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1. Einleitung 

1.1 Knochenphysiologie 

Der Knochen ist entgegen gängiger Vorstellungen ein stoffwechselaktives Gewebe, das nicht 

nur einmalig produziert wird, sondern einem ständigen Auf- und Abbau unterliegt. Er dient 

dem Körper als Stützgerüst, Mineralienreservoir und ist Ursprung hämatopoetischer Zellen. 

Die Bildung der 206-208 Knochen des Menschen verläuft auf verschiedene Arten. Eine 

Möglichkeit ist die Knochenbildung direkt aus embryonalem Bindegewebe, dem Mesenchym, 

was unter anderem für Schädeldach und Claviculae gilt (desmale Ossifikation). Die meisten 

Knochen werden allerdings über eine Vorstufe aus Knorpelzellen gebildet (chondrale 

Ossifikation). Bis zum Alter von 30 Jahren wird der Knochen ständig umgebaut, wobei die 

Knochensynthese überwiegt. Nach dem 30. Lebensjahr verliert der Mensch langsam, aber 

beständig an Knochenmasse, was im Extremfall zu Osteoporose führen kann. 

1.1.1 Die Osteoporose 

Die Osteoporose ist die häufigste Erkrankung des Knochens. Sie ist durch eine niedrige 

Knochenmasse und eine Verschlechterung der Mikroarchitektur des Knochengewebes mit 

der Folge eines erhöhten Frakturrisikos charakterisiert (WHO 1994). Im Laufe des Lebens ist 

statistisch jede dritte Frau und jeder fünfte Mann betroffen (Seeman 1995). Insgesamt leiden 

in Deutschland um die 8 Millionen Menschen an Osteoporose, Tendenz steigend. Damit ist 

sie eine der häufigsten Erkrankungen der Republik und verursacht jährliche Kosten, die 5 

Milliarden Euro übersteigen (Oberender and Fritschi 2003).  

Die Osteoporose kann in zwei große Gruppen eingeteilt werden: die primäre (idiopathische) 

und die sekundäre Form. Unter der primären Form werden vor allem die postmenopausale 

und senile Osteoporose zusammengefasst. Dagegen tritt die sekundäre Form infolge von 

bestimmten Grunderkrankungen wie Hyperthyreose, Malabsorptionsstörungen oder juveniler 

idiopathischer Arthritis auf (Bartl 2004).  

Die ursächliche Pathologie ist ein Knochenschwund, sei es durch vermehrte Resorption, 

verminderte Produktion oder beidem zugleich. Der Knochen betroffener Menschen wird 

porös, instabil und neigt zu Frakturen (Amling et al. 1994; Amling et al. 1996; Amling et al. 

1996). Das ist besonders bei alten Menschen ein Problem, da dies mit einer um 10-20% 

erhöhten Mortalität innerhalb des Jahres nach einer Oberschenkelhalsfraktur einhergeht 

(Oberender and Fritschi 2003).  
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Die Therapie der Osteoporose kann von verschiedenen Seiten erfolgen. Als Basis empfiehlt 

sich richtige Ernährung (Calcium und Vitamin D reich), das Minimieren von Risikofaktoren 

wie Nikotin, Alkohol und sedierender Medikamente, eine ausgewogene Bewegung, einen 

BMI > 20 und analgetisch medikamentöse Begleitung (Empfehlung DVO, Dachverband 

Osteologie). Die spezifische medikamentöse Therapie besteht aktuell aus einer 

antiresorptiven oder einer osteoanabolen Behandlung. Um den Knochenumsatz zu stoppen, 

werden Östrogene, Gestagene (Riggs et al. 2002; Rossouw et al. 2002), Calcitonin, Vitamin 

D Metaboliten (Vondracek 2010) und Bisphosphonate eingesetzt (Baran 2001; Harris 2001; 

Walsh et al. 2001). Die knochenaufbauende Behandlung wird durch Strontium- und 

Fluoridsalze (Meunier et al. 2004), anabole Steroide und Parathormonersatz (Seeman and 

Delmas 2001; Miyakoshi 2004), Wachstumsfaktoren und Prostaglandine versucht (Murray 

and Shalet 2000; Vrotsos et al. 2003). Die Effektivität der osteoanabolen Therapie hält sich 

derzeit jedoch noch in Grenzen. Somit stellt die Haupttherapie immer noch die antiresorptive 

Variante, vor allem die mit Bisphosphonaten, dar. Die Knochenresorption wird dadurch 

jedoch nur gebremst. Ein besserer Ansatz wäre eine gezielt kontrollierte Stimulation der 

Knochensynthese. Dabei besteht jedoch die Gefahr, dass die Zellen unkontrolliert 

proliferieren (Enders 2009). Für die gezielt osteoanabole Therapie ist es deswegen wichtig, 

die geeigneten Zielproteine zu identifizieren und Mechanismen ihrer Wirkung genau zu 

verstehen. 

1.1.2 Weitere Erkrankungen des Knochenstoffwechsels 

Eine Krankheit, die im Alter häufig mit der Osteoporose einhergeht, ist die Osteomalazie, 

welche auf einer Hypomineralisation des Knochens basiert. Dies kann verschiedene 

Ursachen haben. Der häufigste Grund ist der Vitamin D-Mangel (Wolff et al. 2008). Die sich 

daraus ergebenen Folgen sind dumpfe Schmerzen und die erhöhte Anfälligkeit für Frakturen.  

Die zweithäufigste Erkrankung des Knochenstoffwechsels ist die Osteodystrophia deformans 

(Morbus Paget). Sie ist durch eine lokale Knochenumbaustörung mit anfänglich erhöhter 

Knochenresorption charakterisiert, welches zu Schmerzen, Knochendeformitäten und 

Frakturen führt (Roodman and Windle 2005). Eine Komplikation dieser Erkrankung ist das 

Osteosarkom, welches in 1-2 % der Fälle auftritt (Hansen et al. 1999).  

Die Osteopetrose, im Volksmund auch Marmorknochenkrankheit genannt, geht im 

Gegensatz dazu mit einer Resorptionsstörung einher. Dies führt zu ungerichteten 

Knochenanhäufungen, die häufig Fakturen nach sich ziehen, oder aber auch 

komplikationsfrei verlaufen können (Sly et al. 1983; Gerritsen et al. 1994; Cleiren et al. 2001).  
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Eine Knochenverdichtung wird allgemein als Osteosklerose definiert. Diese kann auf einer 

Knochenresorptionsstörung, einer Osteoklastendifferenzierungsstörung oder erhöhter 

Knochenformationsrate basieren (de Vernejoul 2008; de Vernejoul and Kornak 2010). 

1.2 Knochenbildung 

1.2.1 Osteoblasten 

Am Knochenaufbau sind verschiedene Zelltypen beteiligt. Die anabolen Vorgänge werden 

von Osteoblasten und Osteozyten vermittelt (Abb.1.1), wobei die einfache Knochensynthese 

von Osteoblasten übernommen wird. Diese entstehen aus dem pluripotenten embryonalen 

Bindegewebe, dem Mesenchym. Viele andere Zellen wie Adipozyten (Fettzellen), 

Myoblasten (Muskelzellen), Fibroblasten (Bindegewebszellen) und Chondrozyten 

(Knorpelzellen) sind gleichen Ursprungs. Durch den Einfluss bestimmter Faktoren kommt es 

zur spezifischen Differenzierung zu Präosteoblasten. Faktoren, die in diesem 

Zusammenhang von Bedeutung sind, stellen RUNX-2 (runt-related transcription factor 2), 

Osterix, aber auch BMPs (bone morphogenic proteins) und FGFs (fibroblast growth factors) 

dar (Karsenty 1999; Nakashima and de Crombrugghe 2003; Teplyuk et al. 2009). Die 

endgültige Osteoblastendifferenzierung erfolgt durch weitere Regulatoren, z.B. Vitamin D, 

Östrogene, PTH (Parathormon) und verschiedene Zytokine (Abb.1.1A). Der wichtigste 

Signalweg der ausdifferenzierten Osteoblasten ist der Wnt-Signalweg (Gong et al. 2001).  

Nach Ausdifferenzierung schließen sich Osteoblasten zu Gruppen bis zu 200 Zellen 

zusammen (Abb.1.1B). Es kommt zu Einschlüssen, welche die Entwicklung von Osteozyten 

fördern. Außerdem wird von den Zellverbänden die extrazelluläre Matrix des Knochens, das 

Osteoid, sezerniert. Diese besteht zu 95% aus TypI-Kollagen. Die restlichen 5% setzen sich 

aus nicht-kollagenen Bestandteilen zusammen, wobei Osteocalcin, BSP (bone sialoprotein) 

und Osteopontin die größten Anteile bilden. Ab der zweiten Woche nach Beginn einer 

Knochenbildung beginnt die Mineralisation dieser extrazellulären Matrix. 
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Abb.1.1: Schematische Darstellung der Knochenbildung. (A) Die Entwicklung von Osteoblasten 
aus mesenchymalen Vorläuferzellen ist auf den Einfluss verschiedener Faktoren angewiesen. (B) Die 
ausgereiften Osteoblasten lagern sich an Knochen an und sezernieren Osteoid. (C) Dies geschieht 
mit der Zeit ungerichtet, wodurch die Osteoblasten sich teilweise zu Knochenbelegzellen degradieren. 
(D) Andere Schicksale des Osteoblasten sind die Ausdifferenzierung zu Osteozyten oder die 
Apoptose. Abkürzung stehen für: Runt-related Transcription Factor 2 (RUNX-2); Bone Morphogenic 
Protein (BMP); Fibroblast Growth Factors (FGFs); Parathormon (PTH). 

 

Die verantwortlichen Prozesse sind noch nicht vollständig bekannt. Es konnte jedoch gezeigt 

werden, dass es zu einer Einlagerung von Hydroxylapatit, einer Verbindung von Calcium und 

anorganischen Phospaten, kommt (Karsenty 2003). Diese Einlagerung kann durch 

Pyrophosphat gehemmt werden und unterliegt einem empfindlichen Gleichgewicht. Die 

Regulation erfolgt fast ausschließlich durch drei Proteine.  

Die Proteine Npp1 (Nucleotid Pyrophosphat Phosphodiesterase1) und Ank (Ankylosis 

Protein) erhöhen die extrazelluläre Pyrophosphatkonzentration. Npp1 wird durch das Gen 

Enpp1 kodiert. Seine Aufgabe besteht darin, von extrazellulären anorganischen 

Triphosphaten (z.B. Adenosintriphosphat) Pyrophosphat abzuspalten (Abb1.2A). Bei Fehlen 

dieses Proteins kommt es zu einer Hypermineralisation der Knochenmatrix sowie ektopischer 

Mineralablagerung (Okawa et al. 1998; Johnson et al. 2000; Hessle et al. 2002; Rutsch et al. 

2008). Ank wird durch das Gen Ank kodiert. Das Protein ist ein membranständiger Kanal, der 

Pyrophosphat von intra- nach extrazellulär schleust und auf diese Weise die Konzentration 
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erhöht (Abb.1.2B). Bei Abwesenheit dieses Proteins kommt es ebenfalls zu einer 

Hypermineralisation der Knochenmatrix und zu ektopischen Mineralablagerungen (Harmey et 

al. 2004). Dieses ist unter anderem durch die wegfallende mineralisationshemmende 

Wirkung des Pyrophosphates zu erklären (Abb.1.2C). 

Ein Gegenspieler dieser Proteine ist die für die Mineralisation mitverantwortliche 

gewebeunspezifische alkalische Phosphatase (Tnap, tissue-nonspecific alkaline 

phosphatase). Sie wird durch das Gen Akp2 kodiert und spaltet Pyrophosphat zu Phosphat 

(Abb.1.2.D). Dieses steht dadurch zum Einbau ins Hydroxylaptit zur Verfügung (Abb.1.2E). 

Ein Fehlen der Tnap führt zu Hypophosphatasie und Knochenmineralisationsstörungen 

(Fedde et al. 1999; Watanabe et al. 2002). Ein direkter Zusammenhang dieses 

Gleichgewichts konnte anhand von Maus-Defizienzmodellen nachgewiesen werden. Dabei 

wurde gezeigt, dass ein durch Akp2-Defizienz ausgelöster Phänotyp sowohl durch eine 

Doppeldefizienz mit Ank als auch mit Enpp1 korrigiert werden kann (Hessle et al. 2002; 

Harmey et al. 2004). 

 

 

Abb.1.2: Schematische Darstellung essenzieller Mineralisationsproteine und ihre Funktion. (A) 
Das membrangebundene Protein Npp1 erhöht die extrazelluläre Pyrohosphatkonzentration durch das 
Spalten von Triphosphaten. (B) Eine weitere extrazelluläre Konzentrationserhöhung wird durch den 
membranständigen Pyrophosphatkanal Ank erreicht. (C) Das vorliegende Pyrophosphat wirkt 
hemmend auf die Mineralisation. (D) Die gewebeunspezifische alkalische Phosphatase (Tnap) spaltet 
das Pyrophosphat zu Phosphaten. (E) Diese stehen daraufhin für die Mineralisation bereit. 
Abkürzungen stehen für: Nucleotid Pyrophosphat Phosphodiesterase1 (Npp1); Ankylosis Protein 
(Ank); Tissue-Nonspecific Alkaline Phosphatase (Tnap); Adenosin-Triphosphat (ATP); Pyrophosphat 
(PPi); Phosphat (Pi). 

1.2.2 Osteozyten 

Den zweiten anabolen Zelltyp stellen die Osteozyten dar. Sie bilden mit 95% die Mehrheit der 

Knochenzellen und werden in der Literatur unter anderem mit Metaphern wie „burried alive“  

-lebendig begraben- (Franz-Odendaal et al. 2006) oder „Choreography from the tomb“  
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-Choreografie aus dem Grab- (Manolagas 2006) beschrieben. Dies geschieht aus gutem 

Grund, denn bis zu einem bestimmten Zeitpunkt sezernieren Osteoblasten Osteoid gezielt 

und zwar in Richtung Knochenoberfläche. Sie verlieren mit der Zeit jedoch ihre Polarität, 

wodurch die Sezernierung ungeordnet in alle Richtungen erfolgt. Für das Schicksal des 

Osteoblasten bedeutet dies, dass entweder der kontrollierte Zelltod, die Apoptose, eingeleitet 

wird, er zu einem inaktiven Osteoblasten an der Oberfläche degradiert wird, den 

sogenannten Knochenbelegzellen (Abb.1.1C), oder dass er sich zu einem Osteozyten 

entwickelt (Abb.1.1D; Rochefort et al. 2010). Letzteres tritt bei ca. 10-20% der Osteoblasten 

ein (Aubin and Turksen 1996). Diese Entwicklung erfolgt durch das vollkommende Einhüllen 

mit Osteoid  und der Einbettung in Lakunen zwischen den Knochenlammellen. Bestandteil 

der Entwicklung ist der Auswuchs Neuronen-ähnlicher zytoplasmatischer Auswüchse 

(Canaliculi), welche die Osteozyten befähigen, untereinander und mit Zellen der 

Knochenoberfläche zu kommunizieren. Dadurch sind die Osteozyten wesentlicher 

Bestandteil der Baueinheiten des Röhrenknochens, dem Osteon. Dieses besteht aus einem 

gefäß- und nerventragenden Zentralkanal, welcher von ringförmig angeordneten 

Knochenlammellen flankiert wird. Die genauen molekularbiologischen Mechanismen für 

diese Entwicklung sind bis dato nicht bekannt. Das Dentix-Matirx-Protein-1 (Dmp1) scheint 

allerdings eine tragende Rolle zu spielen. Es wird stark in Osteozyten exprimiert und spielt 

eine zentrale Rolle bei der Differenzierung von Osteoblasten zu Osteozyten. Ein Fehlen des 

Gens zieht eine Hypophosphatämie sowie veränderte Osteozytenstrukturen nach sich, 

begleitet von einer Osteomalazie (Rios et al. 2005; Feng et al. 2006; Lorenz-Depiereux et al. 

2006).  

