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1 Einleitung 

1.1 Arbeitshypothese und Fragestellung 

Der Knochen ist ein dynamisches Gewebe, dessen ständiger Auf- und Abbau durch 

eine Vielzahl genetischer und epigenetischer Faktoren reguliert wird. Zu den 

wichtigsten epigenetischen Faktoren gehören mechanische Reize, die in der 

embryonalen und postnatalen Entwicklung die Differenzierung und Aktivität 

knochenaufbauender Osteoblasten und knochenabbauender Osteoklasten steuern. 

Nach Wachstumsabschluss sind mechanische Reize weiterhin von zentraler 

Bedeutung für den lebenslangen Erhalt des Skelettsystems und ein wichtiger Kofaktor 

für die Entstehung von Knochenerkrankungen wie Osteoporose oder Osteoarthritis. 

Wie mechanische Faktoren das Skelettsystem auf genetischer Ebene regulieren, ist 

daher nicht nur von grundlegendem zellbiologischem Interesse, sondern spielt auch 

eine Rolle für die Identifizierung mechanobiologisch relevanter genetischer 

Risikofaktoren in der Orthodontie, Orthopädie und Osteologie. 

Die orthodontische Zahnbewegung ist ein anschauliches Beispiel für mechanisch 

induzierten Knochenumbau. Die Applikation einer Kraft auf einen Zahn führt zu einer 

Kompression des Zahnhalteapparats auf der sogenannten Druckseite, wodurch der 

Knochenabbau durch Osteoklasten eingeleitet wird. Auf der gegenüberliegenden 

Zugseite wird der Zahnhalteapparat gedehnt und Knochen durch Osteoblasten 

aufgebaut. Während in tierexperimentellen Studien die orthodontische Zahnbewegung 

ursprünglich in Großtieren und Ratten angewendet wurde, konnte sie in den letzten 

Jahren auch für genveränderte Mäuse etabliert werden (Braga et al. 2011, Taddei et 

al. 2012, 2013, Kondo et al. 2013). Hierdurch ist es möglich den Einfluss einzelner 

Gene auf mechanisch induzierten Knochenumbau in vivo zu untersuchen.  

Das Gen c-Fos ist bei der genetischen Kontrolle der Zahnbewegung von besonderem 

Interesse, da c-Fos eine zentrale Rolle bei der Osteoklastendifferenzierung einnimmt 

und seine Expression mechanisch induziert wird (Grigoriadis et al. 1994, Sen et al. 

2015). Es ist jedoch ungeklärt, ob c-Fos auch einen direkten Einfluss auf die 

Zahnbewegung besitzt. Ziel dieser Arbeit war es daher, eine orthodontische 

Zahnbewegung bei c-Fos-transgenen Mäusen durchzuführen, um den Einfluss von c-

Fos auf den mechanisch-induzierten Knochenumbau näher zu charakterisieren. 
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1.2 Anatomische Grundlagen 

1.2.1 Makroskopische Anatomie des murinen Gebisses 

Die Maus (Mus musculus) besitzt postnatal 16 Zähne - pro Quadranten einen 

Schneidezahn (Dens incisivus) und drei Backenzähne (Dentes molares) (Abbildung 1). 

Die Anlagen der Prämolaren (Dentes praemolares) haben sich 

entwicklungsgeschichtlich zurückentwickelt (Luckett 1985, Peterková et al. 1995). 

Zwischen den Inzisivi und Molares besteht daher ein ausgeprägtes Diastema. Die 

Maus besitzt zwar prinzipiell wie der Mensch ein Wechselgebiss (Diphiodontie), jedoch 

werden die Milchzähne (Dentes decidui) bereits embryonal durch das permanente 

Gebiss ersetzt (Peterková et al. 1995, Keränen et al. 1999). Damit besitzt die Maus 

postnatal nur eine Dentition. Eine Besonderheit des murinen Gebisses sind die 

lebenslang kontinuierlich nachwachsenden Schneidezähne, die mit Ihren Wurzeln bis 

unter die Molaren reichen. 

 

 

1.2.2 Mikroskopische Anatomie der dentalen Gewebe 

Die murinen Molares ähneln anatomisch den menschlichen Backenzähnen. Die 

Zahnhartsubstanzen bestehen aus drei unterschiedlichen Geweben: Schmelz 

(Enamelum), Zahnbein (Dentinum) und Wurzelzement (Cementum). 

Das Enamelum umgibt als äußerste Schicht die gesamte Zahnkrone. Durch den hohen 

anorganischen Anteil (ca. 95 Gewichts%) – vornehmlich Hydroxylapatit – erreicht es 

M3 M2 M1 - - I1    I1 - - M1 M2 M3 

M3 M2 M1 - - I1    I1 - - M1 M2 M3 

Abbildung 1: Linkslaterale Aufsicht eines schematischen Mausschädels mit dazugehörigem 

Zahnschema. Die Inzisivi sind blau, die Molares rot eingefärbt. 
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den höchsten Härtegrad der humanen und murinen Gewebe (Radlanski 2011). Es ist 

vollkommen frei von Zellen oder deren Ausläufern, da die schmelzbildenden Zellen 

(Ameloblasten) nur während der Schmelzbildung der Zahnkrone aufliegen und im 

Zuge des Zahndurchbruches verloren gehen. Daher kann der Zahnschmelz im 

Gegensatz zu den anderen Zahngeweben nicht regeneriert werden. 

Unterhalb der Schmelzschicht liegt das Dentin. Es bildet das Grundgerüst des Zahnes 

und stellt damit dessen Hauptanteil dar. Die dentinbildenden Zellen (Odontoblasten) 

bilden die äußerste Schicht des Zahnmarks (Pulpa) und reichen mit ihren Fortsätzen 

(Tomes-Fasern) bis an die Schmelz-Dentin-Grenze. In Kombination mit der daraus 

resultierenden Porosität und dem geringeren Gewichtsanteil an Hydroxylapatit ergibt 

sich eine geringere Härte im Vergleich zum Zahnschmelz. Allerdings findet die Bildung 

des Dentins auch nach abgeschlossener Zahnentwicklung weiter statt. Dies geschieht 

physiologisch im Alterungsprozess, kann jedoch durch diverse Reize wie 

beispielsweise Karies auch gesondert stimuliert werden. So lässt sich das Dentin 

wiederum spezifisch nach Bildungszeit und Grund der Bildung unterteilen und 

unterscheiden (Radlanski 2011, Schuurs 2013). 

Auf Höhe der Zahnwurzel ist das Dentin von einer dünnen Schicht Wurzelzement 

umgeben, einem ebenfalls mineralisierten Gewebe. Es ist Teil des 

Zahnhalteapparates (Parodontium) und stellt das Bindeglied zwischen parodontalem 

Faserapparat und Zahn dar. Gebildet wird es von so genannten Zementoblasten, die 

im Verlauf der Synthese in das Zement eingeschlossen werden können und daraufhin 

als Zementozyten bezeichnet werden. Generell lässt sich die Struktur des Zements 

topografisch unterscheiden. Im Zentrum steht hierbei der Zahnhalteapparat. Im oberen 

Teil der Wurzel befindet sich zellfreies Zement, in das parodontale Fasern einstrahlen, 

aber auch zementeigene vorkommen. Im Bereich der Wurzelspitzen und 

Wurzelfurkationen ist zellreiches Wurzelzement mit eigenen Kollagenfasern aber auch 

parodontalen Fasern zu finden. Im Gegensatz zum Schmelz kann das Zement auch 

nach abgeschlossener Zahnentwicklung neu gebildet werden. So entsteht nach 

dessen Beschädigung ein so genanntes Reparaturzement, das zellreich ist und 

lediglich eigene Kollagenfasern beherbergt (Schiebler und Korf 2007, Radlanski 2011, 

Anderhuber et al. 2012).  

Die Verbindung von Zahn zu Knochen erfolgt über Kollagenfasern vom Typ I. Diese 

so genannten „Sharpey-Fasern“ strahlen vom Periost in das Wurzelzement. Neben 
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ihnen sind zwischen Zahnwurzel und Alveolarknochen Blut-, Nerven- und 

Lymphgefäße beherbergt. Die Gesamtheit wird als Wurzelhaut (Desmodont oder auch 

Parodontalligament) bezeichnet. Sie ist für die externe Versorgung des Zements aber 

auch die Innervation und Versorgung des Zahnfachs (Alveole) verantwortlich. Darüber 

hinaus dient sie der Umwandlung von Druck- in Zugkraft beziehungsweise der 

Anpassung an diese Kräfte (Sims 1980, Picton 1988). Physiologisch geschieht das im 

Rahmen der Belastung durch das Kauen, größere und langwierigere Kräfte treten 

häufig durch die kieferorthopädische Therapie auf. 

 

1.3 Kieferorthopädische Zahnbewegung 

Die kieferorthopädische Zahnbewegung ist ein besonders anschauliches Beispiel für 

mechanisch-induzierten Knochenumbau. Die Applikation einer externen Kraft auf die 

Zähne resultiert in einer Kompression des Faserapparates und der Blutgefäße auf der 

sogenannten Druckseite, während auf der gegenüberliegenden Seite eine Dehnung 

des Desmodonts stattfindet (Schwarz 1932). Um wieder einen neutralen Zustand zu 

erreichen und als Anpassung an die neuartige Belastung, findet am Alveolarknochen 

in Kraftrichtung eine Resorption statt und auf der gegenüberliegenden Seite eine 

Apposition (Abbildung 2). Durch kontrolliertes Aufrechterhalten lässt sich diese Antwort 

des Körpers so ausnutzen, dass ein Zahn im Knochen bewegt werden kann. Essentiell 

sind dabei die therapeutischen Kräfte, die je nach Dosierung unterschiedliche 

Auswirkungen haben. 

Die Größe der angewendeten Kraft ist hierbei von entscheidender Bedeutung. So 

wurde von A. M. Schwarz postuliert, dass auf der Druckseite zwischen vier 

unterschiedlichen „biologischen Wirkungsgraden“ zu unterscheiden sei. Beim 

Wirkungsgrad 1 besteht eine unterschwellige Kraft (ca. 0,15 N/cm² Wurzeloberfläche), 

die zu keiner Änderung der Zahnstellung führt. Beim Wirkungsgrad 2 kommt es durch 

eine geringe Kraft (0,15 bis 0,2 N/cm²) zu einer Bewegung des Zahnes im Zahnfach, 

ohne aber dabei den Blutfluss in den Kapillaren zu unterbinden. Der kapillare Blutdruck 

wird erst im dritten Wirkungsgrad ab 0,2 N/cm² überschritten. Dabei wird das 

umliegende Gewebe jedoch nicht vollständig komprimiert. Beim vierten Wirkungsgrad 

wird die Grenze von 0,5 N/cm² überschritten, so dass eine totale Kompression des 

Desmodonts stattfindet (Kahl-Nieke 2010). Dies spielt ein Zusammenhang in Bezug 
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auf die Migration von Zellen aus den Blutgefäßen in das betroffene Gewebe 

(Diapedese) (Cooper und Sims 1989). 

 

1.4 Zelluläre Grundlagen der kieferorthopädischen Zahnbewegung 

Bei der kieferorthopädischen Zahnbewegung sind drei verschiedene Zelltypen von 

besonderer Bedeutung: Fibroblasten, Osteoblasten und Osteoklasten. 

1.4.1 Fibroblasten des parodontalen Ligaments 

Fibroblasten differenzieren sich aus mesenchymalen Stammzellen und besitzen 

gewebespezifische Eigenschaften (Chang et al. 2002). Die Fibroblasten des 

parodontalen Ligaments bilden den zellulären Hauptbestandteil der Wurzelhaut und 

nehmen eine zentrale Rolle in der Mechanotransduktion des parodontalen 

Faserapparates ein (Lekic und McCulloch 1996, Brown et al. 1998, Prajapati et al. 

