eine Antigen-Demaskierung durch Erhitzen der Schnitte in Tris-EDTA-

Puffer (pH 9,0) und Citratpuffer (pH 6,0) bei 60°C für verschiedene Zeitintervalle (30 

min und 60 min) sowie anschließendes Abkühlen mittels eines 10-minütigen Kälte-

schocks durchgeführt.  Zweitens wurden verschiedene Konzentrationen (Antikörper-Ver-

dünnung von 1:100, 1:500, 1:1000, 1:1500 und 1:2000) getestet. Bei jedem Färbeverfah-

ren wurden Negativkontrollen durchgeführt, bei denen der Primärantikörper durch den 
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VP ersetzt wurde, um unspezifische Anfärbungen und Hintergrundfärbungen zu erkennen 

und auszuschließen 

Für die Färbung von Osterix erwies sich die Verwendung des Elite-ABC-Kits (Vector) 

und eine Primärantikörper-Verdünnung von 1:1500 nach vorherigem Erhitzen des Gewe-

bes für 60 min bei 60°C in Tris-EDTA-Puffer (pH 9,0) und anschließendem Abkühlen 

mittels eines 10-minütigen Kälteschocks als die beste Methode. 

 

 

 

Tabelle 3: Die primären Antikörper 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primär Antikörper  Wirtspezies Firma  Verdünnung 

Anti-RUNX2 Antikör-

per [EPR22858-106] 

Rabbit monoclonal Abcam 

(ab236639) 

1:500 

4°C über 

Nacht  

Anti-Sp7 / Osterix Anti-

körper [EPR21034] 

Rabbit monoclonal Abcam 

(ab227820) 

1:1500 

4°C über 

Nacht  
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2.3.4 Färbeprotokoll Runx2 

 

Zur Visualisierung von Runx2 wurde, wie bereits erwähnt, ein monoklonaler Anti-

Runx2-Antikörper [EPR22858-106], ChIP-Grade (ab236639) verwendet, der aus Kanin-

chen stammt und gegen Rattengewebe gerichtet ist. Der Antikörper wurde in einer Ver-

dünnung von 1:500 eingesetzt. 

Zu Beginn wurde eine Entparaffinierung der Gewebeschnitte durchgeführt. Dies erfolgte 

durch zweimaliges Baden in Xylol für jeweils 5 Minuten und anschließende Rehydrati-

sierung in Aceton für 10 min sowie einer Mischung aus Aceton und Waschpuffer (WP) 

im Verhältnis 1:1 für weitere 10 min bei RT. Anschließend wurden die Gewebeschnitte 

zweimal mit WP für 5 min gespült. 

Zur Demaskierung des Antigens wurden die Gewebeschnitte in einem Tris-EDTA-Puffer 

mit einem pH-Wert von 9 für 120 min bei 60°C im Schnellkochtopf gekocht. Nach einer 

Abkühlzeit von 30 min bei RT wurden die Gewebeschnitte zweimal für jeweils 5 min mit 

WP gewaschen. 

Zur Verringerung der Hintergrundfärbung erfolgte eine Blockierung mit 3%igem H2O2 

in WP für 5 min, gefolgt von zweimaligem Spülen mit WP für jeweils 5 min. Um ein 

Austrocknen der Gewebeschnitte zu verhindern, wurden alle folgenden Inkubations-

schritte in einer feuchten Kammer durchgeführt.   

Die Inkubation mit dem Primärantikörper Runx2 (ab236639) in einer Verdünnung von 

1:500 wurde über Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer durchgeführt. 

 

Am zweiten Tag wurde zunächst ein zehnfaches Abspülen mit WP durchgeführt, indem 

eine Quetschpipette verwendet wurde. Anschließend wurden die Gewebeschnitte dreimal 

für jeweils 5 min bei RT mit WP gewaschen. Darauf folgte eine 30-minütige Inkubation 

mit dem sekundären Antikörper [Ziege anti-Kaninchen (Vector, BA-1000)] in einer Ver-

dünnung von 1:500 in 1% Bovine Serum Albumin (BSA) in TBS mit 12,5% Rattenserum 

bei RT, gefolgt von zweimaligem Spülen mit WP für jeweils 5 min. Anschließend er-

folgte eine 30-minütige Inkubation mit den Vectastain Elite ABC-Kits (Vector) bei 4°C, 

gefolgt von zweimaligem Spülen mit WP für jeweils 5 min und einem zusätzlichen Spü-

len mit Aqua dest. für 5 min. Danach wurde eine 5-minütige Inkubation mit dem Nova 

Red HRP Substrate Kit (Peroxidase, SK-4800, Vector) bei 4 °C im Dunkeln durchgeführt, 
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gefolgt von einem Abspülen mit Aqua bidest. und einem dreimaligen Spülen mit Aqua 

dest., jeweils für 5 min. 

Anschließend wurde eine Gegenfärbung mit Hämatoxylinlösung (Shandon Instant-Hä-

matoxylin, 6765015, Thermo Scientific) im Verhältnis 1:3 verdünnt in Aqua bidest für 

15 Sekunden durchgeführt. Nach einem Abspülen mit Aqua dest. erfolgte eine 10-minü-

tige Tropfspülung mit Leitungswasser, gefolgt von einem Spülen mit Aqua dest. für 5 

min. 

Abschließend wurden die Gewebeschnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70% 

Ethanol  (EtOH), 96% EtOH und 100% EtOH) sowie zweimal in Xylol für jeweils 5 min 

dehydriert. Zum Schluss wurden die Gewebeschnitte mit DePeX (Serva, Heidelberg, 

Deutschland) eingedeckt.  

Färbungen, bei denen durch das Kochen im Tris-EDTA Puffer, pH 9,0 starke Zerstö-

rungen der Präparate auftraten, wurden gegebenenfalls wiederholt. 
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Tabelle 4: Färbeprotokoll Runx2 

 

Entparaffinie-

ren 

Xylol 2 x 5' RT  

Aceton 1 x 10' RT  

Aceton / Waschpuffer 1:1 1 x 10' RT  

Spülen Waschpuffer 2 x 5' RT  

Vorbehand-

lung 

Tris-EDTA Puffer, pH 9,0 2 h     60°C    30 min abkühlen in RT  

Spülen Waschpuffer 2 x 5' RT  

Blockieren 3% H2O2 in Waschpuffer 5' RT  

Spülen Waschpuffer 2 x 5' RT  

Inkubation primärer Antikörper 

Runx2 ab236639, 1:500  

Über Nacht 4°C feuchte Kammer 

Kontrolle: Verdün-

nungspuffer 

Spülen Waschpuffer 3 x 5' RT Vorher 10x mit 

Quetschpipette abspü-

len 

Inkubation Sek. Antikörper 3b, Ziege 

anti-Kaninchen, Vector, 

1:500    

30' RT feuchte Kammer 

 

Spülen Waschpuffer 2 x 5' RT mehrmals abspülen, 

Rüttler 

Färben Vectastain Elite ABC-Kit 30' RT feuchte Kammer 

Spülen Waschpuffer 2 x 5' RT mehrmals abspülen, 

Rüttler 

Spülen Aqua dest. 1 x 5' RT Rüttler 

Färben Nova Red 5' RT Dunkelheit 

Spülen Aqua bidest abspülen Spritzflasche 

Spülen Aqua dest. 3 x 5' Rüttler 

Gegenfärbung Hämatoxylin 1+3 15''  

Spülen Aqua dest. abspülen Spritzflasche 

Bläuen Leitungswasser 10'  

Spülen Aqua dest. 5'  

Entwässern EtOH 70%ig 5'  

EtOH 96%ig 5'  

EtOH 100%ig 5'  

Xylol 2 x 5'  

Eindeckeln Depex   
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2.3.5 Färbeprotokoll Osterix 

 

Für die Darstellung von Osterix wurde, wie bereits erwähnt, ein monoklonaler Anti-

Sp7/Osterix-Antikörper [EPR21034] verwendet, der aus Kaninchen stammt und gegen 

Rattengewebe gerichtet ist. Der Antikörper wurde von Abcam (ab227820) bezogen und 

in einer Verdünnung von 1:1500 eingesetzt.  

Zu Beginn wurde eine Entparaffinierung der Gewebeschnitte durchgeführt. Dies erfolgte 

durch zweimaliges Baden in Xylol für jeweils 5 min und anschließende Rehydratisierung 

in Aceton für 10 min sowie einer Mischung aus Aceton und WP im Verhältnis 1:1 für 

weitere 10 min bei RT. Anschließend wurden die Gewebeschnitte zweimal mit WP für 5 

min gespült. 

 

Um das Antigen zu demaskieren, wurden die Gewebeschnitte in einem Tris-EDTA-Puf-

fer mit einem pH-Wert von 9,0 für 60 min bei 60°C im Schnellkochtopf gekocht. Nach 

einer Kälteschockbehandlung (ca. 4°C) für 10 min wurden die Gewebeschnitte zweimal 

für jeweils 5 min in WP gewaschen. 

 

Zur Reduzierung der Hintergrundfärbung erfolgte eine Blockierung mit 3%igem H2O2 in 

WP für 5 min, gefolgt von zweimaligem Spülen mit WP für jeweils 5 min. Um ein Aus-

trocknen der Gewebeschnitte zu verhindern, wurden alle folgenden Inkubationsschritte 

in einer feuchten Kammer durchgeführt.   

Die Inkubation mit dem Primärantikörper Anti-SP7 (ab227820) in einer Verdünnung von 

1:1500 erfolgte über Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer. 

Am zweiten Tag wurde zunächst ein zehnfaches Abspülen mit WP durchgeführt, indem 

eine Quetschpipette verwendet wurde. Anschließend wurden die Gewebeschnitte dreimal 

für jeweils 5 min bei RT mit WP gewaschen. Darauf folgte eine 30-minütige Inkubation 

mit dem sekundären Antikörper [Ziege anti-Kaninchen (Vector, BA-1000)] in einer Ver-

dünnung von 1:500 in 1% BSA in TBS mit 12,5% Rattenserum bei RT, gefolgt von zwei-

maligem Spülen mit WP für jeweils 5 min. Anschließend erfolgte eine 30-minütige Inku-

bation mit den Vectastain Elite ABC-Kits (Vector) bei 4°C, gefolgt von zweimaligem 

Spülen mit WP für jeweils 5 min und einem zusätzlichen Spülen mit Aqua dest. für 5 

min. Danach wurde eine 5-minütige Inkubation mit Nova Red (Vector) bei 4°C im Dun-

keln durchgeführt, gefolgt von einem Abspülen mit Aqua bidest. und dreimaligem Spülen 
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mit Aqua dest. für jeweils 5 min. Anschließend wurde eine Gegenfärbung mit Hämatoxy-

linlösung im Verhältnis 1:3 verdünnt in Aqua bidest. für 15 Sekunden durchgeführt. Nach 

einem Abspülen mit Aqua dest. erfolgte eine 10-minütige Tropfspülung mit Leitungs-

wasser, gefolgt von einem Spülen mit Aqua dest. für 5 min. 

Abschließend wurden die Gewebeschnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%      

EtOH, 96% EtOH und 100% EtOH) sowie zweimal in Xylol für jeweils 5 min dehydriert. 

Zum Schluss wurden die Gewebeschnitte mit DePeX eingedeckt.  

Färbungen, bei denen durch das Kochen im Tris-EDTA Puffer, pH 9,0 starke Zerstö-

rungen der Präparate auftraten, wurden gegebenenfalls wiederholt. 
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Tabelle 5: Färbeprotokoll Osterix 

 

Entparaffinie-

ren 

Xylol 2 x 5' RT  

Aceton 1 x 10' RT  

Aceton / Waschpuffer 1:1 1 x 10' RT  

Spülen Waschpuffer 2 x 5' RT  

Vorbehand-

lung 

Tris-EDTA Puffer, pH 9,0 1h        60°C 10 min Kälteschock  

Spülen Waschpuffer 2 x 5' RT  

Blockieren 3% H2O2 in Waschpuffer 5' RT  

Spülen Waschpuffer 2 x 5' RT  

Inkubation primärer Antikörper 

SP7/Osterix in Verdün-

nungspuffer 1:1500 

Über Nacht 4°C feuchte Kammer 

Kontrolle: Verdün-

nungspuffer 

Spülen Waschpuffer 3 x 5' RT Vorher 10x mit 

Quetschpipette abspü-

len 

Inkubation Sek. Antikörper 3b, Ziege 

anti-Kaninchen, Vector, 

1:500    

30'      RT feuchte Kammer 

Spülen Waschpuffer 2 x 5' RT mehrmals abspülen, 

Rüttler 

Färben Vectastain Elite ABC-Kit 30' RT feuchte Kammer 

Spülen Waschpuffer 2 x 5' RT mehrmals abspülen, 

Rüttler 

Spülen Aqua dest. 1 x 5' RT Rüttler 

Färben Nova Red 5' RT Dunkelheit 

Spülen Aqua bidest. abspülen Spritzflasche 

Spülen Aqua dest. 3 x 5' Rüttler 

Gegenfärbung Hämatoxylin 1+3 25''  

Spülen Aqua dest. abspülen Spritzflasche 

Bläuen Leitungswasser 10'  

Spülen Aqua dest. 5'  

Entwässern EtOH 70%ig 5'  

EtOH 96%ig 5'  

EtOH 100%ig 5'  

Xylol 2 x 5'  

Eindeckeln Depex   
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2.3.6 Negativkontrollen 

 

Als Kontrollen für unspezifische Farbreaktionen bei der Durchführung der Immunhisto-

chemie von Runx2 und Osterix wurden zusätzliche Paraffinschnitte verwendet. Anstelle 

des primären Antikörpers wurden diese Schnitte mit einem VP inkubiert. Durch die an-

schließende Applikation des sekundären Antikörpers und die Durchführung aller weite-

ren Schritte der Immunhistochemie konnten mögliche unspezifische Bindungen und dar-

aus resultierende Färbeergebnisse ausgeschlossen werden. 

Durch diese Kontrollversuche wurde gewährleistet, dass jegliche Färbung auf spezifische 

Bindung des primären Antikörpers an das Zielprotein zurückzuführen war. Die Negativ-

kontrollen zeigten keine Anzeichen einer Farbreaktion, was die Spezifität und Zuverläs-

sigkeit der Immunhistochemie für die Detektion von Runx2 und Osterix bestätigt. 

 

 

 

2.4 Histomorphometrie 

 

Die Histomorphometrie wird als computergestützte quantitative Methode definiert, die es 

ermöglicht, die Mikroarchitektur, das Remodeling und den Metabolismus von Knochen-

gewebe anhand von Mikrofotografien von Knochenschnitten zu bewerten. Moderne 

Techniken werden eingesetzt, um histologische Informationen aus den Präparaten zu ex-

trahieren und zu messen. Diese Messungen werden anschließend in numerische Werte 

umgewandelt, die für den Vergleich zwischen den Präparaten verwendet werden können 

(Kulak et al., 2010; Malluche et al., 1982). 

In dieser Studie wurden die gefärbten Paraffinschnitte für die histomorphometrische Ana-

lyse im Labor für Experimentelle Unfallchirurgie der Justus-Liebig-Universität mit einem 

digitalen Licht-Fotomikroskop (Mikroskop: DM5500 B, Kamera: DFC7000 T, Leica 

Microsystems CMS GmbH, Wetzlar, Deutschland) fotografiert und digitalisiert. Dabei 

wurden sowohl Übersichts- als auch Detailaufnahmen in verschiedenen Vergrößerungen 

erstellt. Zur Erstellung eines Übersichtsbildes wurden Einzelbilder mithilfe von LAS X, 

Version 3.7.3.23245, zusammengeführt. 
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Die Fotografien der gefärbten Paraffinschnitte, die mit einem 10-fachen Mikroskopob-

jektiv aufgenommen wurden, wurden für die quantitative histomorphometrische Analyse 

mithilfe der Bildbearbeitungssoftware Fiji Image J (Version 2.1.0/1.53c, National Insti-

tutes of Health, Bethesda, MD, USA) bearbeitet (Schindelin et al., 2012). 