1.2.3 Regulation der Knochenbildung (Wnt-Signalweg) 

Der Knochenumbau und das Knochenwachstum werden über eine Reihe komplexer 

Signalkaskaden kontrolliert. Diese sind auf verschiedenen Ebenen verschaltet. Es gibt 

zentrale wie auch periphere Mechanismen. Die dabei wichtigsten Moleküle sind PTH, 

Vitamin D, Calcitonin und Östrogene.  

Eine weitere Regulation läuft über den Wnt-Signalweg. Glykoproteine der Wnt-Familie sind 

Wachstumsfaktoren, welche aufgrund ähnlicher Aminosäuresequenzen zusammengefasst 

werden und neben der Knochenentwicklung auch für andere Entwicklungs- und 

homöostatische Prozesse essentiell sind (Gordon and Nusse 2006). Die große Bedeutung 

dieser Moleküle für den Knochenstoffwechsel konnte erstmalig durch das Fehlen von LRP5/6 

(low densitiy protein 5/6), einem wichtigen Ko-Rezeptor von Wnt, bei dem Osteoporose-
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Pseudoglioma-Syndrom gezeigt werden, wobei im Kindesalter beginnende Osteoporose und 

Blindheit auftreten (Gong et al. 2001; Kato et al. 2002; Fujino et al. 2003; Holmen et al. 

2004). Verschiedene Forschungsgruppen konnten außerdem nachweisen, dass bei einer 

Osteosklerose eine vermehrte Expression des Rezeptors LRP5/6 sowie verringerte 

Nachweisbarkeit eines seiner Antagonisten, dem Skleorstin (kodiert von SOST), vorliegt (Li 

et al. 2005; Semenov et al. 2005). Im Mausmodell konnte bestätigt werden, dass der Verlust 

des Genes SOST zu übermäßigem Knochenwachstum, vermehrter Knochendichte sowie 

Knochenstärke führt (Beighton et al. 1976; Stein et al. 1983; Beighton 1988; Hansen et al. 

1999). Im Gegenzug konnte nachgewiesen werden, dass durch Bindung und daraus 

resultierender Antagonisierung von Sklerostin an LRP5/6 die Osteoblastendifferenzierung 

negativ beeinflusst wird (Li et al. 2005; Collette et al. 2010). 

Die intrazelluläre Signaltransduktion der Wnt-Liganden erfolgt primär über eine Stabilisierung 

des zytoplasmatischen Proteins β-Catenin. Im inaktiven Zustand wird β-Catenin durch einen 

Molekül-Komplex dephosphoryliert, degradiert und durch Proteasomen abgebaut (Zeng et al. 

1997). Kommt es zur Aktivierung des Wnt-Signalweges, bindet das Wnt-Molekül an seine 

Rezeptoren Frizzled und LRP5/6. Dies führt zu einer fehlenden Dephosphorylierung von β-

Catenin, das im Zytosol akummuliert und in den Nukleus transloziert. Dort wird die 

spezifische Genexpression aktiviert (Molenaar et al. 1996). 

1.3 Knochenresorption 

1.3.1 Osteoklasten 

Die Gegenspieler der knochenaufbauenden Zellen sind die multinukleären Osteoklasten. Sie 

sind die einzigen Zellen des Körpers, die in der Lage sind, Knochen zu resorbieren. Damit 

sind sie für die katabolen Prozesse am Knochen zuständig. Sie kommen seltener als die 

Osteoblasten vor und besetzen ca. 1% der Knochenoberfläche. Die Osteoklasten entstehen 

aus der Monozyten-Makrophagen-Linie und werden durch Fusion hämatopoetischer 

Vorläuferzellen gebildet (Abb.1.3A; Boyle et al. 2003). Für ihre Entwicklung sind Faktoren wie 

der Transkriptionsfaktor NFkB (Nuclear Factor Kappa β), das Proto-Onkogen c-fos 

(Retrovirus associated DNA sequence -C), Rankl (Ligand to receptor activator of NFkB) und 

Opg (Osteoprotegerin) unabdingbar (Abb.1.3B). Auch Hormone haben Einfluss auf die 

Osteoklastenentwicklung. Dabei sind vor allem Vitamin D, Parathormon und M-CSF 

(macrophage-stimulating factor) zu nennen (Cohen 2006).  
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Um aktiv zu werden, heften sich die Osteoklasten an der Knochenoberfläche an und bilden 

die so genannte „sealing zone“ (Abb.1.3C). Dadurch entsteht ein extrazelluläres 

Kompartiment zwischen Knochen und Osteoklast, welches durch Fibronektin/αVβ3-Integrin 

(von Osteoklast) und Osteopontin (von Knochen) versiegelt wird (Blair et al. 1993). Im 

Anschluss folgt der Transport lysosomaler Enzyme in dieses Kompartiment, das auch als 

Resorptionslakune bezeichnet wird. Durch die Carboanhydrase II werden intraosteoklastär 

Protonen gebildet, welche, um das Milieu anzusäuern, zusammen mit Chloridionen und einer 

V-ATPase in die Resorptionslakune sezerniert werden (Sly et al. 1983). Der entstehende pH-

Wert von 4-5 hilft einerseits bei der Auflösung der anorganischen Matrix und führt gleichzeitig 

zur Aktivierung der lysosomalen Enzyme. 

 

 

Abb.1.3: Schematische Darstellung der Osteoklastenbildung und des Knochenabbaus. (A) Der 
Bildung von Osteoklastenvorläuferzellen, den Präosteoklasten, bedarf es verschiedenen Faktoren. 
(B) Die endgültige Differenzierung zu Osteoklasten wird vor allem durch das Rankl-Opg-System 
kontrolliert. (C) Die ausdifferenzierten Osteoklasten werden angelockt und sind in der Lage, Knochen 
abzubauen. Abkürzungen stehen für: Nuclear Factor Kappa β (NFkB); Retrovirus Associated DNA 
sequence –C (c-fos); Macrophage-Stimulating Factor (M-CSF); Parathormon (PTH); Ligand to 
Receptor Activator of NFkB (Rankl); Receptor Activator of NFkB (Rank); Osteoprotegerin (Opg). 
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1.3.2 Regulation der Knochenresorption (Rankl-Opg-System) 

Was der Wnt-Signalweg für die Osteoblasten ist, stellt das Rankl-Opg-System für die 

Osteoklasten dar (Abb.1.3B). Damit das Gleichgewicht zwischen Resorption und Synthese 

im Knochenstoffwechsel gehalten werden kann, ist die Osteoblastensezernierung des 

Liganden „Rankl“ (Receptor of Activation of Nuklear Factor Kappa-B Ligand) wichtig. Dieser 

induziert durch Binden an den Makrophagenrezeptor „Rank“ (Receptor of Activation of 

Nuklear Factor Kappa-B) die Differenzierung zu Präosteoklasten (Arai et al. 1999).  

Dieses System kann durch Opg (Osteoprotegerin), welches ebenfalls von Osteoblasten 

sezerniert wird, negativ beeinflusst werden (Burgess et al. 1999). Opg ist ein kompetetiver 

Antagonist von Rankl und hemmt die Makrophagendifferenzierung zu Präosteoklasten und 

damit die Knochenresorption (Lacey et al. 1998; Kong et al. 1999).  

Aktuell ist das neue Medikament Denosumab zugelassen worden, welches genau an diesem 

System ansetzt. Hierbei handelt es sich um Antikörper gegen Rankl, der genau wie Opg 

negativ auf die Knochenresorption wirkt (Canalis 2010; Genant et al. 2010; Lewiecki 2010). 

1.4 Heparin-bindende Wachstumsfaktoren 

1.4.1 Struktur, Funktion und Bedeutung 

Midkine (Mdk) und Pleiotrophin (Ptn) bilden eine eigenständige Gruppe Heparin-bindender 

Wachstumsfaktoren, die eine 45%ige Aminosäuresequenzhomologie besitzen (Muramatsu et 

al. 1993; Muramatsu 2002; Kadomatsu and Muramatsu 2004).  

Aufgrund seiner Einflüsse auf den Knochenstoffwechsel ist das Protein Mdk von besonderem 

Interesse. Es wurde 1993 während der Untersuchung maligner embryonaler 

Keimzelltumoren entdeckt, bei denen durch Retinsäure induzierte Gene identifiziert werden 

sollten (Kadomatsu et al. 1988; Tomomura et al. 1990). Mdk wird während der 

Entwicklungsphase am stärksten exprimiert (Rauvala 1989; Muramatsu and Muramatsu 

1991), in adulten Mäusen kann es hingegen nur noch in den Nieren und Gonaden 

nachgewiesen werden (Muramatsu 2002). 

Die beiden Heparin-bindenden Wachstumsfaktoren haben eine Reihe gemeinsamer 

Funktionen, insbesondere einen Einfluss auf Neuronen. So sind Mdk und Ptn in radialen 

Gliazellen des Gehirns zu finden (Matsumoto et al. 1994; Sun et al. 1997) und stimulieren 

Neuritenauswüchse embryonaler Neuronen (Rauvala 1989; Muramatsu and Muramatsu 

1991; Muramatsu et al. 1993) sowie deren Migration (Maeda et al. 1999; Qi et al. 2001). Mdk 

besitzt jedoch eine Reihe von Einflüssen, die nicht durch Ptn vermittelt werden. Dazu zählen 
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die chemotaktischen Eigenschaften auf inflammatorische Zellen (Takada et al. 1997; Horiba 

et al. 2000), die Stimulation der Neuronendifferenzierung (Michikawa et al. 1993; Yokota et 

al. 1998) und die Überlebensverbesserung embryonaler Neuronen (Muramatsu et al. 1993; 

Satoh et al. 1993; Kaneda et al. 1996). 

1.4.2 Funktion der Heparin-bindenden Wachstumsfaktoren im Knochen 

Die potenzielle Bedeutung der Heparin-bindenden Wachstumsfaktoren für den 

Knochenstoffwechsel wurde erstmals in transgenen Mäusen gezeigt, die Ptn spezifisch in 

Knochen überexprimierten. Dies resultierte in erhöhter Knochendichte und gesteigertem 

trabekulären Volumen (Masuda et al. 1997; Imai et al. 1998; Tare et al. 2002). 

Bei der Untersuchung von Femora und Tibiae dieser Mäuse wurde gezeigt, dass Ptn im 

frühen Stadium der Knochenentwicklung zu gesteigertem Knochenwachstum führt, die 

Knochen jedoch im Alter brüchig werden. Im gleichen Zusammenhang wurde durch 

induzierte Frakturen festgestellt, dass die Knochenheilung durch Überexpression von Ptn 

vermindert ist (Li et al. 2005). Die Ergebnisse waren vielversprechend, jedoch konnte in 

einem Ptn-defizienten Mausmodell kein Unterschied im Vergleich zu Wildtypen bezüglich 

Knochenwachstum, Knochendicke und Knochenmineralisation gezeigt werden (Lehmann et 

al. 2004). 

Für Mdk wurde zunächst eine Beteiligung an Rheumatoider Arthritis (RA) festgestellt, da es 

die Migration von Leukozyten induziert und die Osteoklastendifferenzierung fördert 

(Maruyama et al. 2004). Nach Fraktur einer Tibia konnte eine erhöhte Mdk- Expression in 

proliferierenden Chondrozyten und eine verminderte Expression in der inflammatorischen 

Phase nachgewiesen werden (Ohta et al. 1999). Auch für Mdk wurde ein Defizienzmodell der 

Maus generiert und knochenphänotypisch charakterisiert. Dabei zeigte sich, dass die Mdk-

Defizienz im Alter von 12 und 18 Monaten zu einer erhöhten Knochendichte führt, welche auf 

erhöhte Knochenformation zurückzuführen ist (Neunaber et al. 2010). Dies spricht für eine 

physiologische Funktion von Mdk im Knochenumbau, wo es als Inhibitor der Osteoblasten-

Aktivität wirkt. 

1.4.3 Putative Mdk-Rezeptoren 

Für die Signaltransduktion von Mdk und Ptn werden vier verschiedene Rezeptoren diskutiert. 

Ein Rezeptor kommt aus der Syndecan-Familie (Mitsiadis et al. 1995; Kojima et al. 1996). 

Die Tyrosinkinase ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase) wurde etwas später als Rezeptor für 

die beiden Wachstumsfaktoren nachgewiesen (Stoica et al. 2002). Der Rezeptor LRP (LDL 



Einleitung   

 

11 

receptor related protein) gilt als sehr vielversprechend für Therapieansätze bei 

Knochenerkrankungen (Muramatsu et al. 2000; Muramatsu 2002; Shibata et al. 2002). 

Der vierte Rezeptor ist der Proteintyrosin-Phosphatase-Rezeptor, Typ zeta (Maeda et al. 

1999; Meng et al. 2000). Dessen Gen, Ptprz1, wurde erstmalig in Zellen des zentralen 

Nervensystems entdeckt. Ptprz1 ist im Zusammenhang mit dem Knochenstoffwechsel von 

besonderem Interesse, da es das Gen ist, das durch Affymetrix-Genchipanalayse in primären 

Osteoblasten Mdk-defizienter Mäuse während der Mineralisation am stärksten induziert wird 

(Abb.1.4). Aufgrund der Vermutung direkter Zusammenhänge zwischen Mdk und Rptpζ 

wurde ein Mausmodell mit Ptprz1-Defizienz analysiert. In der Tat zeigten diese Mäuse eine 

Osteopenie auf, bedingt durch verminderte Knochenformation, d.h. es konnte ein 

gegensätzlicher Knochenphänotyp im Vergleich zu Mdk-defizienten Mäusen beobachtet 

werden (Schinke et al. 2008). 

 

 

Abb.1.4: Affymetrix-Gen-Chip-Hybridisierung von sich differenzierenden Osteoblasten. Es sind 
die Gene aufgeführt, die an Tag 5 (d5) und Tag 25 (d25) der Differenzierung am stärksten induziert 
wurden. Dargestellt sind die Expressionswerte an beiden Zeitpunkten sowie das logarrhythmische 
Signalverhältnis. Abkürzungen stehen für: Proteintyrosine-Phosphatase-Rezeptor Type z, Polypeptide 
1 (Ptprz1); Fc-ReZeptor für IgG IIb (Fcgr2b); Proteoglycan 1 (Prg1); Adipsin (Adn); Bone-Gamma-
Carboxyglutamate-Protein (Bglap); Dickkopf-Homolog 1 (Dkk1); Apolipoprotein E (ApoE); Integrin-
binding-Sialoprotein (Ibsp); Dentin-Matrix-Protein 1 (Dmp1); Alkaline-Phosphatase-2 (Akp2). 

 

Um die Zusammenhänge zwischen Mdk und Ptprz1 näher zu untersuchen, wurde zudem ein 

Transfektionsversuch durchgeführt (Abb.1.5). Dabei wurde der Wnt-Signalweg durch 

Transfektion von Wnt3a plus Mdk und/oder Ptprz1 in Osteoblasten-ähnlichen MC3T3-E1-

Zellen untersucht. Durch Hilfe eines Wnt-abhängigen Luziferase-Rezeptor-Konstruktes 

konnte gezeigt werden, dass bei Co-Transfektion von Mdk und Wnt3a die Signalintensität 

abnimmt und der Wnt-Signalweg gehemmt wird. Dieser Effekt konnte durch synergistische 
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Wirkung von Ptprz1 noch verstärkt werden. Dies ist überraschend, da Mdk- und Ptprz1-

defiziente Mäuse konträre Phänotypen besitzen.  

 

 

Abb.1.5: Transfektion von Wnt3a, Mdk und Ptprz1 in MC3T3-E1-Zellen. Dargestellt sind die 
Ergebnisse eines Transfektionsversuches, in dem durch die Transfektion von Wnt3a, Mdk und / oder 
Ptprz1 der Gene auf den Wnt-Signalweg überprüft werden sollte. pCMV4 diente dabei als Kontrolle. 

1.4.4 Molekularer Effekt von Mdk auf Osteoblasten 

Mdk-defiziente Mäusen zeigen im Alter von 12 und 18 Monaten einen Knochenphänotyp, 

welcher durch erhöhte Knochendichte charakterisiert ist und auf erhöhter 

Knochenformationsrate basiert (Neunaber et al. 2010). 