2000, Li et al. 2004). Darüber hinaus sind sie für dessen Erhalt und Regeneration 

zuständig (Yee et al. 1976, Lekic und McCulloch 1996). Es wurde gezeigt, dass eine 

hohe Turnover-rate des Kollagens im Zahnhalteapparat eine große Bedeutung für den 

Erhalt eines optimalen Attachments besitzt (Sodek 1977). Um dies zu gewährleisten, 

besitzt dieser Zelltyp die Fähigkeit, Kollagen I zu synthetisieren und über Phagozytose 

intrazellulär zu degradieren (Cate et al. 1976, Melcher und Chan 1981). 

Inzisivi 

W
ur

ze
l 

A B 

Abbildung 2: Kieferorthopädischen Zahnbewegung im Mausmodell. (A) Schematische Darstellung  des 

murinen Oberkiefers mit Zugfeder (blau eingefärbt). Die Zugfeder führt zu einer Bewegung des Molarens 

in Pfeilrichtung (rot). (B) Schematische Darstellung der Zahnwurzel. Osteoblasten (blau) differenzieren 

sich im Bereich der Zugzone und bilden neuen Knochen, während auf der gegenüberliegenden 

Druckzone Knochenabbau durch Osteoklasten (rot) stattfindet.  
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Eine Besonderheit des Fibroblasten stellt das Zytoskelett dar. Es ist so ausgelegt, dass 

bereits leichte mechanische Verformungen eine rasche zelluläre Antwort auslösen 

können. Dabei ist die Intensität der Reaktion abhängig vom Belastungsgrad (Pender 

und McCulloch 1991). Unter den ersten Genen, die bei mechanischer Belastung 

aktiviert werden, (engl. immediate early genes) ist insbesondere das Gen C-FOS zu 

finden (Takano-Yamamoto et al. 1994, Sen et al. 2015).  

1.4.2 Osteoblasten 

Ebenso wie Fibroblasten reagieren auch Osteoblasten mit einer vermehrten 

Expression bestimmter Gene - unter anderem C-FOS - auf einen mechanischen 

Stimulus (Glantschnig et al. 1996, Pavalko et al. 1998, Yang et al. 2004, Li et al. 2007). 

Osteoblasten sind vollständig differenzierte Zellen, die aus den mesenchymalen 

Stammzellen hervorgehen (Aubin und Triffitt 2002) und genetisch den Fibroblasten 

nahe stehen (Ducy et al. 2000). Bei der kieferorthopädischen Zahnbewegung führt 

insbesondere eine Dehnung des parodontalen Halteapparates zur Aktivierung von 

Osteoblasten. Die Knochenbildung erfolgt hierbei zweiphasig. Zunächst wird eine 

kollagenreiche Matrix sezerniert, das sogenannte Osteoid. Die anschließende 

Mineralisation der kollagenen Matrix erfolgt nach 10-14 Tagen durch die Ausfällung 

von Hydroxylapatit. 

Ein Teil der Osteoblasten geht danach in die Apoptose über. Ein anderer Teil verbleibt 

auf der Knochenoberfläche (engl. Bone lining cells) oder differenziert sich weiter zu 

Osteozyten.  

Bone lining cells befinden sich an der Oberfläche des Knochens, dem sie flach 

anliegen. Auch ihnen wird eine mechanosensitive und knochenbildende Funktion 

zugeordnet (Miller et al. 1989, Dobnig und Turner 1995, Chow et al. 1998).  

Osteozyten findet man eingebettet in Lakunen der Knochenmatrix. Sie repräsentieren 

etwa 95% der Knochenzellen. Sie sind in der Lage untereinander sowie mit Zellen 

außerhalb der Knochenmatrix zu kommunizieren. Dies gelingt ihnen über ihre in den 

Canaliculi befindlichen Zellausläufer und die Fähigkeit Transkriptionsfaktoren der 

mesenchymalen und hämatopoetischen Linie zu sezernieren (Ajubi et al. 1996, 

Westbroek et al. 2000, Kurata et al. 2006). Auch bei der Transduktion mechanischer 

Reize im Rahmen der Zahnbewegung spielen Osteozyten eine entscheidende Rolle 

(Mikuni-Takagaki et al. 1996, Mikuni-Takagaki 1999, Gluhak-Heinrich et al. 2003, 



 11 

Klein-Nulend et al. 2013). Dies gelingt ihnen unter anderem durch mechanisch 

aktivierte Kalziumionenkanäle, die sie an ihren Zellwänden exprimieren (Mikuni-

Takagaki 1999). Dabei findet reaktionär wie bei den Osteoblasten eine vermehrte 

Expression von Genen statt (u.a. C-FOS) (Inaoka et al. 1995, Lean et al. 1996, Mikuni-

Takagaki et al. 1996, Kawata und Mikuni-Takagaki 1998, Mikuni-Takagaki 1999, 

Mason et al. 2009, Klein-Nulend et al. 2013) . Durch die oben beschriebenen Canaliculi 

und ihre Fähigkeit stimulierende Mediatoren sowohl für Osteoblasten (Mikuni-Takagaki 

1999, Gluhak-Heinrich et al. 2003, Nakashima et al. 2011) als auch für Osteoklasten 

(Nakashima et al. 2011, Xiong et al. 2011) zu sezernieren, nehmen sie eine wichtige 

Rolle bei der Koordination der Knochenresorption und Knochenapposition (engl. Bone 

remodeling) ein. 

Sowohl Osteoblasten, bone lining cells als auch Osteozyten sind in der Lage, die 

Differenzierung und Reifung von Osteoklasten zu beeinflussen. Dies gelingt ihnen 

beilspielsweise über die Ausschüttung von Rezeptor Aktivator of Nuklear Factor κB 

Ligand (RANKL) und Osteoprotegerin (OPG) (Simonet et al. 1997, Lacey et al. 1998, 

Kurata et al. 2006, Bonewald 2007, Boyce und Xing 2008, Kreja et al. 2008, 

Nakashima et al. 2011, Xiong et al. 2011, Bonewald und Wacker 2013) (Abbildung 3).  

 

1.4.3 Osteoklasten 

Osteoklasten gehen aus den hämatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks 

hervor (Udagawa et al. 1990), für deren Reifung circa 10 bis 20 Vorläuferzellen 

fusionieren. Essentiell für die Differenzierung sind hierbei der „Monozytenkolonien-

stimulierende Faktor“ (M-CSF) und der „Rezeptor Aktivator of Nuklear Factor κB 

Ligand“ (RANKL). Beide Proteine werden von spezifischen Zellen wie beispielsweise 

den Osteoblasten oder den Stromazellen des Knochenmarks produziert. So war 

anfangs eine Differenzierung von Osteoklasten in vitro nur durch Kokulturen mit 

besagten Zellen möglich (Udagawa et al. 1990). Seit Bekanntwerden der Rollen von 

M-CSF und RANKL ist allein durch deren Zugabe eine Osteoklastogenese aus den 

Vorläuferzellen in vitro möglich (Lacey et al. 1998). 

M-CSF ist dabei für die Entwicklung zur Vorläuferzelle und dessen Überleben 

essentiell. Zudem wirkt es indirekt auf die Differenzierung in einen mononukleären 

Osteoklasten - beispielsweise über den Transkriptionsfaktor „Aktivator Protein 1“ (AP-
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1) (Wagner und Matsuo 2003) (Abbildung 3). Auch RANKL löst über seinen Rezeptor 

eine Signalkaskade aus, an deren Ende AP-1 steht  (Wagner 2002, Wagner und 

Matsuo 2003). Zusätzlich wirken die mit RANK assoziierten Mediatoren positiv auf die 

Fusion (Kim et al. 2005) der mononukleären Osteoklasten und die Aktivierung der 

polynukleären Osteoklasten (Takayanagi et al. 2002, Boyce und Xing 2008, 

Nakashima et al. 2011) (Abbildung 3).  

Der für RANKL spezifische „Decoy-Rezeptor“ (wörtlich übersetzt: „Köder“-Rezeptor) 

Osteoprotegerin (OPG) funktioniert im RANK/RANKL-Signalweg als dessen 

Hauptregulator (Lacey et al. 1998, Teitelbaum 2000, Takayanagi et al. 2002, Boyce 

und Xing 2008, Vahle et al. 2015). Die Beeinflussung der Expression von RANKL und 

OPG dient daher als zentraler Mechanismus zur Regulation von Osteoklastenaktivität 

und -differenzierung (Simonet et al. 1997) (Abbildung 3). Da RANKL und OPG von 

Osteoblasten sezerniert werden, besteht ein Zusammenhang zwischen Osteoblasten- 

und Osteoklastenaktivität (engl. coupling). Aktivierte Osteoklasten wiederum fördern 

die Knochensynthese nahegelegener Osteoblasten.  

Aktive Osteoklasten besiedeln etwa ein Prozent der Knochenoberfläche. Damit eine 

Resorption des Alveolarknochens möglich ist, muss die Zelle zunächst einen 

geeigneten Reaktionsraum schaffen. Diese so genannte Howship-Lakune entsteht 

über eine dichte Verbindung mit dem Knochen am Zellrand („sealing zone“) über 

Integrine und Podosome. Im Zusammenhang mit diesem Anheften steht auch eine 

Umstrukturierung der Aktinfilamente im Zellinneren, wodurch die dem Knochen 

zugewandte reaktive Seite des Osteoklastens bürstensaumartig vergrößert wird 

(„ruffled border“). Durch Protonenpumpen erfolgt eine Ansäuerung des Milieus der 

Howship-Lakune, wodurch der anorganische Anteil des Knochens bei einem pH-Wert 

von 4 bis 4,5 aufgelöst wird. Zum Abbau der freiliegenden organischen Matrix werden 

danach mittels Exozytose diverse Verdauungsenzyme (u. a. Cathepsin K) in den 

Reaktionsraum sezerniert (Teitelbaum 2000, Väänänen und Zhao 2002).  
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1.5 C-Fos 

M-CSF und RANKL lösen beide für die Differenzierung spezifische Signalkaskaden 

aus, an deren Ende jeweils eine vermehrte Expression von C-FOS steht (Abbildung 

3). C-FOS ist ein Protein der Fos-Familie (Milde-Langosch 2005) und bildet mit C-JUN 

das Heterodimer „Aktivator Protein 1“ (AP-1) (Chiu et al. 1988, Wagner und Matsuo 

2003), einen Schlüsselfaktor der Zellproliferation und  -differenzierung. Die Expression 

von C-FOS wurde bereits in der Entwicklung, der Differenzierung und dem Wachstum 

des zentralen Nervensystems, des Knochens und der Zähne nachgewiesen (Müller et 

al. 1982, 1985, Dony und Gruss 1987, Morgan et al. 1987, Caubet und Bernaudin 

1988, De Togni et al. 1988, Sandberg et al. 1988). Welche physiologische Relevanz 

c-Fos im Knochenstoffwechsel besitzt, konnte in in-vivo-Studien mit genveränderten 

Mäusen gezeigt werden. So führte die Deletion von c-Fos bei Mäusen zu einer 

Osteopetrose durch die vollständige Blockierung der Osteoklastendifferenzierung 

(Wang et al. 1992, Grigoriadis et al. 1993, 1994). 

Von besonderer Bedeutung für diese Arbeit ist die Tatsache, dass der AP-1 

Transkriptionsfaktor C-FOS eine besonders hohe Mechanosensivität aufweist. So führt 

die Kompression oder Dehnung von Osteoblasten und Fibroblasten des parodontalen 

Abbildung 3: Entwicklungsverlauf der Osteoklasten. Durchgängige Linien symbolisieren direkte 

Auswirkungen, gestrichelte Linien die Wirkung über weitere Mediatoren. 
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Ligaments ex vivo zu einer Induktion von C-FOS auf RNA- und Proteinebene 

(Glantschnig et al. 1996, Pavalko et al. 1998, Yang et al. 2004, Li et al. 2007, Sen et 

al. 2015). In einem Organkultursystem konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass C-

FOS nach mechanischer Stimulation sowohl in Phasen der Proliferation als auch 

Differentiation von Knochenzellen vermehrt gebildet wird (Moalli et al. 2000). Die 

Expression von C-FOS geht hierbei der Expression von 

Osteoblastendifferenzierungsmarkern wie Kollagen I und alkalische Phosphatase, 

welche ebenfalls AP-1 sensitive Genabschnitte aufweisen, voraus (Moalli et al. 2000).  

