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1 Einleitung 

 
1 Einleitung 
 
1.1 Das Skelett 

Das Skelettsystem muss vielen unterschiedlichen Ansprüchen gerecht werden. Es bildet 

das Stützgerüst unseres Körpers, schützt wichtige Strukturen wie Gehirn, Rückenmark 

oder Brusteingeweide, stellt zusammen mit Gelenken und Bändern den passiven Bewe-

gungsapparat dar, enthält blutbildendes Knochenmark und dient als größtes Kalzium-

resevoir der Regulation der Kalziumhomöstase.12; 13; 26; 53  

Um diese unterschiedlichen Ansprüche erfüllen zu können, ist ein spezieller Aufbau 

erforderlich. Mineralisierter Knochen besteht zum größten Teil aus Hydroxylapatit (ver-

leiht dem Knochen die Härte) und zu einem wesentlich geringeren Teil aus organischen 

Komponenten wie Kollagen Typ 1, die dem Knochen Zugfestigkeit und Elastizität ver-

leihen.11 Außerdem ist der Knochen permanenten Umbauprozessen unterworfen (Re-

modeling).11; 55 Dabei werden stark beanspruchte Areale verstärkt, an unbelasteten Stel-

len erfolgt eine Knochenresorption und defekte Bereiche werden repariert.  Das Kno-

chenremodeling wird zum einen auf zellulärer Ebene (Osteoklasten und Osteoblasten) 

und zum anderen zentral gesteuert.  

Osteoblasten bilden den Rezeptor Activator of Nuclear Factor Kappa B Ligand 

(RANKL), der an auf Osteoklasten und deren Verläufern exprimierten Rezeptor RANK 

bindet. Zudem bilden Osteoblasten Osteoprotegerin (OPG) der als Abfangrezeptor für 

RANKL dient und bei Bindung an RANKL eine Bindung an die Osteoklasten verhin-

dert, so dass das Verhältnis von RANKL und OPG die Osteoklastenaktivität molekular 

steuert. Überwiegt RANKL über OPG kommt es zum vermehrten Knochenabbau.9; 75 

Bei Regulationsstörungen kann ein Verlust an Knochenmasse resultieren, welcher  u.a. 

zu einem erhöhten Frakturrisiko führt.8  

Durch Resorption kann vermehrt Kalzium aus dem Knochen mobilisiert werden, um 

einen gesteigerten Kalziumbedarf z.B. während einer Schwangerschaft decken zu kön-

nen. 2; 26  

Osteoblasten und Osteoklasten 11; 12; 66 agieren als Antagonisten der Knochenumbaupro-

zesse. 
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1 Einleitung 

 
1.1.1 Osteoblasten 

Osteoblasten stammen von mesenchymalen Vorläuferzellen ab. Es handelt sich um ein-

kernige, basophile, plumpe Zellen (15-30!m Durchmesser), die Osteoid synthetisieren. 

Osteoid ist die unverkalkte Interzellularsubstanz, aus der durch Einlagerung von Hydro-

xylapatitkristallen mineralisierte Knochensubstanz entsteht.  

Osteoblasten findet man zellrasenartig aufgereiht an der Osteoidgrenze von Knochen-

neubildungzonen.8   

 

1.1.2 Osteozyten 

Osteozyten sind terminal differenzierte Osteoblasten, die von verkalkter Knochenmatrix 

umgeben sind. Sie befinden sich in Hohlräumen, die als Lakunen bezeichnet werden 

und sind über Zellfortsätze in den Canaliculi miteinander verbunden. Dadurch ist die 

Fortleitung von Signalen zwischen den einzelnen Osteozyten möglich. Sie dienen der 

Erhaltung der Knochenmatrix.8 

 

1.1.3 Osteoklasten 

Osteoklasten sind stark azidophile vielkernige Riesenzellen (bis zu 25 Zellkerne; 30-

100!m Durchmesser), die sich wahrscheinlich aus hämotopoetischen Stammzellen ent-

wickeln.34 Ihre besondere Fähigkeit ist die Demineralisierung und der Abbau der Kno-

chenmatrix.78 Im kompakten Knochengewebe findet man die Osteoklasten an der Spitze 

von Erosionstunneln. Im Bereich der Trabekel liegen sie hingegen in den so genannten 

Howship-Lakunen. Bei den Osteoklasten handelt es sich um polar organisierte Zellen 

mit einem apikalen (knochennahen) und einem basolateralen (markraumnahen) Pol. Auf 

der apikalen Seite besitzt der Osteoklast einen Bürstensaum (“ruffled boarder“) zur 

Oberflächenvergrößerung.  Es schließt sich Richtung Markraum eine Haftzone an, die 

den engsten Kontakt zwischen Osteoklast und Knochenmatrix bildet.34 Das Zytoplasma 

in diesem Bereich ist arm an Organellen (“clear zone“) und reich an Actinfilamenten. 

Im Bereich des Bürstensaumes befindet sich ein gut entwickelter Golgi-Apparat mit 

vielen Golgi-Stapeln und zahlreichen Vesikeln (vakuoläre Zone) im Zytoplasma. Hier 

werden Wasserstoff- und Chloridionen in die Lakune sezerniert, so dass Salzsäure ent-

steht, die zur Auflösung der Knochensalze führt. Freiwerdende Kalziumionen werden 

aufgenommen und auf der basolateralen Seite wieder abgegeben.9;  34;  78 In diesem Be-

reich ist die Zellmembran glatt begrenzt.  
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1 Einleitung 

 
Die Osteoklastenaktivität wird ebenso wie die Neubildung durch Fusion von monozytä-

ren Vorläuferzellen indirekt durch PTH stimuliert. Calcitriol hat die gleichen Effekte. 

Hingegen wirkt Calcitonin hemmend auf die Osteoklasten.8 

 

Calcitonin ist ein Petidhormon, welches  in den C-Zellen der Schilddrüse gebildet und 

bei hohen Calciumkonzentrationen im Blut sezerniert wird. Es senkt den Blutcalcium-

spiegel, indem es die Freisetzung von Calcium aus dem Knochen (Hemmung der Oste-

oklastentätigkeit durch Depolymerisation von Actinfilamenten, Lösung der Haftkontak-

te und zum Verlust des Faltensaumes führt) hemmt, die Calciumresorption im Darm 

vermindert und die Calciumausscheidung fördert. Dies bezüglich agiert Calcitonin als 

Antagonist des Parathormons.50 

Beim Parathormon (PTH) handelt es sich es sich ebenfalls um ein Peptidhormon. Es 

wird in der Nebenschilddrüse synthetisiert und sezerniert. Die Sekretion ist abhängig 

von der Calciumionenkonzentration im Serum. Fällt diese ab, wird vermehrt PTH se-

zerniert. Im Bereich der Knochen kommt es zu einer vermehrten Calciummobilisation 

sowie zur Umwandlung inaktiver Belegzellen zu Osteoblasten, weshalb PTH bei der 

Osteoporosetherapie verwendet wird.33  Zudem stimuliert PTH die Resorption von Cal-

cium und Magnesium im Dünndarm und bewirkt an den Nieren eine verminderte Cali-

cumausscheidung sowie die Stimulation der Hydroxylierung von 25-

Hydroxycholecalciferol zu aktivem 1,25-Cholecalciferol (Calcitriol).8; 50  

Calcitriol  ist ein Secosteroid. Es wird in den Epithelzellen des proximalen Nierentubu-

lus gebildet und erhöht ebenso wie PTH die Serumcalciumkonzentration indem es die 

intestinale Calicumresorption fördert. 50 Bei Calciummangel hemmt  es zum einen die 

Osteoblasten durch Stimulierung  der Osteocalcinproduktion, welches die Mineralisie-

rung hemmt und zum anderen fördert es konzentrationsabhängig die Osteoklastendiffe-

renzierung und damit die Mobilisierung von Calcium aus dem Knochen.  

 

Für einen gesunden Knochen ist die uneingeschränkte physiologische Funktionsfähig-

keit von Osteoblasten und Osteoklasten, sowie der Regulationsmechanismen essentiell. 