Durch eine Affymetrix-Genchiphybridisierung primärer Osteoblasten wurden an Tag 10 der 

Differenzierung Gene identifiziert, die durch Zugabe von rekombinaten Mdk induziert werden 

(Abb.1.6; Neunaber et al. 2010). Die Ergebnisse zeigten, dass einige Gene direkt mit der 

Mineralisation in Zusammenhang stehen. Unter diesen war der Natrium-Phosphat-

Kotransporter Slc20a1, auch Pit1 genannt, welcher in den Nieren exprimiert wird und am 

Phosphathaushalt beteiligt ist (Kavanaugh and Kabat 1996; Virkki et al. 2007). 

Auch das schon erwähnte Gen Dmp1 wurde induziert. Es ist für die Phosphathomöostase 

von Bedeutung und vermittelt seine Wirkung indirekt über FGF23 (Qin et al. 2007). 

Außerdem wurden die Gene Ank und Enpp1 durch Mdk induziert. Diese sind wesentlich an 

der Regulation des Pyrophosphathaushalts beteiligt und sind Gegenspieler der Tnap, 

wodurch sie inhibierend auf die Mineralisation wirken.  
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Abb.1.6: Auflistung der am stärksten durch Mdk induzierten Gene in primären Osteoblasten. 
Durch eine Affymetrix Gen-Chip-Hybridisierung wurden Gene identifiziert, die an Tag 10 der 
Osteoblastendifferenzierung durch Midkine induziert wurden. Rot hervorgehoben sind Gene mit 
bekannter Funktion bei der Phosphat-Homöostase oder Biomineralisation. Abkürzungen stehen für: 
Mmp3: Matrix Metallopeptidase 3; Dmp1: Dentin-Matrix Protein 1; Ank: Progressive Ankylosis; 
Serpina3g: serine (oder cysteine) Peptidase Inhibitor; Ccl7: Chemokine (C-C motif) Ligand 7; Steap4: 
STEAP family member 4; Ccl19: Chemokine (C-C motif) Ligand 19; Mt2: Metallothionein 2; Klhdc8a: 
Kelch-Domain containing 8A; Mmp10: Matrix-Metallopeptidase 10; Hp: Haptoglobin; Slc20a1: Solute 
Carrier Family 20, Member 1; Enpp1: Ectonucleotide-Pyrophosphatase/Phosphodiesterase 1. 

1.5 Potentielle Bedeutung von Mdk und Rptpζ für die Tumorentstehung 

1.5.1 Der seltene Knochentumor: Das Osteosarkom 

Das Osteosarkom ist zwar ein seltener Tumor (2/1.000.000), dafür aber der am häufigsten 

auftretende maligne Knochentumor. Er tritt bei Erwachsenen vornehmlich gelenksnah in den 

langen Röhrenknochen auf, wobei 50% in der Knieregion lokalisiert sind (Bielack et al. 2002). 

Die Prognose ist sehr schlecht, da in 20% der Fälle bei Diagnose schon Metastasen (primär 

Lungenmetastasen) vorliegen (Meyers et al. 1993; Kaste et al. 1999). Obwohl die Forschung 

voranschreitet, ist die Überlebensrate in den letzten 20 Jahren nahezu unverändert geblieben 

(Federman et al. 2009; O'Day and Gorlick 2009). 

Die Behandlung sieht eine radikale Entfernung des Tumors sowie eine zentralisierte 

aggressive prä- und postoperative Chemotherapie vor (EURAMOS; EUROBOSS). Um 

Nebenwirkungen zu minimieren, bessere Früherkennung und effektivere Therapien zu 

ermöglichen, ist es wichtig, neue krankheitsspezifische Zielmoleküle zu identifizieren 

(Wunder et al. 2005). Bei Brust- und Dickdarmtumoren werden solche Entdeckungen schon 

erfolgreich angewendet (Carey et al. 2006; Walgenbach-Brunagel et al. 2008). 



Einleitung   

 

14 

1.5.2 Grundzüge der Tumorgenese 

Die schon 1976 in Grundzügen erstellte Mehrschritthypothese zur malignen Transformation 

von Zellen ist weiterhin von Relevanz. Sie besagt, dass Zellen mehrere 

Transformationenstufen durchlaufen müssen, bis ein neoplastischer Klon mit autonomen 

Verhalten vorliegt (Nowell 1976). Die Karzinogenese ist also ein Prozess, in dem mehrere 

Mutationen in verschiedenen Genen über einen längeren Zeitraum akkumilieren (Vogelstein 

and Kinzler 1993; Frisch and Francis 1994; Arends 2000). Genetische Veränderungen, wie 

Deletion, Punktmutation, Insertion oder chromosomale Translokation können zu 

Überexpression und Aktivierung von Onkogenen bzw. zu Suppression und Deaktivierung von 

Tumorsuppressoren führen.  

Der am häufigsten, in mehr als 50% der Tumore, vorkommende Tumorsuppressor ist das 

Protein p53 (Hollstein et al. 1991). Dieser Tumorsuppressor wurde 1979 von David P. Lane, 

Lionel Crawford und Arnold Levine entdeckt (Lane and Crawford 1979; Linzer and Levine 

1979) und bekam aufgrund seiner Funktion den Namen „Wächter des Genoms“ (Lane 1992). 

Seitdem wurde p53 vielseitig untersucht. 

Es hat sich gezeigt, dass Maus-Gendefizienzmodelle sich gut für neue Erkenntnisgewinnung 

eignen. Die brachte hervor, dass eine homozygote Trp53-Gendefizienz  (Transformation 

related Protein 53) vornehmlich Lymphome (ca. 75% der Fälle) nach sich zieht. Für die 

Überlebensrate der Tiere hat das entscheidende Bedeutung. Nach 18 Wochen leben noch 

50% bzw. nach 24 nur noch 5% der Tiere. Durch die Deletion nur einen Allels, einer 

heterozygoten Defizienz, kann die Überlebensrate dahingehend ändern, dass nach 17 

Monaten noch 72% der Tiere leben (Harvey et al. 1993; Jacks et al. 1994).  

Laut der Mehrschritthypothese müssen immer mehrere Gendefekte vorliegen, damit sich 

Tumore manifestieren. Durch die Beteiligung von p53-Mutationen an mehr als 50% der 

bisher identifizierten Tumore und die sich daraus ergebenden begünstigten 

Tumorprogressionen, eignet sich das Mausmodell ideal zur Identifizierung weiterer Faktoren, 

die zu einer Tumormanifestation beitragen. 

1.5.3 Einfluss von Mdk und Rptpζ auf die Tumorgenese  

Die Entdeckung von Mdk im Rahmen der Untersuchung maligner Zellen lässt ein 

Zusammenhang zur Tumorgenese vermuten. Tatsächlich konnte gezeigt werden, dass 

sowohl Mdk als auch Ptn gewebeunabhängig in diversen Tumorarten (Lungen-, Brust-, 

Ösophagus-, Pankreas-, Magen-, Leber-) exprimiert werden (Tsutsui et al. 1993; O'Brien et 

al. 1996). Eine steigende Expression von Mdk, sowie eine sinkende Expression von Ptn in 



Einleitung   

 

15 

Tumorgewebe korreliert dabei negativ mit der Prognose (Kadomatsu and Muramatsu 2004; 

Maehara et al. 2007). Da Mdk ein zu sezernierendes Protein ist und bei positivem 

Karzinombefund in über 60% der Fälle im Serum nachgewiesen werden kann, könnte es 

aufgrund guter Verlaufskontrollmöglichkeiten als wichtiger Tumormarker fungieren (Takada 

et al. 1997; Ikematsu et al. 2000; Kadomatsu and Muramatsu 2004; Maehara et al. 2007). 

Eine Studie konnte bereits anhand des Osteosarkoms zeigen, dass Mdk der einzige 

Parameter war, der Aussagen über Prognosen zuließ. Des Weiteren sprachen Tumorzellen 

auf Mdk-Antikörper an, welche zu Tumorrückgang führten (Maehara et al. 2007). 

Die Zellproliferation wird auf verschiedene Art und Weise kontrolliert. Ein Mechanismus ist 

die Phosphorylierung von Tyrosinresten, der durch Tyrosinkinasen vermittelt wird. Die 

Gegenspieler der Tyrosinkinasen, von denen mehr als 100 Mitglieder bekannt sind, sind die 

Tyrosinphosphatasen. Aufgrund ihrer dephosphorylierenden und damit 

wachstumshemmenden Eigenschaft wurden sie oft als Tumorsuppressoren diskutiert (Tonks 

2005). Wegen ihres direkten Einflusses auf Zellproliferation stellen sie attraktive Zielmoleküle 

für zukünftige Medikamente dar.  

Speziell für Rptpζ wurde in vorangehenden Versuchen proliferationshemmende Eigenschaft 

nachgewiesen. Dabei zeigte sich, dass Osteoblasten einer Ptprz1-defizienter Mäuse 

wesentlich stärker proliferieren als entsprechende Wildtypenkulturen, selbst unter Entzug des 

fötalen Kälberserums (Abb.1.7; Schinke et al. 2008). In Ptprz1-defizienten Mäusen ist bis 

zum Alter von 50 Wochen bisher allerdings kein Tumor, mit besonderem Augenmerk auf dem 

Osteosarkom, beschrieben worden (Schinke et al. 2008).  

Es stellt sich die Frage, ob sich eine auf Ptprz1-Defizienz beruhende Osteosarkombildung 

erst durch mehrere Mutationen manifestiert, so wie es die Mehrschritthypothese suggeriert. 

Um die tumorsupprimierende Eigenschaft von Ptprz1 zu untersuchen, wäre der 

Tumorsuppressor p53 aufgrund seiner häufigen Beteiligung an der Tumorgenese und der 

bestehenden Erfahrung ein geeigneter „Defizienzpartner“. 
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Abb.1.7: Gesteigerte Proliferation Ptprz1-defizienter Osteoblasten. (A) Es wurden Osteoblasten 
aus Calvarien von Wildtyp- (Ptprz1+/+) und Ptprz1-defizienten neugeborenen Mäuse (Ptprz1-/-) isoliert. 
Die Zellen wurden an Tag 25 der Differenzierung nach von Kossa/van Gieson gefärbt. Durch die 
DNA- und RNA Menge konnten Rückschlüsse auf Zellzahlen gewonnen werden. (B) In einem BrdU 
Inkorporationsversuch konnte gezeigt werden, dass die Zellen Ptprz1-defizienter Mäuse (-/-) 
besonders nach Entzug von fötalem Kälberserum (FKS) signifikant stärker proliferieren. (T-Test: ** 
bedeutet p < 0.01; *** bedeutet p < 0.001). 
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1.6 Fragestellung 

Aufgrund der oben beschriebenen Vorarbeiten ergaben sich im Wesentlichen drei 

Fragestellungen, die im Verlauf dieser Dissertation durch die Untersuchung von 

Mausmodellen adressiert werden sollten: 

 

1. Durch Mdk kommt es zu einer Induktion von Ank und Enpp1. Da diese Gene 

Gegenspieler der alkalischen Phosphatase (Akp2) sind, sollte anhand einer 

Doppeldefizienz von Mdk und Akp2 am Mausmodell untersucht werden, ob dadurch 

die Mineralisationsdefekte Akp2-defizienter Mäuse korrigiert werden können. 

 

2. Mdk und Rptpζ haben einen synergistischen Effekt auf die Induktion des Wnt-

Signalweges in vitro. Durch ein Maus-Doppeldefizienzmodell sollte untersucht werden, 

ob der Verlust beider Gene in Osteosklerose resultiert. 

 

3. Rptpζ hat einen hemmenden Einfluss auf Osteoblastenproliferation. Durch die 

gleichzeitige Deletion von Ptprz1 und Trp53 sollte am Mausmodell überprüft werden, 

ob eine Defizienz von Rptpζ die Bildung von Osteosarkomen begünstigt. 
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2. Material und Methoden 

2.1 Chemikalien und Enzyme 

Soweit nicht anders angegeben, wurden Chemikalien von den Firmen Bio-Rad (München), 

Merck (Darmstadt), Roche (Mannheim), Carl Roth GmbH (Karlsruhe), Gibco (Karlsruhe) und 

Sigma-Aldrich (Steinheim) verwendet. Die Enzyme und rekombinanten Proteine wurden von 

den Firmen Roche (Mannheim) und New England Biolabs (Frankfurt am Main) bezogen. 

2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1 Isolation genomischer DNA aus Mausschwanzbiopsien 

Eine bis zu einem Zentimeter messende Mausschwanzbiopsie wurde mit 700 µl 

Mausschwanz-Lysis Puffer und 50 µl Proteinkinase K (10mg/ml) versetzt und über Nacht bei 

55°C inkubiert. Am Folgetag wurde unter einem Abzug 750 µl PCA 

(Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol, Verhältnis 25:24:1) hinzugefügt, kräftig geschüttelt und 

für 5 Minuten zentrifugiert (13000 rpm). Die obere Phase wurde in ein neues Eppendorf-Tube 

pippetiert und der letzte Schritt mit 650 µl PCA wiederholt. Die obere Phase wurde zum 

Waschen in ein neues Eppendorf-Tube mit 550 µl Isopropanol versetzt. Nach leichtem 

Schwenken kam das Gemisch für 5 Minuten ins Eisfach (-20°). Nach erneutem fünf 

minütigen Zentrifugieren (13000 rpm), wurde der Überstand abpippetiert und das übrig 

gebliebene Pellet in 500 µl 70%igem Ethanol (4°C) gewaschen. Es folgte ein weiterer 

Zentrifugationsschritt (2 Minuten bei 13000 rpm). Nach Abnahme des restlichen Ethanols 

wurde das Pellet  mit 50 µl TE-Puffer für mehrere Stunden bei Raumtemperatur 

resolubilisiert.  

 

Mausschwanz-Lysis Puffer: 50ml 1M TRIS (Trisma Base, pH8)  

 200ml 0,5M EDTA  

 100ml 1M NaCl  

 50ml 20% SDS 

 600ml H2O destilliert 

 

Proteinase K (10mg/ml):  250mg Proteinase K  

 25ml H2O destilliert 
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TE-Puffer: 10mM Tris (pH 7,4) 

 1mM EDTA 

2.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Bei der PCR handelt es sich um eine DNA Vermehrung in vitro, hier zum Zwecke der 

Genotypisierung. Die originale DNA wurde dabei mit zwei Arten von Primern (vor- und 

rückwärts-) vermischt, welche für einen bestimmten Abschnitt spezifisch sind. Außerdem 

wurde eine hitzestabile Polymerase (Dream Taq-Polymerase, Firma Fermentas) sowie 

passender Puffer, H2O (destilliert) und Desoxynukleotide hinzugegeben. Die PCR-Reaktion 

verlief nach einem Protokoll, welches von den Temperaturoptima der Primer abhängig ist. 