Dabei wurde nach dem Öffnen der Fotos und der Einstellung des Maßstabs (1,55 Pi-

xel/μm) der Mittelpunkt der Implantatstelle bzw. des Defektbereichs sowie des Granula-

tionsgewebes, in dem sich die Implantate befanden, ermittelt (Abbildung 6). 

 

 

Abbildung 6: Einstellen des Maßstabes (1.55 Pixel/μm) 

 

Anschließend wurde eine Region of Interest (ROI) in Form eines Kreises mit einem 

Durchmesser von 2000 μm definiert. Die Festlegung der ROI basierte auf der Kenntnis, 

dass die Implantate einen Durchmesser von 1500 μm aufweisen, und um den engen Be-

reich um die Implantatstelle einzuschließen, wurde der ROI um 500 μm erweitert (Abbil-

dung 7). 
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Abbildung 7: Bestimmung der ROI in Form eines Kreises mit einem Durchmesser von 

2000 μm, Maßstab 500 μm 

 

 

Dann wurden mithilfe des Segmentierten Linien-Tools die Knochentrabekel innerhalb 

der ROI markiert. Die Knochenkortikalis innerhalb des ROI wurde ausgeschlossen. Die 

markierten Knochentrabekel wurden dem ROI-Manager hinzugefügt, gespeichert und 

vermessen. Dabei wurden der Umfang und die Oberfläche der Trabekel bestimmt (Ab-

bildung 8). 

 



43 

 

 

Abbildung 8: Die roten Linien begrenzen die Trabekel innerhalb der ROI, Maßstab 200 

μm.  

 

Anschließend wurden die Anzahl der Runx2-positiven bzw. Osterix-positiven Zellen, 

einschließlich Osteoblasten, und Präosteoblasten, gezählt (Abbildungen 9 und 10). 

 Die gesammelten Daten wurden in eine Microsoft Excel-Tabelle exportiert und dort wei-

terverarbeitet. Die gesamte histomorphometrische Untersuchung wurde auf einem HP-

Laptop (Modell 15-da1320ng) durchgeführt. 
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Abbildung 9: Darstellung von Trabekel innerhalb des ROI, markiert durch rote Linien, und 

positiven Zellen, markiert durch gelbe kleine Punkte. Maßstab 200 μm. 

A) Darstellung eines Runx2-Objektträgers nach einer Standzeit von 4 Wochen. 

B) Darstellung eines Runx2-Objektträgers nach einer Standzeit von 6 Monaten. 

Abbildung 10: Darstellung von Trabekel innerhalb des ROI, markiert durch rote Linien, 

und positiven Zellen, markiert durch gelbe kleine Punkte. Maßstab 200 μm. 

A) Darstellung eines Osterix-Objektträgers nach einer Standzeit von 4 Wochen. 

B) Darstellung eines Osterix-Objektträgers nach einer Standzeit von 6 Monaten. 
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2.5 Statistische Auswertung 

 

Die statistischen Analysen wurden unter Verwendung der SPSS Statistics Software (Ver-

sion 28.0. Armonk, NY: IBM Corp) durchgeführt. Die Werte waren nicht normal verteilt, 

deswegen wurden die nicht parametrische Tests verwendet. Das Signifikanzniveau wurde 

auf p ≤ 0,05* (für signifikante Unterschiede) bzw. p ≤ 0,01** (für hochsignifikante Un-

terschiede) festgelegt. Die Verteilung der Daten in den Gruppen wurde durch Boxplots 

grafisch dargestellt. Die Box repräsentiert den Interquartilsabstand und definiert den Wer-

tebereich zwischen dem 25%- und 75%-Perzentil. Die Whiskers erstrecken sich vom obe-

ren bzw. unteren Ende der Box bis zum höchsten bzw. niedrigsten Wert, der noch inner-

halb des 1,5-fachen Interquartilabstands liegt. Datenpunkte außerhalb dieser Grenzen 

werden als Ausreißer (°) oder Extremwerte (☆) dargestellt. 
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3 Ergebnisse 

Im Rahmen der histomorphometrischen Analysen wurde die Gesamtzahl der immunpo-

sitiven Zellen ermittelt, sowie die Anzahl der Runx2- und Osterix-positiven Präosteoblas-

ten und Osteoblasten separat quantifiziert. Zusätzlich wurde die Beziehung dieser Zellty-

pen zur Trabekelfläche und zum Trabekelumfang untersucht, indem die relativen Werte 

berechnet wurden.  

Die Osteoblasten wurden innerhalb des ROI histologisch als kubische, mononukleäre 

Zellen identifiziert, die sich spezifisch an den Oberflächen der Knochentrabekeln befan-

den. Die Präosteoblasten wurden  innerhalb des ROI histologisch als Zellen identifiziert, 

die eine ovale bis spindelförmige Zellmorphologie mit Proliferationspotential aufweisen 

und befanden sich in unmittelbarer Nähe des Knochengewebes innerhalb des Granulati-

onsgewebes, welches zwischen den reifen Osteoblasten und dem Knochenmarkgewebe 

liegt (Narimatsu et al., 2010).   

 

 

 

3.1 Histomorphometrische Analyse der Runx2-Immunhistochemie 

 

3.1.1 Relative Gesamtzahl der Runx2-immunpositiven Zellen 

 

Für die Auswertung von Runx2 wurden insgesamt 67 Objektträger (n = 67) untersucht. 

Bei der Analyse der relativen gesamten Anzahl der Runx2-positiven Zellen in Bezug auf 

die Trabekelfläche (mm2) innerhalb der ROI (All/TbAr) zeigte der Kolmogorov-Smir-

nov-Test keine normale Verteilung der Daten der 12 Gruppen. Der nicht-parametrische 

Kruskal-Wallis-Test ergab einen hochsignifikanten Unterschied zwischen den Gruppen 

(p < 0,001; Abbildung 11, Tabelle 6). 
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Tabelle 6: Durchschnittliche Anzahl der gesamten Runx2 immunpositiven Zellen in Re-

lation zur Trabekeloberfläche in den verschiedenen Gruppen 

Variable N Mittelwert (±) SEM Variable N Mittelwert (±) SEM 

Gruppe 1 6 934,8 ± 389,2     n/mm2 Gruppe 7 4 398,5 ± 301        n/mm2 

Gruppe 2  6 201,9 ± 80,8       n/mm2 Gruppe 8  6 163,1 ± 30          n/mm2 

Gruppe 3 6 367,4 ± 174,4     n/mm2 Gruppe 9 5 381,5 ± 80,3       n/mm2 

Gruppe 4 6 2561,7 ± 1614,6 n/mm2 Gruppe 10 6 230 ± 96,4          n/mm2 

Gruppe 5 6 3863 ± 825,6      n/mm2 Gruppe 11 5 503,4 ± 117,2     n/mm2 

Gruppe 6 6 4343,4 ± 1018    n/mm2 Gruppe 12 5 338,8 ± 46,8       n/mm2 

SEM: Standardfehler des Mittelwerts, N: Anzahl der Objektträger 

Beim paarweisen Vergleich mit dem Mann-Whitney-Test zeigte sich lediglich eine sig-

nifikante Reduktion in der relativen Anzahl der gesamten Runx2-immunpositiven Zellen 

bezogen auf die Trabekelfläche nach 6 Monaten im Vergleich zur postoperativen Stand-

zeit nach 4 Wochen in den Gruppen mit Kollagenimplantate (p = 0,004 für den Vergleich 

von 5 und 11, sowie für den Vergleich von 6 und 12; Abbildung 12). 

Abbildung 11: Analyse der relativen Gesamtanzahl der Runx2-positiven Zel-

len in Relation zur Trabekelfläche (mm2) innerhalb der ROI in den 12 Grup-

pen. Statistische Ausreißer und Extremwerte werden in der Abbildung durch 

Kreise (°) und Sterne (*) markiert. 

Abbildung 11: Analyse der relativen Gesamtanzahl der Runx2-positiven Zel-

len in Relation zur Trabekelfläche (mm2) innerhalb der ROI in den 12 Grup-

pen. Statistische Ausreißer und Extremwerte werden in der Abbildung durch 

Kreise (°) und Sterne (*) markiert. 
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Abbildung 12: Vergleich der relativen Anzahl der Runx2-immunpositiven Zellen bezo-

gen auf die Trabekelfläche bei den Gruppen mit Kollegenimplantaten nach 4 Wochen 

und 6 Monaten. 

A: Vergleich zwischen Gruppe 5 und Gruppe 11 (mit Silbernanopartikel) 

B: Vergleich zwischen Gruppe 6 und Gruppe 12 (ohne Silbernanopartikel) 

**Signifikanter Unterschied bei p < 0,004, Der Kreis markiert einen statistischen Aus-

reißer. 

Bei der Analyse der relativen gesamten Anzahl der Runx2-positiven Zellen im Verhältnis 

zum Trabekelperimeter (mm) innerhalb des ROI (All/TbS) zeigte der Kolmogorov-Smir-

nov-Test ebenfalls keine normale Verteilung der Daten der 12 Gruppen. Der nicht-para-

metrische Kruskal-Wallis-Test ergab auch hier einen hochsignifikanten Unterschied zwi-

schen den Gruppen (p < 0,001; Abbildung 13, Tabelle 7). 

 

 

Abbildung 13: Analyse der relativen Gesamtanzahl der Runx2-positiven Zellen 

in Relation zum Trabekelumfang (mm) innerhalb der ROI in den 12 Gruppen. 
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Bei der Analyse im Verhältnis zum Trabekelumfang zeigte sich im paarweisen Vergleich 

mit dem Mann-Whitney-Test lediglich eine hochsignifikante Reduktion der relativen An-

zahl der gesamten Runx2-immunpositiven Zellen in den Gruppen mit Kollagenimplanta-

ten nach 6 Monaten im Vergleich zu 4 Wochen (p = 0,004 für den Vergleich von 5 und 

11 sowie für den Vergleich von 6 und 12; Abbildung 14). 

 

 

Tabelle 7:Durchschnittliche Anzahl der gesamten Runx2 immunpositiven Zellen in Re-

lation zum Trabekelumfang in den verschiedenen Gruppen 

Variable N Mittelwert (±) SEM Variable N Mittelwert (±) SEM 

Gruppe 1 6 23,16 ± 11,13      n/mm Gruppe 7 4 12,04 ± 10,03     n/mm 

Gruppe 2  6 3,909 ± 1,45        n/mm Gruppe 8  6 4,682 ± 1,199     n/mm 

Gruppe 3 6 9,137 ± 4,16        n/mm Gruppe 9 5 5,540 ± 1,142     n/mm 

Gruppe 4 6 65,44 ± 45,5        n/mm Gruppe 10 6 5,339 ± 2,477     n/mm 

Gruppe 5 6 77,52 ± 18,0        n/mm Gruppe 11 5 9,644 ± 1,807     n/mm 

Gruppe 6 6 83,67 ± 18,22      n/mm Gruppe 12 5 6,891 ± 0,493     n/mm 

SEM: Standardfehler des Mittelwerts, N: Anzahl der Objektträger 

 

Abbildung 14: Vergleich der relativen Anzahl der Runx2-immunpositiven Zellen bezo-

gen auf die Trabekelumfang bei den Gruppen mit Kollegenimplantaten nach 4 Wochen 

und 6 Monaten. 

A: Vergleich zwischen Gruppe 5 und Gruppe 11 (mit Silbernanopartikel) 

B: Vergleich zwischen Gruppe 6 und Gruppe 12 (ohne Silbernanopartikel) 

**Signifikanter Unterschied bei p < 0,004, Die kleine Sterne markieren statistischen 

Ausreißer 
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3.1.2 Relative Anzahl der Runx2-immunpositiven Osteoblasten  

 

In der Analyse der relativen Anzahl der Runx2-positiven Osteoblasten in Bezug auf die 

Trabekelfläche (mm²) innerhalb der ROI (Ob/TbAr) zeigte der Kolmogorov-Smirnov-

Test keine normale Verteilung der Daten der 12 Gruppen. Der nicht-parametrische 

Kruskal-Wallis-Test stellte einen hochsignifikanten Unterschied zwischen den Gruppen 

fest (p < 0,001; Abbildung 15, Tabelle 8). 

 

 

Unter Verwendung des Mann-Whitney-Tests wurde bei der Analyse der Titanimplantate 

eine signifikante Steigerung der Anzahl der Runx2-immunpositiven Osteoblasten in Be-

zug auf die Trabekelfläche nach 6 Monaten im Vergleich zur Ausgangszeit nach 4 Wo-

chen festgestellt (p = 0,017). Diese signifikante Steigerung wurde bei den Titanimplanta-

ten ohne Silberbeschichtung beobachtet. Im Gegensatz dazu zeigten die Titanimplantate 

mit Silberbeschichtung keine statistisch signifikanten Unterschiede (p = 0,485; Abbil-

dung 16). 

Abbildung 15: Analyse der relativen Anzahl der Runx2-positiven Osteo-

blasten in Relation zur Trabekelfläche (mm2) innerhalb der ROI in den 

12 Gruppen. 

Statistische Ausreißer werden in der Abbildung durch Kreise (°) und 

Sterne (*) markiert. 
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Bei den Kollagenimplantaten wurde ebenfalls die Anzahl der Runx2-immunpositiven Os-

teoblasten analysiert. Es wurde keine Signifikanz zwischen den Gruppen 5 und 11 fest-

gestellt (p = 0,082). Allerdings wurde eine signifikante Reduktion der Anzahl immunpo-

sitiver Osteoblasten für das mit AgNP-funktionalisierte Kollagenimplantat beobachtet (p 

= 0,03; Abbildung 17). 

 

 

Abbildung 17: Vergleich der relativen Anzahl der Runx2-immunpositiven Osteoblasten 

bezogen auf die Trabekelfläche bei den Gruppen mit Kollegenimplantaten nach 4 Wo-

chen und 6 Monaten.  

A: Vergleich zwischen Gruppe 5 und Gruppe 11 (mit Silbernanopartikel) 

B: Vergleich zwischen Gruppe 6 und Gruppe 12 (ohne Silbernanopartikel) 

*Signifikanter Unterschied bei p = 0,03. Die Kreise markieren statistische Ausreißer. 

 

Abbildung 16: Vergleich der relativen Anzahl der Runx2-immunpositiven Osteoblasten 

bezogen auf die Trabekelfläche bei den Gruppen mit Titanimplantaten nach 4 Wochen 

und 6 Monaten.  