Beeinträchtigungen führen zwingend zu pathologischen Veränderungen der Knochen-

struktur.53 
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1.2. Sympathikotonus und Knochenmasse 

Es ist bekannt, dass ein erniedrigter Sympathikotonus zu einer Erhöhung der Knochen-

masse führt. Ein Leptinmangel bewirkt wiederum eine Erniedrigung der Sympathikoto-

nus. 73 

 

1.2.1. Leptin 

Bei Leptin handelt es sich um ein Hormon, welches hauptsächlich von Fettzellen sezer-

niert wird und eine wichtige Rolle in der Regulation von Körpergewicht und der Fertili-

tät spielt. Zudem scheint Leptin den Knochenstoffwechsel indirekt über den Hypotha-

lamus zu beeinflussen. 4 Lokal soll es das SNS (Sympathische Nervensystem) sowie 

andere Neuropeptide, die möglicherweise ebenfalls einen Einfluss auf die Knochenfor-

mation haben, aktivieren 15; 25; 73 und damit Geschwindigkeit der Knochenbildung dros-

seln. Ausserdem wird vermutet, das Leptin  über beta-adrenerge Rezeptoren einen Ein-

fluss auf Osteoblasten hat. 25 

 

1.2.2 FGF2 

Fibroblastenwachstumsfaktoren (FGF) gehören zu der großen Familie strukturell ver-

wandter Wachstumsfaktoren. Es sind momentan die FGF1-23 bekannt. Diese Proteine 

bestehen aus Ketten von 155-268 Aminosäuren. Sie verfügen über eine „central do-

main“, die ihnen in der Tertiärstruktur das Binden von Heparin ermöglicht. Sezerniertes 

FGF bindet an, auf der Zelloberfläche lokalisierte, FGF Rezeptoren (Tyrosinkinase).16 

 

Die Nucleotidsequenzen, die FGF1 und 2 codieren wurden 1986 entschlüsselt.1; 39 Da-

mals wurde FGF2 noch als BFGF (basic fibroblast growth factor) bezeichnet. Codiert 

wird FGF2 auf dem Chromosom 4q25-27.29; 49; 54 

 

FGF2 wird in den unterschiedlichsten Geweben und Zellen exprimiert (u.a. in En-

dothelzellen, glatten Gefäßmuskelzellen, postmitotischen Kardiomyocyten 3 und im 

cerebralen Kortex). Besonders hohe Konzentrationen wurden im Gehirn und in der Hy-

pophyse nachgewiesen. 60  Im Bereich der Knochen wurde FGF2 in Osteoblasten, Oste-

ocyten und periostealen Zellen nachgewiesen und soll Chrondrocyten sowie Osteoblas-

ten regulieren.37 
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Der Wachstumsfaktor ist an vielen physiologischen und pathologischen Prozessen be-

teiligt. Der mögliche therapeutische Nutzen wird in unterschiedlichen Bereichen unter-

sucht (z.B.: FGF2 Substitutionen bewirkten bei an Diabetes mellitus erkrankten Mäusen 

zu einer annährend normalen Frakturheilung 69, zur Reduktion des Schädigungsausma-

ßes und einer verbesserten Erholung der Sensomotorik nach Ischämien 5  sowie zur ver-

besserten Vaskularisation von Implantaten beim tissue engineering). 58 

FGF2 hat eine große Bedeutung in der Angiogenese, dem Kapillarwachstum sowie der 

Blutdruckkontrolle. Eine FGF2 Defizienz führt bei Mäusen zu einem Hypotonus. Diese 

Mäuse reagieren normal auf einen Angiotensin II induzierten Hypertonus, die neuronale 

Barorezeptor vermittelte Blutdruckregulation ist hingegen beeinträchtigt. Der Hypoto-

nus wird als eine autonome Dysregulation des Blutdruckes erklärt. 3; 17 

 

 

Neben den bekannten peripheren Wirkungen von FGF2 soll nun die zentrale Wirkung 

von FGF2 auf den Sympathikotonus und damit auf die Knochenmasse untersucht wer-

den und ob FGF2 möglicherweise ein zentraler Regulator des Sympathikotonus und 

damit der Knochenmasse ist. 

 

 
 
Abb .1:  Leptin-Sympathikus-Knochenmodell 

 

LEPTIN SYMPATHIKUS KNOCHEN 

FGF2? 

? 
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2 Fragestellung und Zielsetzung 

 
Ziel dieser Arbeit ist es, die Auswirkungen einer FGF2 Defizienz sowie einer zentralen 

FGF2 Überexpression auf die Knochenstruktur zu untersuchen. Des Weiteren versuchen 

wir herauszufinden, ob und wenn ja welchen Zusammenhang zwischen Leptin, FGF2 

und der Knochenmasse gibt. Da bei beiden eine zentrale Wirkung auf den 

Sympathikotonus und das der Knochenformation postuliert wird.  

 

Insbesondere die folgenden Fragestellungen sollen bearbeitet werden: 

1. Wie wirkt sich die FGF2 Defizienz auf die Knochenformation der Mäuse aus? 

2. Ist ein Rescue des Knochens durch eine vom gehirnspezifischen wnt1 Promoter 

vermittelte zentrale Überexpression von FGF2 möglich?  

Ist eine Normalisierung des möglichen Knochenphänotypes der FGF2 defizienten 

Mäuse durch eine zentrale Überexpression von FGF2 erreichbar? 

 

Zur Beantwortung der ersten Frage wird ein Mausmodell einsetzt, bei dem das FGF2 

Gen inaktiviert wurde. Im Vergleich zur Kontrollgruppe sollen Auswirkungen dieser 

Inaktivierung auf den Knochen histomorphometrisch, biomechanisch und mittels 

Serum- und Urinmarkern in vier verschiedenen Altersgruppen analysiert. 

 

Für die Untersuchung der zweiten Frage findet ein Mausmodell Verwendung, bei dem 

FGF2 durch den gehirnspezifischen wnt1 Promotor vermittelt lokal überexprimiert 

wird.  Bei wnt 1 handelt es sich um ein Protoonkogen, welches in der Embryogenese für 

die Entwicklung des Mittelhirns verantwortlich sein soll und bei der Maus lediglich 

während der Entwicklung des ZNS exprimiert wird 23. Somit soll eine rein zentral 

begrenzte Überexpression von FGF2 erzielt werden. Die Folgen der Überexpression auf 

die Knochenformation werden bezüglich der genannten Parameter im Vergleich mit 

einer Kontrollgruppe in drei Altersgruppen analysiert. 
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3. Material und Methoden 
 

3.1. Material 

3.1.1 Geräte und Laborbedarf 

Autotechnikum: Bavimed (Birkenau, Germany) 

Biomechanik Testmaschine: Mini-Zwick Z2.5/TN 1S, Zwick (Ulm, Germany) 

Digitalkamera: Canon EOS 10D (Tokyo, Japan) 

Durchlichtmikroskop: Axioskop II, Carl Zeiss (Jena, Germany) 

Injektionsnadeln: microlance Becton Dickinson S.A. (Madrid, Spain) 

Kontaktradiograph: Faxitron Cabinet System, Faxitron (Wheeling, USA) 

Kühltruhen: Economy, Liebherr (Biberach an der Riß, Germany);  

profi line, Liebherr (Biberach an der Riß, Germany) 

Mikrotom: CUT 4060/E Microtec (München, Germany)  

MikroCT: Scanco !CT 40, Medical AG (Bassersdorf, Switzerland)  

Pipetten: Eppendorf Research (Hamburg, Germany) 

Röntengenfilme: AGFA mamoray HDR PQ medical x-ray film 18"24, AGFA  

(Gevaert N.V. Belgium) 

Schleifgerät: Phoenix Alpha, Grinder/Polischer, Buehler (Illinois, USA) 

Schleifscheiben: Hermes (Hamburg, Germany) 

Schüttler: IKA®KS 260 basic (Staufen, Germany) 

Spritzen: Becton Dickinson S.A. (Madrid, Spain) 

Tubes: Eppendorf Research (Hamburg, Germany) 

Vortex: Heidolph Reax top (Schwabach, Germany) 

Zentrifuge: Eppendorf Centrifuge 5415D (Hamburg, Germany) 

 

 

3.1.2 Chemikalien 

Aqua destillata: Apotheke des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf 

Benzoylperoxid (BPO): Merck 801641 (Darmstadt, Germany) 

Calcein: Merck (Darmstadt, Germany) 

Chloroform: Merck (Darmstadt, Germany) 

Diethylether: Carl Roth (Karlsruhe, Germany) 
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Eindeckmedium: DPX Mountant for histology, Fluka 44581 (Deisenhofen, Germany)  

Entplaster: 2-Methoxyethyl-acetat, Merck (Darmstadt, Germany) 

Ethanol: Apotheke des Universitätsklinikums Hamburg-Eppendorf  

Formaldehyd: 37%, Merck (Darmstadt, Germany) 

Glycerin: Fluka (Deisenhofen, Germany) 