Bei den während der PCR durchlaufenden Zyklen kommt es bei 94°C zur Denaturierung der 

DNA und es entstehen Einzelstränge. Abhängig von den Primern wird die Temperatur 

gesenkt und das Annealing der DNA startet. Hierbei kommt es zur Hybridisierung der Primer 

mit den DNA-Einzelsträngen. Bei der folgenden Elongation wird die Temperatur auf das 

Optimum der Taq-Polymerase angehoben, welches bei 72°C liegt. Es folgt die DNA-

Kettenverlängerung. Der Zyklus der Denaturierung, Annealing und Elongation wird 35 x 

durchlaufen. Bei den durchgeführten  PCRs wurde folgender Reaktionsmix und Primer 

verwendet:  

 

   2,00µl 10x Taq-Polymerase-Puffer inkl. MgCl2 

   0,35µl dNTPs (2,5mM) 

   1,70µl Vorwärtsprimer (200µM) 

   1,70µl Rückwärtsprimer (200µM) / Common-Primer 

 13,25µl H2O destilliert 

   0,10µl Taq-Polymerase (5U/µl) 

   1,00µl DNA-Template (1 :10 verdünnt) 

 

Mdk-Wildtyp Primer 

Vorwärtsprimer: 5‘-TAA CCC AGG TTT TAC CCC TA-3‘ 

Rückwärtsprimer: 5‘-GTT GCA GGG CAC CTT GCA ATG GAC-3‘ 

Erwartete Bandengröße: 360bp bei Wildtyp-, 1,36kb bei Mdk-defizienten Mäusen  

 

Mdk-defiziente Primer: 

Vorwärtsprimer: 5‘-TAA CCC AGG TTT TAC CCC TA-3‘ 

Rückwärtsprimer: 5‘-GAG AAC CTG CGT GCA ATC CAT C-3‘ 
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Erwartete Bandengröße: 400bp bei Mdk-defizienten Mäusen  

Cyclerprogramm 

Vorgang Temperatur (°C) Zeit (Sek.) Wiederholungen 

Initiale Denaturierung 94 240  

Denaturierung 94 45  

Annealing/Hybridisierung 58 45 35x 

Elongation/Synthese 72 120  

Endgültige Synthese 72 420  

Lagerung 4 ∞  

 

Ptprz1-Wildtyp (Wt)-Primer: 

Vorwärtsprimer:  5‘-AGA TCC ATT CGT CTT GCA GCC TCC-3‘ 

Rückwärtsprimer:  5‘-CAC CTG CCT GGA AAA CTT GTA CTG-3‘ 

Erwartete Bandengröße: 400bp bei Wildtyp-Mäusen 

 

Ptprz1-defiziente (Ko) Primer: 

Vorwärtsprimer: 5‘-GAA AAG CGC CTC CCC TAC CCG GTA GAA TTG AC-3‘ 

Rückwärtsprimer:  5‘-CCA GAC ATG ACA CCC CAA TGC CTG AAC ATC TC-3‘ 

Erwartete Bandengröße: 650bp bei Ptprz1-defizienten Mäusen 

 

Cyclerprogramm 

Vorgang Temperatur(C°) Zeit (Sek.) Wiederholungen 

Initiale Denaturierung 94 240  

Denaturierung 94 30  

Annealing/Hybridisierung 61 (Wt); 55 (Ko-) 45 35x 

Elongation/Synthese 72 45  

Endgültige Synthese 72 420  

Lagerung 4 ∞  

 

Trp53-Wildtyp Primer: 

Vorwärtsprimer: 5’- ACA gCg Tgg Tgg TAC CTT AT -3’ 

Common-Primer: 5’- CTA TCA ggA CAT AgC gTT gg -3’ 

Erwartete Bandengröße: 400bp bei Wildtyp-Mäusen  

 

Trp53-defiziente Primer: 

Vorwärtsprimer: 5’- TAT ACT CAg AgC Cgg CCT -3’ 
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Common-Primer: 5’- CTA TCA ggA CAT AgC gTT gg -3’ 

Erwartete Bandengröße: 600bp bei Trp53-defizienten Mäusen  

 

Cyclerprogramm 

Vorgang Temperatur (C°) Zeit (Sek.) Wiederholungen 

Initiale Denaturierung 94 180  

Denaturierung 94 30  

Annealing/Hybridisierung 66 60 35x 

Elongation/Synthese 72 90  

Endgültige Synthese 72 120  

Lagerung 10 ∞  

 

Akp2-Wildtyp-Primer: 

Wildtyp-Primer:  5’- CTg gCA CAA AAg AgT Tgg TAA ggC Ag –3’ 

Common-Primer: 5’- gAT Cgg AAC gTC AAT TAA CgT CAA T -3’ 

Erwartete Bandengröße: 167 bp bei Akp2l-Wildtyp Mäusen 

 

Akp2-defiziente Primer: 

Mutations-Primer: 5’- g TgC ATC TgC CAg TTT gAg ggga 3’ 

Common-Primer: 5’- gAT Cgg AAC gTC AAT TAA CgT CAA T -3’ 

Erwartete Bandengröße: 400bp bei Akp2-defizienten Mäusen 

 

Cyclerprogramm 

Vorgang Temperatur (C°) Zeit (Sek.) Wiederholungen 

Initiale Denaturierung 94 180  

Denaturierung 94 30  

Annealing/Hybridisierung 65 60 35x 

Elongation/Synthese 72 60  

Endgültige Synthese 72 120  

Lagerung 10 ∞  

 

50 x TAE-Puffer: 2 M Tris-Azetat 

 50 mM EDTA 

 pH 7,8 mit Essigsäure einstellen 

 

Taq-Polymerase-Puffer : 10x PCR reaction puffer 

 20 mM MgCl2 
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2.2.3 Agarose-Gelelektrophorese aus genomischer DNA 

Die Agarose-Gelelektrophorese wird verwendet, um DNA ihrer Molekülgröße nach 

aufzutrennen. Dieses wird durch Anlegen eines elektrischen Feldes ermöglicht und erlaubt 

eine Charakterisierung von DNA nach PCR. 

Zur Durchführung wurde ein Gel mit 1%igem Agarosegehalt erstellt. Dafür wurden 1g bzw. 

3g (je nach Gelgröße) Agarose abgewogen und  zusammen mit 100ml bzw. 300ml 1 x TAE-

Puffer in der Mikrowelle zum Kochen gebracht. Das Gemisch wurde mit Ethidiumbromid 

versetzt, sodass eine Konzentration von 0.1% μg/ml entsteht. Nach dem Bestücken der 

Gelschlitten mit den gewünschten Kämmen wurde der Mix zum Gelieren hineingegossen. 

Der ausgehärtete Schlitten wurde inklusive Gel in die mit 1 x TAE-Puffer gefüllte 

Elektrophoresekammer umgelagert. Die mit 3 μl eines 6 x DNA-Gel-Ladepuffers vermischten 

DNA Proben wurden auf die Geltaschen aufgetragen. Bei 80 – 140 V trennten sich die 

Proben für 20-45 Min auf. Die Visualisierung der Banden erfolgte mittels UV-Licht in einem 

Geldokumentationsgerät. Zum Speichern der Bilder wurden mit der Gel Doc Software 2000 

(Gel-Dokumentationssystem, Bio-Rad) Aufnahmen gemacht. 

 

6 x DNA-Gel-Ladepuffer: 10mM Tris-HCL  (pH 7,6  

 0.03% Bromphenol blau 

 0.03% Xylen Cyanol FF 

 60% Glycerol  

 60 mM EDTA 

2.2.4 Isolierung und Differenzierung primärer Osteoblasten aus Calvarien 

In den ersten Tagen nach der Geburt ist die Mineralisation der Calvarien (Schädeldächer) bei 

Mäusen noch nicht abgeschlossen. Um Knochenvorläuferzellen zu gewinnen, können die 

Schädeldächer einem enzymatischen Verdau unterzogen werden. Dazu wurden drei bis fünf 

Tage alte Mäuse zum Desinfizieren in 80%igen Ethanol getaucht und mit einer scharfen 

Schere dekapitiert. Der Kopf wurde an der Nasenwurzel mit einer Pinzette fixiert und mit zwei 

Schnitten, jeweils von Hinterhauptsloch zum Auge, aufgeschnitten und aufgeklappt. Die 

Kopfhaut sowie das Gehirn wurden vorsichtig entfernt. Sonstige Gewebereste wurden mit 

dem Skalpell entfernt und die Calvarien in einem 50ml Falcon in PBS gesammelt. Nach 

abgeschlossener Präparation wurde das PBS vorsichtig abgesaugt und 10ml Osteoblasten-

Verdaulösung hinzugegeben. Es folgte ein Inkubationsschritt im Schüttler bei 37°C für 20 

Minuten. Die Verdaulösung wurde verworfen und durch 20ml neue Osteoblasten-
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Verdaulösung ersetzt, worauf erneutes Schütteln für 30 Minuten bei 37°C folgte. Um jedwede 

Knochenreste zu entfernen, wurde die Suspension durch ein 100μl Sieb gegossen und bei 

12000rpm für drei Minuten zentrifugiert. Die Verdaulösung wurde behutsam abgesaugt und 

das Pellet in 5ml Osteoblasten-Kulturmedium suspendiert. In einer Thomazellkammer 

wurden die Zellen gezählt. Es folgte das Ausplattieren auf 12er Wells, wobei 50000 Zellen 

pro Well in 1ml Osteoblasten-Kulturmedium ausplattiert wurden. 

Die Zellen wurden immer unter gleichen Bedingungen (37°C, 5% CO2 und gesättigter 

Luftfeuchtigkeit) kultiviert, bis sie eine 80-90%ige Konfluenz auf der Platte erreicht hatten. In 

diesem Stadium wurde Osteoblasten-Differenzierungsmedium hinzugefügt, welches dem 

Tag 0 der Differenzierung entsprach. Alle 2-3 Tage wurde das Medium erneuert. Eine 

vollständige Mineralisation erfolgt nach 20 Tagen. Die letzte Nacht wurden die Zellen mit 

serumfreien Medium kultiviert.   

 

Osteoblasten-Verdaulösung: 40ml α-Mem (ohne FKS und Antibiotika) 

 0,04g Collagenase Typ Ia (Sigma, C-9891) 

 0.08g Dispase Grade II (Roche, #04 942 078 001) 

 steril filtrieren 

 

Kulturmedium: α-Mem/Minimum Essential Medium Eagle, Alpha 

  Modification (Sigma, #M0644-1L) 

 1000ml H2O destilliert 

 10% fetales Kälberserum  

 1% Penicillin/Streptomycin  

 

Differenzierungsmedium:  Kulturmedium (Osteoblasten)  

 10mM β-Glyzerolphosphat 

 50μl/ml Ascorbinsäure 

2.2.5 cDNA-Synthese und RNA Isolation   

Für die cDNA Synthese wurde das Super Script® III First-Strand Synthesis System von 

Invitrogen (#18080-051) verwendet: Die einzelnen Schritte erfolgten laut Angaben des 

Herstellers. Bei der RNA Isolierung wurden die Zellen mit dem QIAshredderTM von Quiagen 

(#79654) lysiert. Die RNA Gewinnung erfolgte durch das RNeasy® Mini Kit von Quiagen 

(#74104). Die Durchführung erfolgte ebenfalls nach der Anleitung des Herstellers.  
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2.2.6 Quantitative Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) 

Für diese Methode wurde das StepOnePlusTM Real-Time-PCR-System der Fa. Applied 

Biosystems benutzt. Die individuellen Primer wurden direkt bei der Firma Applied Biosystems 

bestellt. Für die quantitative Reverse-Transkriptase-PCR wurde folgender Ansatz verwendet:  

 

 10μl TaqMan® Gen Expression Master Mix (Applied Biosystems, 

Kalifornien, USA, #4369016 

   1μl TaqMan® Gen Expression Assay Primer (Applied 

Biosystems, Sequenzen unbekannt) 

   7μl RNase-freies Wasser 

   2μl 1:10 verdünnte cDNA  

 

Der ganze Mix wurde in 96-Well Platten (Applied Biosystems, #4346906) pipettiert. Zur 

Auswertung wurde die delta-delta-CT Methode gewählt, welche mit Hilfe der Step One 

Software Version 2.0 angewendet wurde. Als Referenz wurde in jedem Versuch das 

Haushaltsgen GapDH (Applied Biosystems, #4308313) mit untersucht.  

2.3 Histologie und Morphologie 

2.3.1 Calceinmarkierung 

Den Mäusen wurden zweimal im Abstand von 7 Tagen Calcein (jeweils 100μl 

Injektionslösung) intraperitoneal injiziert. Dies ist ein flurochromer Farbstoff, der sich an den 

Knochen anlagert. Diese Eigenschaft wurde sich für die Bestimmung der  

Knochenzuwachsrate (BFR, bone formation rate) zunutze gemacht. Unter UV-Licht wurden 

12μm ungefärbte Acrylatschnitte analysiert, anhand zwei grün-fluoreszierenden Banden, die 

mit den zweimaligen Injektionen korrelieren, konnte die Zuwachsrate in Tibiae und 

Wirbelkörpern berechnet werden.  

 

Calcein-Lösung: 0,2g NaCl 

  0,5g Natriumbicarbonat 

 25ml H2O destilliert 

 0,25g Calcein 

 steriles Filtrieren, Lagerung bei 4°C  



Material und Methoden   

 

25 

2.3.2 Präparation der Skelette 

Die Mäuse wurden mittels einer Inhalationsnarkose getötet und anschließend gewogen. 

Nach Besprühen des Felles mit 80%igem Ethanol wurde der Bauchraum eröffnet und aus 

dem Herzen Blut entnommen. Die Organe wurden morphologisch untersucht, bei 

Auffälligkeiten zur weiteren Analyse aufbewahrt und ansonsten entfernt. Die Mäuse wurden 

gehäutet und die Skelette zur Analyse auf einer Korkplatte gestreckt und für 24h in frischem 

3,7% gepufferten Formaldehyd fixiert. Zur Lagerung wurden die Mäuse in 80%igen Ethanol 

überführt. Vor der weiteren Präparation wurden die Skelette im Kontaktröntgenapparat 

(Faxitron, Xray, Fa. Faxitron Xray Corp., Wheeling Illinois, USA; Filme: Mamory HDR PQ, Fa. 

Agfa, Mechelen, Belgien) für zwei Sekunden bei 35kV geröntgt. 

2.3.3 Paraffin- und Acrylat-Histologie 

Für die Analyse waren von den Mäusen jeweils die rechte Tibia und die oberen 4 

Lendenwirbelkörper von Bedeutung. Diese wurden unentkalkt in Acrylatblöcke eingegossen 

und weiter prozessiert. Auffällige Organe wurden erst bei 37°C für 24 bis 72 Stunden in 20% 

EDTA entkalkt und anschließend in Paraffinblöcke gegossen.  Für die Acrylathistologie 

wurden Tibiae und Lendenwirbel herauspräpariert und über Nacht im Autotechnikon 

entwässert (2 x 60 min 70% EtOH, 3 x 60 min 80% EtOH, 3 x 60 min 96% EtOH, 4 x 60 min 

EtOH absolut). Am Folgetag wurden die Proben bei 4°C für 24 Stunden in der 

Infiltrationslösung I, für weitere 48 Stunden in Infiltrationslösung II infiltriert und anschließend 

in Glasgefäße mit Gießlösung eingebettet. Über Nacht erfolgte bei 4°C eine Polymerisation. 

Die polymerisierten Blöcke wurden mit Schleifpapier angeschliffen und am 

Rotationsmikrotom (Microtec  Cut 4060E) 4μm sowie 12μm dicke Schnitte angefertigt. Diese 

wurden auf Gelantine-beschichtete Objektträger gezogen. Zum Strecken der Schnitte wurde 

unter dem Abzug 80%iges Isopropanol, gemischt mit einem Tropfen Butylether,  verwendet. 

In einer Presse trockneten die Schnitte über Nacht im Wärmeschrank (60°C) und waren 

anschließend fertig für die Färbung.  