A: Vergleich zwischen Gruppe 3 und Gruppe 9 (ohne Silbernanopartikel) 

B: Vergleich zwischen Gruppe 4 und Gruppe 10 (mit Silbernanopartikel) 

*Signifikanter Unterschied bei p = 0,017. Die Kreise und kleinen Sterne markieren sta-

tistische Ausreißer. 
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Tabelle 8: Durchschnittliche Anzahl der Runx2 immunpositiven Osteoblasten in Rela-

tion zur Trabekeloberfläche in den verschiedenen Gruppen 

Variable N Mittelwert (±) SEM Variable N Mittelwert (±) SEM 

Gruppe 1 6 403,5 ± 168,6     n/mm2 Gruppe 7 4 112,1 ± 47,77     n/mm2 

Gruppe 2  6 119,6 ± 82,34     n/mm2 Gruppe 8  6 119,9 ± 23,03     n/mm2 

Gruppe 3 6 88,63 ± 41,39     n/mm2 Gruppe 9 5 318,0 ± 68,16     n/mm2 

Gruppe 4 6 342,8 ± 157,9     n/mm2 Gruppe 10 6 163,8 ± 60,41     n/mm2 

Gruppe 5 6 1000,4 ± 284,7   n/mm2 Gruppe 11 5 397,9 ± 108,2     n/mm2 

Gruppe 6 6 1093,8 ± 267,3   n/mm2 Gruppe 12 5 232,8 ± 45,98     n/mm2 

SEM: Standardfehler des Mittelwerts, N: Anzahl der Objektträger 

Bei der Analyse der relativen Anzahl der Runx2-positiven Osteoblasten im Verhältnis 

zum Trabekelperimeter (mm) innerhalb des ROI (Ob/TbS) ergab der Kolmogorov-Smir-

nov-Test erneut keine normale Verteilung der Daten der 12 Gruppen. Der nicht-paramet-

rische Kruskal-Wallis-Test zeigte einen hochsignifikanten Unterschied zwischen den 

Gruppen (p = 0,002; Abbildung 18, Tabelle 9). 

 

 

Abbildung 18: Analyse der relativen Anzahl der Runx2-positiven Oste-

oblasten in Relation zum Trabekelumfang (mm) innerhalb der ROI in 

den 12 Gruppen.  

Statistische Ausreißer werden in der Abbildung durch Kreise (°) und 

Sterne (*) markiert. 
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Bei der Analyse der Anzahl der Runx2-immunpositiven Osteoblasten in Bezug auf den 

Trabekelumfang (mm) im ROI mittels des Mann-Whitney-Tests ergaben sich keine sig-

nifikanten Unterschiede für die Gruppe der Titanimplantate ohne AgNP (p = 0,126 für 3 

versus 9 und p = 0,485 für 4 versus 10; Abbildung 19). 

 

 

Abbildung 19: Vergleich der relativen Anzahl der Runx2-immunpositiven Osteoblasten 

bezogen auf den Trabekelumfang (mm) bei den Gruppen mit Titanimplantaten nach 4 

Wochen und 6 Monaten. 

A: Vergleich zwischen Gruppe 3 und Gruppe 9 (ohne Silbernanopartikel) 

B: Vergleich zwischen Gruppe 4 und Gruppe 10 (mit Silbernanopartikel) 

Der Kreis markiert einen statistischen Ausreißer. 

 

 

Bei den Kollagenimplantaten wurde jedoch eine signifikante Reduktion nach 6 Monaten 

für das silberfunktionalisierte Implantat festgestellt, während der Unterschied am Kol-

lagenimplantat ohne AgNP nicht signifikant war (p = 0,03 für 5 versus 11 und p = 0,052 

für 6 versus 12). Es konnte jedoch eine tendenzielle Reduktion für das Kollagenimplantat 

ohne AgNP beobachtet werden (Abbildung 20). 
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Abbildung 20: Vergleich der relativen Anzahl der Runx2-immunpositiven Osteoblasten 

bezogen auf den Trabekelumfang bei den Gruppen mit Kollegenimplantaten nach 4 Wo-

chen und 6 Monaten.  

A: Vergleich zwischen Gruppe 5 und Gruppe 11 (mit Silbernanopartikel) 

B: Vergleich zwischen Gruppe 6 und Gruppe 12 (Ohne Silbernanopartikel) 

*Signifikanter Unterschied bei p = 0,03. Der Kreis markiert einen statistischen Ausrei-

ßer. 

 

 

 

Tabelle 9:Durchschnittliche Anzahl der Runx2 immunpositiven Osteoblasten in Relation 

zum Trabekelumfang in den verschiedenen Gruppen 

Variable N Mittelwert (±) SEM Variable N Mittelwert (±) SEM 

Gruppe 1 6 10,44 ± 5,355      n/mm Gruppe 7 4 3,002 ± 1,646     n/mm 

Gruppe 2  6 2,190 ± 1,387      n/mm Gruppe 8  6 3,416 ± 0,906     n/mm 

Gruppe 3 6 2,245 ± 0,995      n/mm Gruppe 9 5 4,598 ± 0,945     n/mm 

Gruppe 4 6 7,518 ± 3,229      n/mm Gruppe 10 6 3,717 ± 1,496     n/mm 

Gruppe 5 6 18,99 ± 4,480      n/mm Gruppe 11 5 7,362 ± 1,574     n/mm 

Gruppe 6 6 22,73 ± 5,757      n/mm Gruppe 12 5 4,600 ± 0,562    n/mm 

SEM: Standardfehler des Mittelwerts, N: Anzahl der Objektträger 
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3.1.3 Relative Anzahl der Runx2-immunpositiven Präosteoblasten  

 

Der Kolmogorov-Smirnov-Test ergab, dass die Daten der 12 Gruppen in Bezug auf die 

relative Anzahl der Runx2-positiven Präosteoblasten im Verhältnis zur Trabekelfläche 

(mm2) innerhalb des ROI (PreOb/TbAr) keine normale Verteilung aufweisen. Der nicht-

parametrische Kruskal-Wallis-Test zeigte einen hochsignifikanten Unterschied zwischen 

den Gruppen (p < 0,001; Abbildung 21, Tabelle 10). 

 

 

 

 

Der Mann-Whitney-Test ergab, dass für die Gruppen mit Titanimplantaten ohne AgNP 

keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Präosteoblasten in Relation zur Trab-

ekelfläche festgestellt wurden. Hingegen wurde in der Gruppe mit AgNP eine hochsig-

nifikante Reduktion nach 6 Monaten im Vergleich zu 4 Wochen festgestellt (p = 0,247 

für 3 versus 9 und p = 0,009 für 4 versus 10; Abbildung 22). 

Abbildung 21: Analyse der relativen Anzahl der Runx2-positi-

ven Präosteoblasten in Relation zum Trabekelfläche (mm2) in-

nerhalb der ROI in den 12 Gruppen. 

Der Stern markiert einen statistischen Ausreißer. 
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Abbildung 22: Vergleich der relativen Anzahl der Runx2-immunpositiven Präosteoblas-

ten bezogen auf die Trabekelfläche bei den Gruppen mit Titanimplantaten nach 4 Wo-

chen und 6 Monaten. 

A: Vergleich zwischen Gruppe 3 und Gruppe 9 (ohne Silbernanopartikel) 

B: Vergleich zwischen Gruppe 4 und Gruppe 10 (mit Silbernanopartikel) 

**Hochsignifikanter Unterschied bei p = 0,009, Das kleine Sternchen markiert einen 

statistischen Ausreißer 

 

Bei der Betrachtung der Präosteoblasten in Bezug auf die Trabekelfläche im ROI wurde 

sowohl bei den kollagenbasierten Implantaten mit Silber (Col1+AgNP) als auch bei den 

kollagenbasierten Implantaten ohne Silber (Col1-AgNP) eine hochsignifikante Reduktion 

der Anzahl von Runx2-positiven Zellen festgestellt (p = 0,004 für 5 versus 11 und für 6 

versus 12; Abbildung 23). 

 

Abbildung 23: Vergleich der relativen Anzahl der Runx2-immunpositiven Präosteoblas-

ten bezogen auf die Trabekelfläche bei den Gruppen mit Kollegenimplantaten nach 4 

Wochen und 6 Monaten. 

A: Vergleich zwischen Gruppe 5 und Gruppe 11 (mit Silbernanopartikel) 

B: Vergleich zwischen Gruppe 6 und Gruppe 12 (ohne Silbernanopartikel) 

**Hochsignifikanter Unterschied bei p = 0,004 
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Tabelle 10:Durchschnittliche Anzahl der Runx2-immunpositiven Präosteoblasten in Re-

lation zur Trabekeloberfläche in den verschiedenen Gruppen 

Variable N Mittelwert (±) SEM Variable N Mittelwert (±) SEM 

Gruppe 1 6 531,2 ± 242,5     n/mm2 Gruppe 7 4 286,5 ± 258,4   n/mm2 

Gruppe 2  6 82,25 ± 32,35     n/mm2 Gruppe 8  6 43,27 ± 10,11   n/mm2 

Gruppe 3 6 278,7 ± 137,2     n/mm2 Gruppe 9 5 63,52 ± 13,97   n/mm2 

Gruppe 4 6 2219 ± 1572       n/mm2 Gruppe 10 6 66,08 ± 39,44   n/mm2 

Gruppe 5 6 2862,6 ± 754,2   n/mm2 Gruppe 11 5 105,4 ± 37,18   n/mm2 

Gruppe 6 6 3249,5 ± 885,7   n/mm2 Gruppe 12 5 105,9 ± 13,86   n/mm2 

SEM: Standardfehler des Mittelwerts, N: Anzahl der Objektträger 

Bei der Analyse der relativen Anzahl der Runx2-positiven Präosteoblasten im Verhältnis 

zum Trabekelumfang (mm) innerhalb des ROI (PreOb/TbS) ergab der Kolmogorov-

Smirnov-Test erneut keine normale Verteilung der Daten der 12 Gruppen. Der nicht-pa-

rametrische Kruskal-Wallis-Test zeigte ebenfalls einen hochsignifikanten Unter-schied 

zwischen den Gruppen (p < 0,001; Abbildung 24, Tabelle 11). 

 

 

                                                                                                                                                                                     

                                                                                                                                           

Abbildung 24: Analyse der relativen Anzahl der Runx2-positiven 

Präosteoblasten in Relation zum Trabekelumfang (mm) innerhalb 

der ROI in den 12 Gruppen. Statistische Ausreißer werden in der 

Abbildung durch Sterne (*) markiert. 
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Beim Vergleich der Anzahl der Runx2-immunpositiven Präosteoblasten in Relation zum 

Trabekelumfang mittels des Mann-Whitney-Tests konnten keine signifikanten Unter-

schiede in der Gruppe mit Titanimplantaten ohne AgNP (Ti-AgNP) festgestellt werden. 

Hingegen zeigte die Gruppe mit silberhaltigen Titanimplantaten (Ti+AgNP) eine signifi-

kante Reduktion nach 6 Monaten im Vergleich zu 4 Wochen (p = 0,082 für 3 versus 9 

und p = 0,026 für 4 versus 10; Abbildung 25). 

 

 

 

 

Abbildung 25: Vergleich der relativen Anzahl der Runx2-immunpositiven Präosteoblas-

ten bezogen auf den Trabekelumfang bei den Gruppen mit Titanimplantaten nach 4 Wo-

chen und 6 Monaten.  

A: Vergleich zwischen Gruppe 3 und Gruppe 9 (ohne Silbernanopartikel) 

B: Vergleich zwischen Gruppe 4 und Gruppe 10 (mit Silbernanopartikel) 

*Signifikanter Unterschied bei p = 0,026. Das kleine Sternchen markiert einen statisti-

schen Ausreißer. 

  

 

Bei den Kollagenimplantaten wurde ebenfalls in Bezug auf den Trabekelumfang eine sig-

nifikante Reduktion der Anzahl der Runx2-immunpositiven Präosteoblasten nach 6 Mo-

naten im Vergleich zu 4 Wochen festgestellt. Dies galt sowohl für die Kollagenimplantate 

mit Silberfunktionalisierung als auch für die ohne Silberfunktionalisierung (p = 0,004 für 

5 versus 11 und für 6 versus 12; Abbildung 26). 
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Abbildung 26: Vergleich der relativen Anzahl der Runx2-immunpositiven Präosteoblas-

ten bezogen auf den Trabekelumfang bei den Gruppen mit Kollegenimplantaten nach 4 

Wochen und 6 Monaten.  

A: Vergleich zwischen Gruppe 5 und Gruppe 11 (mit Silbernanopartikel) 

B: Vergleich zwischen Gruppe 6 und Gruppe 12 (ohne Silbernanopartikel) 

**Hochsignifikanter Unterschied bei p = 0,004 

 

 

 

 

Tabelle 11:Durchschnittliche Anzahl der Runx2-immunpositiven Prästeoblasten in Re-

lation zum Trabekelumfang in den verschiedenen Gruppen 

Variable N Mittelwert (±) SEM Variable N Mittelwert (±) SEM 

Gruppe 1 6 12,72 ± 6,053   n/mm Gruppe 7 4 9,041 ± 8,461   n/mm 

Gruppe 2  6 1,719 ± 0,738   n/mm Gruppe 8  6 1,267 ± 0,410   n/mm 

Gruppe 3 6 6,892 ± 3,293   n/mm Gruppe 9 5 0,942 ± 0,221   n/mm 

Gruppe 4 6 57,92 ± 44,22   n/mm Gruppe 10 6 1,622 ± 1,043   n/mm 

Gruppe 5 6 58,53 ± 16,83   n/mm Gruppe 11 5 2,282 ± 0,847   n/mm 

Gruppe 6 6 60,94 ± 15,56   n/mm Gruppe 12 5 2,291 ± 0,377   n/mm 

SEM: Standardfehler des Mittelwerts, N: Anzahl der Objektträger 
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3.2 Histomorphometrische Analyse der Osterix-Immunhistochemie  

 

3.2.1 Relative Gesamtzahl der Osterix-immunpositiven Zellen  

 

Es wurden insgesamt 67 Objektträger (n = 67) für die Auswertung von Osterix untersucht. 

Bei der Analyse der relativen Anzahl der gesamten Osterix-positiven Zellen in Bezug auf 

die Trabekelfläche (mm2) innerhalb der ROI (All/TbAr) konnte mittels des Kolmogorov-

Smirnov-Tests keine normale Verteilung der Daten der 12 Gruppen festgestellt werden. 

Der nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Test zeigte einen signifikanten Unterschied zwi-

schen den Gruppen. In den Gruppen 8 und 9 wurden keine immunpositiven Zellen nach-

gewiesen, weshalb der Mittelwert als 0 angegeben wurde (p = 0,019; Abbildung 27, Ta-

belle 12). 

 

 

Beim paarweisen Vergleich mittels des Mann-Whitney-Tests wurde bei Betrachtung der 

relativen Anzahl der gesamten Osterix-positiven Zellen in Bezug auf die Trabekelfläche 

(mm2) innerhalb der ROI (All/TbAr) kein signifikanter Unterschied zwischen den Grup-

pen festgestellt (Abbildung 28). 

 

Abbildung 27: Analyse der relativen Gesamtanzahl der Osterix-

positiven Zellen in Relation zur Trabekelfläche (mm2) innerhalb 

der ROI in den 12 Gruppen.  

Statistische Ausreißer werden in der Abbildung durch Kreise (°) 

und Sterne (*) markiert. 
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Abbildung 28: Vergleich der relativen Anzahl der gesamten Osterix-immunpositiven 

Zellen in Bezug auf die Trabekelfläche bei den Gruppen mit Kollagenimplantaten. 

A: Vier Wochen nach der Implantation zeigen sich keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den Gruppen 5 (mit AgNP) und 6 (ohne AgNP) feststellbar (p = 0,310, Mann-

Whitney-U-Test).  

B: Sechs Monaten nach der Implantation zeigen sich ebenfalls keine signifikanten Un-

terschiede zwischen den Gruppen 11 (mit AgNP) und 12 (ohne AgNP) zu beobachten (p 

= 0,222, Mann-Whitney-U-Test). 

Statistische Ausreißer werden durch kleine Kreise und Sterne markiert. 