Ketamin: Gräub, A. Albrecht (Aulendorf, Germany)  

Methylacrylat (MMA): Merck (Darmstadt, Germany) 

Natriumchlorid (NaCl): 0,9%, Braun (Melsungen, Germany)   

Natriumcarbonat: Merck (Darmstadt, Germany) 

Natriumhydrogencarbonat: Merck (Darmstadt, Germany) 

Natriumthiosulfat: Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany) 

N, N Dimethyl-p-Toluidin (DMPT): Merck 822040 (Darmstadt, Germany) 

Pikrinsäure: Fluka (Deisenhofen, Germany) 

Rompun: 2%, Bayer (Leverkusen, Germany) 

Säurefuchsin: Merck (Darmstadt, Germany) 

Salpetersäure: Fluka (Deisenhofen, Germany) 

Silbernitrat: Merck (Darmstadt, Germany) 

Sterillium®: Bode Chemie (Hamburg, Germany) 

Toluidin-blau O: Sigma T3260-1006, Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany)  

Xylol: SDS, Val de Reuil (Cedex, France) 

 

MetraTM Creatinine Assay: Quidel Corporation (San Diego, USA) 

MetraTM DPD EIA Kit: Quidel Corporation (San Diego, USA) 

Mouse Osteocalcin IRMA Kit: Immutopics (San Clemente, USA) 

MouseTRAPTM Assay: Immunodiagnostic Systems GmbH (Frankfurt am Main, 

Germany) 

 

Acrylat: 

200ml Gießlösung 

1000!l N, N Dimethyl-p-Toluidin  
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Calceinlabel:  

0,438g 0,15M NaCl 

1g 2%NaHCO3 

0,5g Calcein   

50ml Aqua destillata 

 

Gießlösung.: 

1000ml Methylacrylat  

100ml LPG 

6,6g Benzoylperoxid   

 

Infiltration: 

1000ml Methylacrylat  

100ml LPG WIV 

3,3g Benzoylperoxid  

 

Mausbetäubungsmittel: 

8ml NaCl  

1,2ml Ketamin  

0,8ml Rompun; 0,15ml/Maus  

 

Sodaformol: 

12,5g Natriumcarbonat 

187ml Aqua dest. 

62,5ml 37% Formalin 

 

Toluidinblau O Färbelösung: 

1g Toluidinblau O 

100ml Aqua destillata 
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Van Gieson-Färbelösung: 

2,5g Säurefuchsin 

900ml gesättigte Pikrinsäure 

100ml Glycerin 

5ml konzentrierte Salpetersäure 

 

Die Chemikalien wurden alle bei der Apotheke des Universitätsklinikums Hamburg-

Eppendorf bestellt.  

 

 

3.1.3 Tiere 

Die Tiere mit folgendem genetischen Hintergrund C57BL/6J*129Sv wurden in der 

Versuchstierhaltung des Universitätsklinikum Eppendorf (Direktor: Dr. rer. nat. 

Haemisch) generiert und im Rahmen einer Kooperation mit Prof. Dr. Ehmke (Direktor 

des Instituts für Vegetative Physiologie und Pathophysiologie) zur Verfügung gestellt. 

Es wurden nur Weibchen untersucht, die folgende standardisierte Diät erhielten 

(Zuchtfutter: V1126-000, ssniff-M-Z, extrudiert und Haltungsfutter: V1536-000, ssniff 

R/M-H, etrudiert; ssniff (Soest, Germany). Die Genotypisierung erfolgte durch die 

Kooperationspartner. 

Es wurden in drei verschiedenen Altersgruppen (1 Monat, 3 Monate und 6 Monate) 

jeweils 5 FGF2+/+ (Kontrollgruppe) und FGF2-/- sowie FGF2+/+; TgC (Kontrollgruppe) 

und FGF2-/-;TgC untersucht. Um signifikante Ergebnisse erzielen zu können, enthielten 

alle genannten Gruppen mindestens 5 Tiere.  

Die Organentnahme war in Übereinstimmung mit dem Tierschutzgesetz beim 

Tierschutzbeauftragten des Universitätsklinikum Eppendorf, Dr. Haemisch, 

angemeldet. 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Calceinlabel 

Den 3 und 6 Monate alten Mäusen wurde zur Bestimmung der Knochenformationsrate 

zweimal im Abstand von 7 Tagen 0,1ml Calceinkonzentration intraperitoneal injiziert 

(erste Injektion 9 Tage prä mortem).  

Die Tiere wurden zu den gegebenen Zeitpunkten mittels Etherinhalationsnarkose oder 

intraperitoneal injiziertem Betäubungsmittel narkotisiert und getötet. 

Danach wurden die Mäuse gewogen. Es wurden Blut und Urin gewonnen. 

Anschließend wurden die Tiere für 24-48h in 3,7%igem PBS gepuffertem Formaldehyd 

fixiert. Das Blut wurde zentrifugiert, um das Serum bei -20°C einfrieren zu können. 

 

3.2.2 Kontaktradiographie  

Zu Dokumentationszwecken, zur genauen Lokalisierung der benötigten Wirbelkörper 

sowie zur Messung der Femurlängen und Lendenwirbelkörper 1-4 wurden 

Kontaktradiographien  (X-ray cabinet, Faxitron, USA; 35kVp für 2sec; Film: AGFA 

mamoray HDR PQ medical x-ray film 18"24; AGFA Gevaert N.V. Belgium) von allen 

Mäusen erstellt.  

Die Röntgenbilder wurden mit einer Digitalkamera Canon EOS 10D auf Carl Zeiss 

Binokular (Belichtungszeit: 8sec; Vergrößerung Tibia: 0,65x, Einstellungen Licht: 3C; 

Vergrößerung WK: 1x, Einstellungen Licht: 4C) fotografiert. 

 

3.2.3 Histologie 

Für die Histologie wurden die rechte Tibia, sowie die LWK 1-4 präpariert und 

anschließend für 12h zur Entwässerung der Knochen ins Autotechnikum (aufsteigende 

Alkoholreihe einmal 70%, dreimal 80%, viermal 96%, viermal 100% Ethanol) gegeben. 

Zur Infiltration des Gewebes wurden die Knochen danach in Methylacrylat transferiert. 

Im Anschluss erfolgte die Einbettung in Acrylat.  

Nach der Aushärtung für ca. 24 Stunden bei 4°C  und dem Anschleifen der 

Acrylatblöcke wurden mittels Rotationsmikrotom (Cut 4060, MicroTech, München)  

4!m und 12!m dicke Sagittalschnitte erstellt. 

Die 4!m Sagittalschnitte wurden Toluidinblau O und modifiziert von Kossa/ van 

Gieson  gefärbt und mit DPX eingedeckt. 
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Die Toludinblau O Färbung dient der differenzierten Betrachtung von Osteoblasten (die 

sich blau darstellen), Osteoklasten (türkisblau), Zellkernen (dunkelblau), 

mineralisiertem Knochen (hellblau) sowie Knorpel (violett).  

Zunächst wurden die Präparate für insgesamt 15 Minuten entplastet, es folgte eine 

absteigende Alkoholreihe (beginnend mit 100% Ethanol, beendet mit 50% Ethanol) und 

eine kurze Spülung mit Aqua destillata. Anschließend erfolgte eine ca. 30 minütige 

Färbung in 1% Toluidinblau O bei einem pH von 4,5 (mit 0,1%HCl einstellen) und 

wiederum eine Spülung mit Aqua destillata. Es schloss sich eine Entwässerung in einer 

aufsteigenden Alkoholreihe (50%-100% Ethanol)  und ein ca. 15 minütiges Bad in 

Xylol an. Danach erfolgte das Eindecken mit DXP. 

Die modifizierte von Kossa/ van Gieson Gegenfärbung erleichtert eine differenzierte 

Betrachtung von mineralisiertem Knochen (der sich schwarz darstellt), Kollagen und 

Bindegewebe (rot) und Muskulatur und Erythrocyten (gelb). 

Die ersten drei Schritte dieser Färbung entsprechen den der oben beschriebenen 

Toluidinblau O Färbung. Es schlossen sich eine 5 minütige Silbernitratfärbung (3%), 

eine 10 minütige Aqua destillata Spülung,  eine 5 minütige Sodaformolfärbung mit 

anschließender 10 minütiger Leitungswasserspülung und eine 5 minütige 

Natriumthiosulfatfärbung mit abschließender 10 minütiger Leitungswasserspülung an. 