Für die Paraffinhistologie wurden die Organe ebenfalls über Nacht im Autotechnikon 

entwässert (2 x 60 Minuten 70% Ethanol, 60 Minuten 80% Ethanol, 2 x 60 Minuten 96% 

Ethanol, 2 x 60 Minuten absoluten Ethanol, 2 x 60 Minuten Xylol, 3 x 60 Minuten Paraffin, 

60°C). Am Folgetag kam die Einbettung in 60°C warmes Paraffin, welches auf Eis 

aushärtete. Mit dem Schlittenmikrotom (Fa. Jung) wurden 3μm dicke Schnitte angefertigt und 

diese auf polysinbeschichtete Objektträger (Fa. Menzel GmbH) aufgezogen. Nach 60 

minütigem Fixieren im Wärmeschrank waren die Schnitte bereit für die Färbung.  
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Infiltrationslösung I und II:  1000ml entstabilisiertes Methylmethacrylat (Merck, 

 #800590)  

 100ml Nonylphenylpolyglycolaether-Acetat 

 3.3g Benzoylperoxid (Merck, #801641) 

 

Giesslösung: 1000ml Methylmethacrylat 

 100ml Nonylphenylpolyglycolaether-Acetat 

 6,6g Benzoylperoxid 

 

0,1 % Gelatine: Sigma-Aldrich, #G-1890 

 

Gelatinelösung:  0,5 g Gelatine lösen in  

 50 ml H2O destilliert (< 60°) 

 2 ml Chromalaunlösung 

2.3.4 Von Kossa-/van Gieson-Färbung 

Bei Verwendung dieser Färbung stellen sich mineralisierte Strukturen -z.B. Knochen- 

schwarz, Kollagen und Bindegewebe rot dar. Das Acrylat wurde durch dreimaliges Einwirken 

(jeweils 10 Minuten) von 2-(Methoxyethyl)-azetat (Merck, #806061) herausgelöst.  Durch 

eine absteigende Alkoholreihe (100%iges bis 50%iges Ethanol) wurden die Schnitte 

bewässert und nach kurzem Spülen in destilliertem Wasser nach folgendem Schema 

behandelt: Silbernitrat 3%ig für 5 Minuten, destilliertes Wasser für 10 Minuten, Sodaformol 

für 5 Minuten, Leitungswasser für 10 Minuten, Natriumthiosulfat für 5 Minuten, 

Leitungswasser für 10 Minuten, van Gieson-Farbe für 20 Minuten. Nach erneutem Spülen in 

destilliertem Wasser wurden die Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe (50%ig bis 100%ig 

Ethanol) und anschließendem dreimaligem Xylol (jeweils 5 Minuten) wieder entwässert. Die 

Schnitte wurden daraufhin mit DPX (Sigma-Aldrich, #44581) eingedeckt.  

 

Silbernitrat 3%ig: 3g Silbernitrat (Merck, #1.01512.0100) 

 100ml H2O destilliert 

 

van Gieson-Lösung:  2,5g Säurefuchsin (Merck,  #105231) 

 900ml gesättigte Pikrinsäure (Sigma, #80456) 

 100ml Glycerin 

 5ml konzentrierte Salpetersäure 
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2.3.5 Toluidinblau-Färbung 

Bei dieser Färbemethode wird Knorpel violett, Osteoklasten türkisblau, Osteoblasten hellblau 

und die Zellkerne dunkelblau dargestellt. Die Vor- und Nachbehandlung verläuft analog zu 

der von Kossa-/van Gieson-Färbung (2.3.4). Für die Färbung wurden die Schnitte 30 Minuten 

in Toluidinlösung gesetzt.  

 

Toluidinlösung: 1g Toludinblau O 

 100 ml H2O destilliert 

 pH auf 4.5 einstellen (mit 0,1% NaOH/0,1% HCL) 

2.3.6 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

Diese Färbung wird häufig bei der Differenzierung von Gewebetypen gewählt. Es lassen sich 

verschiedene Gewebe darstellen, wodurch die Färbung ebenfalls für Übersichtaufnahmen 

nützlich ist. Zellkerne stellen sich blauviolett dar und lassen sich gut von Bindegewebe und 

sonstigen Strukturen abgrenzen. Die Vor- und Nachbehandlung verlief analog der Giemsa 

Färbung. Für die Färbung wurde folgendes Schema verwendet: Hämatoxylin (Mayer) 10 

Minuten, Leitungswasser 2 Minuten, HCL-Alkohol 2-3 mal spülen, unter fließendem 

Leitungswasser 10 Minuten spülen, Eosin 0,1%ig für 2 Minuten.  

 

Eosin-Lösung: 0,25g Eosin G (Merck, #115935) 

 250ml H2O destilliert 

 5 tropfen Eisessig  

2.3.7 Histomorphometrie 

Für die Bestimmung von Knochenparametern wurde nach standardisierten Protokollen das 

OsteoMeasure Histopmorphometrie-Sytstem (Osteometrics Inc., Atlanta, Georgia, USA) 

benutzt. Die Quantifizierung von Knochenvolumen (BV/TV, bone volume per  tissue volume), 

Anzahl der Trabekel (TrN, trabecular number), Trabekeldicke (TbTh, trabecular thickness) 

und Abstand der Trabekel (TbSp, trabecular separation) wurde anhand von Acrylatschnitte 

mit von Kossa-/van Gieson-Färbung durchgeführt. Osteoklasten- und Osteoblastenanzahl 

wurden mit Toluidin-gefärbten Schnitten analysiert. Die Knochenformationsrate (BFR, bone 

formation rate) wurde an ungefärbten Schnitten mit 12μm Dicke bestimmt. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Charakterisierung eines Akp2/Mdk-defizienten Mausmodells 

An einem Mausmodell konnte gezeigt werden, dass eine Gendefizienz von Mdk zu einem 

Knochenphänotyp mit gesteigerter Knochendichte führt. Dies ist auf eine erhöhte 

Knochenformationsrate zurückzuführen (Neunaber et al. 2010). Weiterhin wurde 

nachgewiesen, dass Mdk im Osteoblasten eine Induktion von Ank und Enpp1 bewirkt. Durch 

eine Defizienz des Gegenspielers dieser beiden Proteine, der Gewebe-unspezifischen 

alkalischen Phosphatase, kommt es zu Hypophosphatasie, Mineralisationsstörungen und 

vermehrter Osteoidanlagerung (Fedde et al. 1999). Dieser Phänotyp kann sowohl durch eine 

Doppeldefizienz mit Ank als auch mit Enpp1 korrigiert werden (Hessle et al. 2002; Harmey et 

al. 2004). Da Mdk in vitro in Osteoblasten zu einer Induktion von Ank und Enpp1 führt, sollte 

im Umkehrschluss analysiert werden, ob eine Doppeldefizienz von Mdk und Akp2 den 

Phänotyp Akp2-defizienter Mäuse korrigieren kann. Versuche anderer Arbeitsgruppen 

zeigten, dass Mäuse einer Akp2-Defizienz sehr früh aufgrund epileptischer Anfällen und 

Hypomineralisation versterben (Millan et al. 2008). Dies war in unserer Kolonie ebenso der 

Fall, weshalb die Tiere bereits im Alter von 3 Wochen analysiert wurden. 

3.1.1 Größe und Gewicht Akp2/Mdk-defizienter Mäuse 

In den Kontaktradiographien Akp2-defizienter Mäuse ließen sich vergrößerte 

Wachstumsfugen der distalen Femora erkennen. Diese Fehlbildung existierte ebenso bei 

Akp2/Mdk-defizienten Mäusen. Außerdem ließ sich auf den Kontaktradiographien erkennen, 

dass Akp2-defiziente Mäuse kleiner im Vergleich zu Wildtypen sind (Abb.3.1A). Das 

Ausmessen der Kontaktradiographien zeigte, dass der Größenverlust der Akp2-defizienten 

Mäuse unter anderem durch kürzere Lendenwirbelkörper und Tibiae zustande kommt 

(Abb.3.1B). Bei Akp2/Mdk-defizienten Mäusen war hingegen nur eine Verkürzung der Tibiae 

zu messen. Um von einer Korrektur des Akp2-Defizienz-Phänotyps zu sprechen, müsste es 

signifikante Unterschiede zwischen Einzel- und Doppeldefizienz geben. Diese wurden jedoch 

weder bei Lendenwirbelkörperlängen, noch bei den Tibiae festgestellt. Die Femora waren bei 

beiden Mausmodellen im Vergleich zu den Wildtypen nicht verkürzt. Das Gewicht ging mit 

den gemessenen Größenunterschieden einher. Es war bei beiden Defizienzmodellen 

verringert. Allerdings kann man auch hier nicht von einer Korrektur sprechen, da sich die 

Gewichte der Defizienzmodelle untereinander nicht signifikant unterschieden.  
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Abb.3.1 Charakterisierung Akp2- und Akp2/Mdk-defizienter Mäuse. (A) In der Darstellung sind 
Kontaktradiographien 3 Wochen alter Mäuse mit Akp2-Defizienz (Akp2-/-/Mdk+/+), Akp2-Mdk-Defizienz 
(Akp2-/-/Mdk-/-) und Wildtypen (Akp2+/+/Mdk+/+) verglichen worden. (B) Weitere Analysen lieferten die 
Werte der Lendenwirbelkörper-, Femora- und Tibialängen, sowie das Gewicht der Mäuse. (n=3 Tiere 
pro Gruppe; T-Test: * bedeutet p < 0.05** bedeutet p < 0.01; *** bedeutet p < 0.001). 

3.1.2 Histomorphometrische Analyse Akp2- und Akp2/Mdk-defizienter Mäuse  

Der nächste Schritt der Analyse beinhaltete die Anfertigung nicht-dekalzifizierter 

Lendenwirbelkörperschnitte in der von Kossa-/van Gieson-Färbung. Diese wurden 

histomorphometrisch vermessen und so strukturelle Knochenparameter gewonnen 

(Abb.3.2A). Durch die histomorphometrische Messung wurden Werte des Knochenvolumens 

(BV/TV, bone volume per tissue volume), der Trabekeldicke (TbTh, trabecular thickness), der 

Trabekelanzahl (TbN, trabecular number) und des Trabekelabstandes (TbSp, trabecular 

separation) ermittelt (Abb.3.2B). Der Vergleich ergab jedoch zwischen Wildtypen, den Akp2- 

und den Akp2/Mdk-defizienten Mäusen keine signifikanten Unterschiede.  
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Abb.3.2: Histologische- und histomorphometrische Untersuchung Akp2- und Akp2/Mdk-
defizienter Mäuse. (A) Der Vergleich nicht-dekalzifizierter Wirbelkörperschnitte 3 Wochen alter 
Wildtyp- (Akp2+/+/Mdk+/+), Akp2- (Akp2-/-/Mdk+/+) und Akp2/Mdk-defizienter Mäuse (Akp2+/+/Mdk-/-) 
wurde in der von Kossa/van Gieson-Färbung dargestellt. (B) Durch die histomorphometrische 
Quantifizierung wurden Knochenvolumen/ BV/TV (bone volume/tissue volume), Trabekeldicke/TbTh 
(trabecular thickness), Trabekelanzahl/TbN (trabecular number) und Trabekelabstand/TbSp 
(trabecular spacing) bestimmt.  

 

Um Unterschiede in den Knochenparametern weiter auszuschließen, wurden die 

entsprechenden Tibiae der Tiere analysiert (Abb.3.3A). Dabei zeigte sich, dass sowohl das 

Knochenvolumen, als auch die Trabekelanzahl und die Trabekeldicke Akp2/Mdk-defizienter 

Mäuse im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen signifikant erniedrigt waren (Abb.3.3B). Der 

Trabekelabstand stieg in Einklang mit den Parametern signifikant an.  

Die Bestimmung der histomorphometrischen Daten Akp2-defizienter Tiere ergab wie schon 

in den Lendenwirbelkörpern auch in den Tibiae keinerlei Veränderung.  

Zwischen den beiden Defizienzmodellen war allerdings ein signifikanter Unterschied in der 

Trabekeldicke zu erkennen. Dabei kann hier jedoch nicht von Korrektur des Akp2-defizienten 
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Phänotyps gesprochen werden, da die Trabekelzahl in den Akp2/Mdk-defizienten Tieren 

signifikant erniedrigt war. 

Dies lässt den Schluss zu, dass eine Doppeldefizienz von Akp2 und Mdk im Gegensatz zu 

einer einfachen Akp2-Defizienz einen Einfluss auf die Knochenparameter zu haben scheint, 

welcher sich allerdings im Alter von 3 Wochen erst in den Tibiae zeigt und welcher nicht für 

eine Korrektur, sondern sogar für eine Verschlechterung des Phänotyps spricht.  

Akp2-defiziente Mäuse präsentierten keinen Phänotyp. Dies war jedoch auch nicht zu 

erwarten, da sich eine Defizienz vor allem durch reduzierte Mineralisation in Form von 

Osteoidanlagerungen bemerkbar macht (Fedde et al. 1999). 

 

 

Abb.3.3: Histologische- und histomorphometrische Analyse Akp2- und Akp2/Mdk-defizienter 
Mäuse. (A) Die dargestellten Tibiae sind nach von Kossa/van Gieson gefärbt und stammen von 3 
Wochen alten Mäusen. (B) Durch Vermessung der Schnitte konnten die knochenspezifischen 
Parameter ermittelt werden. (n=3 Tiere pro Gruppe; T-Test: * bedeutet p < 0.05). 
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3.1.3 Quantifizierung von Osteoidanlagerung in Lendenwirbelkörpern Akp2- und 

Akp2/Mdk-defizienter Mäuse 

Um die beschriebenen Ergebnisse vermehrter Osteoidanlagerung zu analysieren, wurde das 

Osteoid in den Lendenwirbelkörpern gemessen (Abb.3.4A). Hier wurde erwartet, dass die 

Doppeldefizienz Einfluss auf die Ausprägung nimmt. Bei den Messungen zeigte sich, dass 

sowohl durch Akp2- als auch durch Akp2/Mdk-Defizienz im Alter von 3 Wochen mehr 

Osteoidoberfläche pro Knochenoberfläche (OS/BS, osteoid surface per bone surface) und 

insgesamt mehr Osteoidvolumen pro Knochenvolumen (OV/BV, osteoid volume per bone 

volume) nachweisbar war (Abb.3.4B). Sowohl die Osteoidoberfläche als auch das 

Osteoidvolumen war allerdings bei den Akp2/Mdk-defizienten Mäusen stärker erhöht als in 

Akp2-defizienten Tieren. Dies spricht also nicht für eine Korrektur, sondern für eine 

Verschlechterung des Phänotyps Akp2-defizienter Mäuse.  

 

 

Abb.3.4: Quantifizierung des Osteoidanteils in Akp2- und Akp2/Mdk-defizienten Mäusen. (A) 
Die dargestellten Aufnahmen stammen aus den Lendenwirbelkörpern 3 Wochen alter Mäuse (100-
fache Vergrößerung). Durch eine von Kossa/van Gieson Färbung konnte das Osteoid visualisiert 
werden (→). (B) In den Graphen sind die Osteoidoberfläche und das Osteoidvolumen der jeweiligen 
Genotypen aufgezeigt. Abkürzungen stehen für: OS/BS (osteoid surface per bone surface): 
Osteoidoberfläche pro Knochenoberfläche; OV/BV (osteoid volume per bone volume): 
Osteoidvolumen pro Knochenvolumen (n=3 Tiere pro Gruppe; T-Test: * bedeutet p < 0.05). 

3.2 Untersuchung der potentiellen Interaktion von Mdk und Rptpζ  

In vorangehenden Versuchen unseres Labors konnte gezeigt werden, dass die Proteine Ank 

und Npp1 mitverantwortlich für den Knochenphänotyp Mdk-defizienter Mäuse sind. Da der 

Rezeptor Rptpζ während der Osteoblastendifferenzierung induziert wird, scheint er im 
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Knochenstoffwechsel eine wichtige Rolle einzunehmen. In diesem Zusammenhang sollte 

ermittelt werden, ob die Geninduktion durch rekombinantes humanes Midkine (rh-Mdk) über 

die Bindung an den Rezeptor Rptpζ erfolgt. Um die Zusammenhänge des Wachstumsfaktors 

Mdk und seinem putativen Rezeptor Rptpζ in vivo zu verdeutlichen, wurde eine Mausmodell 

mit Gendefizienz beider Faktoren generiert.  

3.2.1 Mdk-Einfluss auf die Genexpression in Ptprz1-defizienten Osteoblasten 

Um die Frage der Geninduktion durch rekombinantes humanes Midkine (rh-Mdk) über die 

Bindung an den Rezeptor Rptpζ zu adressieren, wurden primäre Osteoblasten aus Calvarien 

Wildtyp- und Ptprz1-defizienter neugeborener Mäuse isoliert und mit rh-Mdk für 5 Stunden 

inkubiert. Im Anschluss wurde RNA isoliert und eine quantitative RT-PCR durchgeführt. 

Hierbei lag der Schwerpunkt auf Genen, die für die Mineralisation wichtig sind (Ank, Enpp1 

und Akp2). Es sollten aber auch Gene untersucht werden, die wichtige Rollen im 

Phosphathaushalt übernehmen (Dmp1 und Slc20a1). 