 

 

Tabelle 12: Durchschnittliche Anzahl der gesamten Osterix-immunpositiven Zellen in 

Relation zur Trabekeloberfläche in den verschiedenen Gruppen 

Variable N Mittelwert (±) SEM Variable N Mittelwert (±) SEM 

Gruppe 1 6 234,6 ± 195,5   n/mm2 Gruppe 7 4 3,204 ± 3,204    n/mm2 

Gruppe 2  6 5,444 ± 2,445   n/mm2 Gruppe 8  6 0                        n/mm2 

Gruppe 3 6 130,9 ± 99,83   n/mm2 Gruppe 9 5 0                        n/mm2 

Gruppe 4 6 21,02 ± 13,73   n/mm2 Gruppe 10 6 0,189 ± 0,189    n/mm2 

Gruppe 5 6 14,27 ± 5,008   n/mm2 Gruppe 11 5 5,631 ± 4,219    n/mm2 

Gruppe 6 6 47,79 ± 17,54   n/mm2 Gruppe 12 5 24,88 ± 16,20    n/mm2 

SEM: Standardfehler des Mittelwerts, N: Anzahl der Objektträger 

 

Bei der Analyse der relativen Anzahl der gesamten Osterix-positiven Zellen in Bezug 

auf den Trabekelumfang (mm) innerhalb der ROI (All/TbS) wurde mittels des Kolmo-

gorov-Smirnov-Tests festgestellt, dass die Daten der 12 Gruppen keine normale Vertei-

lung aufweisen. Der nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Test ergab einen signifikanten 

Unterschied zwischen den Gruppen (p = 0,021; Abbildung 29, Tabelle 13). 
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Beim paarweisen Vergleich mit dem Mann-Whitney-Test wurde bei Betrachtung der re-

lativen Anzahl der gesamten Osterix-positiven Zellen in Bezug auf den Trabekelumfang 

innerhalb der ROI ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen 

Gruppen festgestellt (Abbildung 30).  

 

 

Abbildung 30: Vergleich der relativen Anzahl der gesamten Osterix-immunpositiven 

Zellen in Bezug auf den Trabekelumfang bei den Gruppen mit Kollagenimplantaten. 

A: Vier Wochen nach der Implantation zeigen sich keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den Gruppen 5 (mit AgNP) und 6 (ohne AgNP) feststellbar (p = 0,394, Mann-

Whitney-U-Test).  

B: Sechs Monate nach der Implantation zeigen sich ebenfalls keine signifikanten Unter-

schiede zwi-schen den Gruppen 11 (Kollagenimplantate mit AgNP) und 12 (Kollagen-

implantate ohne AgNP) zu beobachten (p = 0,31, Mann-Whitney-U-Test).  

Statistische Ausreißer werden durch kleine Kreise und Sterne markiert. 

Abbildung 29: Analyse der relativen Gesamtanzahl der Osterix-positi-

ven Zellen in Relation zum Trabekelumfang (mm) innerhalb der ROI in 

den 12 Gruppen.  

Statistische Ausreißer werden in der Abbildung durch Kreise (°) und 

Sterne (*) markiert. 
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Tabelle 13: Durchschnittliche Anzahl der gesamten Osterix immunpositiven Zellen in 

Relation zum Trabekelumfang in den verschiedenen Gruppen 

Variable N Mittelwert (±) SEM Variable N Mittelwert (±) SEM 

Gruppe 1 6 5,053 ±3,998      n/mm Gruppe 7 4 0,056 ±0,056     n/mm 

Gruppe 2  6 0,021 ±0,058      n/mm Gruppe 8  6 0                        n/mm 

Gruppe 3 6 2,538 ±1,936      n/mm Gruppe 9 5 0                        n/mm 

Gruppe 4 6 0,509 ±0,325      n/mm Gruppe 10 6 0,010 ±0,010     n/mm 

Gruppe 5 6 0,349 ±0,114      n/mm Gruppe 11 5 0,176 ±0,134     n/mm 

Gruppe 6 6 1,050 ±0,433      n/mm Gruppe 12 5 0,550 ±0,344     n/mm 

SEM: Standardfehler des Mittelwerts, N: Anzahl der Objektträger 

3.2.2 Relative Anzahl der Osterix-immunpositiven Osteoblasten  

 

Bei der Untersuchung der relativen Anzahl der Osterix-positiven Osteoblasten in Bezug 

auf die Trabekelfläche (mm2) innerhalb der ROI (Ob/TbAr) wurde festgestellt, dass die 

Daten der 12 Gruppen gemäß dem Kolmogorov-Smirnov-Test nicht normal verteilt sind. 

Der nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Test ergab keinen signifikanten Unterschied (p 

= 0,131; Abbildung 31-32, Tabelle 14). 

 

 

Abbildung 31: Analyse der relativen Anzahl der Osterix-positiven Oste-

oblasten in Relation zur Trabekelfläche (mm2) innerhalb der ROI in den 

12 Gruppen.  

Statistische Ausreißer werden in der Abbildung durch Kreise (°) und 

Sterne (*) markiert. 
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Abbildung 32: Vergleich der relativen Anzahl der Osterix-immunpositiven Osteoblasten 

in Bezug auf die Trabekelfläche bei den Gruppen mit Kollagenimplantaten. 

A: Vier Wochen nach der Implantation zeigen sich keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den Gruppen 5 (Kollagenimplantate mit AgNP) und 6 (Kollagenimplantate 

ohne AgNP) feststellbar. 

B: Sechs Monate nach der Implantation zeigen sich ebenfalls keine signifikanten Unter-

schiede zwi-schen den Gruppen 11 (Kollagenimplantate mit AgNP) und 12 (Kollagen-

implantate ohne AgNP) zu beobachten. 

Statistische Ausreißer werden durch kleine Kreise und Sterne markiert. 

 

Tabelle 14:Durchschnittliche Anzahl der Osterix-immunpositiven Osteoblasten in Rela-

tion zur Trabekeloberfläche in den verschiedenen Gruppen 

Variable N Mittelwert (±) SEM Variable N Mittelwert (±) SEM 

Gruppe 1 6 148,7 ± 115,2   n/mm2 Gruppe 7 4 3,204 ± 3,204    n/mm2 

Gruppe 2  6 4,696 ± 2,148   n/mm2 Gruppe 8  6 0                        n/mm2 

Gruppe 3 6 66,59 ± 49,58   n/mm2 Gruppe 9 5 0                        n/mm2 

Gruppe 4 6 7,505 ± 3,375   n/mm2 Gruppe 10 6 0,189 ± 0,189    n/mm2 

Gruppe 5 6 10,43 ± 3,850   n/mm2 Gruppe 11 5 5,631 ± 4,219    n/mm2 

Gruppe 6 6 28,61 ± 15,63   n/mm2 Gruppe 12 5 7,227 ± 4,331    n/mm2 

SEM: Standardfehler des Mittelwerts, N: Anzahl der Objektträger 

Bei der Analyse der relativen Anzahl der Osterix-positiven Osteoblasten in Bezug auf 

den Trabekelumfang (mm) innerhalb der ROI (Ob/TbS) wurde festgestellt, dass die Daten 

der 12 Gruppen gemäß dem Kolmogorov-Smirnov-Test ebenfalls nicht normal verteilt 

sind. Der nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Test ergab keinen signifikanten Unter-

schied (p = 0,131; Abbildung 33-34, Tabelle 15). 
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Abbildung 34: Vergleich der relativen Anzahl der Osterix-immunpositiven Osteoblasten 

in Bezug auf den Trabekelumfang bei den Gruppen mit Kollagenimplantaten. 

A: Vier Wochen nach der Implantation zeigen sich sind keine signifikanten Unter-

schiede zwischen den Gruppen 5 (mit AgNP) und 6 (ohne AgNP) feststellbar. 

B: Sechs Monate nach der Implantation zeigen sichebenfalls keine signifikanten Unter-

schiede zwi-schen den Gruppen 11 (mit AgNP) und 12 (ohne AgNP) zu beobachten. 

Statistische Ausreißer werden durch kleine Kreise und Sterne markiert. 

 

 

Abbildung 33: Analyse der relativen Anzahl der Osterix-positiven Os-

teoblasten in Relation zum Trabekelumfang (mm) innerhalb der ROI in 

den 12 Gruppen.  

Statistische Ausreißer werden in der Abbildung durch Kreise (°) und 

Sterne (*) markiert. 
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Tabelle 15:Durchschnittliche Anzahl der Osterix immunpositiven Osteoblasten in Rela-

tion zum Trabekelumfang in den verschiedenen Gruppen 

Variable N Mittelwert (±) SEM Variable N Mittelwert (±) SEM 

Gruppe 1 6 3,283 ± 2,375   n/mm Gruppe 7 4 0,056 ± 0,056     n/mm 

Gruppe 2  6 0,111 ± 0,053   n/mm Gruppe 8  6 0                         n/mm 

Gruppe 3 6 1,289 ± 0,962   n/mm Gruppe 9 5 0                         n/mm 

Gruppe 4 6 0,189 ± 0,089   n/mm Gruppe 10 6 0,010 ± 0,010     n/mm 

Gruppe 5 6 0,254 ± 0,084   n/mm Gruppe 11 5 0,176 ± 0,134     n/mm 

Gruppe 6 6 0,672 ± 0,403   n/mm Gruppe 12 5 0,160 ± 0,093     n/mm 

SEM: Standardfehler des Mittelwerts, N: Anzahl der Objektträger 

3.2.3 Relative Anzahl der Osterix-immunpositiven Präosteoblasten  

 

Bei der Untersuchung der relativen Anzahl der Osterix-positiven Präosteoblasten in Be-

zug auf die Trabekelfläche (mm2) innerhalb der ROI (PreOb/TbAr) wurde mittels des 

Kolmogorov-Smirnov-Tests festgestellt, dass die Daten der 12 Gruppen keine normale 

Verteilung aufweisen. Der nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Test ergab einen hochsig-

nifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. In den Gruppen 7, 8, 9, 10 und 11 wurden 

keine immunpositiven Präosteoblasten nachgewiesen, weshalb der Mittelwert als 0 ange-

geben wurde (p = 0,006; Abbildung 35, Tabelle 16). 

Abbildung 35: Analyse der relativen Anzahl der Osterix-positiven Präosteo-

blasten in Relation zur Trabekelfläche (mm2) innerhalb der ROI in den 12 

Gruppen.  

Statistische Ausreißer werden in der Abbildung durch Kreise (°) und Sterne 

(*) markiert. 
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Beim paarweisen Vergleich mittels des Mann-Whitney-Tests zeigte sich lediglich eine 

signifikante Reduktion in der relativen Anzahl der Runx2-immunpositiven Präosteoblas-

ten in Bezug auf die Trabekelfläche nach sechs Monaten in der Gruppe 11 (AgNP-haltige 

Kollagenimplantate) im Vergleich zur Gruppe 12 (Kollagenimplantate ohne Funktionali-

sierung mit AgNP) (p = 0,032). Der Vergleich zwischen der Gruppe 5 (AgNP-haltige 

Kollagenimplantate) und der Gruppe 6 (ohne Funktionalisierung mit AgNP) nach vier 

Wochen zeigte keine signifikanten Unterschiede (p = 0,310; Abbildung 36). 

 

 

Abbildung 36: Vergleich der relativen Anzahl der Osterix-immunpositiven Präosteo-

blasten in Bezug auf die Trabekelfläche bei den Gruppen mit Kollagenimplantaten. 

A: Vier Wochen nach der Implantation zeigen sich keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den Gruppen 5 (mit AgNP) und 6 (ohne AgNP) feststellbar (p = 0,310, Mann-

Whitney-U-Test).  

B: Sechs Monate nach der Implantation zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen 

den Gruppen 11 (mit AgNP) und 12 (ohne AgNP) (* p = 0,032, Mann-Whitney-U-Test).  

Statistische Ausreißer werden durch kleine Kreise und Sterne markiert. 

 

Tabelle 16: Durchschnittliche Anzahl der Osterix-immunpositiven Präosteoblasten in 

Relation zur Trabekeloberfläche in den verschiedenen Gruppen 

Variable N Mittelwert (±) SEM Variable N Mittelwert (±) SEM 

Gruppe 1 6 85,74 ± 81,65   n/mm2 Gruppe 7 4 0                        n/mm2 

Gruppe 2  6 0,531 ± 0,498   n/mm2 Gruppe 8  6 0                        n/mm2 

Gruppe 3 6 64,39 ± 50,27   n/mm2 Gruppe 9 5 0                        n/mm2 

Gruppe 4 6 13,51 ± 11,48   n/mm2 Gruppe 10 6 0                        n/mm2 

Gruppe 5 6 3,836 ± 1,543   n/mm2 Gruppe 11 5 0                        n/mm2 

Gruppe 6 6 19,17 ± 7,771   n/mm2 Gruppe 12 5 17,65 ± 12,21    n/mm2 

SEM: Standardfehler des Mittelwerts, N: Anzahl der Objektträger 
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Bei der Analyse der relativen Anzahl der Osterix-positiven Präosteoblasten in Bezug auf 

den Trabekelumfang (mm) innerhalb der ROI (PreOb/TbS) wurde mittels des Kolmo-

gorov-Smirnov-Tests festgestellt, dass die Daten der 12 Gruppen keine normale Vertei-

lung aufweisen. Der nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Test ergab einen hochsignifi-

kanten Unterschied zwischen den Gruppen (p = 0,006; Abbildung 37, Tabelle 17). 

 

 

Beim paarweisen Vergleich mittels des Mann-Whitney-Tests wurde ebenfalls nur eine 

signifikante Reduktion in der relativen Anzahl der Runx2-positiven Präosteoblasten in 

Bezug auf den Trabekelumfang nach sechs Monaten in der Gruppe 11 (AgNP-haltige 

Kollagenimplantate) im Vergleich zur Gruppe 12 (Kollagenimplantate ohne Funktionali-

sierung mit AgNP) festgestellt (p = 0,032). Der Vergleich zwischen der Gruppe 5 (AgNP-

haltige Kollagenimplantate) und der Gruppe 6 (ohne Funktionalisierung mit AgNP) nach 

vier Wochen zeigte ebenfalls keine signifikanten Unterschiede (p = 0,310; Abbildung 

38). 

 

Abbildung 37: Analyse der relativen Anzahl der Osterix-positiven Präosteo-

blasten in Relation zum Trabekel (mm) innerhalb der ROI in den 12 Grup-

pen. 

Statistische Ausreißer werden in der Abbildung durch Kreise (°) und Sterne 

(*) markiert. 
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Abbildung 38: Vergleich der relativen Anzahl der Osterix-immunpositiven Präosteo-

blasten in Bezug auf den Trabekelumfang bei den Gruppen mit Kollagenimplantaten. 

A: Vier Wochen nach der Implantation zeigen sich keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den Gruppen 5 (Kollagenimplantate mit AgNP) und 6 (Kollagenimplantate 

ohne AgNP) feststellbar (p = 0,310, Mann-Whitney-U-Test).  

B: Sechs Monate nach der Implantation zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen 

den Gruppen 11 (mit AgNP) und 12 (ohne AgNP) (* p = 0,032, Mann-Whitney-U-Test).  