Danach erfolgte die van Gieson-Gegenfärbung mit kurzer Leitungswasserspülung. 

Wiederum schloss sich  eine Entwässerung in einer aufsteigenden Alkoholreihe (80-

100% Ethanol) und ein 15 minütiger Aufenthalt in Xylol, sowie das Eindecken mit 

DPX an.  

 

 

3.2.4 Histomorphometrie  

Die quantitative Histomorphometrie wurde an kossagefärbten  Schnitten der 

Lendenwirbelkörper durchgeführt. Diese wurden fotografiert mit der Zeiss AxioCam 

bei einer 1,5 fachen Vergrößerung des Zeiss Axioskops  (Carl Zeiss, Jena, Germany). 

Die Analyse von Knochenvolumen [BV/TV (bone volume per tissue volume) in 

Prozent], Anzahl der Trabekel (TbN pro mm), Trabekelabstand (TbSp in !m) und 

Trabekeldicke (TbTh in !m) erfolgte mit Bioquant.  
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Zur dynamischen Histomorphometrie wurden die ungefärbten 12!m Sagittalschnitte 

unter einem UV Mikroskop analysiert und bei 5 facher Vergrößerung mit einer 

Belichtungszeit von 23.000 ms fotografiert. Im UV- Licht  stellt sich Calcein als grün 

fluoreszierender, in den Knochen eingelagerter Marker dar. Aufgrund der zweifachen 

Calceininjektion kommt es zur Doppelbandenbildung, deren Abstand dem sich 

innerhalb von einer Woche neu formierten Knochen entspricht.   

 

3.2.5 Serum- und Urinanalytik 

3.2.5.1 Bestimmung von Deoxypyridinolin Crosslinks im Urin 

Zur Bestimmung der Deoxypyridinolin Crosslinks im Urin wurde das MetraTM DPD 

EIA Kit (Quidel Corporation, San Diego, USA) verwendet. Die Standardisierung 

erfolgte nach dem Kreatiningehalt, der mit dem MetraTM Creatinine Assay Kit (Quidel 

Corporation, San Diego, USA) ermittelt wurde.  

Deoxypyridinolin Crosslinks wurden bestimmt, da sie ein Indikator für die 

Knochenresorption sind. Eine erhöhte DPD-Konzentration im Urin weist auf eine 

vermehrte Knochenresorption hin. DPD wird durch die Lysyloxidase aus der 

Aminosäure Lysin gebildet und gehört zu den Crosslinks im Typ-1-Kollagen des 

Knochens. 

 

Durchführung des MetraTM DPD EIA Kit: 

Waschpuffer 1:10 mit Aqua destillata verdünnen und bei Raumtemperatur lagern. 

2 Stunden vor Gebrauch Enzymkonjugat ansetzten, pro Flasche Enzymkonjugat 7ml 

Testpufferlösung verwenden, bei 2-8°C aufbewahren. 

2 Stunden vor Gebrauch Substratpuffer auf 20-28°C erwärmen, 1 Stunde vor Gebrauch 

Substratlösung ansetzten, dazu pro Substratpufferflasche eine Substratpuffertablette 

verwenden. 

Standardlösungen, Proben und Kontrollen mit Testpufferlösung 1:10 verdünnen. 

Benötigte Anzahl an Teststreifen aus dem Beutel entnehmen und beschriften. 

50!l verdünnte Standardlösung, Proben oder Kontrollen in die Wells geben. 

100!l des Enzymkonjugats in jedes Well pipettieren, ca. 2 Stunden bei 2-8°C im 

Dunkeln inkubieren.  
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Teststreifen manuell entleeren, 250!l Waschpuffer in jedes Well geben, erneut 

manuelles Entleeren, zweimal wiederholen, nach dem letzten Waschvorgang die Wells 

durch kräftiges Ausschlagen auf einem Papierhandtuch trocknen. 

150!l Substratlösung in jedes Well geben, für 1 Stunde bei 20-28°C inkubieren. 

100!l Stopplösung in alle Wells geben und bei 405nm die Absorbtion ablesen. 

 

Durchführung des MetraTM Creatinine Assay Kit: 

Vorbereitungen: Urinproben und alle Reagenzien auf 18-28°C erwärmen. Working 

Color Solution vorbereiten, indem in jede benötigte Flasche 1ml Stopplösung geben 

wird.  

Urinproben für 2 Minuten bei niedriger Geschwindigkeit (200x g) zentrifugieren. 

Standards, Kontrollen und Proben 1:40 mit Aqua destillata verdünnen. Aqua destillata 

als Nullstandard verwenden. 

Benötigte Teststreifenanzahl bereitlegen. 

50!l verdünnten Standard, Kontrolle oder Urinprobe in die Wells geben. 

150!l Working Color Solution in jedes Well pipettieren und für 30 Minuten bei 18-

28°C inkubieren. 

Absorbtion bei 490nm ablesen. 

 

3.2.5.2 Bestimmung von TRAP5B im Serum 

TRAP5B (tartrate-resistant acid phosphatase form 5b) ist eine Isoform von TRAP und 

wird spezifisch in knochenresorbierenden Osteoklasten exprimiert und ins Blut 

sezerniert. Daher dient TRAP 5B als Marker für das Ausmaß der Osteoklastenaktivität 

und wurde mittels MouseTRAP TM Assay  (Immunodiagnostic Systems GmbH, 

Frankfurt am Main, Germany) bestimmt. 

Durchführung des MouseTRAP TM Assay: 

Vorbereitungen: Alle Reagenzien auf Raumtemperatur erwärmen. Die benötigte Anzahl 

der Teststreifen aus dem Beutel entnehmen. Calibrator 0-4 und Kontrollen mit 0,5ml 

Aqua destillata lösen und 10-15 Minuten stehen lassen. Anti-MouseTRAP Antikörper 

mit 10,5ml Aqua destillata lösen und 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen lassen. 

960ml Aqua destillata zum Waschpufferkonzentrat geben. Substratlösung erst kurz vor 

Gebrauch ansetzten. Dafür pro 5ml Substratpuffer eine Substrattablette verwenden. 
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100!l Anti-MouseTRAP Antikörper in alle Wells geben, 1 Stunde bei 20-24°C auf dem 

Schüttler inkubieren. 

300!l Waschpuffer in jedes Well geben, manuell Entleeren, Vorgang dreimal 

wiederholen, nach dem letzten Durchgang die Wells durch Ausklopfen auf 

Papierhandtüchern gut trocknen. 

100!l Calibrator oder Kontrolle in die vorbereiteten Wells geben. 

75!l 0,9% NaCl und 25!l Probe in die vorbereiteten Wells geben. 

25!l Releasing Reagenz in alle Wells geben, 1 Stunde bei 20-24°C auf dem Schüttler 

inkubieren 

Erneutes Waschen wie oben beschrieben (insgesamt viermal). 

100!l frisch zubereitete Substratlösung in alle Wells pipettieren, Wells mit Folie 

bedecken, 2 Stunden bei 37% inkubieren. 

25!l Stopplösung in alle Wells geben und innerhalb von 30 Minuten die Absorbtion bei 

405nm ablesen. 

  

3.2.5.3 Bestimmung von Osteocalcin im Serum 

Zur Bestimmung von Osteocalcin wurde ein Mouse Osteocalcin IRMA Kit benutzt. 

Osteocalcin wird spezifisch von aktiven Osteoblasten sezeniert und ist daher ein 

geeigneter Marker für die Osteoblastenaktivität. Außerdem dient Osteocalcin der 

Einschätzung des Knochenmetabolismus. 

Durchführung der Osteocalcinbestimmung: 

Vor Gebrauch alle Reagenzien auf Raumtemperatur erwärmen. Alle Standards (außer 

dem Nullstandard) und die Kontrollen mit 1ml Aqua destillata wiederherstellen und 

ca.15 Minuten leicht schwingen. Das Waschkonzentrat mit 900ml Aqua destillata 

verdünnen. 

Kontrollen und Proben 1:11 verdünnen! 

25!l Standard, verdünnte Kontrolle oder verdünnte Probe in die beschrifteten Tubes 

geben. 

200!l I125 markierte Mausosteocalcinantikörper in jedes Tube geben und mittels Vortex 

gut durchmischen. 

Eine mit Mausosteocalcinantikörper bedeckte Perle in jedes Tube geben und dieses gut 

verschließen, bei Raumtemperatur für 18-24 Stunden inkubieren.   
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Den flüssigen Inhalt aller Tubes verwerfen. 