Bei den Versuchen konnte gezeigt werden, dass durch rh-Mdk Inkubation sowohl die Ank- 

als auch die Enpp1-Expression in Wildtyp-Osteoblasten ansteigt. Dieser Effekt war in Ptprz1-

defizienten Osteoblasten nicht mehr nachzuweisen (Abb.3.5A). Die Expression von Akp2, 

dem Gegenspieler dieser beiden Gene, wurde in Wildtyp-Osteoblasten durch rh-Mdk 

reprimiert, was ebenso in Ptprz1-defizienten Zellen nicht nachweisbar war (Abb.3.5A).  

Die für den Phosphathaushalt wichtigen Gene Dmp1 und Slc20a1 wurden durch rh-Mdk in 

Wildtyp-Osteoblasten induziert. Auch dieser Effekt war in Ptprz1-defizienten Osteoblasten 

nicht zu beobachten (Abb.3.5B). Als Negativkontrolle wurde die Expression von Ibsp (Bone 

Sialoprotein) bestimmt, was in der Tat weder in Wildtyp- noch in Ptprz1-defizienten 

Osteoblasten durch rh-Mdk Behandlung beeinflusst war (Abb.3.5B).  

Zusammenfassend lässt sich schlussfolgern, dass die durch rh-Mdk vermittelten Effekte auf 

die Expression von Ank, Enpp1, Akp2, Dmp1 und Slc20a1 zumindest zum Teil auf der 

Anwesenheit des Rezeptors Rptpζ beruhen.  
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Abb.3.5: Quantifizierung der Genexpression von Ank, Enpp1, Akp2, Dmp1, Slc20a1 und Ibsp 
nach Inkubation von Wildtyp- und Ptprz1-defizienten Osteoblasten mit rh-Mdk. Aus 5 Tage alten 
Wildtyp- (Ptprz1+/+) bzw. Ptprz1-defizienten-Mäusen (Ptprz1-/-) wurden primäre Osteoblasten aus 
Schädeldächern isoliert und 5 Stunden mit 100ng rekombinanten humanen Mdk (+Mdk) inkubiert. 
RNA wurde gewonnen, zu cDNA umgeschrieben und die spezifische Genexpression mittels 
quantitativer RT-PCR nachgewiesen. (A) Dargestellt sind die Hauptvertreter zur Aufrechterhaltung 
des Gleichgewichtes der extrazellulären Pyrophosphatkonzentration (Ank, Enpp1, Akp2). (B) Weitere 
Versuche zeigten die Expression der beiden an der Phosphathomöostase beteiligten Gene Dmp1 und 
Slc20a1. Die Expression von Ibsp diente als Negativkontrolle. (T-Test: * bedeutet p < 0.05; ** 
bedeutet p < 0.01). 

3.2.2 Analyse Mdk/Ptprz1-defizienter Mäuse 

In einem vorangehenden Transfektionsversuch unseres Labors konnte ein Zusammenhang 

von Mdk und Ptprz1 in vitro  hergestellt werden. Dabei resultierte bei gleichzeitiger 

Transfektion von Mdk und Ptprz1 durch synergistische Effekte eine vollkommende Hemmung 

des Wnt-Signalweges. Das gab Hinweise darauf, dass im Umkehrschluss die Defizienz 

beider Gene zu einer überschießenden Aktivierung der Wnt-Signaltransduktion und somit zu 

Osteosklerose führen könnte. Aus diesem Grund wurde ein entsprechendes 

Mausdefizienzmodell (Mdk/Ptprz1-Defizienz) generiert und im Alter von 26 Wochen 

analysiert. Im ersten Schritt wurden die Kontaktradiographien analysiert (Abb.3.6A). Die 

verglichenen Bilder zeigten jedoch keine Unterschiede. Um eventuelle Größenunterschiede 

festzustellen, wurde die Länge der Lendenwirbelkörper L1-L5 vermessen (Abb.3.6B). Diese 
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Messungen zeigten weder bei den Männchen noch bei den Weibchen Unterschiede 

zwischen den Mdk/Ptprz1-defizienten Mäusen und den Wildtyp-Kontrolltieren. Gleiches gilt 

für das Gewicht der Mäuse.  

 

 

Abb.3.6: Charakterisierung 26 Wochen alter Mdk/Ptprz1-defizienter Mäuse. (A) Darstellung von 
Kontaktradiographien und Vergrößerung der Lendenwirbelkörperregion Mdk/Ptprz1-defizienter Mäuse 
(Mdk-/-/Ptprz1-/-), verglichen mit Wildtypen (Mdk+/+/Ptprz1+/+). (B) Bei der Bestimmung des 
Körpergewichtes und der Länge der Lendenwirbelkörper zeigten sich keine signifikanten 
Unterschiede.  

3.2.3 Histomorphometrische Analyse Mdk/Ptprz1-defizienter Mäuse 

Um genauere Aussagen über die Knochenbeschaffenheit zu machen, wurden nicht-

dekalzifizierte Lendenwirbelkörperschnitte angefertigt und nach von Kossa-/van Gieson 

gefärbt. Auch hier konnten keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und Mdk/Ptprz1-defizienten 

Mäusewirbelkörpern erkannt werden (Abb.3.7A). Durch histomorphometrische Vermessung 

wurden strukturelle Knochenparameter bestimmt. Die Ergebnisse des Knochenvolumens 
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(BV/TV), der Trabekeldicke (TbTh), der Trabekelanzahl (TbN) und des Trabekelabstandes 

(TbSp) zeigten, dass es bei den Männchen und Weibchen keine signifikant messbaren 

Unterschiede im Vergleich zu Wildtypen gab (Abb.3.7B). 

 

 

Abb.3.7: Histologische- und histomorphometrische Lendenwirbelkörperaufarbeitung 
Mdk/Ptprz1-defizienter Mäuse. (A) Die nicht-dekalzifizierten Schnitte 26 Woche alter Mäuse sind 
nach von Kossa-/van Gieson gefärbt. Dadurch wird mineralisiertes Gewebe (z.B. Knochen) schwarz 
angefärbt. Dabei wurden Mäuse mit Mdk/Ptprz1-Defizienz (Mdk-/-/Ptprz1-/-) den Wildtyp-Tieren 
(Mdk+/+/Ptprz1+/+) gegenübergestellt. (B) In der weiteren Analyse wurden das Knochenvolumen, die 
Trabekeldicke, die Trabekelanzahl und der Trabekelabstand bestimmt. 

 

Um histologische Auffälligkeiten im Alter von 26 Wochen weiter auszuschließen, wurden 

nicht-dekalzifizierte Tibiae der Tiere ebenfalls histologisch aufgearbeitet und in der von 

Kossa-/van Gieson-Färbung analysiert. Bei der visuellen Betrachtung fielen dabei keine 

Unterschiede auf (Abb.3.8A). Daraufhin wurden histomorphometrische Messungen erhoben. 

Die knochenspezifischen Parameter der Mäuse zeigten allerdings ebenfalls keinerlei 

Auffälligkeiten oder signifikante Unterschiede (Abb.3.8B).  
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Zusammenfassend kann man sagen, dass es bei den Mäusen im Alter von 26 Wochen keine 

Unterschiede bezüglich der knochenspezifischen Parameter in Lendenwirbelkörpern und 

Tibiae zwischen Wildtyp- und Mdk/Ptprz1-defizienten Mäusen gab. Dies legt die Vermutung 

nahe, dass die durch Mdk/Ptprz1-Defizienz vollkommene Inhibition des Wnt-Signalweges in 

vitro, in vivo im Alter von 26 Wochen nur eine untergeordnete Rolle für den 

Knochenstoffwechsel zu spielen scheint. 

 

 

Abb.3.8: Histologische- und histomorphometrische Analyse der Tibia Mdk/Ptprz1-defizienter 
Mäuse. (A) In der Darstellung sind nicht-dekalzifizierten Tibiaschnitte 26 Wochen alter Mäuse 
gezeigt, welche nach von Kossa/van Gieson gefärbt sind. Dabei wurde zwischen den Wildtypen 
(Mdk+/+/Ptprz1+/+) und den Mdk/Ptprz1-defizienten Mäusen (Mdk-/-/Ptprz1-/-) unterschieden. (B) Die 
histomorphometrischen Quantifizierung ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden 
Gruppen. 
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3.3 Charakterisierung Trp53- und Trp53/Ptprz1-defizienter Mäuse 

Für den Proteintyrosin-Phosphataserezeptor, Typ zeta (Rptpζ) konnte gezeigt werden, dass 

er hemmend auf die Proliferation von Osteoblasten wirkt. Ob die Abwesenheit dieses 

Rezeptors die Tumorentstehung triggert, ist bisher jedoch unklar. Auch der Tumorsuppressor 

p53 ist im Zusammenhang mit der Entstehung von Knochentumoren beschrieben worden. 

Durch eine Defizienz von Trp53 und Ptprz1 sollte deshalb anhand eines Mausmodels 

herausgefunden werden, wie groß der Einfluss von Ptprz1 auf die Entstehung von 

Osteosarkomen in vivo ist.  

3.3.1 Charakterisierung Trp53-defizienter Mäuse 

Da bisher nur widersprüchliche Knochen-spezifische histomorphometrische Analysen Trp53-

defizienter Mäuse beschrieben wurden, sollte zunächst untersucht werden, ob eine einfache 

Defizienz von Trp53 den Knochenstoffwechsel beeinflusst. Dies geschah durch 

Kontaktradiographien, wobei sich keine auffälligen Unterschiede zwischen den Wildtyp- und 

den Trp53-defizienten Mäusen zeigten (Abb.3.9A). Gleiches gilt für die Länge der 

Wirbelsäulen und das Körpergewicht (Abb.3.9B). 

 

 

Abb.3.9: Charakterisierung Trp53-defizienter Mäuse. (A) In der ersten Darstellung sind 
Kontaktradiographien 13 Wochen alter Trp53-defizienter Mäuse (Trp53-/-) mit denen von Wildtypen 
(Trp53+/+) verglichen worden. (B) Im Anschluss daran wurden die Lendenwirbelkörper vermessen und 
die Tiere gewogen.  
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3.3.2 Histomorphometrische Wirbelkörperanalyse Trp53-defizienter Mäuse 

Um einen Einfluss von p53 auf den Knochenstoffwechsel bis zum Alter von 13 Wochen 

auszuschließen, wurden nicht-dekalzifizierte Schnitte der Lendenwirbel angefertigt und nach 

von Kossa/van Gieson gefärbt (Abb.3.10A). Die Wirbelkörper zeigten optisch keine großen 

Unterschiede. Die histomorphometrische Messung ergab, dass sich die Wildtypen von den 

Trp53-defizienten Mäusen im Knochenvolumen, der Trabekeldicke, der Trabekelanzahl und 

dem Trabekelabstand nicht signifikant unterschieden (Abb.3.10B). Sowohl bei den Männchen 

als auch bei den Weibchen ließ sich trotz leichter Schwankungen kein signifikanter 

Unterschied messen.  

Daraus kann man schließen, dass eine Trp53-Defizienz bei Mäusen bis zum Alter von 13 

Wochen geschlechtsunabhängig keine signifikanten Veränderungen der 

knochenspezifischen Parameter nach sich zieht. 

 

 

Abb.3.10: Histologische und histomorphometrische Analyse von Lendenwirbeln Trp53-
defizienter Mäuse. (A) In der Darstellung werden jeweils Wildtyp-Mäuse (Trp53+/+) mit Trp53-
defizienten Mäusen (Trp53-/-) verglichen. Die Wirbelkörper wurden nicht-dekalzifiziert aufgearbeitet 
und nach von Kossa/van Gieson gefärbt. (B) Anschließend wurden die histomorphometrischen Daten 
erhoben und geschlechtsspezifisch zwischen den Wildtypen und Trp53-defizienten Tieren verglichen.  
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3.3.3 Einfluss von Ptprz1 auf die Osteosarkomentstehung 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die alleinige Defizienz von Trp53 keinen Einfluss auf 

die Knochendichte, bzw. die Bildung von Osteosarkomen hat, sollte im nächsten Schritt 

untersucht werden, ob der gleichzeitige Verlust von Ptprz1 eventuell zur Entstehung von 

Osteosarkomen führt. Hierzu wurde Trp53/Ptprz1-defiziente Mäuse gezüchtet und im 

Vergleich zu Trp53-defizienten Geschwistertieren im Alter von 13 Wochen analysiert. Um ein 

möglichst detailliertes Screening auf eine Osteosarkomentstehung zu ermöglichen, wurden 

im ersten Schritt Kontaktradiographien angefertigt. Für erste Hinweise wurden diese auf 

Auffälligkeiten wie Knochenfehlbildungen und -aufbauten untersucht. Dabei konnte bei den 

Männchen (Abb.3.11A) und Weibchen (Abb.3.11B) weder in der Einzelbetrachtung, noch im 

direkten Vergleich eine Anomalität ausgemacht werden, die Hinweise auf eine mögliche 

Osteosarkomentstehung gibt. Beim Menschen entstehen mehr als 50% der Osteosarkome in 

den Röhrenknochen, kniegelenksnah. Diesem Bereich galt besondere Aufmerksamkeit. 

Durch Vergrößerung wurde der Bereich gezielt analysiert, jedoch konnte auch dort keine 

anormale Veränderung festgestellt werden. 
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Abb.3.11: Kontaktradiographien Trp53- und Trp53/Ptprz1-defizienter Mäuse. In den 
Darstellungen sind 13 Wochen alte (A) Männchen und (B) Weibchen Trp53- (Trp53-/-/Ptprz1+/+) und 
Trp53/Ptprz1-Defizienz (Trp53-/-/Ptprz1-/-) aufgeführt. Das Augenmerk der Analyse lag auf knöchernen 
Veränderungen, die Hinweise auf eine Osteosarkomentstehung geben könnten.  

3.3.4 Histologische Analyse Trp53/Ptprz1-defizienter Mäuse 

Die Kontaktradiographien waren der erste Schritt der Analyse. Osteosarkome bilden nicht 

immer knöcherne Aufbauten, sondern können auch proliferieren, ohne, dass es von außen 

ersichtlich wäre. Wie schon erwähnt, liegt ein Fokus auf den langen Röhrenknochen. 

Deswegen wurden nicht-dekalzifizierte Schnitte der entsprechenden Tibiae angefertigt und 

nach von Kossa-/van Gieson gefärbt. Anzeichen für Osteosarkome bzw. der Beginn von 

Knochentumoren sollte sich durch Trabekelnetze, Einschlüsse oder stark mineralisierte 

Zonen darstellen. In der Analyse der männlichen Tibiae konnten im Vergleich zwischen 

Trp53- und Trp53/Ptprz1-defizienten Mäusen jedoch keine beschriebenen Anzeichen 

entdeckt werden (Abb.3.12A). Auch bei den Weibchen wurden keine ungewöhnlichen 

Strukturen identifiziert (Abb.3.12B). Die Kortikalis erscheint teilweise etwas dicker. Dies steht 
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jedoch nicht mit einer möglichen Osteosarkomentstehung in Verbindung, sondern lässt sich 

auf leichte Unterschiede bezüglich der Schnittebene zurückführen.  

 

 

Abb.3.12: Histologische Analyse der Tibia Trp53- und Trp53/Ptprz1-defizienter Mäuse. Die 
Darstellung zeigt nicht-dekalzifizierte Tibiaschnitte 13 Wochen alter (A) männlicher und (B) weiblicher 
Mäuse. Dabei wurden Trp53- (Trp53-/-/Ptprz1+/+) mit Trp53/Ptprz1-defizienten Mäusen (Trp53-/-/ 
Ptprz1-/-) verglichen. Die Schnitte wurden nach von Kossa/van Gieson gefärbt, um eine optimale 
Darstellung einer möglichen Osteosarkomentstehung zu erreichen.  