Statistische Ausreißer werden durch kleine Kreise und Sterne markiert 

 

 

Tabelle 17: Durchschnittliche Anzahl der Osterix-immunpositiven Präosteoblasten in 

Relation zum Trabekelumfang in den verschiedenen Gruppen 

Variable N Mittelwert (±) SEM Variable N Mittelwert (±) SEM 

Gruppe 1 6 1,769 ± 1,675   n/mm Gruppe 7 4 0                         n/mm 

Gruppe 2  6 0,016 ± 0,010   n/mm Gruppe 8  6 0                         n/mm 

Gruppe 3 6 1,249 ± 0,975   n/mm Gruppe 9 5 0                         n/mm 

Gruppe 4 6 0,319 ± 0,272   n/mm Gruppe 10 6 0                         n/mm 

Gruppe 5 6 0,095 ± 0,040   n/mm Gruppe 11 5 0                         n/mm 

Gruppe 6 6 0,378 ± 0,150   n/mm Gruppe 12 5 0,390 ± 0,260     n/mm 

SEM: Standardfehler des Mittelwerts, N: Anzahl der Objektträger 
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4 Diskussion 

In dieser Studie wurde sich mit der Fragestellung beschäftigt, wie sich AgNP-haltige Im-

plantate auf die Entwicklung von Osteoblasten auswirken. Hierbei wurde ein besonderes 

Augenmerk auf die spezifischen Transkriptionsfaktoren Runx2 und Osterix gelegt, die 

eine Schlüsselrolle bei der Osteoblastenentwicklung spielen. Um ein umfassendes Bild 

zu erhalten, wurden verschiedene Implantattypen verwendet und die Auswirkungen in 

einem Rattenmodell über einen Zeitraum von 4 Wochen und 6 Monaten hinweg beobach-

tet und analysiert.  Dies ermöglichte es, sowohl kurz- als auch langfristige Effekte der 

Funktionalisierung mit AgNP auf die Osteoblastenentwicklung zu erfassen und einer kri-

tischen Bewertung zu unterziehen. Eingehend erörtert wird, inwiefern die Ergebnisse das 

derzeitige Verständnis für die Rolle von AgNP bei der Osteoblastenentwicklung erwei-

tern.  

 

 

4.1 Studiendesign und das Tiermodell 

 

In dieser Studie dienten 16 Wochen alte männliche Sprague-Dawley-Ratten als Versuchs-

tiere. Diese Wahl berücksichtigte sowohl das Gewicht (ungefähr 400 g) als auch die 

Größe der Ratten, um interindividuelle Unterschiede zu minimieren. Ratten werden oft 

in präklinischen Studien eingesetzt, bevor größere Tiermodelle und schließlich klinische 

Studien in Betracht gezogen werden (Denayer et al., 2014; O’Loughlin et al., 2008). Die 

Entscheidung für männliche Ratten wurde getroffen, um zyklusabhängige Schwankungen 

im Östrogenspiegel zu umgehen, die bei weiblichen Ratten auftreten und den Knochen-

stoffwechsel beeinflussen könnten (Hong et al., 2011). Das Alter der Versuchstiere spielt 

eine wichtige Rolle, da es die Knochenheilung und biologische Prozesse im Knochen 

beeinflusst. Bei jungen Ratten könnten Entwicklungseffekte den eigentlichen Effekt der 

Implantatheilung überlagern. Bei Ratten steigt die Wachstumsrate zwischen der ersten 

und fünften Woche an und nimmt dann bis zum Erreichen der skelettalen Reife, die un-

gefähr zwischen der 11,5. und 13. Woche eintritt, ab (Hunziker & Schenk, 1989; Kember, 

1973). Bei älteren Ratten wurde eine verlangsamte Frakturheilung beobachtet, die mög-

licherweise auf eine reduzierte Genexpression für die mitochondriale Energieproduktion 

zurückzuführen ist (Bergman et al., 1996; Histing et al., 2011; Lu et al., 2005). Daher 
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wurde in dieser Studie darauf geachtet, Ratten gleichen Alters zu verwenden, um alters-

bedingte Effekte zu minimieren. Erwachsene Ratten bieten mehrere Vorteile für diese Art 

von Forschung. Ihr trabekulärer Knochen dient als passendes Modell zur Untersuchung 

des menschlichen trabekulären Knochens. Ihre Anatomie ist optimal für die Untersu-

chung von Knochendefekten und Implantaten (Kimmel & Wronski, 1990; O’Loughlin et 

al., 2008). Zudem sind Ratten aufgrund ihrer Größe und ihrer Anpassungsfähigkeit an 

Laborbedingungen eine kosteneffiziente Option für solche Studien.   

Die proximale Tibia in Ratten stellt einen gut etablierten Implantationsort dar und bietet 

mehrere Vorteile. Ihre anatomische Struktur, insbesondere die histologische Beschaffen-

heit der metaphysialen Spongiosa, ermöglicht eine präzise quantitative Messung der 

Trabekelflächen, was für die Beurteilung der Knochenheilung und -integration von Im-

plantaten entscheidend ist (Dayer et al., 2006; Yamazaki et al., 1999). Darüber hinaus hat 

sich die proximale Tibia als vorteilhafter Ort für die Untersuchung von Knochendefekten 

und die Implantation von biologisch abbaubaren Schrauben erwiesen. Eine Studie zeigte, 

dass die Implantation von biologisch abbaubaren Schrauben, die mit BMP-2 beladen wa-

ren, in die proximale Tibia von Ratten zu einer verbesserten Osteointegration zwischen 

dem Implantat und dem osteoporotischen Knochen führte (Jin et al., 2018). 

Die Wahl der Standzeiten von 4 Wochen und 6 Monaten bei Ratten in dieser Studie ist 

strategisch und basiert auf dem Verständnis der Knochenheilungsprozesse und der spezi-

fischen Lebensdauer und Wachstumsrate von Ratten.  Die Standzeit von 4 Wochen ent-

spricht in etwa der Phase der Knochenneubildung und Remodellierung nach einer Fraktur 

oder Implantation. In dieser Phase beginnt der Knochen, sich um das Implantat herum zu 

formen und zu reifen, was durch histomorphometrische Analysen sichtbar gemacht wer-

den, kann (Chakkalakal et al., 1999; Wray & Lynch, 1959). Die Untersuchung über einen 

Zeitraum von sechs Monaten ermöglicht es, die langfristige Knochenintegration, um das 

Implantat zu beurteilen. Zu diesem Zeitpunkt wurde erwartet, dass der Knochen eine 

stabile und ausgereifte Struktur um das Implantat herum entwickelt hat (Clarke, 2008).  

Darüber hinaus bietet dieser Zeitrahmen die Gelegenheit, den Effekt einer längeren Ex-

position bzw. des längeren Verbleibs von AgNP-dotierten Implantaten auf die Osteo-

blastogenese zu überwachen und zu prüfen, ob eventuell zytotoxische Effekte auftreten 

können, wie in anderen Studien nachgewiesen wurde (Ahamed et al., 2008; Piao et al., 

2011). 
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4.2 Funktionalisierung der Implantate mit AgNP 

 

Implantatassoziierte Infektionen bilden eine signifikante Herausforderung in der post-

operativen Erholung und der langfristigen Funktion von Implantaten. Die Forschung kon-

zentriert sich daher auf innovative Strategien zur Modifikation von Implantatoberflächen, 

um sie sowohl antiadhäsiv als auch antimikrobiell zu gestalten (Alt, 2017).  

Die Integration von Heparin in Beschichtungen aufgrund seiner hydrophilen Eigenschaf-

ten ist ein Ansatz, der das Potenzial hat, die bakterielle Adhäsion zu verringern (Arciola 

et al., 2012). Ergänzend dazu werden hydrophile Polymerbürsten erforscht, die eine ef-

fektive Barriere gegen Bakterien bilden könnten (Neoh & Kang, 2011). Die Anwendung 

von Chitosan und seinen antimikrobiellen Eigenschaften, insbesondere gegen Biofilme 

antibiotikaresistenter Staphylokokken (Arciola et al., 2012), sowie der Einsatz natürlicher 

antimikrobieller Peptide als neue therapeutische Optionen gegen Infektionen (Kang et al., 

2012), sind weitere wichtige Forschungsfelder.  Zudem zeigt die Nutzung von mit Gold-

nanopartikeln dotiertem Bioglas und Titanoxid-Nanopartikeln, angereichert mit Stick-

stoff und Silberoxid, die vielversprechenden Möglichkeiten der Nanotechnologie in der 

Implantatbeschichtung (Grandi et al., 2011; Wu et al., 2010). 

Die Nutzung der AgNP zieht aufgrund ihrer umfassenden antimikrobiellen Wirkung ge-

gen eine Vielzahl von Mikroorganismen großes Interesse auf sich. Verschiedene Studien 

haben den Einfluss von AgNP auf die Bildung von Biofilmen untersucht, wobei ein brei-

tes Spektrum an Wirkungen festgestellt wurde. Besonders hervorgehoben wird in der Li-

teratur die Fähigkeit der AgNP die Bildung von Biofilmen zu hemmen (Liao et al., 2019; 

Ruparelia et al., 2008; Siddique et al., 2020). Experimentelle Befunde bestätigen, dass 

AgNP das Anhaften und Wachstum von Mikroorganismen, die Biofilme bilden, ein-

schränken können. So zeigten Li et al. (2010) eine signifikante Reduzierung der Biofilm-

bildung bei E. coli durch AgNP, und Ruparelia et al. (2008) beobachteten eine Hemmung 

der Biofilmbildung bei E. coli, Bacillus subtilis (B. subtilis) and S. aureus. Die antimik-

robielle Wirkung von AgNP wird überwiegend ihrer Fähigkeit zugeschrieben, Silberio-

nen freizusetzen, die in zelluläre Prozesse eingreifen und das Bakterienwachstum hem-

men. Diese Freisetzung von Silberionen ist abhängig von der Größe, Form und Oberflä-

chenladung der Nanopartikel, wie Liao et al. (2019) in ihrer Studie mit P. aeruginosa 

feststellten.  
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Interessanterweise zeigten Siddique et al. (2020) die Wirksamkeit von AgNP gegen mul-

tiresistente Klebsiella pneumoniae-Stämme, wobei eine AgNP-Konzentration von 100 

µg/ml die Biofilmbildung um bis zu 86% reduzierte. Auch Estevez et al. (2020) berich-

teten über die störende Wirkung von biogene Silbernanopartikel auf Biofilme von E. coli 

und C. albicans. 

Die antibakterielle Aktivität von AgNP gegen multiresistente Mikroorganismen konnte 

in der Arbeit von Alt et al. (2004) nachgewiesen werden. Dabei wurde ein mit AgNP 

beladener Knochenzement gegen Methicillin-resistente Staphylococcus epidermidis 

(MRSE) und Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA) getestet. Der Ver-

gleich erfolgte mit PMMA-Knochenzement, der mit metallischen Silberpartikeln von 5-

50 nm Größe beladen war, sowie mit Gentamicin-Zement und reinem Zement. Nur der 

AgNP-Zement zeigte eine hohe antibakterielle Aktivität gegen MRSE und MRSA, im Ge-

gensatz zu Gentamicin-Zement und reinem Zement, die keine antibakterielle Wirkung 

gegen diese Erreger aufwiesen. 

Die Toxizität von AgNP und ihre möglichen nachteiligen Auswirkungen auf unterschied-

liche biologische Systeme sind ein wachsendes Anliegen. Besonders relevant ist dabei, 

dass die Dosierung der AgNP in diesen Implantaten variieren kann. Das Verständnis der 

potenziellen Toxizität bei unterschiedlichen Dosierungen und Formen der AgNP, sowie 

deren Größe, Stabilisierung, Zeit- und Dosisabhängigkeit ist entscheidend. 

Die Forschung zu AgNP in orthopädischen Implantaten hat unterschiedliche Ergebnisse 

hervorgebracht. Chernousova & Epple (2013) haben in einer umfassenden Literaturstudie 

aufgezeigt, dass das therapeutische Fenster von AgNP sehr schmal ist und dass die toxi-

kologischen Daten der Wirkung von AgNP auf Mikroorganismen, Zellen und mehrzellige 

Organismen sich überschneiden können.  Pauksch und Kollegen (2014b) haben festge-

stellt, dass AgNP in Form einer Dispersion zytotoxische Effekte auf mesenchymale 

Stammzellen und Osteoblasten ausüben und von diesen Zelltypen aufgenommen werden. 

Jedoch zeigte eine weitere Studie von Pauksch et al. ( 2013), dass dieselben AgNP, wenn 

auf Titanimplantaten immobilisiert, über einen Zeitraum von 21 Tagen keine toxischen 

Wirkungen auf dieselben Zelllinien hatten. Die in der Studie von Pauksch et al. (2013) 

verwendeten Implantate wurden auch in der vorliegenden Studie eingesetzt. 

Des Weiteren deutet die Studie von Cao et al. (2011) darauf hin, dass die Einbindung von 

AgNP in Biomaterialien zu einer verringerten Zytotoxizität führen könnte, indem die 
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zelluläre Aufnahme von AgNP reduziert wird. Xie et al. (2019) demonstrierten eine Hyb-

ridbeschichtung mit AgNP, die eine ausgezeichnete Anti-Biofilm-Effizienz zeigte und 

die osteogene Differenzierung stimulierte. Van Hengel et al. (2017) entwickelten poröse 

Titanimplantate, die durch Einbettung von AgNP biofunktionalisiert wurden und eine 

starke antimikrobielle Aktivität ohne Zytotoxizität zeigten. 

Neben der lokalen Toxizität ist auch die potenzielle systemische Toxizität von AgNP ein 

wichtiger Aspekt. Studien, wie jene von Olugbodi et al. (2023), deuten darauf hin, dass 

die subdermale Verabreichung von AgNP oxidativen Stress verursachen und die Funk-

tionen von Leber, Niere und Herz bei männlichen Wistar-Ratten beeinträchtigen kann. 

Diese Ergebnisse weisen auf die Notwendigkeit einer sorgfältigen Bewertung der Sicher-

heit von AgNP in orthopädischen Anwendungen hin, insbesondere im Hinblick auf ihre 

potenzielle systemische Toxizität. 

 

 

4.3  Verwendete Knochenimplantate 

 

In der Orthopädie und Traumatologie werden verschiedene Implantatarten verwendet, um 

Probleme mit Knochendefekten und Endoprothesen zu adressieren. Allerdings können 

bakterielle Kontaminationen auf den Oberflächen dieser Implantate ihre Effektivität be-

einträchtigen. Daher ist es besonders wichtig, nach Materialien zu suchen, die antimikro-

bielle Eigenschaften besitzen. In dieser Studie wurden verschiedene Materialien, die mit 

AgNP zur Infektionsprävention modifiziert wurden, untersucht, um zu ermitteln, wie ge-

eignet sie für die Knochenbildung sind. 

Knochenzemente dienen oft als Knochenersatz, insbesondere bei endoprothetischen Ein-

griffen, in der Wirbelsäulenchirurgie bei osteoporotischen Zuständen und bei der Behand-

lung von Osteomyelitis mit Knochendefekten. Bei Zement als dauerhaftem Implantat ist 

eine anhaltende Freisetzung von Silber erwünscht. In dieser Studie wurden festgeformte 

Zementimplantate verwendet, um eine gleichbleibende Qualität der Implantate zu ge-

währleisten. Die PMMA-basierten Zementimplantate waren mit 4000 µg AgNP/g Ze-

ment angereichert. Zur weiteren Infektionsprophylaxe wurden Zementimplantate mit 

Gentamicinsulfat in einer Konzentration von 1,34 % zusätzlich zum AgNP untersucht. 

Diese doppelt angereicherten Implantate wurde in der Arbeit von Pauksch et al. (2014a) 
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untersucht und wiesen eine AgNP-Freisetzung von rund 2,7 ng/g/mm2 am fünften Tag 

und 3,5 ng/g/mm2 nach 30 Tagen auf.  In dieser Untersuchung verzichteten wir zur Re-

duktion der Tierzahl auf eine Kontrollgruppe ohne AgNP, da die Biokompatibilität von 

Zementen mit AgNP sowie von Zement mit Gentamicin bereits in in-vivo- und in-vitro-

Studien belegt wurde (Lucke et al. 2003; Pauksch et al. 2014a).  