2ml Waschlösung in jedes Tube geben und damit die Perlen waschen, die Flüssigkeit 

komplett verwerfen und den Vorgang zweimal wiederholen. 

Jedes Tube für eine Minute zum Zählen in einen Gammazähler geben 

 

3.2.6 Biomechanik 

Für die biomechanische Untersuchung wurden die Femora der 6 Monate alten Mäuse 

weichteilfrei präpariert und in Agarosegel eingebettet. Um einen dreidimensionalen 

Überblick über die Bruchregion (Femurmitte) zu erhalten, erfolgte im MikroCT ein 40 

slices umfassender Scan dieser Region. Aus den Daten konnte die Bone Mineral 

Density (BMD) ermittelt werden. Die Scans wurden mittels Amira (Grafikprogramm) 

am Computer auf Scanfehler (z.B. fehlgedeutete Lufteinschlüsse im Agarosegel) 

überprüft. Zur biomechanischen Testung wurden die Knochen in die Halterung einer 

Präzisionstestmaschine eingebracht.  Bei dem Versuch handelt es sich um einen 3-

Punkt-Biegeversuch, bei dem der Druck axial über einen Stempel in anterior-posteriorer 

Richtung auf den Femur bis zu dessen Versagen einwirkte. Dabei wurden vom 

Computer ein Spannungs-Dehnungs-Diagramm und ein Kraft-Weg-Diagramm erstellt. 

Aus diesen Daten können Fmax, Steifigkeit, Emodul, Zug und Druck berechnet bzw. 

abgelesen werden.  

Fmax bezeichnet die geometrieabhängige maximale Kraft, die auf den Femur ausgeübt 

werden kann, bevor es zum Materialversagen (Bruch des Knochens) kommt. Die 

Steifigkeit (entspricht der Steigung im Kraft-Weg-Diagramm) beschreibt den 

Zusammenhang zwischen der, auf den Femur wirkenden, Last und der daraus 

resultierenden Verformung. Der Emodul (Elastizitätsmodul; entspricht der Steigung im 

Spannungs-Dehnungs-Diagramm) gibt den Zusammenhang zwischen Spannung und 

Dehnung bei der Verformung des Knochen wieder. Je größer dieser Wert ist, desto 

höher ist der Widerstand des Materials gegen die Verformung. Ein hoher Emodul Wert 

korrespondiert folglich mit einer hohen Materialsteifigkeit.  
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Abbildung 2: Biomechanik Testmaschine Mini-Zwick Z2.5/TN 1S 

 

 

3.2.7 Veraschung 

Durch die Veraschung von Knochen wird das gesamte organische Material (Kollagen 

und andere Proteine) entfernt ohne dabei den mineralischen Anteil zu beeinflussen. Sie 

wurde an den für die biomechanischen Untersuchungen bereits präparierten Femora der 

6 Monate alten Mäuse durchgeführt. 

Die Femora wurden in Tubes überführt und mindestens viermal für je 10min in MilliQ-

Wasser gewaschen. Anschließend wurden sie in Schnappgläser gegeben und eine 

Stunde in Chloroform inkubiert. Danach folgte erneut der oben beschriebene viermalige 

Waschvorgang.  

Die Femora trockneten in Tubes im Thermoblock für ca. 0,5-1 Stunde bei 95°C. 

Hinterher wurden die Knochen in den geeigneten Schalen gewogen (dry weight). Die 

Knochen inkubierten in den Schalen für ca. 12 Stunden bei 600°C. 

Es folgte ein erneutes Wiegen (ash weight). Aus der Differenz von dry und ash weight 

ergibt sich der Mineralisierungsgrad des Knochens. 
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3.2.8 Statistik 

Die Ergebnisse wurden mittels zweiseitigen ungepaarten students’s t-Tests (Stat View, 

Abacus Concepts Inc. 1993) statistisch analysiert. Ein p-Wert  von  <0,05 wurde als 

Signifikanzniveau akzeptiert. Die Standardabweichungen (SD) werden durch die 

Fehlerbalken in den Abbildungen repräsentiert. 

 

3.2.9 Sicherheit und Entsorgung 

Alle Chemikalien wurden entsprechend ihren R- und S-Sätzen gehandhabt. Auch die 

Entsorgung erfolgte fachgerecht. 
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Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse bezüglich Körpergewicht, Länge der 

Femura sowie der ersten vier Lendenwirbelkörper, der ossären Mikroarchitektur sowie 

der Knochenresorption und -formation in unterschiedlichen Alters- und Genotypes 

dargestellt. Zudem werden die Ergebnisse der biomechanischen Untersuchungen und 

der Veraschung exemplarisch an sechs Monate alten Tieren veranschaulicht. 

 

4.1 Gewicht 

Das Körpergewicht der Mäuse wurde dokumentiert, da sich deutliche Differenzen des 

Körpergewichtes auf die Knochenmasse auswirken können. 

 
Abb.3: Teilweise signifikante Unterschiede des Körpergewichtes im Vergleich von Mäusen drei verschie-

dener Altersgruppen. a: gegen FGF2+/+, b: gegen FGF2-/-,  c: gegen FGF2+/+; TgC, d: gegen FGF2-/-; 

TgC, *: p<0,05.   

 

Bei den einen Monat alten Tieren bestanden signifikante Gewichtsunterschiede im Ver-

gleich der Wildtypen und mit den FGF2 defizienten Tieren sowie mit den FGF2+/+; TgC 

Tieren. Die FGF2 defizienten Tieren waren signifikant leichter als die Tiere der drei 

anderen Gruppen. Außerdem bestand ein signifikanter Unterschied zwischen den 

FGF2+/+; TgC  Mäusen und den FGF2-/-; TgC Mäusen. Dabei waren die FGF2+/+; TgC 

Mäuse deutlich schwerer. 
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In beiden anderen Altersgruppen (drei Monate, sechs Monate) zeigten sich im Vergleich 

der verschiedenen Gruppen hingegen keine signifikanten Unterschiede (p<0,05) bezüg-

lich des Körpergewichtes.  

 

 

4.2 Kontaktradiographie 

 
Abb.4: Keine Unterschiede der Röntgendichte. (Kontaktradiographien der Lendenwirbelsäule sowie der 

Tibiae  einen Monat alter weiblicher Mäuse. 35kVp; 2sec Belichtungszeit)  

 
 Abb.5: Signifikante Längenunterschiede bei den Lendenwirbelkörpern 1-4 und den Femura im Vergleich 

der einen Monat alten Tiere. a: gegen FGF2+/+, b: gegen FGF2-/-,  c: gegen FGF2+/+; TgC, d: gegen 

FGF2-/-; TgC, *: p<0,05. 
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Bei den einen Monat alten Mäusen fanden sich radiologisch keine eindeutigen Unter-

schiede der Knochendichte im Vergleich der Wirbelsäulen und der Tibiae. Jedoch wa-

ren die betreffenden Strukturen bei den Tieren der FGF2 überexprimierenden Kontroll-

gruppe deutlich größer als allen anderen untersuchten Tieren.  
 

 

 

Die ersten vier Lendenwirbelkörper, die zusammen mit der Femurlänge die Körpergrö-

ße repräsentieren, waren ebenso wie die Femora bei den Tieren der Kontrollgruppe sig-

nifikant (p<0,05) länger. Außerdem bestanden signifikante Längenunterschiede der un-

tersuchten Knochen im Vergleich beider FGF2 defizienten Gruppen. Diese Strukturen 

waren bei den  FGF2-/-;TgC Tieren länger. 

     

 
Abb.6: Keine Unterschiede der Röntgendichte in den Wirbelsäulen und Tibiae. Deutlich kleinere Wirbel-

säule der FGF2-/-; TgC Tiere.  

(Kontaktradiographie drei Monate alter weiblicher Mäuse. 35kVp; 2sec Belichtungszeit)  
 

 

 

 

FGF2+/+ FGF2-/- FGF2-/-; TgC 

 
FGF2+/+; TgC 
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Abb.7: Keine Unterschiede der Femuralängen.  Jedoch signifikante Unterschiede im Vergleich Längen-

vergleich der Lendenwirbelkörper1-4 bei den drei Monate alten Tieren. a: gegen FGF2+/+, b: gegen 

FGF2-/-,  d: gegen FGF2-/-; TgC, *: p<0,05. 