 

Häufig geht eine Osteosarkombildung auch von den Lendenwirbelkörpern aus. Deswegen 

wurden diese ebenfalls von den gleichen 13 Wochen alten Mäusen aufgearbeitet und 

analysiert. Ein Osteosarkom sollte sich auch hier durch veränderte und ungewöhnliche 

Trabekelstrukturen darstellen. Bei Analyse der männlichen Wirbelkörper gab es einige 

Hinweise auf veränderte Strukturen (Abb.3.13A). Dabei ließen sich bei 2 von 5 Trp53/Ptprz1-

defizienten Mäusen auffällige Trabekelstrukturen erkennen, wohingegen bei alleiniger Trp53-

Defizienz keine Anzeichen zu erkennen waren. Bei den Weibchen bot sich hingegen ein 

anderes Bild (Abb.3.13B). Die Trabekel stellten sich hier in 1 von 5 Trp53-defizienten 
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Mäusen als verzweigt, vernetzt und mit Einschlüssen dar. Bei den Trp53/Ptprz1-defizienten 

Tieren konnten hingegen keine Hinweise auf Tumorentstehung identifiziert werden.  

Diese veränderten Strukturen können noch nicht als Osteosarkome gewertet werden. Es 

können vielmehr Hinweise für das Frühstadium eines Knochen-Tumors sein. Die Ergebnisse 

zeigen, dass es sinnvoll ist, weitere Versuche anzuschließen, um die Tumorentstehung und 

die Zusammenhänge mit Ptprz1 genau zu verstehen und zu analysieren. 

 

 

Abb.3.13: Lendenwirbelkörperschnitte Trp53- und Trp53/Ptprz1-defizienter Mäuse zur Analyse 
der Osteosarkomentstehung. Die Schnitte der 13 Wochen alten Mäuse wurden nach von 
Kossa/van Gieson gefärbt und anschließend analysiert. (A) Auffällige Strukturen sind sowohl bei den 
(A) Männchen als auch bei den (B) Weibchen mit Pfeilen (→) gekennzeichnet. 

3.3.5 Analyse von Tumorbefunden  

Eine weibliche Trp53/Ptprz1-defiziente Maus, die einen Tumor entwickelte, präsentierte sich 

im Alter von 13 Wochen viel kleiner, abgemagert und sehr bewegungsarm. Während der 

Präparation stellte sich im Thorax ein Gewebe dar, welches normales Lungengewebe 

nahezu vollständig verdrängte (Abb.3.15A). Das Gewebe wurde histologisch aufgearbeitet 

und mit Hämatoxylin/Eosin gefärbt. In den verschiedenen Vergrößerungen sah man, dass es 
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sich um dichtes Gewebe handelte, welches Bindegewebebestandteilen und verschiedene 

Zellen beinhaltete (Abb.3.15B). Um das Gewebe mit der Lunge zu vergleichen, wurde aus 

einer 13 Wochen alten Wildtyp-Maus Lungengewebe isoliert, histologisch aufgearbeitet und 

mit Hämatoxylin/Eosin gefärbt (Abb.3.15C). Im Vergleich zeigte sich schon unter 25-facher 

Vergrößerung, dass sich das Lungengewebe der gesunden Maus vom tumorösen Gewebe 

unterscheidet. In der 100-fachen Vergrößerung waren im Lungengewebe eindeutige Sacculi 

alveolari und Alveolen zu identifizieren, wohingegen beim tumorösen Gewebe dichtes, 

einheitliches Gewebe vorherrschte. In der 400-fachen Vergrößerung zeigten sich im Tumor 

unterschiedliche Zelltypen. In der Literatur sind ähnliche Bilder von Fällen beschrieben, bei 

denen es sich um maligne lymphozytische Lymphome handelt. Kennzeichnend dafür ist, 

dass die typischen Lymphknotenstrukturen aufgehoben sind und durch ein diffuses Infiltrat 

kleiner rundlicher Zellen ersetzt wird. Diese lassen sich schwer von kleinen Lymphozyten 

unterscheiden. Die Vergrößerungen der gewonnenen Proben zeigen, dass es tatsächlich 

diffuse Infiltrate gibt (100-fache Vergrößerung) und dass die meisten Zellen tatsächlich relativ 

uniforme kleine Lymphozyten sind, deren Charakteristik große rundliche basophile Kerne und 

ein dünner Zytoplasmasaum sind (400-fache Vergrößerung). Die Ergebnisse anderer 

Arbeitsgruppen zeigten, dass sich verschiedene Tumoren aufgrund einer Trp53-Defizienz in 

Mäusen ausbilden können, wobei der Hauptteil der Tumore Lymphome sind. Der hier 

beschriebene Tumor unterstützt diese Beobachtung. 

 

 



Ergebnisse   

 

45 

 

Abb.3.15: Analyse eines Tumors der Lunge einer Trp53/Ptprz1-defizienten Maus. (A) Dargestellt 
ist ein Tumorbefund aus dem Thorax einer 13 Wochen alten Trp53/Ptprz1-defizienten weiblichen 
Maus. (B) Nach histologischer Aufarbeitung wurde das Gewebe mit Hämatoxylin-Eosin gefärbt und in 
verschiedenen Vergrößerungen analysiert. Die 100-fache Vergrößerung zeigt das Vorkommen vieler 
kleinen Lymphozyten (-►). In der 400-fachen Vergrößerung lassen sich diese noch deutlicher mit 
ihren charakteristischen großen rundlichen basophilen Kernen und dünnem Zytoplasmasaum 
darstellen (-►). (C) Zum Vergleich wurde eine Lungenbiopsie einer Maus ohne Gendefekt analysiert. 
In dieser lassen sich Sacculi alveolari (->), die sich daran anschließenden Alveolen (→) und Gefäße 
(○) klar erkennen und unterscheiden. 
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4. Diskussion 

4.1 Auswirkungen einer Doppeldefizienz von Akp2 und Mdk 

Der Wachstumsfaktor Midkine (Mdk) wurde erstmalig 1993 in Keimzelltumoren beschrieben, 

in denen durch Retinolsäure induzierte Gene identifiziert werden sollten (Muramatsu 2002). 

Bei weiteren Untersuchungen wurde herausgefunden, dass Mdk am stärksten während der 

Entwicklungsphase exprimiert wird, hingegen in adulten Mäusen nur noch in den Nieren und 

Gonaden nachzuweisen ist (Muramatsu and Muramatsu 1991; Muramatsu 2002). Durch ein 

Gendefizienzmodell der Maus konnte gezeigt werden, dass eine Abwesenheit von Mdk in 

Gehirn, Herz, Lunge Magen und Nieren zu keinen offensichtlichen Veränderungen führt 

(Nakamura et al. 1998). Anfänglich wurde dem Wachstumsfaktor nur ein großer Einfluss auf 

Neuronen nachgesagt (Muramatsu and Muramatsu 1991; Matsumoto et al. 1994). 

Inzwischen wurde jedoch ein enger Zusammenhang zur Knochenmineralisation 

nachgewiesen (Neunaber et al. 2010). Dies ergab, dass die Abwesenheit von Mdk bei 12 

und 18 Monate alten Mäusen zu erhöhter Knochendichte führt, welche auf eine verstärkte 

Knochenformation zurückzuführen ist.  

In diesem Kontext wurde gezeigt, dass die Funktion des Wachstumsfaktors unter anderem 

auf der Induktion der Gene Ank und Enpp1 beruht. Das Fehlen dieser Gene führt beim 

Menschen zu Chondrokalzinose, kraniometaphysärer Dysplasie, Hypermineralisation, 

Ossifikation der Wirbelsäulenligamente und anderen ektopischen Mineralablagerungen 

(Okawa et al. 1998; Ho et al. 2000; Pendleton et al. 2002; Gurley et al. 2006; Kirsch et al. 

2009). Ein Gegenspieler dieser beiden Gene ist die gewebe-unspezifische alkalische 

Phosphatase (Tnap, Tissue-Nonspecific Alkaline Phosphatase, durch das Gen Akp2 kodiert). 

Durch eine Akp2-Defizienz kommt es zu Hypophoshatasie und 

Knochenmineralisationsstörungen (Fedde et al. 1999; Watanabe et al. 2002). Mit der Analyse 

von Akp2/Ank- bzw. Akp2/Enpp1-Mausdefizienzmodellen konnte die gegensätzliche Wirkung 

identifiziert werden, wodurch es in beiden Mausmodellen zu einer Korrektur des Akp2-

Defizienz-Phänotyps kam (Hessle et al. 2002; Harmey et al. 2004). 

Ein weiterer enger Zusammenhang zwischen Enpp1, Ank und Akp2 konnte in 

vorangehenden Versuchen unseres Labors in 20 Tage alten primären Osteoblasten des 

Knochenmarks Mdk-defizienter Mäuse nachgewiesen werden. Dabei wurde eine Akp2-

Geninduktion gemessen, welche allgemein auch als Parameter für die Osteoblastenanzahl 

verwendet wird. Da sich in Mdk-defizienten Tieren tatsächlich mehr Osteoblasten befinden, 

konnten die anderen Gene auf Akp2 normiert werden. Dadurch zeigte sich, dass die Ank- 
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und Enpp1-Expression in diesen Osteoblasten signifikant erniedrigt ist. Eine sich stellende 

Frage war, ob eine Doppeldefizienz von Akp2 und Mdk, welches Einfluss auf Ank und Enpp1 

nimmt, zu einer Korrektur des Akp2-defizienten Phänotyps führt. 

Die Analysen von Lendenwirbelkörpern 3 Wochen alter Mäuse zeigten, dass es weder durch 

Akp2- noch durch Akp2/Mdk-Defizienz zu veränderten histomorphometrischen Parametern 

kommt. In den Tibiae waren im Vergleich zu den Wildtyp-Kontrolltieren Knochendichte, 

Trabekelanzahl und Trabekeldicke Akp2/Mdk-defizienter Mäuse signifikant vermindert, der 

Trabekelabstand vergrößert. Die entstehende Frage war jedoch, ob es durch 

Doppeldefizienz zu einer Korrektur kommt. Davon könnte man sprechen, wenn sich die 

Werte des Doppeldefizienzmodells signifikant von denen der Akp2-Defizienz unterscheiden. 

Dies war bei der Trabekeldicke der Fall, jedoch waren die Werte hier in eine pathologische 

Richtung verschoben. Dadurch kann man nicht von einer Korrektur, sondern ganz im 

Gegenteil, von einer Verschlechterung des Phänotyps durch Akp2/Mdk-Defizienz sprechen. 

Die Hintergründe dafür konnten nicht abschließend geklärt werden und wurden auch nicht 

weiter verfolgt.  

Akp2-Defizienz führt vor allem zu Osteoidanreicherung (Fedde et al. 1999). Die 

Osteoidquantifizierung der Lendenwirbelkörper bestätigte dies, da Osteoidoberfläche und –

volumen in den Akp2-defizienten Mäusen erhöht waren. Damit die Erwartungen einer 

Korrektur erfüllt wären, müsste diese Osteoid-Anreicherung durch eine gleichzeitige 

Defizienz von Mdk reduziert sein. Dies war jedoch nicht so. Die Osteoidoberfläche blieb 

unverändert erhöht, und das Osteoidvolumen stieg sogar noch weiter an. Eine Erklärung für 

die fehlende Korrektur wäre, dass Ank und Enpp1 nicht ausschließlich über Mdk reguliert 

werden. Dementsprechend sind sie durch eine Mdk-Defizienz auch nicht vollkommen inaktiv, 

so wie es bei den jeweiligen Defizienzen der Fall wäre. Die Frage, warum der Akp2-

Defizienz-Phänotyp jedoch durch das gleichzeitige Fehlen von Mdk verstärkt wird, bleibt 

unbeantwortet und bedarf weiterer Untersuchungen. Zusammenfassend lassen diese 

Ergebnisse jedoch den Schluss zu, dass man durch eine Doppeldefizienz von Mdk und Akp2 

keine Korrektur eines Akp2-Defizienz-Phänotyps erreichen kann. 

4.2 Rptpζ-abhängiger Einfluss von Mdk auf die Genexpression in Osteoblasten  

Der Proteintyrosin-Phosphatase-Rezeptor, Typ zeta (Rptpζ) wurde erstmals in neuronalen 

Zellen beschrieben (Levy et al. 1993). Der Zusammenhang zum Knochenstoffwechsel konnte 

durch die Induktion seines Genes, Ptprz1, in einer Affymetrix-Genchipanalayse sich 

differenzierender Osteoblasten nachgewiesen werden (Schinke et al. 2008). In einem 
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daraufhin analysierten Mausdefizienzmodell wurde zudem gezeigt, dass die Abwesenheit 

von Ptprz1 in verminderter Knochendichte und reduzierter Knochenformation resultiert.  

Rptpζ wird schon seit längerem als ein möglicher Rezeptor für Mdk diskutiert (Maeda et al. 

1999; Meng et al. 2000). Für diesen Wachstumsfaktor wurde ebenfalls ein Einfluss auf den 

Knochenstoffwechsel nachgewiesen. Außerdem konnten knochenspezifische Gene wie Ank, 

Enpp1 und Akp2 identifiziert werden, über welche der Phänotyp zu erklären ist (Neunaber et 

al. 2010). Aufgrund dessen wurde untersucht, wie wichtig die Rolle von Ptprz1 für die 

Signaltransduktion hinsichtlich durch Mdk-induzierter Gene (Ank, Enpp1, Akp2, Dmp1, 

Slc20a1) ist. Die Geninduktionsmessung primärer Osteoblasten zeigte, dass die 5 von uns 

untersuchten Gene durch 5-stündige Inkubation von rekombinantem humanen Mdk in 

Wildtyp-Osteoblasten induziert wurden. In Osteoblasten Ptprz1-defizienter Mäuse konnte 

dieser Effekt jedoch nicht beobachtet werden. 

Mit diesen Ergebnissen wurde nochmals gezeigt, dass Mdk seine Wirkung zumindest zum 

Teil über Ank, Enpp1 und Akp2 reguliert und auch Phosphathomöostase-spezifische Gene 

(Dmp1 und Slc20a1) durch Mdk direkt beeinflusst werden. Weiterhin belegen die Ergebnisse, 

dass für diese Geninduktion die Anwesenheit von Ptprz1 erforderlich ist, was einmal mehr 

die enge Verknüpfung von Mdk und Rptpζ aufzeigt. Dadurch sind diese Ergebnisse ein 

weiterer Schritt zur Aufklärung der Funktion des Wachstumsfaktors Mdk und dem 

Verständnis seiner Signaltransduktion.  

4.3 Auswirkungen einer Mdk/Ptprz1-Defizienz auf den Wnt-Signalweg in vivo 

Der Wnt-Signalweg ist einer der wichtigsten Signaltransduktionswege für die Osteogenese 

und Knochenhomöostase. Für die Osteoblastenproliferation sowie deren Differenzierung ist 

dieser Signalweg sogar essenziell (Krishnan et al. 2006; Yavropoulou and Yovos 2007). In 

Transfektionsversuchen unseres Labors konnte gezeigt werden, dass die gleichzeitige 

Transfektion von Mdk und Ptprz1 zu einer vollständigen Inhibition des Wnt-Signalweges 

führt. Dies veranlasste dazu, ein Maus-Doppeldefizienzmodell dieser Gene zu generieren. 

Die Erwartung war, dass durch Abwesenheit von Mdk und Ptprz1, der Wnt-Signalweg 

übermäßig aktiviert wird und sich schon in jungem Alter eine Osteosklerose mit erhöhter 

Knochendichte manifestiert. Deswegen wurden von Mäusen im Alter von 26 Wochen 

Kontaktradiographien, histologische Aufarbeitungen und histomorphometrischen Messungen 

angefertigt. Hierbei zeigte sich, dass sich in den Mdk/Ptprz1-defizienten Mäusen keine 

Osteosklerose ausbildet. Es wurden weder bei männlichen noch bei weiblichen Mäusen 

Unterschiede hinsichtlich der oben genannten Parameter im Vergleich zu Wildtypen 
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gemessen. Dies steht im Widerspruch zu den in vitro Ergebnissen, bei denen der 

synergistische Effekt von Mdk und Ptprz1 eine eindeutige Inhibition des Wnt-Signalweges 

bewirkte. 

Diese Ergebnisse bestätigen die Erwartungen einer Osteosklerose mit erhöhter 

Knochendichte eindeutig nicht. Der fehlende Knochenphänotyp gibt dagegen Hinweise 

darauf, dass die Gene Mdk und Ptprz1 bis zu einem Alter von 26 Wochen keine 

entscheidende Rolle im Knochenstoffwechsel spielen, was dazu passt, dass sowohl Mdk- als 

auch Ptprz1-defiziente Mäuse erst im Alter einen Knochenphänotyp entwickeln. 