Obwohl in-vitro-Studien sowohl die Mechanosensitivität als auch die physiologische 

Relevanz von c-Fos im Knochenstoffwechsel zeigen, bleibt unklar, welchen Einfluss 

c-Fos auf den mechanisch induzierten Knochenumbau in vivo besitzt. Ziel dieser Arbeit 

war es daher eine kieferorthopädische Zahnbewegung bei c-Fos-transgenen Mäusen 

und Kontrolltieren durchzuführen, um den Einfluss von c-Fos auf mechanisch-

induzierten Knochenumbau auf morphologischer, histologischer und zellulärer Ebene 

in vivo zu untersuchen.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Versuchstiere 

Für die Versuche wurden transgene Mäuse mit ubiquitärer c-Fos-Überexpression 

verwendet (c-Fos tg). Die Mauslinie wurde ursprünglich in einer Arbeitsgruppe von 

Erwin F. Wagner erstellt, um ein geeignetes Mausmodell für Osteosarkome zu 

entwickeln (Hanahan et al. 2007). Vorbild für diesen Ansatz waren viral bedingte 

Osteosarkome in Mäusen, verursacht durch die Induktion von v-Fos (Curran und Teich 

1982). Als dessen „zelluläres Homolog“ konnte c-Fos kloniert und sequenziert werden 

(Curran et al. 1983, van Straaten et al. 1983). Der erste Versuchsansatz fand mit einem 

Metallothionein-Promoter statt. Mit diesem Promotor gelang eine vermehrte 

Expression von c-Fos, vor allem im angestrebten knöchernen Gewebe. Die Läsionen 

unterschieden sich jedoch von den v-Fos-induzierten Osteosarkomen. Um die 

Expression des Genes auch in anderen Geweben zu steigern, wurde der ursprüngliche 

Promotor durch den Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC) Klasse I (H2) ersetzt 

(Rüther et al. 1987). Dieser lässt sich auch im Verbund mit anderen Genen ubiquitär 

Nachweisen (Morello et al. 1986). Zusätzlich stabilisiert durch eine lange, sich 

wiederholende DNA-Sequenz (engl. „long terminal repeat“; LTR) findet das in dieser 

Arbeit verwendete H2-FosLTR-Konstrukt auch heute noch Anwendung (David et al. 

2005). 

Als Vergleichsgruppe wurden Wildtypen bestehend aus Geschwistertieren der c-Fos-

transgenen Linie genutzt. Es wurden ausschließlich weibliche Tiere untersucht. Die 

kieferorthopädische Apparatur wurde den Tieren im Alter von 10 Wochen appliziert. 

Nach 12-tägiger Behandlung wurden die Tiere mittels CO2-Intoxikation und 

anschließender zervikaler Dislokation getötet. Für die weiterführenden 

Untersuchungen wurden 4 c-Fos-transgene Tieren und 4 Wildtypkontrollen verwendet, 

bei denen die kieferorthopädische Apparatur am Versuchsende noch in situ war. Es 

wurden die behandelte und die unbehandelte Kieferhälfte des jeweiligen Genotyps 

ausgewertet. Die Durchführung aller Versuche erfolgte nach Genehmigung der 

Tierschutzkommission (Behörde für Gesundheit und Verbraucherschutz der 

Hansestadt Hamburg, Nr. 121/16). 
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2.2 Genotypisierung 

Für die Geotypisierung wurden den Mäusen Biopsien der Schwanzspitze entnommen. 

Nach Isolierung der DNA wurde eine Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchgeführt, 

um das Zielgenom zu vervielfältigen. Die Bestimmung fand dann mittels 

vergleichender Gelelektrophorese statt. 

2.2.1 Isolierung der DNA 

Zunächst wurden die entnommenen Biopsien jeweils in ein Mikroreaktionsgefäß 

gegeben und mit 400µl Lysepuffer und 50µl Proteinase K angesetzt. Über Nacht 

wurden die Proben daraufhin bei 55°C in einem Temperiergerät (Thermomixer 

comfort, Eppendorf) inkubiert. Am Folgetag wurde zu den nun verdauten Proben 450µl 

Phenol-Chloroform gegeben und gründlich vermischt. Anschließend erfolgte ein 

Trennen der Kompartimente bei 16,110g in einer Zentrifuge (Centrifuge 5415 D, 

Eppendorf). 400µl der sich ergebenen oberen Phase wurden daraufhin in ein neues 

Mikroreaktionsgefäß mit 400µl Isopropanol überführt. Nach erneutem Zentrifugieren 

bei gleichen Bedingungen wurde der Überstand vorsichtig abgekippt und der 

Bodensatz mit 400µl 70%igem Ethanol aufgereinigt und wiederum für 5min bei 

gleichbleibender Kraft zentrifugiert. Auch hier wurde der Überstand vom Bodensatz 

durch einfaches, vorsichtiges Abkippen entfernt. Nach 2-minütiger, abschließender 

Zentrifugation wurde der Überschuss behutsam mit einer Pipette abgenommen und 

das im Mikroreaktionsgefäß verbliebene DNA-Pellet kurz offenstehend trocknen 

gelassen. Zum Ende wurde TE-Puffer hinzugegeben. 

Reagenzien: 

 

 Lyse-Puffer:   50mM  Tris-HCl, pH 8,0 

     100mM  EDTA 

     100mM  NaCl 

     1%   SDS 

 Proteinase K:  10µg/ml 

 TE-Puffer:   10mM  Tris-HCl, pH 7,4 

     1mM   EDTA 



 17 

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die Polymerase-Kettenreaktion dient der Amplifikation eines gezielt anvisierten DNA-

Abschnitts. Über eine hochtemperierte Denaturierung der DNA-Stränge lösen sich die 

Wasserstoffbrückenbindungen zueinander. An die so frei gewordenen Basen können 

sich die Primer anlagern und damit den Startpunkt für die Synthese an beiden 

Strängen festlegen. Die dafür notwendige DNA-Polymerase wird vom thermophilen 

Bakterium Thermus aquaticus genommen (DreamTaq DNA Polymerases, 

ThermoFischer scientific), da diese bei den erforderlichen Temperaturen nicht 

denaturiert. Durch die Wiederholung lässt sich das Zielgen so exponentiell 

amplifizieren. 

Für den Ansatz eines Reagenz einer einzelnen Schwanzbiopsie mit 20µl 

Gesamtvolumen wurde folgendes benötigt: 

 

 H2O   9,7 µl 

 PCR-Puffer  2 µl 

 DMSO  0,5 µl 

 dNTPs  0,5 µl 

 Primer  1  3 µl 

 Primer 2  3 µl 

 DreamTaq  0,3 µl 

 Genom-DNA  1 µl 

 

 Primer 1:   H2cfos up 5’-AGT 

 Primer 2:  H2cfos down 5‘-G 

 PCR-Puffer:  100mM Tris-HCl, pH 8,6 

    500mM KCl 

    10mM M3Cl2 

Kontrolle:  Jun400TG  
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PCR-Programm des Thermocyclers (Mastercycler ep Gradient S, Eppendorf) 

 

 Initiation:  94°C für 4 Min 

 Denaturation: 94°C für 30 Sek 

 Annealing:  52°C für 40 Sek 

 Elongation:  72°C für 1 Sek 

 Last Elongation: 72°C für 10 Min 

 Store:   4°C 

 

Bei 40 Zyklen ergab sich somit eine Gesamtlaufzeit von 1 Stunde und 55 Minuten. 

 

2.2.3 Gelelektrophorese 

Die Ergebnisse der PCR wurden anhand einer Agarose-Gelelektrophorese analysiert. 

Hierzu wurde zunächst das Gel angefertigt. Dazu wurde 1g Agarose in 100ml 1xTAE-

Puffer (1%ig) gegeben und aufgekocht. Zur abkühlenden Agarose wurden dann 5µl 

Ethidiumbromid gegeben und alles zusammen in die Gelkammern gegossen. Nach 

30min Abkühlzeit wurde der Kamm entfernt und das Gel vollständig mit 1xTAE-Puffer 

als Laufpuffer bedeckt. Bei 100V im elektrischen Feld einer Laufkammer (Model 200, 

Bio-Rad) erfolgte dann die Auftrennung der Stränge. Als Marker diente ein 1Kb 

Genruler. Die Dokumentation erfolgte unter UV-Licht (GelDoc, Bio-Rad) und mit der 

Software „Qantity One“ (Version 4.2.1, Bio-Rad). 

 

 TAE-Puffer: TRIS  40mM 

   Acetat  20mM 

   EDTA  1mM 
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2.3 Applikation der Apparatur 

Für diesen Versuch wurde eine Kleinstdrehmaschine (Unimat 3, Emco) umgebaut. 

Verwendet wurde das manuell justierbare Grundgerüst bestehend aus 2 Spindeln und 

einem damit verbundenen Objekthalter, auf dem ein Operationstisch aus Acrylat 

montiert wurde. Durch die orthogonale Ausrichtung der zwei Spindeln zueinander wird 

eine feinjustierbare Bewegung des Lineartisches in zwei Achsen ermöglicht. Unter 

Narkose wurde die Maus rücklinks auf der beweglichen Ebene an ihren Gliedmaßen 

vorsichtig fixiert. Für die Anästhesie wurden die Mäuse zunächst gewogen und ihnen 

dann 10 ml/kg Körpergewicht (KG) Anästhetikum (40 mg/kg KG Ketamin-S, Rompun 

2% 16 mg/kg KG, Heparin 40000IE/kg KG in 0,9% NaCl) intraperitoneal appliziert. Um 

eine Sicht auf die intraoralen Strukturen zu ermöglichen, wurden die Wangen mit 

einem eigens konstruierten Wagenhalter vorsichtig gespreizt. Um die Mundöffnung zu 

gewährleisten, wurde zunächst der Oberkiefer über die Oberkieferinzisivi durch eine 

Schlaufe aus Nahtmaterial (Vicryl, Ethicon Inc) behutsam am Operationstisch fixiert 

(Abbildung 4A). Die Inzisivi des Unterkiefers wurden danach in die Öse einer 

kieferorthopädischen Gummikette (Elasto-Force, Dentaurum) eingeführt und 

spannungsfrei kaudal fixiert. Unter Zuhilfenahme einer Lupenbrille (Zeiss G 2,5 TTL, 

Carl Zeiss Germany) und einer Stirnlampe (Led Lenser H7R.2, Zweibrüder 

Optoelectronics GmbH) wurde die so gewonnene Einsicht optimal ausgenutzt. Um 

einen Verbund von Zahn und Feder zu gewährleisten, wurden die Zahnoberflächen 

vom ersten linken Molaren und beider Oberkieferinzisivi mit 37% Phosphorsäuregel 

konditioniert (Abbildung 4B). Nach 30 Sekunden wurde das Gel mit Microbrushes 

entfernt und simultan eine Reinigung der Zahnflächen mit destilliertem Wasser und 

anschließend Ethanol vorgenommen. Um die Haftung vom Bonding (Scotchbond, 3m 

Espe) am Schmelz zu gewährleisten, wurden für die Trocknung der oralen Kavität 

eigens angefertigte Papierspitzen verwendet. Außerdem kam ein kleiner Blasebalg 

zum Einsatz, durch dessen milden Luftstrom die Oberflächen zusätzlich achtsam von 

verbliebener Restfeuchte befreit werden konnten. 