Slane et al. (2015) untersuchten Acryl-Knochenzement, der mit AgNP imprägniert war, 

und stellten eine signifikante Reduktion der Biofilmbildung fest, was auf ein hohes Po-

tenzial für den Einsatz in der primären Endoprothetik hinweist, insbesondere zur Verhin-

derung bakterieller Oberflächenbesiedelung. Ebenso fanden Soni et al. (2023) heraus, 

dass AgNP-beladenes PMMA, ergänzt mit Vancomycin oder Gentamicin, eine deutlich 

verbesserte Wirksamkeit gegen biofilmbildende Mikroorganismen zeigte. Im Kontrast 

dazu berichteten Krassnig et al. (2021), dass die Beimischung von Nanosilber oder ver-

schiedenen Konzentrationen von Silbersulfat zu Knochenzement keine effektiven bakte-

riziden oder antimykotischen Konzentrationen freisetzte. Sie schlugen jedoch vor, dass 

bestimmte Konzentrationen von Silbersulfat als temporäre Abstandshalter bei der Be-

handlung von periprothetischen Infektionen wirksam sein könnten.  

Titanimplantate sind in der Orthopädie und Traumatologie aufgrund ihrer hervorragenden 

Biokompatibilität, Korrosionsbeständigkeit und mechanischen Stabilität von zentraler 

Bedeutung (Neuman et al., 1975; Wang et al., 2019; Woo et al., 1984). Titan-Knochen-

implantate stellen ein Beispiel für nicht-permanente Implantate dar, bei denen dennoch 

eine langfristige Freisetzung von Silber angestrebt wird. 

In dieser Studie wurde die Titanimplantate, hergestellt aus Rohtitan (TiAI6V4-ELI), zu-

nächst durch Vibrationszylinder poliert und mittels Ultraschall in Aceton und Ethanol 

gereinigt. Um die Keimbesiedlung zu verhindern, erfolgte eine Beschichtung der Titan-

oberfläche mit AgNP durch plasmaelektrolytische Oxidation. Für diese Oberflächenmo-

difikation kam eine Nano-Ag-Elektrolytdispersion (ras materials GmbH) mit 5 % AgNP 

zum Einsatz. Nach der Reinigung der Titanscheiben mit deionisiertem Wasser und Etha-

nolbehandlung zeigte die AgNP-Beschichtung eine Freisetzungsrate von 1,6 ng/g/mm2 

pro Tag, welche mittels Atomabsorptionsspektrometrie gemessen wurde (Pauksch et al., 

2013). Für die Erzeugung einer vergleichbaren Oberfläche wurden die Titanimplantate 

der Kontrollgruppe ohne AgNP ebenfalls mittels des plasmaelektrolytischen Verfahrens 

behandelt. 
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Die Beschichtung von Titanimplantaten mit AgNP wurde als Strategie zur Verhinderung 

von implantatassoziierten Infektionen erforscht und in mehreren experimentellen Studien 

hinsichtlich ihrer antibakteriellen Wirkung und Biokompatibilität untersucht (Cao et al., 

2011; Chen & Schluesener, 2008; Sun & Liu, 2012). Wei et al. (2022) entwickelten eine 

Methode zur Herstellung einer anpassbaren Polydopamin (pDA)-Beschichtung auf 

AgNP, um die Zytotoxizität deutlich zu reduzieren, während antibakterielle Eigenschaf-

ten und Biokompatibilität erhalten bleiben. Die Studie betont die Bedeutung der genauen 

Kontrolle von Aggregatzuständen und Schichtdicke zur Verringerung der Zytotoxizität. 

Selvamani et al. (2022) zeigten, dass laserassistierte Nanotexturierung und die Immobili-

sierung von AgNP auf Titanimplantaten die Mineralisierung von Knochenzellen und an-

timikrobielle Eigenschaften verbesserten, was einen vielversprechenden Ansatz für 

schnelle Oberflächenmodifikationen von biomedizinischen Metallimplantaten darstellt. 

Croes et al. (2018) biofunktionalisierten poröse Titanimplantate mittels elektrophoreti-

scher Abscheidung (EPD) mit Chitosan-Beschichtungen, die verschiedene Konzentratio-

nen von AgNP oder Vancomycin enthielten, und erreichten eine vollständige Eliminie-

rung oder Reduktion der Anzahl anhaftender planktonischer S. aureus um bis zu vier 

Größenordnungen in vitro. San et al. (2022) berichteten von einer erhöhten antibakteriel-

len Aktivität gegen MRSA mit porösen Titanimplantaten, die mit reduziertem Graphen-

oxid/AgNP beschichtet waren, im Vergleich zu solchen, die nur mit AgNP beschichtet 

waren. 

Kollagen repräsentiert ein fundamentales Element in der menschlichen Physiologie, in-

dem es eine wesentliche Rolle in der strukturellen Integrität und Funktionalität diverser 

Gewebe übernimmt. Als das prävalenteste Protein im menschlichen Organismus bildet es 

einen integralen Bestandteil der extrazellulären Matrix und trägt signifikant zur Homöo-

stase des Bewegungsapparates bei, insbesondere im Kontext der Geweberegeneration und 

-reparatur (Kellesarian et al., 2018; Nehrer et al., 1997). In der aktuellen Studie wurden 

Kollagenvliesimplantate untersucht, die aus resorbierbaren Zylindern des Kollagen Typ 

I konstruiert sind und mit einer Konzentration von 4000 µg AgNP pro Gramm Kollagen 

angereichert wurden. Diese resorbierbaren Implantate dienen als Modell, um die kurz-

fristige Freisetzung von AgNP zu untersuchen und deren potentielle Implikationen zu 

evaluieren.  

Die breite Anwendung von Kollagen Typ I als Biomaterial basiert auf seinen charakte-

ristischen Eigenschaften, wie einer ausgedehnten Oberflächenstruktur, hoher Porosität 
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und einem effizient verknüpften Porensystem (Sun et al., 2008). Untersuchungen zeigen, 

dass Metallimplantate, die mit Kollagen Typ I beschichtet sind, die Osseointegration ver-

bessern (Kellesarian et al., 2018; Morra et al., 2006). 

Die Anwendung von auf Kollagen basierenden Nanokompositen mit integrierten AgNP 

wurde in Bezug auf die Regeneration von Knochengewebe und die Kontrolle von Infek-

tionen untersucht. Zhang et al. (2015) belegten, dass in Kollagen eingebettete AgNP die 

Proliferation und osteogene Differenzierung von MSC sowohl in vitro als auch in einem 

Mäuse-Femurfrakturmodell anregten, was möglicherweise die Frakturheilung über den 

TGF-β/BMP-Signalweg fördert. Sun et al. (2015) entwickelten ein Kollagen-

AgNP/BMP-2-Komposit für die verbesserte Heilung infizierter Knochen, welches so-

wohl starke antibakterielle Eigenschaften aufwies als auch die osteoblastische Differen-

zierung ohne Beeinträchtigung der Zellfunktionen unterstützte. Bakare et al. (2016) for-

mulierten einen PHBV-Film mit Kollagen und Ag/BSA NPs, der effektiven antimikro-

biellen Wirkung gegen pathogene Mikroorganismen bei geringer Toxizität für Osteoblas-

ten zeigte.  

Bemerkenswerterweise gibt es nur begrenzte Forschungsergebnisse bezüglich der spezi-

fischen Auswirkungen auf die Osteoblastogenese, was eine Lücke in unserem Verständ-

nis der vollen potenziellen Anwendbarkeit dieses Biomaterials in der klinischen Praxis 

darstellt. 

 

 

4.4 Methodik und Herausforderungen bei der Analyse der Knochenstruk-

turen 

 

Die Immunhistochemie ist eine zentrale Methode in der Knochenforschung, die es er-

möglicht, spezifische Proteine in verschiedenen Zelltypen des Knochengewebes zu iden-

tifizieren und deren Verteilung zu analysieren. Indem sie detaillierte Informationen über 

Proteinexpressionsmuster auf zellulärer und molekularer Ebene bereitstellt, erweist sich 

die Immunhistochemie als eine evidenzbasierte Methode, die entscheidend für die Unter-

suchung und das Verständnis sowohl pathologischer als auch physiologischer Zustände 

des Knochens ist (Idleburg et al., 2021; Puleo & Nanci, 1999). In dieser Studie wurde die 
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Immunhistochemie angewandt, um die räumliche Verteilung von Runx2- und Osterix-

positiven Osteoblasten und Präosteoblasten zu ermitteln, die Schlüsselrollen in der Oste-

oblastogenese spielen. Durch manuelle Zählung dieser Zellen und deren Korrelation mit 

der Fläche und dem Umfang der Knochentrabekel konnte die Präsenz wichtiger Tran-

skriptionsfaktoren in verschiedenen Phasen der Knochenbildung quantifiziert werden.  

Die Histomorphometrie am Knochen ist eine entscheidende Methode zur detaillierten 

Analyse der Knochenmikroarchitektur, die insbesondere in der Erforschung und Behand-

lung von Knochenerkrankungen wie Osteoporose von Bedeutung ist (Recker et al., 2005). 

Ihre Fähigkeit, subtile Veränderungen in der Knochenstruktur zu erkennen, übertrifft her-

kömmliche bildgebende Verfahren und spielt eine wichtige Rolle in der Früherkennung 

pathologischer Veränderungen. Darüber hinaus ist sie für die personalisierte Medizin von 

Bedeutung, da sie eine individuelle Beurteilung des Knochenzustandes ermöglicht. Trotz 

dieser Vorteile ist die Methode durch ihre Invasivität, den hohen Zeit- und Ressourcen-

aufwand sowie die Begrenzung auf lokale Knochenqualitäts- und -quantitätsinformatio-

nen eingeschränkt (Compston, 2004). Zudem kann die Variabilität in der Probenent-

nahme die Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse beeinträchtigen. 

Diese Aspekte sind entscheidend für die Bewertung der Anwendbarkeit der Histomor-

phometrie in der klinischen Praxis und Forschung und erfordern eine sorgfältige Abwä-

gung im Kontext der spezifischen Forschungsziele und klinischen Anforderungen.  

Die Mikro-Computertomographie (Micro-CT) hat sich als eine wertvolle und nicht-inva-

sive Methode zur Analyse der Knochenstruktur etabliert, war jedoch für die vorliegende 

Studie nicht ideal geeignet. Der Grund hierfür liegt in der begrenzten Fähigkeit der Micro-

CT, zelluläre Details und biochemische Prozesse darzustellen, obwohl sie eine hochauf-

lösende, dreidimensionale Visualisierung und präzise Messungen von Knochenparame-

tern ermöglicht (He et al., 2017). Trotz ihrer Vorteile, wie Zeitersparnis und die Möglich-

keit für wiederholbare in vivo-Studien, sprechen die höheren Kosten, die begrenzte Ver-

fügbarkeit und die potenzielle Strahlenbelastung bei in vivo-Anwendungen gegen den 

Einsatz der Micro-CT in diesem speziellen Forschungskontext (He et al., 2017; Tammi-

nen et al., 2011).  

In der vorliegenden Studie wurden mehrere herausfordernde Aspekte bei der Analyse der 

Knochenstruktur identifiziert, die eine detaillierte Betrachtung erfordern. Ein zentraler 

Punkt war die präzise Unterscheidung zwischen Kortikalis und Spongiosa sowie die 
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zuverlässige Identifikation von Implantatlöchern, Granulationsgewebe und potenziellen 

Artefakten. Diese Differenzierung ist für die genaue Beurteilung der Knochenheilung und 

-integration von Implantaten von entscheidender Bedeutung.  Ein weiteres wesentliches 

Element der Studie war die zeitliche Verzögerung zwischen der Implantation und den 

nachfolgenden Messungen, die nach 4 Wochen und 6 Monaten durchgeführt wurden. Die 

Unmöglichkeit, die Ausgangswerte der Knochentrabekelflächen zum Zeitpunkt der Ope-

ration zu erfassen, führte zu einer Lücke in den Daten, die die Interpretation der Ergeb-

nisse beeinflussen könnte, da nicht sichergestellt werden kann, dass alle Tiere zu Beginn 

der Studie über eine vergleichbare Knochenstruktur verfügten. Darüber hinaus spielte die 

Beschaffenheit der Knochentrabekel selbst, die aus schwammähnlichen Bälkchen beste-

hen und sich dynamisch an unterschiedliche Belastungen anpassen, eine wichtige Rolle 

in der Untersuchung. Die Tatsache, dass die Versuchstiere nach der Operation in Makro-

lonkäfigen untergebracht waren, führte zu einer eingeschränkten Bewegungsfreiheit, was 

wiederum die Belastung der Knochentrabekel beeinflusste. Diese Einschränkung der Be-

wegung könnte die Knochenstruktur und damit die Ergebnisse der Studie beeinflusst ha-

ben. Diese Faktoren verdeutlichen die Komplexität der Knochenstrukturanalyse und un-

terstreichen die Notwendigkeit einer sorgfältigen und umfassenden Bewertung der ge-

sammelten Daten. 

Im Rahmen der histomorphometrischen Untersuchungen dieser Studie wurden spezifi-

sche Parameter zur Beurteilung der Knochenzellaktivität und -dynamik herangezogen. 

Die Analyse umfasste die quantitative Erfassung der Gesamtzahl immunpositiver Zellen, 

die als Indikator für die zelluläre Aktivität innerhalb des Knochengewebes dient. Des 

Weiteren wurde die Anzahl der positiven Präosteoblasten ermittelt, um Einblicke in die 

frühen Phasen der Osteoblastendifferenzierung zu gewinnen. Zusätzlich wurde die An-

zahl der Osteoblasten bestimmt, um die aktive Knochenbildung zu quantifizieren. Um 

eine präzise und standardisierte Auswertung zu gewährleisten, wurden diese Parameter 

in Relation zur Knochenfläche bzw. zum Trabekelumfang gesetzt. Hierfür wurde eine 

einheitliche ROI definiert, die eine konsistente und vergleichbare Basis für die Messun-

gen über alle Proben hinweg bot. Diese methodische Herangehensweise ermöglichte es, 

die zellulären Komponenten des Knochenumbaus in einem definierten mikroanatomi-

schen Kontext zu quantifizieren und zu analysieren. Die Festlegung einer standardisierten 

ROI ist von entscheidender Bedeutung, um die Variabilität zwischen den Proben zu mi-

nimieren und die Genauigkeit der Ergebnisse zu maximieren.  
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Für die histomorphometrische Analyse in dieser Studie wurde die Bildbearbeitungssoft-

ware ImageJ eingesetzt, die sich durch ihre Kostenfreiheit und Benutzerfreundlichkeit 

auszeichnet. Diese Software ermöglichte eine einfache und semiautomatisierte quantita-

tive Analyse der relevanten Parameter, wodurch eine hohe Reproduzierbarkeit der Ergeb-

nisse sichergestellt wurde. Eine vollständig automatisierte Auswertung war jedoch nicht 

realisierbar, da spezifische Unterscheidungen, wie die Differenzierung der gefärbten Be-

reiche im Trabekelwerk von jenen im Knochenmark, eine manuelle Bewertung erforder-

ten. Diese Art der differenzierten Analyse konnte nur durch menschliche Expertise ge-

währleistet werden, was die Notwendigkeit einer kombinierten Herangehensweise aus 

Softwareunterstützung und menschlichem Urteilsvermögen unterstreicht. 

 

 

4.5 Einfluss der AgNP-funktionalisierten Implantate auf die Regulation von 

Runx2 und Osterix 

 

In dieser experimentellen Studie wurde die Verteilung und Anzahl von Runx2- und 

Osterix-immunpositiven Zellen in verschiedenen experimentellen Gruppen untersucht, 

darunter Gruppen mit und ohne AgNP-haltige Implantate. Die Ergebnisse zeigen eine 

Variation in der Anzahl der immunpositiven Zellen in Bezug auf Trabekelfläche und 

Trabekelumfang, was auf unterschiedliche osteogene Aktivitäten unter den verschiede-

nen Versuchsbedingungen hindeutet.  