In diesem Zusammenhang gibt es noch ausstehende Fragen zu klären. Die Untersuchung 

einer Mdk-Defizienz zeigte, dass es in 52 und 78 Wochen alten Mäusen zu erhöhter 

Knochendichte kommt, welches auf gesteigerter Knochenformation beruht (Neunaber et al. 

2010). Eine Ptprz1-Defizienz resultiert hingegen in 50 Wochen alten Mäusen in einem 

gegensätzlichen Phänotyp, d.h. in einer Osteopenie durch erniedrigte Knochenformation 

(Schinke et al. 2008). Um die Frage zu klären, inwieweit Mdk und Rptpζ verknüpft sind und 

welchen Einfluss dies auf die Osteogenese nimmt, wurde schon damit begonnen, weitere 

Mdk/Ptprz1-defiziente Mäuse zu generieren, die im Alter von 52 Wochen analysiert werden 

sollen. 

4.4 Einfluss von Ptprz1 und Trp53 auf die Osteosarkomentstehung 

In unserem Labor konnte gezeigt werden, dass Rptpζ durch seine dephosphorylierende 

Eigenschaft inhibitorische Funktion für die Proliferation primärer Osteoblasten hat (Abb.1.6). 

Dies ließ den Schluss zu, dass das Fehlen dieses Rezeptors zur Entstehung von 

Osteosarkomen führen könnte. Um diese Beobachtung in vivo zu untersuchen, wurden 

Trp53/Ptprz1-defiziente Mäuse generiert. Aufgrund der immer noch vertretenden 

Mehrschritthypothese zur Entwicklung von Tumoren, wurde der bereits im Zusammenhang 

mit der Osteosarkomentstehung beschriebenen Tumorsuppressor p53 als „Trigger“ gewählt 

(Wunder et al. 2005). Die Analysen wurden bei Mäusen im Alter von 13 Wochen 

durchgeführt, da für Mäuse einer homozygoten Trp53-Mutation ein frühes Versterben 

beschrieben ist (Harvey et al. 1993; Jacks et al. 1994). 

Um Aussagen über den Einfluss von Ptprz1 auf die Tumorprogression zu machen, wurde ein 

Trp53-Mausdefizienzmodell zum Vergleich gewählt. Für diese Mäuse sind 

histomorphometrische Daten zwar schon beschrieben worden, widersprechen sich jedoch. 

Eine Arbeitsgruppe berichtete, dass durch Trp53-Defizienz eine erhöhte Knochendichte 

aufgrund von gesteigerter Knochenformation auftritt (Wang et al. 2006), wohingegen eine 
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andere Gruppe keine Unterschiede feststellte (Sakai et al. 2002). Um ein eigenes Bild zu 

bekommen, wurden die Trp53-defiziente Mäuse histologisch und histomorphometrisch 

aufgearbeitet, analysiert und geschlechtsspezifisch mit Wildtypen verglichen. Dabei konnte 

man weder in den Kontaktradiographien, noch im Gewicht oder Größe signifikante 

Differenzen erkennen. Auch bei der histomorphometrischen Datenerhebung zeigten sich 

keine Unterschiede.  

Damit schließen sich diese Ergebnisse denen der Arbeitsgruppe um Sakai an. Mögliche 

Ursachen der Diskrepanz zu den Ergebnissen der Arbeitsgruppe um Wang könnten das Alter 

der Analyse sein. Während Sakai, Sakata et al. die Tiere im Alter von zwei Monaten 

betrachteten, in unserem Institut im Alter von drei Monaten, wurden die Mäuse bei Wang, 

Kua et al. im Alter von vier Monaten analysiert. Um Aufschluss über den genauen 

Manifestationszeitraum zu bekommen, müssten deswegen weitere Analysen älterer Mäuse 

erfolgen. 

Die eigentliche Fragestellung war jedoch, ob Rptpζ an der Entstehung von Osteosarkomen 

beteiligt ist. Dazu wurden Mäuse im Alter von 13 Wochen mit Hilfe verschiedener Methoden 

untersucht. Im ersten Schritt wurden Kontaktradiographien angefertigt. Die Suche nach 

auffälligen Knochenstrukturen verlief erfolglos. Im zweiten Schritt wurden Tibiae der Tiere 

aufgearbeitet. Jedoch konnte auch hier kein Hinweis auf Tumorentstehung entdeckt werden. 

Dieser hätte sich durch stark veränderte Trabekelstrukturen äußern müssen. Solche 

Charakteristika wurden zum Teil bei der Analyse der Lendenwirbelkörper gefunden. Diese 

Funde sind nicht eindeutig auf eine der Gruppen beschränkt. So finden sich sowohl in den 

Trp53- als auch in den Trp53/Ptprz1-defizienten Mäusen Hinweise beginnender 

Osteosarkome. Aber es konnte keiner dieser Strukturen eindeutig als Osteosarkom 

identifiziert werden.  

Auf diese widersprüchlichen Ergebnisse folgte eine andere Vorgehensweise. So sollen die 

Mäuse zu einem späteren Zeitpunkt analysiert werden, bis zu diesem allerdings auch 

überleben und nicht einer beschriebenen Lymphomentstehung (in mehr als 70% der Fälle) 

vorher erliegen (Donehower et al. 1992). Um dies zu ermöglichen, wurde ein Mausmodell 

generiert, welches auf einer heterozygoten Trp53-Defizienz basiert, d.h. in dem Trp53 nur auf 

einem der beiden Allele deletiert wurde. Dies erhöht die durchschnittliche Überlebenszeit 

deutlich (Harvey et al. 1993). Dieser Genotyp wurde abermals mit einer Ptprz1-Defizienz 

kombiniert und soll im Alter von 52 Wochen analysiert werden.  

Die ersten Mäuse haben inzwischen das entsprechende Alter erreicht. Dabei zeigte sich, 

dass sich bereits bei 2 von 5 Mäusen Osteosarkome am Rippenbogen gebildet hatten 
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(Abb.4.1). Dieses Ergebnis ist sehr vielversprechend. Sollten weitere Mäuse Osteosarkome 

bilden, wäre dies der erste Beweis dafür, dass Ptprz1 nicht nur in vitro, sondern auch in vivo 

mit der Proliferation von Osteoblasten, speziell dem Osteosarkom, in engem Zusammenhang 

steht. Dieses Wissen würde den Weg in weitere Therapieansätze dieses Tumors öffnen. Es 

wäre der erste Rezeptor, der relativ knochenspezifisch exprimiert wird und eine isoliertere 

und gezieltere Therapie des bisher schlecht therapierbaren Osteosarkoms ermöglichen 

könnte. 

 

Abb.4.1: Analyse eines Tumorfundes einer Trp53+/-/Ptprz1-/--defizienten Maus. (A) Bei der 
Präparation einer 52 Wochen alten Trp53+/-/Ptprz1-/--Maus wurde ein Osteosarkom am Rippenbogen 
entdeckt (→). (B) Die Aufnahme der Kontaktradiographie spiegelt die Verschattung deutlich wieder. 
(C) In der Vergrößerung des Tumors lässt sich das stark mineralisierte Zentrum noch besser 
erkennen.  
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4.5 Ausblick 

Die Frage, ob der Phänotyp einer Akp2-Defizienz durch Doppeldefizienz mit Mdk korrigiert 

werden kann, konnte durch die vorangegangenen Analysen klar wiederlegt werden. 

Deswegen werden in diesem Teilabschnitt keine weiteren Versuche folgen.  

Durch das Mausdoppeldefizienzmodell von Mdk und Ptprz1 konnte beantwortet werden, 

dass der synergistische Effekt auf die Hemmung des Wnt-Signalweges in vivo nicht zu 

bestätigen ist. Um die weiteren Interaktionen zwischen Mdk und Rptpζ zu verstehen, wurden 

bereits Mdk/Ptprz1-defiziente Mäuse generiert, die im Alter von 52 Wochen histologisch und 

histomorphometrisch analysiert werden sollen. 

Die Ergebnisse der Zusammenhänge von Ptprz1, Trp53 und der Osteosarkomentstehung 

waren nur bedingt aussagekräftig, sind jedoch Ausgangspunkt für weitere vielversprechende 

Versuche. So wurde die Vorgehensweise dahingehend geändert, dass Trp53 nur noch auf 

einem Allel deletiert wurde und die Mäuse im Alter von 52 Wochen analysiert werden. Erste 

Ergebnisse zeigen, dass in 2 von 5 Trp53+/-/Ptprz1-/--defizienten Mäusen ein Osteosarkom 

nachweisbar war. Hier ist die Analyse weiterer Mäuse sowie der entsprechenden Trp53+/--

Kontrolltiere von entscheidender Bedeutung. 
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5. Zusammenfassung 

Midkine und Pleiotrophin bilden eine eigenständige Gruppe von Heparin-bindenden 

Wachstumsfaktoren. Für Mdk konnte gezeigt werden, dass ein Genverlust im Alter durch 

erhöhte Knochenformation in vermehrter Knochenmasse resultiert. In weiteren Versuchen 

konnte nachgewiesen werden, dass Mdk die Gene Ank und Enpp1 induziert. Dies sind 

Gegenspieler der Gewebe-unspezifischen alkalischen Phosphatase. Diese Arbeit zeigt, dass 

der Phänotyp einer Akp2-Defizienz in 3 Wochen alten Mäusen nicht durch eine gleichzeitige 

Defizienz von Akp2 und Mdk korrigiert werden kann. 

Die Signaltransduktion von Mdk ist noch nicht vollständig verstanden. Um den putativen 

Rezeptor Rptpζ zu bestätigen, wurde die durch rekombinantes humanes Midkine induzierte 

Genexpression in Wildtyp- und Ptprz1-defizienten Osteoblasten untersucht. Dabei konnte 

gezeigt werden, dass die Induktion der Gene Ank, Enpp1 und Akp2 sowie die für den 

Phosphathaushalt wichtigen Gene Dmp1 und Slc20a1 zumindest auf die Anwesenheit von 

Ptprz1 angewiesen sind, da ohne diesen Rezeptor keine Induktion durch Mdk messbar war. 

Im Rahmen der Untersuchung von Midkine wurde ebenfalls der Zusammenhang mit Ptprz1 

und dem Wnt-Signalweg in Osteoblasten in vitro untersucht. Ergebnisse zeigten, dass ein 

synergistischer Effekt von Mdk und Ptprz1 zu einer vollkommenen Hemmung des Wnt-

Signalweges führt. In dieser Arbeit wurden die Auswirkungen einer Doppeldefizienz in vivo 

am Mausmodell im Alter von 26 Wochen untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass der in 

vitro beobachtete Effekt in vivo nicht zu bestätigen ist. Durch weitere Mäuse soll der 

Knochenphänotyp im Alter von 52 Wochen analysiert werden.  

Rptpζ hat durch seine dephosphorylierende Eigenschaft regulierenden Einfluss auf die 

Zellproliferation. Durch BrdU-Inkorparationsversuche konnte gezeigt werden, dass dieser 

Einfluss auch für Osteoblasten gilt. In dieser Arbeit sollte in vivo durch ein 

Mausdefizienzmodell untersucht werden, ob dieser Einfluss die Bildung von Osteosarkomen 

beeinflusst. Hierzu wurden Trp53/Ptprz1-defiziente Mäuse generiert und histologisch 

analysiert. Dies ergab bei Mäusen im Alter von 13 Wochen keine Unterschiede im Vergleich 

zu gleichaltrigen Kontrolltieren. 

Erste Untersuchungen 52 Wochen alter Trp53+/-/Ptprz1-/--defizienter Mäuse zeigten 

hingegen, dass sich in 40% dieser Tiere Osteosarkome entwickelten. Dies soll nun durch 

Erhöhung der Fallzahlen bestätigt werden. 
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6. Abkürzungen 

 

Adn:  Adipsin 

Akp2: Alkaline Phosphatase2,  

 kodierendes Gen für Tnap 

Akp2+/+: Wildtyp 

Akp2-/-: Akp2-Defizienz 

ALK:  Anaplastic Lymphoma  

  Kinase  

Alpl: unspezifische Alkalische  

 Phosphatase 

α-Mem: Minimum-Essential-Medium- 

 Eagle, Alpha Modification 

ANK: ankylosis protein 

Ank: kodierendes Gen für ANK 

APC: Adenomatöse-Polyposis- 

 Coli 

Apoe: Apolipoprotein E 

ATP: Adenosintriphosphat  

Bglap: Bone-Gamma-Carboxyl-

glutamate-Protein 

BMP: Bone Morphogenic Protein 

BV/TV: bone volume per tissue 

volume (Knochenvolumen pro 

Gewebevolumen) 

Ccl7:  Chemokine (C-C motif) 

Ligand 7 

Ccl19:  Chemokine (C-C motif) 

Ligand 19 

cDNA: complementary DNA 

 (komplementär DNA) 

c-fos: Retrovirus Associated DNA 

sequence –C 

Dkk1: Dickkopf-Homolog 1 

Dmp1: Dentin-Matrix-Protein 1 

dNTPs: Desoxynukleotidtriphosphat 

Dsh: Dishevelled´s 

DVO: Dachverband Osteologie 

EDTA: Ethylendiaminetetraacetic 

acid (Ethylendiaminetetra- 

 essigsäure) 

Enpp1: kodierendes Gen für Npp1  

EtOH: Ethanol 

EUROBOSS:European Bone over 40 

Osteosarcoma Study 

EURAMOS: European and American 

Osteosarcoma Study 

Fcgr2b: Fc-Rezeptor für IgG IIb 

FGF23: fibroblast growth factor 23 

GSK-3: Glykogen-Synthase- 

 Kinase β3 

H2O: Wasser 

HCL: Chlorwasserstoff (Salzsäure) 

Hp: Haptoglobin 

Ibsp: Integrin-Binding-Sialoprotein  

Klhdc8a:  Kelch-Domain containing 8A 

LEF: lymphoid enhancer-binding 

factor 1 

LRP5/6: low density protein 5/6 

M-CSF: Macrophage-Stimulating 

Factor 

MDK: humanes Midkine 

Mdk: murines Midkine 

Mdk: kodierendes Gen für Mdk 

Mdk+/+: Wildtyp 

Mdk-/-: Mdk-Defizienz 

MgCl2: Magnesiumchlorid 
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Mmp3: Matrix-Metallopeptidase 3 

Mmp10:  Matrix-Metallopeptidase 10 

Mt2:  Metallothionein 2 

NaCl: Natrium-Chlorid 

NaOH: Natriumhydroxid 

NFκB: Nuclear Factor Kappa β 

Npp1:  nucleotid pyrophosphate  

 phosphodiesterase1  

Opg: Osteoproteggerin 

PCR: Polymerase-Chain-Reaction 

 (Polymerasekettenreaktion) 

Pi: Phosphat 

PPi: Pyrophosphat  

Prg1: Proteoglycan 1 

PTH: Parathormon 

Ptn: Pleiotrophin 

Ptprζ: Proteintyrosin Phosphatase, 

Rezeptor Typ zeta 

Ptprz1: kodierendes Gen für Ptprζ 

RA: Rheumatoide Arthritis  

Rank: Receptor Activator of NFκB 

Rankl: Ligand of Receptor Activator 

of NFκB 

RNase: Ribunuklease  

RUNX-2: Runt-related Transcription 

Factor 2 

SDS: Sodium Dedocyl Sulfate  

 (Natriumdedocylsulfat) 

Serpina 3g: Serine-(Cysteine) Peptidase-

Inhibitor 

Slc20a1:  Solute Carrier Family 20, 

Member 

Steap4:  STEAP family member 4 

TCF: T cell-specific transcription 

factor 

TNAP: tissue-nonspecific alkaline 

phosphatase 

TRIS: Trisma Base 

Trp53:  Transformation related 

protein 53  

Trp53+/+: Wildtyp 

Trp53-/-: Trp53-Defizienz 
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