Unter der so erreichten relativen Trockenlegung wurde nun das Bonding appliziert und 

nach einer 20-sekündigen Einwirkzeit photochemisch polymerisiert. Die Feder wurde 

nun zuerst mit ihrem distalen Ende am ersten Molaren platziert und durch Applikation 

und Lichthärtung eines dünnflüssigen Komposits (Estelite Flow Quick, Tokuyama 

Dental Corp.) mit diesem verbunden (Abbildung 4C). Danach erfolgte die Aktivierung 
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der Feder. Der Operationstisch wurde dafür parallel zur geplanten Kraftrichtung über 

die Spindeln in kleinen Schritten verschoben. Kontrolliert wurde dies über eine 

Federwaage (Federwaage 25-250g, Dentaurum), die einerseits eine Verbindung mit 

dem Grundgerüst und andererseits eine Verbindung zum mesialen Ende der Feder im 

Mund besaß. Bei der gewünschten Kraft von 35 Centinewton (Taddei et al. 2012) 

wurde unter Erhalt der so erreichten Spannung nun der mesiale Teil der Feder an 

beiden Oberkieferinzisivi mit Komposit fixiert (Abbildung 4D). Eine erneute Aktivierung 

war nicht nötig. Nach der Fertigstellung wurden die Mäuse direkt auf eine Wärmematte 

transferiert und bis zum vollständigen Erwachen aus der Narkose überwacht. 

Größere und feste Gegenstände, die durch Nagen zu einem Verlust der Apparatur 

hätten führen können, wurden prophylaktisch aus den Käfigen entfernt. Die Tiere 

erhielten Wasser und Weichfutter ad libidum und wurden täglich auf das körperliche 

Wohlbefinden und Gewicht hin untersucht. Nach zwölf Tagen wurden die Tiere mittels 

CO2 abgetötet, präpariert und in Formalin (Formafix 3,5%, Grimm med. Logistik GmbH) 

für 24 Stunden fixiert. Anschließend wurden die Präparate in 80%iges Ethanol 

überführt.  
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2.4 Micro-Computertomographie 

Für die dreidimensionale Analyse der Zahnbewegung wurde das µCT-40 (Scanco 

Medical AG) genutzt. Dafür wurden die Schädel der Mäuse zunächst vom Körper 

getrennt und in ein dafür vorgesehenes Gefäß mit einer Pufferlösung (DPBS, calcium, 

magnesium, ThermoFischer Scientific) transferiert. Die Apparatur verblieb für den 

Scan in situ. Die Auflösung lag bei einer Voxelgröße von 15µm. Rekonstruktion und 

Auswertung der Datensätze erfolgte durch die Software des Herstellers (Scanco 

Medical AG). Zur Bestimmung der erfolgten Zahnbewegung wurde die kleinste, 

senkrecht zur Zahnachse gemessene Distanz zwischen dem ersten und zweiten 

Molaren ermittelt. 

A B C 

D E 

Abbildung 4: Schrittweise Dokumentation der Schritte zur Befestigung der Feder. Die Maus liegt 

rücklings. (A) Intraorale Sicht; der rote Pfeil zeigt auf den ersten Molaren des zweiten Quadranten. 

(B) Konditionierung des ersten Molaren; zu sehen ist das bläuliche Phosphorsäureätzgel. (C) 

Befestigung der Feder mittels Flowkomposit am ersten Molaren; die Inzisivi sind bereits konditioniert. 

(D) Befestigung der Feder mittels Flowkomposit an den Inzisiven. (E) Laterale 

Kontaktröntgenaufnahme einer behandelten Kieferhälfte nach abgeschlossener Behandlung mit 

Apparatur in situ. 
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2.5 Entkalkte Histologie 

Um die Präparate für die entkalkte Histologie in Paraffin vorzubereiten, wurden 

zunächst die Unterkiefer vorsichtig entfernt. Der so nun komplett einsehbare 

Oberkiefer wurde daraufhin von der Apparatur befreit und gründlich von etwaigen 

Kompositresten gereinigt. Anschließend erfolgte die Trennung der behandelten 

Kieferhälfte und der Kontrollseite über einen Schnitt in der Mediansagittalen des 

Schädels. 

Die so vorbereiteten Proben wurden danach für 12 Tage in einem Lösungsbad 

(USEDECALC, Medite GmbH) entkalkt, wobei ein Austausch der Flüssigkeiten am 4. 

und 8. Tag stattfand. Verlauf und Erfolg wurden radiologisch überprüft. Vor der 

Einbettung in das Paraffin wurden die Oberkieferhälften zunächst über einen Prozess 

von zwölf Stunden in zwölf Behältern im Autotechnikon entwässert. Die Tauchbäder 

erfolgten bei 60°C in dieser Reihenfolge: 2 x 1 Stunde 70% Ethanol, 1 Stunde 80% 

Ethanol, 2 x 1 Stunde 96% Ethanol, 2 x 1 Stunde Ethanol absolut, 2 x 1 Stunde Xylol, 

3 x 1 Stunde Paraffin. 

Mittels eines Mikrotoms (Supercut 2050, Reichert-Jung) wurde der Block unter stetiger 

mikroskopischer Kontrolle und regelmäßiger Kühlung zunächst auf die Zielebene 

getrimmt. Diese wurde definiert als Ebene, die sich zwischen Längsachse und 

Zentralfissur des ersten Molaren aufspannt, also parallel zur Bewegungsrichtung liegt, 

um eine Evaluation aus der Sagittalebene beziehungsweise orthogonal zur 

Bewegungsrichtung zu ermöglichen. Die Schnitte von Zahn und Alveolarknochen 

wurden dann mit einer Schichtstärke von 4µm in vestibulo-oraler Richtung angefertigt. 

Über ein Transferbecken wurden die Objektträger mit den Schnitten beschickt. Im 

Wärmeschrank erfolgte zum Schluss die Fixierung und Entfernung des residualen 

Wassers bei 37°C. 

 

2.5.1 Toluidinblau-Färbung 

Die Färbung wurde nach Protokoll durchgeführt. Osteoblasten, Osteozyten und 

Fibroblasten stellen sich hellblau dar, Osteoklasten etwas dunkler. Zellkerne zeichnen 

sich dunkelblau ab. Dentin erhält eine intensiv dunkelblaue Färbung mit Violettstich 

und lässt sich gut vom hellen grau-blauen Zement und dessen dunkelblau-violetter 

Abgrenzung zum Parodontalspalt unterscheiden. 
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Vorgehensweise: 

  Medium im Tauchbad  Verweildauer 

1.  Xylol     5 Min (3x) 

2.  Ethanol absolut   2 Min (2x) 

3.  Ethanol 96%    2 Min 

4.  Ethanol 80%    2 Min 

5.  Ethanol 70%    2 Min 

6.  Ethanol 50%    2 Min 

7.  Destilliertes Wasser   kurzes Spülen 

8.  Toluidinblau 1%, pH 4,5  30 Min 

9.  Destilliertes Wasser   kurzes Spülen 

10.   Ethanol 80%    kurzes Spülen 

11.  Ethanol 90%    2 Min 

12.  Ethanol absolut   2 Min (2x) 

13.  Xylol     5 Min (3x) 

 

Die Spüldauer unter den Punkten 9 und 10 sind von der erreichten Intensität der 

Färbung abhängig. Durch mäßige Verlängerung kann eine zu intensive Färbung 

schrittweise reduziert werden. 

Nach Punkt 13 erfolgte das Eindecken mit Eukitt (ORSAtec GmbH). 

 

2.5.2 Pikro-Siriusrot-Färbung 

Die Färbung wurde nach dem Protokoll der Firma Morphisto GmbH (Frankfurt am 

Main; Version vom 01.09.2009) durchgeführt. Es handelt sich um eine Spezialfärbung 

für Kollagene der Typen I und III. Unter unpolarisiertem Licht sind die Fasern rot 

eingefärbt. Bei Polarisation des Lichtes erscheint Kollagen Typ I als rot-gelblich und 

Kollagen Typ III grünlich. 

Vorgehensweise nach Herstellerangaben: 

  Medium im Tauchbad  Verweildauer 

1.  Xylol     10 Min (2x) 

2.  Ethanol 96%    4 Min 
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3.  Ethanol 80%    4 Min 

4.  Ethanol 70%    4 Min 

5.  Ethanol 60%    4 Min 

6.  Aqua nondest   4 Min 

7.  Eisenhämatoxylin nach Weigert 8 Min 

8.  Destilliertes Wasser   kurzes Spülen 

9.  Aqua nondest   10 Min bläuen (fließend) 

10.  Destilliertes Wasser   1 Min 

11.  Pikro-Siriusrot   60 Min 

12.  Essigsäure 30%   1 Min (2x) 

13.   Ethanol 96%    4 Min (2x) 

14.  Isopropanol    2 Min 

15.  Xylol     10 Min (2x) 

 

Die Spüldauer unter den Punkten 8 und 12 sind von der erreichten Intensität der 

Färbung beziehungsweise Gegenfärbung abhängig. Durch mäßige Verlängerung 

kann eine zu intensive Färbung schrittweise reduziert werden. 

Nach Punkt 15 erfolgte das Eindecken mit Eukitt (ORSAtec GmbH). 

 

2.5.3 Immunhistochemische Färbung 

Es wurde eine Färbung für tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) ohne 

Gegenfärbung durchgeführt. Osteoklasten werden spezifisch leuchtend rot dargestellt, 

der Rest des Gewebes erscheint gelblich bis braungelb. 

Vorgehensweise: 

1. Pufferlösung aus 40mM Natriumacetat (pH 5) und 10mM Natriumtartrat 

herstellen 

2. TRAP-Substrat ansetzen: 5mg Naphtol-AS-MX-Phosphat in 500µl Dimethyl-

Formamide lösen 

3. TRAP-Substrat und 50ml Pufferlösung miteinander vermischen 

4. 30mg Fast Red Violett dazugeben und auflösen 
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5. Die zu färbenden Schnitte in die Lösung tauchen und für etwa 120 Minuten 

im Inkubationsschüttler (Innova 4000, New Brunswick) bei 37°C und 40-

50rpm inkubieren. 

6. Nach Erreichen des gewünschten Färbegrades die Schnitte mit destilliertem 

Wasser abspülen 

7. Wässriges Eindecken der Schnitte mit Aquatex (Merck KGaA) 

 

2.5.4 Auswertung der Histologie 

Die Auswertung der histologischen Präparate fand auf möglichst gleicher Ebene mit 

dem Mikroskop (Axioscope, Carl Zeiss Microscopy GmbH) statt. Simultan wurden die 

Schnitte fotografiert (Axiocam, Carl Zeiss Microscopy GmbH). Unter Verwendung des 

Osteomeasure Histomorphometrie-Systems (Osteometrics Inc.) wurden die 

Parameter ausgewertet. 

Die Schnitte mit Toluidinblau-Färbung wurden genutzt, um die laterale 

Wurzelresorption zu beurteilen. Dafür wurden die resorbierten Flächen mit den 

Gesamtoberflächen der Wurzeln in Verhältnis gesetzt.  

Die Pikro-Siriusrot-Färbung diente der Begutachtung des Faserapparats. Dazu wurde 

zusätzlich ein zirkulärer Polarisationsfilter (Whittaker et al. 1994) verwendet. 

Die TRAP-gefärbten Schnitte dienten der numerischen Evaluation der Osteoklasten. 

Zuvor wurden für jede Wurzel zunächst die Region der Kompression und die Region 

der Dehnung bestimmt, um die Osteoklasten später diesen Regionen vergleichbar 

zuordnen zu können. Die distalen Wände der distalen und mesialen Wurzel wurden 

der Spannungsseite zugeordnet. Die mesialen Wände der distalen und mesialen 

Wurzel wurden der Kompressionsseite zugeordnet. Da durch den Aufbiss-Effekt der 

befestigten Feder auch ein intrusiver Kraftvektor entstand, wurden die apikalen und 

interradikulären Regionen ebenfalls der Kompressionsseite zugerechnet (Abbildung 

5C). 
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2.6 Statistik 

Die statistische Analyse der Daten sowie deren graphische Darstellung wurde mit der 

Software GraphPad PRISM (GraphPad Software, Inc.) durchgeführt. Für die 

Ermittlung der statistischen Unterschiede wurde jeweils ein Zweistichproben-t-Test für 

unabhängige Stichproben angewendet.  