Die relativen Anzahlen von Runx2-immunpositiven Zellen wurden in Bezug auf die 

Trabekelfläche und den Trabekelumfang analysiert. Es lag keine normale Verteilung der 

Daten der Gruppen beim Kolmogorov-Smirnov-Test vor, sowohl in Relation zur Trab-

ekelfläche als auch zum Trabekelumfang. Der nicht-parametrische Kruskal-Wallis-Test 

zeigte in beiden Fällen einen hochsignifikanten Unterschied zwischen den Gruppen, was 

auf eine heterogene Verteilung der Runx2-positiven Zellen unter den verschiedenen Ver-

suchsbedingungen hinweist. Paarweise Vergleiche mit dem Mann-Whitney-Test zeigten 

eine signifikante Reduktion in der relativen Anzahl der gesamten Runx2-immunpositiven 

Zellen, bezogen sowohl auf die Trabekelfläche als auch auf den Trabekelumfang, nach 6 

Monaten im Vergleich zu 4 Wochen in den Gruppen mit Kollagenimplantaten sowohl 
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mit als auch ohne AgNP.  Die Untersuchung der Runx2-positiven Osteoblasten ergab 

ähnliche Trends. Bei den Titanimplantaten wurde eine signifikante Zunahme der Runx2-

positiven Osteoblasten in Relation zur Trabekelfläche nach 6 Monaten im Vergleich zur 

Ausgangszeit nach 4 Wochen festgestellt, allerdings nur bei Implantaten ohne AgNP. Bei 

den Kollagenimplantaten wurde kein signifikanter Unterschied in der Anzahl der Osteo-

blasten in Relation zur Trabekelfläche zwischen den Gruppen mit und ohne AgNP fest-

gestellt. Eine signifikante Reduktion der Anzahl immunpositiver Osteoblasten nach 6 

Monaten wurde jedoch in den Gruppen mit Kollagenimplantaten ohne AgNP beobachtet. 

In Bezug auf den Trabekelumfang ergaben sich andere Ergebnisse: Eine signifikante Re-

duktion nach 6 Monaten wurde für das silberfunktionalisierte Implantat nachgewiesen, 

während der Unterschied bei den Kollagenimplantaten ohne AgNP nicht signifikant war. 

Dennoch wurde eine tendenzielle Reduktion bei den Kollagenimplantaten ohne AgNP 

berechnet. Die Analyse der Runx2-positiven Präosteoblasten offenbarte ebenfalls signi-

fikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Es wurde eine signifikante Reduktion der 

Präosteoblasten in den Gruppen mit AgNP-haltigen Titanimplantaten nach 6 Monaten 

beobachtet. Zudem zeigte sich eine signifikante Reduktion bei den Kollagenimplantaten 

mit und ohne AgNP.  

Die vorliegenden Ergebnisse legen nahe, dass die Beschaffenheit des Implantatmaterials, 

die Anwesenheit von AgNP und die Implantationsdauer entscheidende Determinanten in 

der Regulation der Runx2-positiven Zellpopulationen darstellen.  Speziell bei den Titan-

implantaten weist die beobachtete Reduktion der Runx2-Expression, insbesondere nach 

einer Dauer von sechs Monaten, auf eine potenzielle inhibierende Wirkung der AgNP auf 

die Osteoblastendifferenzierung in Kombination mit Titan hin. Die Befunde von Lafzi et 

al. (2023) zeigen eine partielle Übereinstimmung mit den vorliegenden Ergebnissen, wo-

bei sie eine initiale Steigerung der osteogenen Genexpression in MC3T3-E1-Zellen fest-

stellten, die auf mit Nanohydroxylapatit und Silber/Strontium beschichteten Titanplatten 

kultiviert wurden. Nach sieben Tagen wurde nicht nur eine signifikante Erhöhung der Sil- 

berionenfreisetzung beobachtet, sondern auch eine deutliche Zunahme der Expression der 

Runx2, OPN und OCN in den mit Silber/Strontium beschichteten Gruppen im Vergleich 

zu den Kontrollgruppen ohne Silber/Strontium. Diese signifikanten Unterschiede in der 

Genexpression waren jedoch nach 14 Tagen nicht mehr feststellbar. Diese Ergebnisse 

deuten möglicherweise auf einen negativen Einfluss der Implantationsdauer auf die Re-

gulation von Runx2 hin. 
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Im Gegensatz dazu zeigten andere Studien positive Effekte von AgNP auf die Runx2-

Regulation. Xie et al. (2019) beobachteten, dass niedrig dosierte AgNP die Zellviabilität 

reduzierten, die Zellmembranpermeabilität erhöhten und die Expression verschiedener 

osteogener Marker wie ALP, Kollagen Typ I, OCN störten, während gleichzeitig die Ex-

pression von Runx2 und Receptor Activator of NF-kB Ligand (RANKL) in osteoblasten-

ähnlichen Zellen (MG-63-Zellen) verstärkt wurde. Diese Erkenntnisse stehen im Ein-

klang mit den Ergebnissen von Zheng et al. (2012), wo Ag-implantiertes Titan mit einer 

nanostrukturierten Oberfläche gute antimikrobielle Eigenschaften zeigte, ohne die Ost-

eoblastenfunktion oder die Expression von für den Phänotyp relevanten Genen wie ALP, 

OCN und Runx2 zu beeinträchtigen. Es muss allerdings beachtet werden, dass diese Stu-

dien in vitro durchgeführt wurden und keine Langzeituntersuchungen über einen Zeit-

raum von sechs Monaten einschlossen.  

Die Studienergebnisse bei Kollagenimplantaten, unabhängig vom Vorhandensein von 

AgNP, weisen nach einer Implantationsdauer von sechs Monaten auf eine Verringerung 

der Runx2-positiven Zellen hin. Diese Befunde spiegeln teilweise die Ergebnisse von 

Chen et al. (2018) wider, die eine verstärkte osteogene Differenzierung durch AgNP-be-

schichtete Kollagenmembranen in vitro demonstrierten. An den Tagen 3 und 6 wurde bei 

C3H101/2-Zellen eine erhöhte Expression von osteogenen Markern wie Runx2, ALP und 

OPN festgestellt, wohingegen bei einer verlängerten Kulturdauer bis zum 9. Tag kein 

signifikanter Unterschied in der Genexpression beobachtet wurde. Dies deutet auf eine 

möglicherweise zeitlich begrenzte Wirkung der AgNP-funktionalisierung auf die osteo-

gene Aktivität hin und unterstreicht die Notwendigkeit weiterer Untersuchungen zu den 

Langzeiteffekten von AgNP auf die Osteoblastendifferenzierung. 

Im Gegensatz dazu fand die Studie von Sun et al. (2015), dass BMP-2/AgNP/Kollagen-

Scaffold-Komposite die Adhärenz und Proliferation von Knochenmarkstammzellen nicht 

beeinträchtigten, sondern zu einer Steigerung der Runx2-Expression führten, wie die Ge-

nexpressionsanalyse mittels Quantitative reverse transcription polymerase chain reac-

tion (qRT-PCR) zeigte. Darüber hinaus erweitert die Forschung von Qian et al. (2019) 

das Verständnis im Bereich Scaffold-Design durch die Einführung von dreifachen Modi-

fikationen: Silberimprägnierung, Kollagenbeschichtung und Elektrospinning. Das Ziel 

war es, eine optimale Balance zwischen Biokompatibilität, antimikrobiellen Eigenschaf-

ten und osteogener Wirksamkeit zu erreichen. Ihre Ergebnisse zeigten eine deutlich 
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gesteigerte Aktivität der ALP sowie erhöhte BMP2- und Runx2-Expressionsniveaus im 

Vergleich zu Kontrollen, was auf das erfolgreiche Zusammenspiel dieser Modifikationen 

hindeutet. 

Bei der Analyse der Gesamtzahl Osterix-immunpositiver Zellen zeigte der Kolmogorov-

Smirnov-Test keine Normalverteilung der Daten, was die Anwendung nicht-parametri-

scher Tests wie Kruskal-Wallis und Mann-Whitney rechtfertigte. Der signifikante Unter-

schied, der im Kruskal-Wallis-Test zwischen den Gruppen festgestellt wurde, deutet auf 

eine heterogene Verteilung der Osterix-positiven Zellen hin, was unterschiedliche osteo-

gene Reaktionen in den jeweiligen Gruppen nahelegt. Interessanterweise ergaben paar-

weise Vergleiche keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, was auf sub-

tile Unterschiede in der Expresion von Osterix hindeutet, die möglicherweise durch an-

dere Faktoren als die Anwesenheit von AgNP beeinflusst werden. Bei der parallelen Ana-

lyse von Osterix-positiven Osteoblasten zeigte der Kolmogorov-Smirnov-Test keine nor-

male Verteilung der Daten. Der Kruskal-Wallis-Test ergab keinen signifikanten Unter-

schied zwischen den Gruppen, was darauf hindeutet, dass AgNP keinen signifikanten 

Einfluss auf die Anzahl der Osterix-positiven Osteoblasten hat. Diese Erkenntnis wurde 

durch paarweise Vergleiche bestätigt. Die Variationen in der Anzahl dieser Zellen waren 

gering und zeigten keine eindeutigen Trends in Bezug auf die Anwesenheit von AgNP.  

Interessanterweise zeigte die Analyse der Osterix-positiven Präosteoblasten unterschied-

liche Ergebnisse. Der Kruskal-Wallis-Test ergab einen hochsignifikanten Unterschied 

zwischen den Gruppen, was auf eine erhöhte Variabilität in der Anzahl dieser Zellen hin-

deutet. Besonders auffällig war der signifikante Rückgang der Osterix-positiven Präoste-

oblasten in der Gruppe mit AgNP-haltigen Kollagenimplantaten nach sechs Monaten im 

Vergleich zur Kontrollgruppe. Dies deutet darauf hin, dass die Anwesenheit von AgNP 

in Kollagenimplantaten einen subtilen, jedoch signifikanten Einfluss auf die frühen Sta-

dien der Osteoblastendifferenzierung haben könnte, der mit der Dauer der Implantatplat-

zierung zusammenhängt. In späteren Stadien und bei der Gesamtzahl der Osterix-positi-

ven Zellen ist jedoch kein deutlicher Einfluss zu beobachten. Diese Ergebnisse stehen in 

Kontrast zu den Erkenntnissen von Xu et al. (2019)., die die Rolle von AgNP in den 

osteogenen Wegen von humanen periodontalen Ligamentfibroblasten (HPDLFs) unter-

suchten. In ihrer Untersuchung setzten Xu et al. eine Reihe von Assays ein, um die kon-

zentrationsabhängigen Effekte von AgNP auf HPDLFs zu erläutern. Bemerkenswerter-

weise stellten sie fest, dass Konzentrationen im Bereich von 25-100 μm die osteogene 
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Differenzierung förderten, was sich durch eine erhöhte Aktivität der ALP, die Hochregu-

lierung von Runx2, OCN, Osterix und Kollagen Typ I-Expression zeigte. Die vorhandene 

wissenschaftliche Literatur weist auf eine signifikante Forschungslücke hinsichtlich der 

Auswirkungen von AgNP auf den Transkriptionsfaktor Osterix hin, was die Notwendig-

keit weiterer detaillierter Untersuchungen in diesem Bereich unterstreicht. 

In der vorliegenden Studie wurde keine signifikante Beeinflussung der Transkriptions-

faktoren Runx2 und Osterix durch PMMA-Implantate festgestellt, was als Indiz für eine 

ausbleibende negative Auswirkung der AgNP-Zementimplantate mit Gentamycin inter-

pretiert werden kann. Die Untersuchungen von Alt et al. (2004) zeigten, dass Knochen-

zement, angereichert mit AgNP, in quantitativen und qualitativen Zytotoxizitätstests 

keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu einer nicht-toxischen Kontrollgruppe 

aufwies, was auf eine adäquate biologische Verträglichkeit des mit AgNP versehenen 

Knochenzements hindeutet. Die Studie von Prokopovich et al. (2015) offenbarte, dass die 

Verwendung von mit Ölsäure beschichteten AgNP dem Knochenzement antimikrobielle 

Eigenschaften verleiht, ohne die mechanischen Eigenschaften oder die Zytokompatibili-

tät negativ zu beeinflussen, was potenziell ähnliche Effekte auf die Osteoblastendifferen-

zierung nahelegt. Jedoch muss die Osteogenese unter diesen Formen von Implantaten 

weiter untersucht werden, um diese Theorie zu bestätigen. 

Der Einsatz der qRT-PCR zur Messung der Genexpression von Runx2 und Osterix wäre 

in diesem Kontext von Nutzen gewesen. Diese Aspekte sollten in zukünftigen For-

schungsarbeiten Berücksichtigung finden. 

Im aktuellen wissenschaftlichen Diskurs stellt die Untersuchung des Einflusses von 

AgNP-Knochenimplantaten auf die Transkriptionsfaktoren Runx2 und Osterix in vivo ein 

noch wenig erforschtes Gebiet dar. Diese Feststellung basiert auf der bis zum Zeitpunkt 

der Studie verfügbaren Literatur und unterstreicht die Innovativität und Relevanz des For-

schungsvorhabens. Es bleibt jedoch zu berücksichtigen, dass mit dem kontinuierlichen 

Fortschritt und der Veröffentlichung neuer Forschungsergebnisse zusätzliche wichtige 

Erkenntnisse in diesem Bereich zukünftig aufgedeckt werden könnten. 
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4.6 Auswirkungen von Antibiotika auf die Osteogenese und deren Potenzial 

für die Beschichtung von Implantaten 

 

Antimikrobielle Knochenimplantate repräsentieren einen signifikanten Fortschritt in der 

orthopädischen und traumatologischen Medizin. Die Beschichtung dieser Implantate mit 

antibakteriellen Substanzen, einschließlich der Verwendung von Antibiotika, oder ihre 

intrinsischen antimikrobiellen Eigenschaften, die sich aus der Materialzusammensetzung 

ergeben, bieten eine wirksame Prophylaxe gegen die Kolonisation durch pathogene Mik-

roorganismen. Die sorgfältige wissenschaftliche Evaluation der Auswirkungen dieser Be-

schichtungen auf die Osteogenese, sowohl in positiver als auch potenziell negativer Hin-

sicht, ist von entscheidender Bedeutung. Dieser Aspekt stellt einen wichtigen For-

schungsfokus dar und ist für die zukünftige Entwicklung und Anwendung von Knochen-

implantaten unerlässlich. 