 
 

In der Gruppe der drei Monate alten Tiere fanden sich radiologisch weder in den Tibiae 

noch in den Wirbelsäulen deutliche Knochendichteunterschiede. Allerdings waren Grö-

ßenunterschiede erkennbar. Es zeigten sich bezüglich der Lendenwirbelkörperlänge 

signifikante Unterschiede zwischen Wildtypen und FGF2-/-; TgC Tieren sowie zwischen 

Kontrollgruppe und FGF2-/-; TgC Tieren. Im Vergleich der vier Gruppen bestanden hin-

gegen keine signifikanten Unterschiede bezüglich der Femurlängen.  

 

 
Abb.8: Keine prägnanten Unterschiede der Röntgendichte.  

(Kontaktradiographien von sechs  Monate alten Mäusen. 35kVp; 2sec Belichtungszeit) 
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Abb.9: Signifikante Unterschiede im Längenvergleich von Femora und Lendenwirbelkörpern. a: gegen 

FGF2+/+, b: gegen FGF2-/-,  c: gegen FGF2+/+; TgC, d: gegen FGF2-/-; TgC, *: p<0,05. 
 

 

 

 

 

Im Vergleich der Kontaktradiographien zeigten sich weder in den Wirbelsäulen noch in 

den Tibiae signifikante Unterschiede der Röntgendichte. 

Bei den sechs Monate alten Tieren waren signifikante Unterschiede bezüglich der 

Femurlängen erkennbar. Die Tiere beider Kontrollgruppen besaßen längere Femora als 

die FGF2-/-; TgC Tiere. Zwischen Kontrollgruppen und FGF2 defizienten Mäusen be-

standen keine signifikanten Unterschiede.  

Zusätzlich waren die gemessenen Lendenwirbelkörper der FGF2+/+ Tiere signifikant 

länger als die der FGF2-/-; TgC Tiere. Ansonsten zeigten sich keine weiteren signifikan-

ten Unterschiede bezüglich der Lendenwirbelkörperlänge. 

 

Man kommt zu dem Ergebnis, dass die FGF2 defizienten Mäuse aller untersuchten Al-

tersgruppen kleiner und leichter waren als die entsprechenden Kontrollen. Die transge-

nen Kontrollen besaßen in jeder Altersgruppe das höchste Gewicht.  

Interessanterweise zeigten sich bei den FGF2 defizienten Mäusen trotz zum Teil signi-

fikanter Größenunterschiede im Vergleich zu den Kontrollen bei den drei und sechs 

Monate alten Tieren keine signifikanten Gewichtsunterschiede. 

 

Bei der vergleichenden Betrachtung von Röntgenbildern muss man berücksichtigen, 

dass die Sensitivität der Untersuchung bezüglich der Darstellung von Knochenmasseun-

terschieden sehr gering ist. Faktoren wie Größendifferenzen, unterschiedliche Röntgen-

bildentwickleraktivitäten sowie die verschiedenen Positionen der Mäuse auf den 

Röntgenkassetten können das Ergebnis zusätzlich beeinflussen. Um signifikante Unter-

schiede der ossären Mikroarchitektur zu quantifizieren, folgte die statistische Histomor-

phometrie unter Verwendung der Histologien von Tibiae und Wirbelkörpern.  

 

Femurlänge (mm)
!"#$%&'(

)&*"+*",), *"- )"+*"-

.

/

0.

0/

1.

2321454" 2321656 2321454789: 2321656789: "

LWK 1-4 (mm)
!"#$%&'(

)&

*

+

,*

,+

-*

./.-010" ./.-212 ./.-0103456 ./.-2123456 "



 24 

4 Resultate 

 

4.3 Histologie 
  

Abb.10: Unterschiede der Knochenmasse  in Lendenwirbelkörpern und  Tibiae. 

(Unentkalkte Histologie, Färbung: Kossa van Gieson, 1,5 fache Vergrößerung,  einen Monat alte Mäuse) 

 

 
Abb.11: Signifikante Unterschiede aller ermittelten Knochenstrukturparameter.   

(Statistische Histomorphometrie der lumbalen Wirbelsäule von einem Monat alten Mäusen. a: gegen 

FGF2+/+, b: gegen FGF2-/-,  c: gegen FGF2+/+; TgC, d: gegen FGF2-/-; TgC, *: p<0,05.)  
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Die einen Monat alten Mäuse wiesen hinsichtlich ihrer knochenstrukturellen Parameter 

Knochenvolumen (BV/TV), Anzahl der Trabekel (TbN), Trabekelabstand (TbSp) und 

Trabekeldicke (TbTh) zahlreiche signifikante Unterschiede auf.  

 

Das Knochenvolumen der FGF2 defizienten Mäuse war im Vergleich mit den anderen 

drei Gruppen signifikant erniedrigt (BV/TV: FGF2+/+: 15,19%, SD: 1,72; FGF2-/-: 

10,12%, SD: 1,12; FGF2+/+; TgC: 15%, SD: 0,82; FGF2-/-; TgC: 14,83%, SD: 1,85).   

Die Trabekel waren bei den Wildtypen signifikant dicker als bei den anderen Gruppen. 

Allerdings bestanden auch zwischen diesen Gruppen signifikante Unterschiede (TbTh: 

FGF2+/+: 40,55!m, SD: 2,8; FGF2-/-: 34,44!m, SD: 3,82; FGF2+/+; TgC: 22,19!m, SD: 

0,37; FGF2-/-; TgC: 20,09!m, SD: 0,32).   Dafür war die Trabekelanzahl geringer und 

dementsprechend auch der trabekuläre Abstand größer bei den Wildtypen im Vergleich 

mit den beiden FGF2 überexprimierenden Gruppen. Die FGF2 defizienten Tiere wiesen 

analog zu der geringen Knochenmasse eine signifikant erniedrigte Trabekelanzahl und 

große Abstände auf. Zwischen den FGF2 überexprimierenden Gruppen traten keine 

Unterschiede dieser Parameter auf. 

 

  

       
Abb.12: Keine signifikanten Unterschiede bezüglich der Knochenstruktur.  

(Unentkalkte Histologie, Färbung: Kossa van Gieson, 1,5 fache Vergrößerung, drei Monate alte Mäuse) 

 

 

FGF2+/+ FGF2+/+; TgC FGF2-/- FGF2-/-; TgC 
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Abb.13: Keine signifikante Unterschiede der ossären Mikroarchitektur.  

(Statistische Histomorphometrie der lumbalen Wirbelsäule von drei Monate alten Mäusen) 

 

Die drei Monate alten Tiere wiesen keine signifikanten Unterschiede bezüglich der 

Knochenstruktur der analysierten Wirbelkörper auf. 

 

 

 
Abb.15: Deutliche Struktur- und Größenunterschiede im Vergleich der Lendenwirbelkörper und Tibiae. 

(Unentkalkte Histologie, Färbung: Kossa van Gieson, 1,5 fache Vergrößerung, sechs Monate alte Mäuse) 
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Abb.16: Signifikante Unterschiede aller gemessenen Parameter der ossären Mikroarchitektur. 

(Statistische Histomorphometrie der lumbalen Wirbelsäule von sechs Monate alten Mäusen. a: gegen 

FGF2+/+, b: gegen FGF2-/-,  c: gegen FGF2+/+; TgC, d: gegen FGF2-/-; TgC, *: p<0,05.) 

 

Bei den sechs Monate alten Tieren traten auch bezüglich der einzelnen histomorpholo-

gischen Parameter signifikante Unterschiede auf. 

Das Knochenvolumen (BV/TV) der Wildtypen war im Vergleich zum Knochenvolumen 

aller anderen drei Gruppen signifikant geringer. Die FGF2 defizienten Mäuse besaßen 

im Verhältnis zu den FGF2-/-; TgC  Tieren ein signifikant niedrigeres Knochenvolumen. 

Die Trabekel waren bei den Wildtypen signifikant dünner als bei allen anderen Tieren. 

Auch die FGF2 defizienten Mäuse hatten signifikant dünnere Trabekel als die FGF2-/-; 

TgC  Tiere.  

Die Wildtypen besaßen die geringste Anzahl an Trabekel und aufgrund der hinzukom-

menden geringsten Dicken auch den größten trabekulären Abstand. Im Vergleich der 

Wildtypen mit FGF2-/- und FGF2-/-; TgC Tieren zeigten sich bei diesen jeweils eine sig-

nifikant erhöhte Anzahl an Trabekeln und ein geringerer trabekulärer Abstand. 