Wahrscheinlichkeiten von p<0,05 wurden als signifikant gewertet und zusätzlich mit „*“ 

hervorgehoben. Signifikanzniveaus von p<0,01 wurden mit „**“ und Signifikanzniveaus 

von p<0,001 mit „***“ gekennzeichnet. Alle Graphen zeigen Mittelwerte mit 

Standardabweichungen. 

  

A B C 

Abbildung 5: Schematische Dartstellung des murinen ersten Oberkiefermolaren im Verlauf der 

Behandlung. Der hellgraue Anteil repräsentiert den Alveolarknochen. Für die vereinfachte Darstellung 

wurde das Bild um 180° rotiert. (A) Unbehandelter Zahn in physiologischer Position. (B) Die in 

Pfeilrichtung (rot) wirkende Kraft führt zu einer Veränderung der Position des Zahnes im Alveolarfach. 

(C) Die daraus resultierenden Zonen der Kompression und Dehnung des Parodontalspaltes sind rot 

respektive blau hervorgehoben. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Gewichtsverlauf 

Um das Wohlbefinden der Tiere im Versuchszeitraum zu überprüfen, wurde täglich 

eine Gewichtskontrolle durchgeführt (Abbildung 6). Da die Apparatur unilateral 

eingesetzt und die Scherfunktion der Inzisivi erhalten wurde, war nicht mit einer 

erschwerten Nahrungsaufnahme zu rechnen. Letztere wurde zusätzlich durch die 

Darreichung von eingeweichtem Futter vereinfacht. In den ersten 48 Stunden war bei 

allen Tieren ein leichter Gewichtsverlust zu beobachten. Ab dem dritten Tag nach dem 

Eingriff war jedoch wieder eine Stabilisierung bzw. Gewichtszunahme erkennbar. Die 

Maximaldifferenz zum Ausgangsgewicht lag bei den Wildtypen durchschnittlich bei 

3,00% und die der c-Fos-transgenen Tiere bei 5,43%, wobei die höchste individuelle 

Differenz bei 6,74% lag. Generell schien die Kontrollgruppe etwas robuster; zwei der 

Mäuse übertrafen sogar ihr Ausgangsgewicht. Die c-Fos-transgenen Tiere waren über 

den gesamten Versuchszeitraum erkennbar leichter als die Kontrolltiere. Dieser 

Gewichtsunterschied war jedoch nicht signifikant (p=0,085). Innerhalb der Gruppen 

war weder bei den Wildtyptieren noch bei c-Fos-transgenen Tieren eine signifikante 

Veränderung des Gewichtes zu beobachten. Es ist daher davon auszugehen, dass die 

applizierte Apparatur die Nahrungsaufnahme und das Wohlbefinden der Tiere nicht 

wesentlich beeinträchtig hat. 
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Abbildung 6: Gewichtskurve von Wildtypmäusen (WT) und c-Fos-transgenen Mäusen (c-Fos tg) im 

Behandlungsverlauf. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardabweichung. 
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3.2 Interkoronale Distanz 

Die Apparatur führte bei allen Mäusen zu einer Mesialisierung des ersten Molaren. Die 

Auswertung der durch die Zahnbewegung erreichten Distanz bei Wildtypen und 

transgenen Mäusen erfolgte auf der behandelten Seite und der unbehandelten 

Kontrollseite anhand von µCT-Schnittbildern (Abbildung 7A). Hierfür wurde die kleinste 

interkoronale Distanz des ersten und zweiten Molaren senkrecht zur Zahnachse 

bestimmt. Es stellte sich heraus, dass die c-Fos-transgenen Mäuse im Vergleich zu 

Wildtypmäusen eine rund 62% schnellere Zahnbewegung (p=0,0201) aufweisen 

(Abbildung 7B).  
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Abbildung 7: Quantifizierung der Zahnbewegung mittels µCT. (A) µCT-Schnittbilder der 

Oberkiefermolaren von Wildtyp (WT) und c-Fos-transgenen Tieren (c-Fos tg). Die oberen Bilder zeigen 

die unbehandelte Seite ohne Zahnbewegung (engl. orthodontic toot movement, OTM-). Die unteren 

Bilder zeigen die behandelte Seite mit Zahnbewegung (OTM+). Die roten Pfeile deuten auf den 

Approximalkontakt bzw. die vergrößerte interkoronale Distanz zwischen ersten und zweiten 

Oberkiefermolaren als Indikator der Zahnbewegung. Für die einfachere Darstellung wurden die Bilder 

um 180° gedreht und in ihrer Ausrichtung angepasst. Maßstabsbalken: 1000µm (B) Quantifizierung der 

interkoronalen Distanz bei Wildtypen (WT) und transgenen Mäusen (c-Fos tg) nach Abschluss der 

Behandlung (p=0,0201) (n=4).  
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3.3 Histologie 

3.3.1 Toluidinblau-Färbung 

Als nächstes erfolgte die histologische Untersuchung der Zähne mittels toluidinblau-

gefärbter entkalkter Histologie (Abbildung 8). Auf der unbehandelten Kontrollseite 

waren histologisch keine Unterschiede zwischen Wildtyp und c-Fos-transgenen Tieren 

erkennbar (Abbildung 8A). C-Fos-transgene Tiere zeigten eine normale 

Zahnmorphologie sowie eine physiologische Dentin- und Zementstruktur. Bei beiden 

Versuchtiergruppen bestand auf der unbehandelten Seite ein punktförmiger 

Approximalkontakt zwischen den Zähnen. Auf der behandelten Seite zeigte sich 

sowohl bei Wildtyp als auch bei c-Fos-transgenen Tieren ein deutlicher Spalt zwischen 

den ersten und zweiten Molaren (Abbildung 8B). Übereinstimmend mit der micro-

computertomographischen Auswertung war das Ausmaß dieser interkoronalen 

Distanz bei c-Fos-transgenen Tieren größer als bei Wildtyptieren.  

Die histologische Analyse des angrenzenden Alveolarknochens zeigte sowohl bei 

Wildtyp-Mäusen als auch bei c-Fos-transgenen Tieren dem Kraftvektor entsprechende 

Befunde in Druckzonen und Zugzonen (Abbildung 9). Das Erscheinungsbild der 

Zugzone ist in beiden Versuchsgruppen durch knochenbildende Osteoblasten 

geprägt. Ihre kubische Form und ihre Anordnung lassen auf synthetisierende Aktivität 

schließen. Besonders eindrucksvoll erscheinen die Kittlinien, die die nach mesial neu 

gebildete Knochensubstanz von dem älteren Alveolarknochen abgrenzt (Abbildung 

9A). Im Bereich der Druckzonen waren hingegen vermehrt Osteoklasten zu finden. Der 

Alveolarknochen der Druckzone verlor die auf der Kontrollseite beobachtete glatte 

Struktur und war durch Resorptionslakunen gekennzeichnet (Abbildung 9C). 

Vergleichbare Lakunen konnten ebenso in der angrenzenden Zementschicht 

beobachtet werden. Interessanterweise zeigte sich jedoch in Abhängigkeit von der 

Wurzelposition ein unterschiedliches Erscheinungsbild dieser lateralen 

Wurzelresorptionen. Während an der distalen Wurzel eher flächige 

Wurzelresorptionen auftraten (Abbildung 10A), war das Resorptionsmuster auf der 

Wurzeloberfläche der mesialen Wurzel durch vereinzelte, tropfenartige 

Resorptionslakunen geprägt (Abbildung 10B). Eine Quantifizierung der lateralen 

Wurzelresorptionen zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen Wildtyp und c-

Fos-transgenen Tieren (Abbildung 10).  
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Unabhängig von der Wurzelposition waren bei den Wildtypen zellfreie Areale im 

Parodontalligament (Hyalinisationen) in den Druckzonen auffindbar (Abbildung 11). In 

der Toluidinblau-Färbung äußern sie sich als hellblau bis glasig-blau anfärbbare 

Zonen, die entweder keine (Abbildung 11B) oder partiell (Abbildung 11A) Zellen 

enthielten. Interessanterweise waren bei c-Fos-transgenen Mäusen diese nicht 

nachweisbar.  

In der Druckzone zeigen damit insgesamt sowohl Wildtyp als auch c-Fos-transgene 

Tieren typische, histologische Merkmale einer kieferorthopädischen Zahnbewegung. 

Auf histologischer Ebene scheinen sich hierbei die mechanisch-induzierten 

Veränderungen des Zahnhalteapparates zwischen den Genotypen im Hinblick auf die 

Hyalinisationen zu unterscheiden. Bemerkenswert ist darüber hinaus, dass bei c-Fos-

transgenen Tieren trotz der erhöhten Zahnbewegung das Ausmaß der 

Wurzelresorption nicht erhöht ist.  
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Abbildung 8: Toluidinblau-gefärbte entkalkte Histologie der Oberkiefermolaren. (A) Unbehandelte 

Kontrollseite von Wildtyp (WT) uns c-Fos-transgenen Tieren (c-Fos tg). (B) Behandelte Seite von 

Wildtyp (WT) uns c-Fos-transgenen Tieren (c-Fos tg). Die Approximalräume (rote Rechtecke) sind in 

den unteren Bildern vergrößert dargestellt. Für die einfachere Darstellung wurden die Bilder um 180° 

gedreht und in ihrer Ausrichtung angepasst. Maßstabsbalken: 500µm 
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Abbildung 9: Toluidinblau-gefärbte entkalkte Histologie des Parodontiums. Distale Wurzel des ersten 

Oberkiefermolaren der unbehandelten Kontrollseite ohne Zahnbewegung (OTM-) und der behandelten 

Seite mit Zahnbewegung (OTM+) von Wildtyp (WT) und c-Fos-transgenen Tieren (c-Fos tg). (A) Die 

Zugzone ist durch kubische Osteoblasten geprägt (schwarze Pfeile). Erkennbar ist der durch die 

Zahnbewegung induziert neu gebildete Knochen rechtsseitig der Kittlinie (Sternchen) (B) Die Druckzone 

wird durch Osteoklasten (rote Pfeile) geprägt. Es ist deutlich zu erkennen, wie die glatte, ebene Struktur 

des Alveolarknochens durch die Resorption aufgelöst wird.  
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Abbildung 10: Toluidinblau-gefärbte entkalkte Histologie der Zahnwurzeln. (A,B) Distale Wurzel (A) 

und mesiale Wurzel (B) des ersten Oberkiefermolaren der unbehandelten Kontrollseite ohne 

Zahnbewegung (OTM-) und der behandelten Seite mit Zahnbewegung (OTM+) von Wildtyp (WT) und 

c-Fos-transgenen Tieren (c-Fos tg). Der untersuchte Bereich ist im schematisch dargestellten Zahn 

durch ein rotes Rechteck gekennzeichnet. Die gestrichelte gelbe Linie zeigt den geschätzten 

ursprünglichen Verlauf der Zementschicht. An der distalen Wurzel sind auf der behandelten Seite 

ausgeprägte laterale Resorptionen erkennbar. An der mesialen Wurzel sind diese deutlich kleiner (rote 

Pfeile). Vereinzelt sind hyalinisierte Areale (Sternchen) zu finden. (C) Quantifizierung der 

Wurzelresorptionen der distalen Wurzeln. Die resorbierte Wurzeloberfläche (RWF) wurde in das 

Verhältnis zur Gesamt-Wurzeloberfläche (GWF) gesetzt. (n=4) 
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3.3.2 Pikro-Siriusrot-Färbung 

Für die Analyse der Fasern des Zahnhalteapparats wurde eine Pikro-Siriusrot-Färbung 

durchgeführt (Abbildung 12), da sich Siriusrot spezifisch den Kollagenfasern anlagert. 