Die Anwendung von lokalen Antibiotika, insbesondere Gentamicin, bietet eine effektive 

Prophylaxe gegen postoperative Infektionen. Gentamicin wird aufgrund seines breiten 

Wirkungsspektrums gegen verschiedene Bakterienarten häufig verwendet. Diese Me-

thode zielt darauf ab, hohe lokale Antibiotikakonzentrationen direkt am Implantationsort 

zu erreichen, um das Infektionsrisiko zu minimieren. Allerdings müssen bei dieser Stra-

tegie potenzielle Risiken wie Antibiotikaresistenzen und mögliche allergische Reaktio-

nen berücksichtigt werden.  Die Studie von Chang et al. (2006) veranschaulicht, dass 

hohe Konzentrationen von Gentamicin (100 µg/ml und 200 µg/ml) die Proliferation und 

Differenzierung von MSC in osteogene und chondrogene Richtungen hemmen können, 

was potenziell den Knochenheilungsprozess beeinträchtigt. Pountos et al. (2014) stellten 

indes fest, dass klinisch übliche Gentamicin-Konzentrationen die Proliferation und oste-

ogene Differenzierung von MSC nicht beeinflussen, während höhere Konzentrationen 

das Zellwachstum und die osteogene Aktivität signifikant hemmen.  Demgegenüber weist 

die Studie von Same et al. (2022) auf möglicherweise weniger besorgniserregende As-

pekte von Gentamicin hin. Sie berichteten über eine Hochregulierung osteogener Marker-

Gene, einschließlich Runx2, in Hydrogelen, die mit Gentamicin angereichert wurden und 

auf MSC aus menschlichem Zahnmark angewendet wurden, was auf eine potenzielle För-

derung der osteoblastischen Differenzierung hindeutet. 
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Diese Erkenntnisse von Same et al. (2022) korrespondieren teilweise mit den Ergebnissen 

der vorliegenden Studie, die im Kontrast zu den Befunden von Chang et al. (2006) und 

Pountos et al. (2014) steht. In der vorliegenden Studie wurden PMMA-basierte Zemen-

timplantate untersucht, die entweder mit AgNP (4000 µg/g) allein oder in Kombination 

mit Gentamicinsulfat (1,34 % Konzentration) funktionalisiert waren. Es wurde keine sig-

nifikante Regulation der Transkriptionsfaktoren Runx2 oder Osterix festgestellt, was da-

rauf hindeuten könnte, dass AgNP in Kombination mit Gentamicin möglicherweise kei-

nen negativen Einfluss auf diese Schlüsseltranskriptionsfaktoren ausübt. Diese Befunde 

legen nahe, dass die Kombination von Gentamicin und AgNP in einem in-vivo-Umfeld 

unterschiedliche Effekte auf die Osteogenese haben könnte als in vitro beobachtet. Dies 

unterstreicht die Bedeutung, das Implantatumfeld und die spezifische Zusammensetzung 

bei der Bewertung der Effekte von gentamicinfunktionalisierten Implantaten auf die Kno-

chenregeneration zu berücksichtigen. 

Die Auswirkungen weiterer Antibiotika auf die Osteogenese, unter Berücksichtigung der 

Transkriptionsfaktoren Runx2 und Osterix, wurden in verschiedenen Studien untersucht. 

Manzano-Moreno et al. (2023) erforschten den Einfluss von Amoxicillin und 

Clindamycin auf die Genexpression von Osteoblasten. Dabei wurde festgestellt, dass 

Clindamycin in einer Konzentration von 150 μg/mL die Expression von Runx2 und 

Osterix signifikant erhöht, während Amoxicillin selektiv bestimmte Gene beeinflusste. 

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Clindamycin die osteogene Aktivität fördern 

und somit als Dekontaminationsmittel für Knochentransplantate geeignet sein könnte. In 

der Studie von Zollino et al. (2012) wurde der Einfluss des Bactercline Anatase Coatings 

(BAC), einer Beschichtung mit antimikrobiellen Eigenschaften, auf die Differenzierung 

von Stammzellen zu Osteoblasten untersucht. Die qRT-PCR-Analyse zeigte, dass BAC 

die Aktivierung von Osterix und anderen für die Knochenbildung relevanten Genen be-

wirkte, während eine reduzierte Expression von Runx2 festgestellt wurde. Diese Befunde 

verdeutlichen das komplexe Wechselspiel zwischen dieser Art von antimikrobiellen Be-

schichtungen und osteogenetischen Prozessen. Toledano-Osorio et al. (2023) untersuch-

ten die Wirkung von doxycyclin-getränkten Kollagenmembranen auf Osteoblasten und 

fanden heraus, dass Doxycyclin, ein Breitbandantibiotikum der Tetracyclin-Klasse, die 

Proliferation und Differenzierung dieser Zellen steigert, einschließlich einer Überexpres-

sion von Runx2 und Osterix. Diese Erkenntnisse unterstreichen das Potenzial von 

Doxycyclin zur Förderung der Knochenregeneration. Die osteogenetische Wirkung von 
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Vancomycin und Tobramycin auf MSC wurde in einer Studie von Yu et al. (2020)  un-

tersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass die Kombination dieser Antibiotika weder die Zell-

viabilität noch die Proliferation der MSC beeinträchtigte. Interessanterweise förderte 

Tobramycin die osteogene Differenzierung der MSC und konnte sogar die durch Vanco-

mycin gehemmte osteogene Potenz wiederherstellen. Dies wurde durch einen Anstieg der 

osteogenesebezogenen mRNA-Expression, darunter Kollagen Typ 1, ALP, Runx2 und 

OCN, besonders in der Tobramycin-Gruppe, verdeutlicht, was auf eine überlegene Rolle 

von Tobramycin im Vergleich zu Vancomycin hinsichtlich der Unterstützung der Osteo-

genese hinweist. 

In einer weiteren Untersuchung von Xie et al. (2022) zur Masquelet-Technik, ein Verfah-

ren zur Behandlung großer Knochenlücken durch die Schaffung einer induzierten Memb-

ran um einen temporären Knochenzement-Spacer, wurde der Einfluss unterschiedlicher 

Vancomycinkonzentrationen in PMMA-Spacern auf die osteogene Kapazität evaluiert. 

Es stellte sich heraus, dass niedrigere Vancomycinkonzentrationen (1-4 g pro Zementdo-

sis) die proliferative, osteogene und angiogene Kapazität der induzierten Membranen 

nicht beeinträchtigten und sogar förderten. Im Gegensatz dazu zeigten höhere Konzent-

rationen (6-10 g pro Zementdosis) negative Auswirkungen auf die Lebensfähigkeit der 

Osteoblasten sowie auf die Angiogenese und Proliferation, was die Notwendigkeit einer 

sorgfältigen Dosierung von Vancomycin in der Knochenregeneration unterstreicht. 

Zhang et al. (2017) untersuchten in einem Kaninchenmodell mit S. aureus-Knochenin-

fektion die kombinierte Wirkung von Icariin und Vancomycin. Es wurde festgestellt, dass 

Icariin in der Lage war, die durch hohe Vancomycin-Konzentrationen verursachte Hem-

mung der Osteoblastenaktivität zu überwinden und positiv auf die BMP2/Runx2-Signal-

wege einzuwirken, was auf das Potenzial von Icariin in der postinfektiösen Knochenhei-

lung hinweist. 

Diese umfassenden Forschungsergebnisse unterstreichen die Bedeutung einer ausgewo-

genen und gezielten Anwendung von Antibiotika in der Beschichtung von Knochenim-

plantaten, um sowohl Infektionsrisiken zu minimieren als auch die Knochenheilung zu 

fördern. 
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4.7 Implantatwahl unter Berücksichtigung der Osteoblastogenese: Schluss-

folgerungen zum Einsatz von AgNP   

 

Die vorliegende Dissertation hat sich mit der Bedeutung von AgNP-funktionalisierten 

Implantaten für die Osteoblastogenese auseinandergesetzt. Trotz der anerkannten anti-

mikrobiellen Vorteile von Silbernanopartikeln legen die Ergebnisse nahe, dass ihr Einsatz 

in der Knochenheilung und -integration differenziert betrachtet werden muss. 

Bei Titanimplantaten zeigt sich, dass eine Beschichtung mit AgNP die frühe Differenzie-

rung von Osteoblasten verzögern kann. Dies impliziert, dass die Anwendung solcher Im-

plantate auf klinische Situationen beschränkt werden sollte, in denen ein hohes Infek-

tionsrisiko besteht und die antimikrobiellen Eigenschaften die potenzielle Verzögerung 

der Knochenheilung rechtfertigen.  

In der untersuchten Anwendung von Kollagenscaffolds zeigte sich, dass die hohe Kon-

zentration von 4000 µg AgNP pro Gramm Kollagen mit höher Freisetzungsrate einen 

signifikant negativen Effekt auf die Transkriptionsfaktoren der Osteoblastogenese hat. 

Diese Beobachtung ist besonders bedeutsam, da Kollagen als ein häufig verwendetes Ma-

terial in der Geweberegeneration gilt. Hierbei muss die Abwägung zwischen antimikro-

bieller Wirkung und möglicher Beeinträchtigung der Knochenheilung durch eine hohe 

Freisetzungsrate sorgfältig erfolgen. 

Bei PMMA-Scaffolds, die sowohl mit AgNP funktionalisiert als auch zusätzlich mit 

Gentamicin behandelt waren, konnte keine signifikante Beeinträchtigung der Osteo-

blastogenese festgestellt werden. Diese Beobachtung lässt darauf schließen, dass PMMA-

Scaffolds mit AgNP-Funktionalisierung und einer zusätzlichen Gentamicinfunktionali-

sierung potenziell ohne schädliche Auswirkungen auf die Knochenphysiologie verwendet 

werden könnten. Ein solcher Einsatz könnte insbesondere in der Prophylaxe zur Verhin-

derung von Infektionen bei Implantaten vorteilhaft sein. 

Insgesamt betont diese Arbeit die Notwendigkeit einer individuellen Betrachtung ver-

schiedener Implantatmaterialien und deren Interaktion mit AgNP. Die Entscheidung für 

oder gegen die Verwendung von AgNP-funktionalisierten Implantaten sollte auf einer 

gründlichen Abwägung der Vor- und Nachteile basieren, wobei die spezifischen Eigen-

schaften des Implantatmaterials und die klinische Indikation berücksichtigt werden 
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müssen. Weiterführende Studien sind erforderlich, um die Langzeitwirkungen von AgNP 

auf die Knochenregeneration und -integration zu verstehen und um optimierte Funktio-

nalisierungsmethoden zu entwickeln, die sowohl die antimikrobiellen Vorteile maximie-

ren als auch die osteogenen Prozesse unterstützen. 
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5 Zusammenfassung 

Implantatassoziierte Infektionen stellen ein signifikantes Problem in der Traumatologie 

und Orthopädie dar. Der Einsatz von AgNP zur Funktionalisierung von Implantaten hat 

sich als innovative Methode mit effektiver antimikrobieller Wirkung erwiesen. Die Aus-

wirkungen von AgNP auf die Osteoblastogenese sind jedoch noch unzureichend er-

forscht. In dieser Dissertation wurde der Einfluss von AgNP-haltigen Implantaten auf die 

frühe Phase der Osteoblastogenese und deren Schlüsseltranskriptionsfaktoren, Runx2 und 

Osterix, untersucht. 

In der Studie wurden AgNP-funktionalisierte Scaffolds aus PMMA, Titan und Kollagen 

Typ I sowie Kontrollgruppen mit AgNP-freien Implantaten (n = 72) in die Tibiae von 

Sprague-Dawley Ratten implantiert. Nach einer Standzeit von 4 Wochen und 6 Monaten 

wurden die Tibiaquerschnitte präpariert und immunhistochemische Untersuchung für 

Runx2 und Osterix durchgeführt. Die histomorphometrische Auswertung umfasste die 

Quantifizierung der Runx2- und Osterix-positiven Präosteoblasten und Osteoblasten in 

Relation zur Trabekelfläche und dem Trabekelumfang. 

Die Ergebnisse zeigten eine signifikante Reduktion der Runx2-positiven Präosteoblasten 

an den mit AgNP beschichteten Titanimplantaten nach 6 Monaten im Vergleich zu den 

Ergebnissen nach 4 Wochen. Eine Zunahme von Runx2-positiven Osteoblasten an diesen 

Implantaten wurde nicht beobachtet. Bei den AgNP-funktionalisierten Kollagenscaffolds 

wurde ebenfalls eine Reduktion der Runx2-positiven Präosteoblasten und Osteoblasten 

festgestellt. Diese Ergebnisse wurden durch die Osterix-Immunhistochemie bestätigt, 

während keine Regulation von Osterix an den Titanimplantaten und keine Regulation von 

Runx2 oder Osterix bei den PMMA-Implantaten beobachtet wurde. Die Ergebnisse deu-

ten darauf hin, dass AgNP-beschichtete Titanimplantate die Osteoblastendifferenzierung 

verzögern können, was ihren Einsatz auf hochinfektiöse Fälle limitiert. Bei Kollagenscaf-

folds mit hoher AgNP-Freisetzungsrate wurden negative Auswirkungen auf die Osteo-

blastogenese beobachtet, was eine sorgfältige Nutzen-Risiko-Abwägung erfordert. Im 

Kontrast dazu zeigen AgNP-funktionalisierte PMMA-Scaffolds mit und ohne 

Gentamycin keine signifikante Beeinträchtigung der Osteoblastogenese, was ihren Ein-

satz in der Knochenheilung und Infektionsprävention bei Implantaten vielversprechend 

erscheinen lässt. 
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6 Summary 

Implant associated infections present a significant challenge in trauma and orthopedic 

surgery. The use of AgNP for implant functionalization has proven to be an innovative 

method with effective antimicrobial properties. However, the impact of AgNP on osteo-

blastogenesis remains insufficiently explored. This dissertation investigates the influence 

of AgNP-containing implants on the early phase of osteoblastogenesis and its key tran-

scription factors, Runx2 and Osterix. 

In the study, AgNP-functionalized scaffolds made of PMMA, titanium, and type I colla-

gen, as well as control groups with AgNP-free implants (n = 72), were implanted into the 

tibiae of Sprague-Dawley rats. After a period of 4 weeks and 6 months, tibial cross-sec-

tions were prepared, and immunohistochemical analyses for Runx2 and Osterix were con-

ducted. The histomorphometric evaluation included the quantification of Runx2 and Os-

terix -positive preosteoblasts and osteoblasts in relation to the trabecular area and peri-

meter. 

The results showed a significant reduction in Runx2-positive preosteoblasts in AgNP-

coated titanium implants after 6 months compared to the 4-week results. An increase in 

Runx2-positive osteoblasts in these implants was not observed. In AgNP-functionalized 

collagen scaffolds, a reduction in Runx2-positive preosteoblasts and osteoblasts was 

noted. These findings were confirmed by Osterix immunohistochemistry, while no regu-

lation of Osterix was observed in the titanium implants, and no regulation of Runx2 or 

Osterix was detected in the PMMA implants. The study's findings suggest that AgNP-

coated titanium implants may have a negative effect on osteoblast differentiation, limiting 

their use to cases with high infection risk. In collagen scaffolds with high AgNP release 

rates, negative impacts on osteoblastogenesis were observed, necessitating careful bene-

fit-risk assessment. In contrast, AgNP-functionalized PMMA scaffolds, with and without 

gentamicin, showed no significant impairment in osteoblastogenesis, making their use in 

bone healing and infection prevention in implants promising. 
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7 Abkürzungsverzeichnis  

Ag Silber 

AgNP Silbernanopartikel 

ALP Alkalische Phosphatase 

ATF4 Activating transcription factor 4 
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FRI Fracture related infection 

Hh Hedgehog 
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HPF High power field 
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IGF Insulin-like growth factors 

Mef2 Myocyte enhancer factor-2 

Micro-CT Mikro-Computertomographie 

MRSA Methicillin-resistente Staphylococcus aureus 

MRSE Methicillin-resistente Staphylococcus epidermidis 

MSC Mesenchymale Stammzellen 

MSIS Musculoskeletal Infection Society 

NLS Nuclear Localization Signal 

NMTS Nuclear Matrix Targeting Signal 

OCN Osteocalcin 

OPN Osteopontin 

P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa 

PCP Planar Cell Polarity 

PKA Protein-Kinase-A 

PMMA Polymethylmethacrylat 

PMN Polymorphonuclear cells 

PST Prolin/Serin/Threonin-reiche Domäne 

PTH Parathyroid hormone 

PTHrP PTH-related protein 
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qRT-PCR Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 

RANKL Receptor Activator of NF-kB Ligand 

RD Repressionsdomäne 
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ROI Region of Interest 

ROS Reactive oxygen species 

RT Raumtemperatur 

Runx2 Runt-related transcription factor 2 

S. aureus Staphylococcus aureus 

TCF/LEF T-Zell-Faktor/Lymphoid-Enhancer-Faktor 

TGF-β Transforming Growth Factor-beta 

VP Verdünnungspuffer 

Wnt Wingless-related integration site 
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