Insgesamt zeigten die FGF2-/-; TgC Mäuse die meisten Trabekel und besaßen auch den 

geringsten trabekulären Abstand. Dies spiegelte sich in den Knochenmassewerten deut-

lich wieder. Im Vergleich von Trabekelanzahl und -abstand zeigten sich auch zwischen 

den zwei transgenen Gruppen signifikante Unterschiede. 
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Abb.14: Vergleich der Knochenvolumina gleicher Genotypen unterschiedlichen Alters (einen Monat bis 

sechs Monate)  mit zum Teil signifikanten Unterschieden. a: gegen einen Monat alte Tiere, b: gegen drei 

Monate alte Tiere, c: gegen sechs Monate alte Tiere,* : p<0,05. 

 

Im zeitlichen Vergleich der unterschiedlichen Genotypen zeigten alle Tiere mit Aus-

nahme der FGF2-/-; TgC Tiere zunächst eine z. T. signifikante Zunahme (FGF2-/-) der 

Knochenmasse. Im Alter reduzierte sich diese dann teilweise signifikant (FGF2+/+).  

Allerdings wiesen nur die FGF2+/+ Tiere im Alter von sechs Monaten weniger Kno-

chenmasse als im Alter von einem Monat auf. 

Die FGF2-/-; TgC Mäuse verloren zunächst sehr gering an Knochenmasse [BV/TV:     

14,83% (einen Monat); 14,71% (drei Monate)]. Anschließend zeigte sich jedoch eine 

ausgeprägte Zunahme der Knochenmasse.    

Die zentrale Expression von FGF2 scheint im Alter zumindest einem Knochenmasse-

verlust vorzubeugen (FGF2+/+; TgC) beziehungsweise sogar für eine Erhöhung (FGF2-/-; 

TgC) mitverantwortlich zu sein. 
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4.4 Serum- und Urinanalytik 

 
Abb.17: Keine Unterschiede der Knochenformation.  

(Dynamische Histomorphometrie an drei Monate alten Mäusen. 12!m Schnitte der Tibiae, fotografiert 

mit 5 facher Vergrößerung und einer Belichtungszeit von 23.000ms.) 

 
Abb.18: Die Aktivität der resorbierenden Osteoklasten der FGF2-/-; TgC  Mäuse ist im Vergleich zu der 

FGF2+/+ Kontrolle signifikant erniedrigt. Es gibt keine weiteren signifikanten Aktivitätsunterschiede. a: 

gegen FGF2+/+, *: p<0,05. 

 

Die Untersuchung der Osteoblasten- und der Osteoklastenaktivität, sowie die indirekte 

Knochenresorptionsbestimmung und die Knochenformationsrate zeigten bei den drei 

Monate alten Mäusen insgesamt keine signifikanten Unterschiede. Die Osteoklastenak-

tivität der Wildtypen war im Vergleich zu den FGF2 defizienten Mäuse signifikant er-

höht (FGF2+/+: 4,169, SD: 1,537; FGF2-/-; TgC: 2,619, SD: 0,844).  

Diese Daten stimmten insgesamt mit der sehr homogenen Knochenvolumenverteilung  

in dieser Altersgruppe gut überein.   
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Abb.19: Keine Unterschiede der Knochenformationsrate.  

(Dynamische Histomorphometrie an sechs Monate alten Mäusen. 12!m Schnitte der Tibiae, fotografiert 

mit 5 facher Vergrößerung und einer Belichtungszeit von 23.000ms.) 

 
Abb.20: Keine Aktivitätsunterschiede von Osteoblasten und Osteoklasten, sowie der Knochenresorption 

und –formation. 

 

Auch bei den sechs Monate alten Tieren gab es bezüglich der vier untersuchten Parame-

ter keine signifikanten Unterschiede. Im Gegensatz zu den drei Monate alten Mäusen 

wiesen die sechs Monate alten Tiere jedoch signifikante Unterschiede bezüglich ihrer 

Knochenvolumina auf, so dass hier andere nicht erfasste Faktoren einen entscheidenden 

Einfluss haben müssen.  
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4.4 Biomechanik  

 

 
Abb.21: Biomechanische Untersuchungen am Femur. Keine Unterschiede der biomechanischen Kompe-

tenz bezüglich der Bruchkraft. Jedoch signifikante Unterschiede des Materialwiderstandes bei sechs 

Monate alten Tiere. a: gegen FGF2+/+, b: gegen FGF2-/-,  d: gegen FGF2-/-; TgC, *: p<0,05. 

 

Die Untersuchung der Femora im 3-Punkt Biegeversuch dient der Darstellung mögli-

cher physiologischer Konsequenzen aufgrund der histomorphometrisch ermittelten ge-

steigerten Knochenmasse aller Gruppen im Vergleich mit den Wildtypen. Dies spiegelte 

sich allerdings nicht in den für die Bruchkraft ermittelten Ergebnissen wieder. Dafür  

zeigten sich signifikante Unterschiede bei der Untersuchung des Materialwiderstandes 

gegen die provozierte Verformung des Knochens. Die Femora der Wildtypen wiesen 

signifikant niedrigere Widerstände als bei FGF2 defizienten Gruppen auf. Des Weiteren 

waren die Knochen der FGF2+/+; TgC Mäuse nicht so widerstandsfähig wie die der 

FGF2-/-; TgC Mäuse.  
 

4.5 Veraschung  

 
Abb.22: Keine Unterschiede des Ash weights der sechs Monate alten Mäuse. 
 

Bei der Untersuchung des Ash weights ergaben sich keine signifikanten Unterschiede 

des Knochenmineralisationsgrads zwischen den unterschiedlichen Gruppen. 
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5 Diskussion 
 

5.1 Zunahme der Knochenmasse bei FGF2 Defizienz 

FGF2 defiziente Mäuse wiesen bei den knochenhistomorphometrischen Untersuchun-

gen im Alter von einem Monat und drei Monaten keinen Knochenphänotyp auf. Erst im 

Alter von sechs Monaten zeigte sich eine signifikante Zunahme der Knochenmasse. Es 

handelt sich also um einen Remodelingphänotyp. Das physiologisch bestehende 

Gleichgewicht zwischen Knochenauf- und abbau hat sich dementsprechend verändert, 

dass es im Phänotyp also dem Erscheinungsbild der Mäuse manifestiert. Diese Ergeb-

nisse bestätigen zumindest teilweise die erste zu überprüfende Hypothese. Im Senium 

scheint der erniedrigte Sympathikotonus eine Zunahme der Knochenmasse zu bewirken. 

Allerdings widersprechen diese Ergebnisse den Forschungsergebnissen der Arbeits-

gruppe von Hurley 55, die 2000 im J Clin Invest publizierten, das eine FGF2 Defizienz 

zu einer erniedrigten Knochenmasse mit reduzierter Trabekelstruktur führt. Von dieser 

Arbeitsgruppe wurden männliche Tiere im Alter von 4,5 und acht Monaten untersucht. 

Die ermittelten Daten wurden durch einen niedrigen Turnover des Knochenstoffwech-

sels erklärt, der aus einem Defekt der Osteoblasten resultieren soll. 

Jedoch konnten unsere Serum- und Urinanalysen keinen Hinweis für einen niedrigen 

Turnover bei FGF2 defizienten Mäusen liefern. Dies spiegelt sich erwartungsgemäß 

auch in den Knochenmassedaten wieder.  

Die Frage, ob der erniedrigte Sympathikotonus oder andere Effekte vom FGF2 die 

Knochenmasse beeinflussen, kann anhand unserer Ergebnisse nicht abschliessend ge-

klärt werden. 

 

Es ist jedoch zumindest diskussionswürdig, ob die erhobenen Daten problemlos ver-

gleichbar sind. Die Arbeitsgruppe um Hurley 55 hat im Gegensatz zu uns männliche 

Tieren in unterschiedlichen Altersgruppen und mit anderem genetischen Background 

(Black/Swiss/129SV) analysiert.  Zudem wurden einige der von uns analysierten Tiere 

zur Zucht verwendet mit fraglichen Auswirkungen auf die Knochenmasse.   

 

Die Frage, ob FGF2 und Leptin agonistisch den Sympathikotonus und damit u.a. die 

Knochenmasse regulieren,  kann man mit den vorliegenden Daten nicht beantworten.  
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Trotz der im Senium signifikanten Zunahme der Knochenmasse zeigen sich keine signi-

fikanten Gewichtsunterschiede. Bei einem Leptinmangel und damit einem erhöhten 

Sympathikotonus sowie daraus resultierender Knochenmassezunahme wäre theoretisch 

eine Gewichtszunahme zu erwarten. Diese Hypothese wurde jedoch bereits durch die 

Ergebnisse der Arbeitsgruppe um Karsenty 73 widerlegt.  Sie zeigten, dass die Verände-

rungen der Knochenmasse unabhängig von Körpergewicht bzw. Fettmasse reguliert 

werden.  