Durch die Kombination mit einem Polarisationsfilter können die Fasern anschaulich 

dargestellt werden. Bei der Auswertung wurde sowohl der Verlauf als auch die Menge 
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Abbildung 11: Toluidinblau-gefärbte entkalkte Histologie der Hyalinisationen (A, B) Darstellung der 

Hyalinisationen an der mesial gelegenen Wurzel nach erfolgter Zahnbewegung in Wildtypmäusen 

(WT). Der zelluläre Anteil innerhalb der hyalinen Areale (geschweifte Klammern) variiert, jedoch sind 

größere, zellfreie Zonen deutlich erkennbar. Den Hyalinisationen direkt anliegender Knochen zeigt ein 

geringeres Ausmaß an Resorption als Bereiche ohne Hyalinisationen (Sternchen). Die Pfeile heben 

aktive Osteoklasten hervor. Maßstabbalken: 200µm (C) Der untersuchte Bereich ist im schematisch 

dargestellten Zahn durch ein rotes Rechteck gekennzeichnet. (D) Quantifizierung der hyalinisierten 

Flächen im Parodontalspalt von Wildtypmäusen (WT) und transgenen Mäusen (c-Fos tg). Hyalinisierte 

Areale waren in den c-Fos-transgenen Tieren nicht nachweisbar (n. n.). (n=4) 
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der Fasern analysiert. Die erkennbar unterschiedlichen Farben der Kollagenfasern 

lassen sich auf die Anisotropie des Siriusrots und die unterschiedliche Ausrichtung im 

Zusammenspiel mit der Polarisation des Lichts zurückführen. So ließen sich die 

Farben der Fasern sowohl durch die Änderung der Polarisation als auch Rotation des 

Objektträgers ändern. In Abbildung 12A lässt sich der Farbverlauf der Fasern beim 

Übergang in die Furkation gut nachvollziehen. Auch die Knochenlamellen spiegeln 

dasselbe Farbspektrum in ihrem Verlauf wieder.  

Beide Versuchsgruppen zeigen auf der Kontrollseite eine gleichmäßige Anhäufung der 

Kollagenfasern. Die Ausrichtung der gegenüberliegenden Fasern ist kongruent und 

entspricht einer geometrischen Spiegelung entlang der Zahnachse (Abbildung 12). Es 

ist deutlich zu sehen, wie die Kollagenfasern in Alveolarknochen und Zement 

inserieren. Der Verbund mit dem Zahnzement lässt sich besonders im apikalen Viertel 

beobachten, wo eine Zunahme der Dicke des Zements zu verzeichnen ist und die 

eingelagerten Kollagenfasern dadurch deutlicher hervortreten. Am Knochen 

inserierende Fasern zeigen einen im Vergleich zum Zement regelmäßigen Abstand 

und treten gebündelt auf. 

Auch auf der behandelten Seite war kein Unterschied zwischen den transgenen Tieren 

und den Wildtypen erkennbar. Beide Gruppen zeigten auf der Kompressionsseite 

einen entspannten Zustand der Fasern, vergleichbar mit dem der Kontrollseite. 

Auffällig war jedoch die Mengenzunahme der Fasern auf der Zugseite (Abbildung 12) 

und eine Reduzierung der eindeutigen Ausrichtung der Fasern. 

Insgesamt konnte durch die Pikro-Siriusrot-Färbung der Faserapparat des 

Parodontalligaments angemessen dargestellt werden. Die Auswirkung der 

kieferorthopädischen Zahnbewegung auf den Zahnhalteapparat waren 

nachvollziehbar, c-Fos-transgene Mäuse und Wildtypmäuse weisen jedoch keine 

erkennbaren Unterschiede auf. 
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3.3.3 TRAP-Färbung 

Für die Darstellung der Osteoklasten wurde eine immunhistochemische Färbung für 

die Tartrate-Resistant Acid Phosphatase (TRAP) durchgeführt (Abbildung 13). Die 

TRAP-positiven Zellen wurden in Druck- und Zugzonen (Abbildung 5) separat 

quantifiziert.  

Auf der unbehandelten Kontrollseite zeigte sich eine bereichsunabhängige Verteilung 

der Osteoklasten im parodontalen Ligament. Bei c-Fos-transgenen Tieren war die 

Osteoklastenanzahl auf der Kontrollseite jedoch im Vergleich zum Wildtyp 4-fach 

höher (p=0,00148), was auf eine erhöhte resorptive Grundaktivität bei Tieren mit c-

Fos-Überexpression hinweist (Abbildung 14A). 

WT 

c-Fos tg 

OTM- OTM+ 

Abbildung 12: Pikro-Siriusrot-gefärbte entkalkte Histologie der Zahnwurzeln zur Darstellung der 

Kollagenfasern. Distale Wurzel des ersten Oberkiefermolaren der unbehandelten Kontrollseite ohne 

Zahnbewegung (OTM-) und der behandelten Seite mit Zahnbewegung (OTM+) von Wildtyp (WT) und 

c-Fos-transgenen Tieren (c-Fos tg). Der untersuchte Bereich ist im schematisch dargestellten Zahn 

durch ein rotes Rechteck gekennzeichnet.  Für die einfachere Darstellung wurden die Bilder in ihrer 

Ausrichtung angepasst. 
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Durch die Zahnbewegung war in beiden Gruppen ein klarer Anstieg der 

Osteoklastenzahl im Bereich der Druckzonen zu verzeichnen (WT: p<0,0001; c-Fos 

tg: p=0,00039; Abbildung 14A). Im Mittelwert war dieser Anstieg der 

Osteoklastenanzahl bei Wildtypen jedoch um 80% höher als bei c-Fos-transgenen 

Tieren (p=0,00749). Nach Behandlungsabschluss zeigte sich bei c-Fos-

Überexpression also eine geringere zelluläre Antwort auf den mechanischen Stimulus 

(Abbildung 14).  

Insgesamt zeigte die Trap-Färbung bei c-Fos-transgenen Tieren eine im Vergleich 

zum Wildtyp erhöhte Anzahl von Osteoklasten auf der unstimulierten Kontrollseite. Der 

kieferorthopädisch induzierte Anstieg der Osteoklastogenese war jedoch bei c-Fos-

transgenen Tieren signifikant geringer.  
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Abbildung 13: Immunhistologisch-gefärbte Schnitte (TRAP-Färbung) der Druckzonen. (A) Distale 

Wurzel und (B) Mesiale Wurzel des ersten Oberkiefermolaren der unbehandelten Kontrollseite ohne 

Zahnbewegung (OTM-) und der behandelten Seite mit Zahnbewegung (OTM+) von Wildtyp (WT) und 

c-Fos-transgenen Tieren (c-Fos tg). TRAP-positive Zellen erscheinen rötlich (Pfeil). Der untersuchte 

Bereich ist im schematisch dargestellten Zahn durch ein rotes Rechteck gekennzeichnet. Für die 

einfachere Darstellung wurden die Bilder um 180° gedreht und in ihrer Ausrichtung angepasst. 
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Abbildung 14: Auswertung der Osteoklastenzahl; Nummerische Analyse der Osteoklasten in 

(A) Druckzone und (B) Zugzone der unbehandelten Kontrollseite ohne Zahnbewegung (OTM-) und der 

behandelten Seite mit Zahnbewegung (OTM+) von Wildtyp (WT) und c-Fos-transgenen Tieren (c-Fos 

tg). Darstellung als Mittelwert mit Standardabweichung. Das Signifikanzniveau ist mit „##“ für p<0,01 

und „***“ für p<0,001 markiert. (n=4) 
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4 Diskussion 

Diese Studie zeigt, dass c-Fos eine zentrale Bedeutung bei der genetischen Kontrolle 

der Zahnbewegung in vivo besitzt und hebt die essentielle Rolle der Osteoklasten 

dabei hervor. Durch die Durchführung einer kieferorthopädischen Zahnbewegung bei 

c-Fos-transgenen Mäusen und Kontrolltieren konnte gezeigt werden, dass eine 

Überexpression von c-Fos zu einer schnelleren Zahnbewegung führt, ohne dass dabei 

vermehrt Nebenwirkungen wie Wurzelresorptionen auftreten. 

Damit zeigt diese Arbeit auch, welches Spektrum an Möglichkeiten transgene Mäuse 

für die Erforschung kieferorthopädischer Zahnbewegung zur Verfügung stellen. 

4.1 Die kieferorthopädische Zahnbewegung im Mausmodell 

Während kieferorthopädische Zahnbewegungen bei Großtieren und Ratten vielfach 

durchgeführt wurden (Schwarz 1932, Rygh 1976, Pilon et al. 1996, Saitoh et al. 2000, 

Von Böhl et al. 2004, Iino et al. 2007, Madan et al. 2007, Kirschneck et al. 2017), wurde 

das Modell bei Mäusen bisher nur wenig verwendet (Gluhak-Heinrich et al. 2003, Al-

Qawasmi et al. 2006, Okamoto et al. 2009, Braga et al. 2011, Taddei et al. 2012, Kondo 

et al. 2013, Pal et al. 2017). Genetisch modifizierte Mäuse kommen wiederum deutlich 

seltener zum Einsatz (Al-Qawasmi et al. 2004, Yoshimatsu et al. 2005, Andrade et al. 

2007, 2009, Matsumoto et al. 2013, Taddei et al. 2013, Yabumoto et al. 2013).  

Kondo et al., Yabumoto et al. und Pal et al. bedienten sich für die Bewegung der 

Molares so genannter „Spacer“, kleiner Gummiringe, die in der Kieferorthopädie 

vielseitig zum Einsatz kommen (Kondo et al. 2013, Yabumoto et al. 2013, Pal et al. 

2017). Diese klemmten sie zwischen den ersten und zweiten Oberkiefermolar und 

bewirkten so eine Mesialbewegung des ersten Molars. Nachteilig wirkt sich hierbei 

jedoch das nicht kalkulierbare Kräftediagramm aus. Weder die initiale Kraftgröße noch 

der Kraftverlauf bei Vergrößerung der interdentalen Distanz lassen sich sicher 

bestimmen. Außerdem lässt diese Methode keinen Vergleich der erreichten Distanzen 

nach erfolgter Kraftapplikation zwischen den Versuchsgruppen zu.  

Al-Qawasmi et al., Yoshimatsu et al. und Matsumoto et al. führten die Zahnbewegung 

mit Nitinolfedern durch, die sie mittels Drahtligatur an Inzisivi und Molares befestigten 

(Al-Qawasmi et al. 2004, 2006, Yoshimatsu et al. 2005, Matsumoto et al. 2013). Die 

Federn besaßen laut Herstellerangaben eine bei Dehnung konstante Kraft von 10g, 
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die Yoshimatsu et al. jedoch als „ungefähr“ beschreibt, da das Kraftniveau der 

eingebauten Apparatur nicht experimentell bestimmt wurde. Zudem kann bei der 

Verwendung einer Drahtligatur nicht ausgeschlossen werden, dass durch die neu 

geschaffene Schmutznische auch eine Prädilektionsstelle für Parodontopathien 

iatrogen zustande kommt. Okamoto et al. konnten in der Tat nachweisen, dass eine 

durch eine Drahtligatur induzierte Parodontitis bei Mäusen in einer reduzierten 

Zahnbewegung resultiert (Okamoto et al. 2009). Des Weiteren besteht die Gefahr 

einer Schleimhautverletzung durch das interdentale einfädeln des Drahtes. Schließlich 

ist bei interdentaler Führung einer Drahtligatur das Auftreten von Röntgenartefakten in 

analytisch wichtigen Bereichen nicht auszuschließen. Yoshimatsu et al. beschrieb für 

seine angewandte Methode darüber hinaus die Notwendigkeit einer regelmäßigen 

Neupositionierung der Drahtligatur an den Inzisiven alle vier Tage. 

Die in dieser Arbeit verwendete Vorgehensweise orientierte sich daher an Arbeiten von 

Taddei et al., Braga et al. und Andrade et al. (Andrade et al. 2007, 2009, Braga et al. 

2011, Taddei et al. 2012, 2013). Hierdurch ergaben sich mehrere Vorteile. Erstens 

reduziert eine okklusal, adhäsiv befestigte Apparatur bei der dreidimensionalen 

röntgenologischen Analyse die Artefakte auf rein okklusale Bereiche und die 

diagnostisch relevanten Bereiche, der interdentale Spalt und der Alveolarknochen, 

bleiben klar ersichtlich (siehe Abbildung 7A). Somit können Daten aus den ROIs 

störungsfrei erhoben werden. Zweitens kann durch die Nutzung eines Bonding-

Einflaschensystems, eines photopolymerisierbaren Komposits und den im Vorfeld 

individualisierten Federn der Zeitraum zum Einsetzen der Apparatur wesentlich 

verringert werden. Dies bietet den Vorteil, dass sich die Nebenwirkungen der Narkose, 

beispielsweise die Senkung der Körpertemperatur, reduzieren lassen. Drittens ist die 

Invasivität des Eingriffs geringer, da die Wangenhalter und Mikrofaserbürstchen 

stumpf sind und das Prozedere rein auf die schmelzbedeckten Flächen von Molares 

und Inzisivi beschränkt ist. Viertens erlaubt die adhäsive Befestigung in Kombination 

mit der Federwaage eine simple Reproduktion der angewandten Kräfte bei stetiger 

visueller Kontrolle. Außerdem gestaltete sich auch die Abnahme der Apparatur zur 

Probenentnahme für die Histologie unkompliziert, da die Befestigung aus Komposit mit 

einem Instrument simpel entfernt werden kann. Damit haben keine residualen 

Fremdkörper der Apparatur die Gewinnung histologischer Schnitte gestört.  

Der beschriebene Versuchsaufbau schien sich auch vorteilhaft auf die 

Schmerzsensation der Tiere auszuwirken, da das Kraftniveau der 
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kieferorthopädischen Apparatur an die Größe der murinen Zähne angepasst wurde. 

Somit sollten die Symptome mit den Beschwerden einer festen Zahnspange 

vergleichbar sein. Hierbei ist die Entstehung des Schmerzes darauf zurückzuführen, 

dass durch die permanente Stauchung des Desmodonts dort in einigen Arealen 

ischämische oder sogar nekrotische Bereiche entstehen. Dies hat lokale, sterile 

Entzündung und eine entsprechender Immunantwort zur Folge (Reitan 1967, Cooper 

und Sims 1989, Alhashimi et al. 2000, Chan und Darendeliler 2005, Ren et al. 2007, 

Barbagallo et al. 2008, Kahl-Nieke 2010, Chavarría-Bolaños et al. 2014, Proffit et al. 

2019). Initial sollten bei orthodontischen oder orthopädischen Kraftapplikationen am 

Zahn jedoch keine direkten Schmerzen auftreten. Andernfalls wäre eine therapeutisch 

vertretbare Belastung überschritten. Erst nach einigen Stunden kommt es zu einer 

gesteigerten Sensitivität und Druckschmerzen bei der Mastikation. Dieser Zustand hält 

in der Regel einige Tage an (Proffit et al. 2019). In der Tat zeigten auch die 

Versuchstiere initial einen Gewichtsverlust einhergehend mit einem ruhigen 

Erscheinungsbild. Ab dem dritten Versuchstag zeigte sich jedoch jede Maus agil und 

mit normalisierter Nahrungsaufnahme. Auch ein Ablassen von den natürlichen Trieben 

wie Nestbau- und Grabeverhalten, was auf eine äußerst starke Belastung hindeuten 

würde (Arras et al. 2007, Jirkof et al. 2010), konnte nicht beobachtet werden. Die 

initiale Dämpfung der Agilität kann mit einer Neugewöhnung an die orale Apparatur 

und den Folgewirkungen einer Anästhesie mit Ketamin erklärt werden.  

Die von uns durchgeführte Methode der kieferorthopädischen Zahnbewegung im 

murinen Modell erwies sich damit als praktikabel und ethisch vertretbar. Die tägliche 

Gewichtskontrolle zeigte, dass die Tiere keiner schwerwiegenden Belastung 

ausgesetzt waren. Zuletzt konnte durch die interne, kontralaterale Kontrollprobe die 

Anzahl der nötigen Versuchstiere im Vergleich zu bilateralen Methoden, wie von Saitoh 

und Madan für Ratten beschrieben (Saitoh et al. 2000, Madan et al. 2007), auf die 

Hälfte reduziert werden. 

4.2 Auswirkungen von c-Fos auf die kieferorthopädische Zahnbewegung 

Viele der hier aufgeführten Autoren führten die kieferorthopädische Zahnbewegung in 

nichtgenveränderten Wildtypmäusen durch (Gluhak-Heinrich et al. 2003, Al-Qawasmi 

et al. 2006, Okamoto et al. 2009, Braga et al. 2011, Taddei et al. 2012, Kondo et al. 

2013, Pal et al. 2017). Dabei eröffnen genetische veränderte Mäuse die Möglichkeit 

im Bereich der Grundlagenforschung genetische Effekten auf Remodeling, 
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kieferorthopädische Zahnbewegung und Wurzelresorptionen in vivo zu analysieren. 

Al-Qawasmi et al., Yoshimatsu et al., Andrade et al., Taddei et al. und Yabumoto et al. 

konnten in ihren Publikationen bereits erfolgreich aufzeigen, dass Knockout-Mäuse 

signifikante Unterschiede zu ihren Wildtypkontrollen aufweisen. So konnten sie die 

Rollen der jeweils defizitär exprimierten Proteine in der kieferorthopädischen 

Zahnbewegung einordnen (Al-Qawasmi et al. 2004, Yoshimatsu et al. 2005, Andrade 

et al. 2007, 2009, Taddei et al. 2013, Yabumoto et al. 2013). In dieser Arbeit wurde 

dagegen in einem transgenen Mausmodell untersucht, welchen Einfluss die 

Überexpression eines Proteins auf die kieferorthopädische Zahnbewegung besitzt. Im 

Rahmen der Vorbereitung und Planung des Versuchsmodells, erwies sich c-Fos 

hierbei als attraktives Gen zur Untersuchung in seiner Rolle bei der 

kieferorthopädischen Zahnbewegung aufgrund seiner Schlüsselposition in der 

Osteoklastendifferenzierung (Wang et al. 1992, Grigoriadis et al. 1993, 1994) und die 

Möglichkeit der mechanisch stimulierten Expression (Glantschnig et al. 1996, Pavalko 

et al. 1998, Yang et al. 2004, Li et al. 2007, Sen et al. 2015). Die Expression von c-

Fos wurde außerdem bereits in zahnbildenden Geweben nachgewiesen (Caubet und 

Bernaudin 1988).  

Nach der kieferorthopädischen Zahnbewegung konnten klare Unterschiede zwischen 

den c-Fos-transgenen Tieren und den Wildtypkontrollen festgestellt werden. Die 

Auswertung der erfolgten Zahnbewegung mittels µCT war eindeutig. Die 

Mesialisierung der Zähne erfolgte bei einer vermehrter c-Fos-Expression im Mittel 62% 

schneller (p=0,0201). Auch mittels entkalkter Histologie konnte nachgewiesen werden, 

dass c-Fos einen Einfluss auf die Zahnbewegung besitzt. In der histologischen 

Analyse zeigte sich, dass die auf den Zahn ausgeübte Kraft bei c-fos-transgenen 

Tieren und Wildtypen zu einem mechanisch induzierten Knochenumbau geführt hat. 

In Kraftrichtung fand eine Resorption des Knochens statt, was sich durch 

Resorptionslakunen auf der Knochenoberfläche und einer Häufung von Osteoklasten 

zeigte. Betrachtet man die TRAP-gefärbten histologischen Präparate, in der 

Osteoklasten immunhistologisch angefärbt werden, waren auch hier deutliche 

Unterschiede erkennbar. Bei der Begutachtung der Kontrollseite beider Gruppen 

äußerte sich die Überexpression von c-Fos zunächst durch eine gesteigerte 

Basisaktivität der Osteoklasten im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=0,00148). Zwar 

reagierten beide Gruppen auf die kieferorthopädische Behandlung mit einer Erhöhung 

der Osteoklastenzahl im Kompressionsbereich (WT: p<0,0001; c-Fos tg: p=0,00039), 
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die zelluläre Antwort der transgenen Mäuse war jedoch insgesamt geringer im 

Vergleich zu den Wildtypen.  

Die vermehrte Expression von c-Fos scheint also dafür verantwortlich zu sein, dass 

das Gen im Hinblick auf seine mechanische Stimulierbarkeit an Ansprechverhalten 

einbüßt. Einerseits kann dies daran liegen, dass eine Aktivierbarkeit über das Level 

der Überexpression nicht möglich ist, andererseits wurde bereits gezeigt, das c-Fos 

sich selbst durch eine negative Rückkopplung über INF-β hemmen kann (Takayanagi 

et al. 2002). Dennoch hat eine erfolgreiche Rekrutierung der phagozytierenden Zellen 

stattgefunden. Dadurch liegt folgende Schlussfolgerung nahe: C-Fos bewirkt bei einer 

Überexpression eine Erhöhung des Grundspiegels der Osteoklastenaktivität 

beziehungsweise deren Differenzierung. Diese hohe Grundaktivität erlaubt initial ein 

rasches Adaptieren an die neu auftretende mechanische Dauerbelastung, sodass die 

resultierende Bewegung des Zahnes zügiger vonstattengehen kann.  

Interessanterweise konnten bei Wildtyp und c-Fos-transgenen Tieren ebenso laterale 

Wurzelresorptionen nachgewiesen werden. Hierbei handelts es sich um eine typische 

Nebenwirkung der kieferorthopädischen Therapie (Killiany 1999). Vergleicht man dazu 

die posttherapeutisch signifikant geringere Osteoklastenzahl (p=0,00148) scheint 

diese nicht allein für das Maß der Wurzelresorption verantwortlich zu sein. Es ist 

bereits bekannt, dass der Faserapparat des Parodontiums einem stetigen und raschen 

Turnover unterliegt und die damit Verknüpfte Phagozytose von den Fibroblasten 

übernommen wird (Sodek 1977, Melcher und Chan 1981). Zwar besitzen Osteoklasten 

die Fähigkeit Wurzelzement zu resorbieren (Jones et al. 1984), denkbar ist hier 

allerdings ein ergänzender pathologischer Mechanismus im Zusammenhang mit 

mechanisch induzierter Degradierung und den zusätzlich auftretenden steril 

inflammatorischen Prozessen.  

Die Entstehung von Wurzelresorptionen wird dabei klassischerweise im 

Zusammenhang mit dem Auftreten von Hyalinsationen, nekrotischen Arealen, im 

Parodontalspalt gesehen. So stellten Brudvik und Rygh fest, dass ein Zusammenhang 

zwischen der Wurzelresorption und dem Kontakt der betroffenen Areale mit den 

hyalinisierten Arealen besteht. So fördert der Verbleib von nekrotischem Gewebe auch 

die Wurzelresorption noch über den Abschluss der Kraftapplikation hinaus (Brudvik 

und Rygh 1995). Interessanterweise ließen sich diese Hyalinisationen ausschließlich 

in den Wildtypmäusen beobachten, nicht aber in den c-Fos-transgenen Mäusen.  
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Hieraus lassen sich zwei mögliche Schlussfolgerungen ziehen. Erstens ist möglich, 

dass die Hyalinisationen in c-Fos-transgenen Tieren früher auftraten und zum 

gewählten Untersuchungszeitpunkt aufgrund eines höheren Gewebeturnovers schon 

verschwunden waren. Hieraus ließe sich wiederum vermuten, dass die 

Wurzelresorptionen der Wildtypen zu einem späteren Untersuchungszeitpunkt stärker 

als bei c-Fos-Tieren gewesen wären. Die zweite mögliche Schlussfolgerung wäre 

jedoch deutlich spannender. Falls es sich auch bei andere Untersuchungszeitpunkten 

bewahrheiten würde, dass bei c-Fos-transgenen Tieren trotz ausgeprägter 

Wurzelresorptionen keine Hyalinisationen auftreten, würde dies den vermuteten, 

kausalen Zusammenhang zwischen Hyalinisation und Wurzelresorption in Frage 

stellen. 