  

Andere Aspekte sprechen ebenfalls gegen die alleinige Rolle von FGF2 als zentraler 

Regulator der Knochenmasse. Eine Gruppe um Behr 7 zeigte z.B., dass eine lokale 

FGF2 Applikation in Form eines FGF2 getränkten Kollagenschwammes zu einer signi-

fikant besseren Knochenheilung als bei einer alleinigen Kollagenschwammapplikation 

führt. Ähnliche Ergebnisse erhielten Santana und Trackman 69, die durch FGF2 behan-

delte Membranen eine nahezu identische Frakturheilung bei Mäusen mit Diabetes melli-

tus wie bei der gesunden Vergleichsgruppe mit erzielen konnten. 

Man kann also davon ausgehen, dass wie in vielen anderen biologischen Systemen es 

sich auch bei der Regulation der Knochenmasse um ein multifaktorielles System han-

delt mit u.a. unterschiedlichen Regulationsmechanismen von FGF2. 

 

Weitere Studien zeigen, dass ein mittels Isoproterenolsubstitution (!1/!2-

Adrenoreceptoragonist) erhöhter Sympathikotonus zu einer Reduktion der Knochen-

masse führt.47; 58 Allerdings gibt es unterschiedliche Vermutungen wie es zu dieser Ab- 

nahme kommt. Analog Karsenty 73 wäre eine Inhibierung der Knochenformation durch 

eine verringerte Osteoblastenaktivität bei konstanter Knochenresorption zu erwarten.  

Isoproterenol  würde erwartungsgemäss  zum einen die Expression von Cbfa (ein Tran-

skriptionsfaktor, der die Osteoblastenfunktion kontrolliert) zum anderen die Expression 

von "1-Kollagen (ein Gen, welches die Hauptkomponente  der extrazellulären Kno-

chenmatrix kodiert) reduzieren.19  Dadurch wäre mit Isoproterenol eine Regulation der 

Osteoblasten sowie der Knochenmatrixsynthese also der Knochenformation möglich. 

Gemäss Kondo wiederum führt Isoproterenol vor allem durch vermehrte Knochenre-

sorption und nur in sehr hohen Dosen auch durch verminderte Knochenformation zu 

einem Verlust an Knochenmasse.47 Nagao postuliert, dass es durch vermehrte Osteopon-

tinexpression (ein Zytokin, welches Bestandteil der extrazellulären Knochenmatrix ist)  
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zu einer Abnahme der Knochenmasse kommt, da es bei Mäusen, die kein Osteopontin 

exprimieren können,  zu deutlich geringeren Knochenmassseverlusten kommt. 58  Es 

wird deutlich, dass auch hier noch viele Unklarheiten über Regulationsmechanismen 

bestehen. 

 

5.2 Auswirkungen der zentralen FGF2 Substitution bei FGF2 defizienten Tieren  

Im Gegensatz zur erwarteten Normalisierung des Knochenphänotypes wiesen die sechs 

Monate alten FGF2 überexprimierenden Tiere im Vergleich zu den FGF2+/+ Tieren eine 

signifikant erhöhte Knochenmasse auf. Auch die Knochenmasse der FGF2+/+; TgC Tiere 

war im Vergleich mit den Wildtypen und FGF2-/- erhöht. Allerdings war der Unter-

schied nur zu den Wildtypen signifikant. Dies deutet daraufhin, dass eine Normalisie-

rung des Knochenphänotypes bei FGF2 defizienten Mäusen durch eine zentrale Über-

expression nicht erreichbar ist.  

Es stellt sich die Frage, wodurch es zu diesem unerwarteten Phänomen kommt. Die 

Analysen der Knochenformationsparameter dienen kaum zur Beantwortung,  da außer 

bezüglich der verminderten Osteoklastenaktivität bei drei Monate alten FGF2-/-; TgC 

Tieren keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden konnten. Sicherlich wäre 

auch hier eine Überprüfung des Knochenphänotypes im Alter von zwölf Monaten sinn-

voll.  

Unklar bleibt jedoch dann weiterhin, warum es erst im Alter zu signifikanten Zunahme 

der Knochenmasse kommt. Denn im Alter von einem Monat und drei Monaten zeigen 

sich im Vergleich zu den Wildtypen keinerlei signifikante Unterschiede der Knochen-

masse.  

 

Eine weitere Schwierigkeit ist Wertung der gewonnenen Daten aufgrund der Verwen-

dung eines wnt1 Promotor vermittelnden chicken Transgen. Welche Auswirkungen dies 

auf die Resultate hat, ist nicht suffizient zu beantworten. Jedoch wurde bei einer trans-

genen Überexpression humaner FGF2 cDNA in einem Mausmodell Zwergwuchs ausge-

löst durch verfrühten Schluss der Wachstumsfugen. Die untersuchten Tiere im Alter 

von einem bis sechs Monaten wiesen im Vergleich mit nicht transgenen Mäusen eine 

signifikant erniedrigte Knochenmineralisation auf. 70  Dies wiederum wirft eine weitere 

Fragen auf: In wieweit sind die gewonnenen Daten auf den Menschen übertrag- und 

nutzbar?   
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Sicherlich können die Ergebnisse zu unserem Verständnis der Knochenmasseregulation 

beitragen, aktuell gibt es jedoch noch viele offene Fragen, die zuvor beantwortet werden  

müssen.  Zum besseren Verständnis wären weitere Experimente z.B. zur Beantwortung 

der Frage, ob FGF2 Tg nur zentral oder auch in Osteoblasten und Chrondocyten expri-

miert wird, denkbar. Mögliche neue Erkenntnisse könnten eventuell auch durch Unter-

suchungen von Tieren anderer Altersgruppen oder Geschlechtes gewonnen werden.  

 

Die Physiologie der Knochenmasseerhaltung und genaue Kenntnisse über die Signal-

wege von Gehirn zum Knochen zu erlangen, werden weitere Untersuchungen zeigen 

müssen. Denn nur dann werden wir in der Lage sein aktuell nicht suffizient therapierba-

re Knochenstoffwechselkrankheiten durch Beeinflussung der entschiedenen 

Parameter aktiv zu beeinflussen und damit nicht nur zu verlangsamen, sondern vorzu-

beugen und auch zu heilen. 
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6 Zusammenfassung 
 
Remodeling bezeichnet den balancierten Abbau und Wiederaufbau von Knochen durch 

Osteoklasten und Osteoblasten. Die Balance dieses Systems ist essentiell für die 

physiologische Funktion des Skelettsystems. Krankheiten wie Osteoporose oder Osteopetrose 

werden durch Störungen des Systems hervorgerufen. 

In dieser Arbeit wurden Auswirkungen der FGF2 Defizienz bzw. Überexpression auf die 

Knochenstrukturen analysiert.  

Dafür wurde im ersten Teil ein Mausmodell eingesetzt bei dem selektiv das FGF 2 Gen 

inaktiviert wurde. Anhand dieses Modells konnte gezeigt werde, dass ein erniedrigter 

Sympathikotonus im Senium zu einer Zunahme der Knochenmasse führt. Dieses Ergebnis 

widersprach den zuvor publizierten Ergebnissen von Hurley. 55  

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein Mausmodell verwendet, bei dem FGF2 durch den 

gehirnspezifischen wnt1 Promotor vermittelt lokal überexprimiert wurde. Dabei wiesen die 

FGF2 überexprimierenden sowie die transgenen Tiere im Senium eine deutlich erhöhte 

Knochenmasse, im Gegensatz zur erwarteten Normalisierung des Knochenphänotypes, auf. 

Durch die Analyse der Knochenformationsparameter konnte dieses unerwartete Phänomen 

nicht beantwortet werde. FGF2 scheint nicht nur zentral sondern auch lokal die 

Knochenmasse zu beeinflussen. Die genauen Regulationsmechanismen sind weiterhin unklar 

und wie bereits zuvor erwähnt, ergaben sich aus der Analyse der 

Knochenformationsparameter keine weiteren Antworten, so dass z.B. Zellkulturen zum 

weiteren Verständnis notwendig sind. Trotzdem können die Ergebnisse im Rahmen mit 

weiteren Untersuchungen etwas zu unserem Verständnis der Knochenmasseregulation und 

ihrer Aufrechterhaltung beitragen und sind möglicherweise in Zukunft für den Menschen zur 

Prävention und Therapie von Knochenstoffwechselerkrankungen nutzbar. 
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