Dies ist auch von klinischer Relevanz, da bekannt ist, dass unterschiedliche Individuen 

bei gleicher Behandlungsart und gleicher angewendeter Kraft unterschiedlich auf eine 

orthodontische Zahnbewegung reagieren (Pilon et al. 1996).  Da es sich also um einen 

multifaktoriellen Prozess handelt, ist es von bedeutendem Interesse, die 

kieferorthopädische Behandlung dahingehend zu beeinflussen, die Nebenwirkungen 

möglichst gering zu halten. Eine Überexpression von c-Fos scheint sich dabei auf die 

Nebenwirkungen der kieferorthopädischen Behandlung auszuwirken. Laterale 

Wurzelresorptionen lassen sich anscheinend nicht vermeiden, Hyalinisationen ließen 

sich jedoch bei einer Überexpression von c-Fos nicht beobachten. Die im Vergleich 

zum Wildtyp schnellere Zahnbewegung kann demnach auch auf das Ausbleiben oder 

zumindest stark reduzierte Auftreten dieser nekrotischen Areale zurückgeführt werden. 

Abschließend ist das Auftreten von Osteosarkomen zu erwähnen, das bei diesem 

Mausmodell beschrieben wird. Phänotypisch wird für die transgenen Tiere ein 

gehäuftes Erscheinen von kalzifizierten Arealen beschrieben, die sich als 

Osteosarkome identifizieren lassen. Diese treten initial vor allem an den 

Röhrenknochen der Extremitäten auf, sind aber mit zunehmenden Alter – etwa 14 

Wochen – auch an den Wirbelkörpern und Rippen nachweisbar (Rüther et al. 1987, 

1989, Rauscher et al. 1988, Wang et al. 1995, Wagner und Matsuo 2003, David et al. 

2005, Leaner et al. 2009). Bei den Untersuchungen der Schädel mit dem Fokus auf 

die Kiefer und die Alveolarknochen ließen sich jedoch keine Neoplasien feststellen. 

Auch hat keine Behinderung der durchgeführten Zahnbewegungen in den transgenen 

Tieren stattgefunden. Da die in diesem Versuch verwendeten Mäuse das Alter von 12 

Wochen nicht überschritten haben, lässt sich die spätere Bildung von Tumoren in 
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diesem Gebiet nicht vollständig ausschließen. Dennoch erscheint es 

unwahrscheinlich, betrachtet man die Häufung in den restlichen knöchernen 

Geweben. Dies hebt erneut hervor, dass der Alveolarknochen als eigenständiger 

Knochen gesondert vom restlichen Skelett zu betrachten ist. 

4.3 Ausblick 

Das Versuchsmodell der orthodontischen Zahnbewegung in transgenen Mäusen 

bietet für die kieferorthopädische Grundlagenforschung einen potenten Ansatzpunkt 

für die Untersuchung einzelner Gene in ihrer Rolle im mechanisch induzierten 

Remodeling. Auch für die Untersuchung pathologischer Mechanismen wie die 

Wurzelresorption scheint dieses Modell geeignet. Denkbar wäre auch, Mäuse mit 

Phänotypen zu züchten, die eine kieferorthopädische Behandlung erschweren, um 

hier gezielt Einflussmöglichkeiten durch systemische oder lokale Medikation seitens 

des Behandlers zu erproben. 

Die Beobachtungen dieser Studie unterstreichen, dass die osteoklastäre 

Differenzierung und Resorption als wichtige Stellgröße in der mechanisch Induzierten 

Knochenmodulation angesehen werden muss. Es konnte gezeigt werden, dass eine 

Modulation der c-Fos-Expression auch eine Veränderung der zellulären Antwort auf 

die kieferorthopädische Zahnbewegung also solche bewirkt. Zwar fand die 

Beeinflussung auf Ebene des Genoms statt, es konnte aber bereits gezeigt werden, 

dass sich die Expression von c-Fos durch andere Methoden beeinflussen lässt. Li et 

al. konnten nachweisen, dass die mechanisch induzierte Expression von unter 

anderem c-Fos und c-Jun von der intrazellulären Kalziumkonzentration abhängig ist 

und sich diese durch eine Medikation mit Verapamilhydrochlorid, einem 

Kalziumkanalblocker, negativ beeinflussen lässt (Li et al. 2013). Die gewonnen 

Erkenntnisse lassen damit erahnen, welche Möglichkeiten sich in der 

kieferorthopädischen Therapie daraus ergeben könnten. 
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5 Zusammenfassung 

Der Knochen ist ein dynamisches Gewebe, dessen ständiger Auf- und Abbau durch 

eine Vielzahl genetischer und epigenetischer Faktoren reguliert wird. Zu letzteren 

gehören mechanische Reize, die in der embryonalen und postnatalen Entwicklung die 

Differenzierung und Aktivität knochenaufbauender Osteoblasten und 

knochenabbauender Osteoklasten steuern. Aus Zellkulturexperimenten und 

Mausmodellen ist bekannt, dass der mechanosensitive Transkriptionsfaktor c-Fos die 

Differenzierung von Osteoklasten steuert. Es ist jedoch unklar, ob c-Fos auch einen 

Einfluss auf die kieferorthopädische Zahnbewegung besitzt. Ziel dieser Arbeit war es 

daher, den Einfluss von c-Fos auf die Zahnbewegung in vivo in einem transgenen 

Mausmodell mit Überexpression von c-Fos zu untersuchen. 

Transgenen Mäusen mit einer c-Fos-Überexpression und Kontrolltieren (Wildtyp) 

wurde unter Anästhesie eine kieferorthopädische Apparatur appliziert. Dafür wurde 

eine Nitinol-Zugfeder zwischen dem linken ersten Oberkiefermolaren und den oberen 

Inzisiven mittels Flow-Komposit befestigt. Die kontralaterale Seite diente jeweils als 

interne Kontrolle. Die Kiefer wurden beidseits nach 12 Tagen entnommen und mittels 

micro-Computertomographie und entkalkter Histologie analysiert. Für die Darstellung 

der Osteoklasten wurde außerdem eine immunhistologische Färbung mit TRAP 

(tartrate-resistant acid phosphatase) durchgeführt. Die Behandlung führte bei allen 

Mäusen zu einer Mesialisierung der ersten Molaren. Die Zahnbewegung war bei 

c-Fos-transgenen Tieren um 62% schneller, was sich durch einen im Vergleich zu 

Kontrolltieren signifikant erhöhten interkoronalen Abstand zwischen erstem und 

zweitem Molaren zeigte. In den histologischen Untersuchungen konnte bei beiden 

Gruppen mechanisch-induzierter Knochenaufbau und Knochenabbau nachgewiesen 

werden. Die Trap-Färbung zeigte bei c-Fos-transgenen Tieren eine im Vergleich zum 

Wildtyp erhöhte Anzahl von Osteoklasten auf der unstimulierten Kontrollseite. Der 

kieferorthopädisch induzierte Anstieg der Osteoklastogenese war jedoch bei c-Fos 

transgenen Tieren signifikant geringer. 

Die basal erhöhte Osteoklastogenese bei c-Fos-Überexpression begünstigt eine 

schnellere Zahnbewegung, dennoch scheint die Mechanosensibilität verringert. Diese 

Studie zeigt, dass c-Fos eine zentrale Bedeutung bei der genetischen Kontrolle der 

Zahnbewegung in vivo besitz und welche Möglichkeiten transgene Mäuse für die 

Erforschung kieferorthopädischer Zahnbewegung zur Verfügung stellen. 
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6 Abstract 

Bone is a dynamic tissue whose constant assembly and disassembly is regulated by 

a variety of genetic and epigenetic factors. The latter include mechanical stimuli that 

control the differentiation and activity of bone-building osteoblasts and bone-degrading 

osteoclasts in embryonic and postnatal development. From cell culture experiments 

and mouse models it is known that the mechanosensitive transcription factor c-Fos 

controls the differentiation of osteoclasts. However, it is unclear whether c-Fos also 

has an impact on orthodontic tooth movement. The aim of this work was therefore to 

investigate the influence of c-Fos on tooth movement in vivo in a transgenic mouse 

model with overexpression of c-Fos. 

Transgenic mice with c-Fos overexpression and control mice (wild-type) were 

anesthetized and orthodontic appliances were affixed. For this purpose, a tension 

spring (nickel-titanium alloy) was attached between the left first maxillary molar and 

the upper incisors by means of a flow composite. The contralateral side served as an 

internal control. The jaws were removed on both sides after 12 days and analyzed by 

micro-computed tomography and decalcified histology. For the imaging of the 

osteoclasts an immunohistological staining with TRAP (tartrate-resistant acid 

phosphatase) was also performed. Treatment resulted in mesialization of the first 

molars in all mice. Tooth movement was 62% faster in c-Fos transgenic animals, as 

demonstrated by a significantly increased intercoronal distance between the first and 

second molars compared to control animals. In the histological analyses both 

experimental groups demonstrated mechanically induced bone formation and bone 

degradation. Trap staining in c-Fos transgenic animals showed an increased number 

of osteoclasts on the unstimulated control side compared to the wild type. However, 

the orthodontically induced increase in osteoclastogenesis was significantly lower in c-

Fos transgenic animals. These results suggest that basally increased 

osteoclastogenesis in c-Fos overexpression promotes faster tooth movement, yet 

mechanosensitivity appears to be reduced. 

This study shows that c-Fos is of central importance in the genetic control of tooth 

movement in vivo and points out the opportunities transgenic mice provide for the 

research on orthodontic tooth movement.  
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7 Abkürzungsverzeichnis 

AP-1    : activator protein 1 

°C    : Grad Celsius 

c-Fos tg   : c-Fos-transgen 

cm²    : Quadratzentimeter  

DMSO   : Dimethylsulfoxid 

DNA    : desoxyribonucleic acid 

dNTPs   : Nukleosidtriphosphate 

DPBS    : Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline 

EDTA    : Ethylendiamintetraessigsäure 

EGF    : epidermal growth factor 

et al.    : et alii / aliae 

g    : Gramm 

gWf    : gesamte Wurzelfläche 

INF-β    : Beta-Interferon 

Kb    : Kilo-Basenpaare 

KCl    : Kaliumchlorid 

Kg    : Kilogramm 

KG    : Körpergewicht 

LTR    : long terminal repeat 

M-CSF (auch CSF-1) : macrophage colony-stimulating factor 

mg    : Milligramm 

MHC    : major histocompability complex 

Min    : Minute 

mM    : Millimol   

µCT    : Micro-Computertomograph 
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µl    : Microliter 

N    : Newton 

NGF    : nerve growth factor 

n. n.    : nicht nachweisbar 

OPG    : Osteoprotegerin 

OTM    : orthodontic tooth movement 

PCR    : polymerase chain reaction 

pH    : potentia Hydrogenii 

PTH-R   : parathyroid hormone receptor 

RANK    : receptor activator of nuclear factor κ B 

RANKL   : receptor activator of nuclear factor κ B ligand 

RNA    : ribonucleic acid 

ROI    : Region of Interest 

rWf    : resorbierte Wurzelfläche 

Sek    : Sekunden 

SDS    : sodium dodecyl sulfate Natriumlaurylsulfat 

TAE-Puffer   : Tris-Acetat-EDTA-Puffer 

TE-Puffer   : Tris-EDTA-Puffer 

TGF-β    : transforming growth factor beta  

TNF-α    : Tumornekrosefaktor-alpha 

TRAP    : tartrat-resistant acid phosphatase 

WT    : Wildtyp 
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