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Abstract

Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, bei der durch
Knochendichtereduktion und Verschlechterung des Knochengewebes die Stabilitat der
Knochen abnimmt und das Frakturrisiko steigt.

Zur Therapie dieser Erkrankung gibt es mehrere Angriffspunkte. Ein neu erforschter
Ansatz ist die Wirkung von Sklerostin, ein Produkt des SOST-Genes. Es bietet einen
neuen Ansatz, der eine positive Knochenbilanz bewirken soll, ohne jedoch eine
unkontrollierte Uberschiefende Knochenproduktion zu erzeugen. Daher werden in
klinischen Studien bereits Sklerostininhibitoren getestet.

Sklerostin-Inhibition und die bereits bekannte Therapiemethode der physischen
Belastung sind Methoden zur Erhéhung der Knochenmasse und damit der Reduktion von
Osteoporose. Diese Effekte werden in Bezug auf kortikale und trabekulare
Knochenparameter im Mausmodell in dieser Arbeit thematisiert und untersucht.
Hauptaugenmerk der Untersuchungen waren (1.) den positiven Effekt von
Sklerostininhibition auf den kortikalen und trabekularen Knochen nachzuweisen, (2.) eine
Unabhangigkeit der belastungsinduzierten Knochenbildung oder -resorption von der
Sklerostin-Inhibition zu ermitteln, (3.) eine abgeschwachte Knochenbildung und
verstarkte -resorption mit zunehmendem Alter zu beobachten und (4.) einen Unterschied
in der Wirkung von Sklerostininhibition in Abhangigkeit vom Geschlecht auszumachen,
mit der Vermutung, dass das Knochenwachstum im weiblichen Mausmodell starker
ausgepragt ist.

Zur Beantwortung dieser Fragen wurde ein in-vivo Belastungsversuch durchgefuhrt bei
mannlichen SOST-KO Mausen und bei mannlichen Wurfgeschwistern des Wildtyps im
Alter von 10 und 26 Wochen. Anschlieliend wurden die Resultate mit denen eines parallel
durchgefuhrten Versuches am weiblichen Mausmodell verglichen. Im Versuch wurde die
linke Tibia der Mause fur 5 Minuten taglich mit einer vorher determinierten Kraft
(Dehnungsadaptiert) axial komprimiert, um einen Belastungsstimulus zu erzeugen. Dabei
wurden an Tag 0, 5, 10 und 15 Micro-CT-Scans von der mittleren Tibiadiaphyse zur
Beurteilung des kortikalen Knochens und der proximalen Tibiametaphyse zur Beurteilung
des trabekularen Knochens durchgefuhrt. Zusatzlich wurden an Tag 3 und 10 Calcein
Injektionen zur histologischen Beurteilung des Knochenwachstumes appliziert.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Sklerostininhibition eine Steigerung der
Knochenmasse kortikal und trabekular bewirkt, dass die Knochenbildung und -resorption,



die durch Belastung induziert wird, von einer Sklerostininhibition unabhangig ist und dass
die Knochenbildung mit zunehmendem Alter abnimmt und die Knochenresorption steigt.
AuRerdem wurde dargestellt, dass das Geschlecht einen signifikanten Einfluss auf den
Knochenmetabolismus und die Mechanotransduktion nimmt. Somit ist die Notwendigkeit
belegt, den Knochenstoffwechsel geschlechterspezifisch zu erforschen und mdgliche
Differenzen zu ermitteln. Da die mechanisch induzierte Knochenbildung und -resorption
unter Sklerostininhibition anscheinend alter- und geschlechtsabhangig ist, sollten in
zukunftigen klinischen Studien, die eine Antikorpertherapie zur Sklerostinblockierung
thematisieren, sowohl das Alter als auch das Geschlecht als Einflussgrofie flir Wirkung

und Nebenwirkung bertcksichtigt werden.



Abstract

Osteoporosis is a systemic skeletal disease in which bone density reduction and
deterioration of bone tissue reduces bone stability and increases fracture risk.
Therapyconcepts are researched worldwide. One newly researched approach is the
effect of sclerostin, a SOST-gene-product. It provides a new point of attack to produce a
positive bone balance, but without creating an uncontrolled, oversized bone production.
Therefore, inhibitors of sclerostin are already being tested in clinical trials. Sclerostin
inhibition and the already known therapy method of physical stress are methods for
increasing bone mass and thus the reduction of osteoporosis.

This study has investigated this effect with respect to cortical and trabecular bone
parameters using the mouse model. The main effect of this work was (1) to demonstrate
the positive effect of sclerostin inhibition on the cortical and trabecular bone, (2) to
determine the independence of stress-induced bone formation or resorption from the
sclerostin inhibition, (3) to observe a weakened bone formation and strengthened bone
resorption with aging and (4) to show a difference in the effect of sclerostin inhibition as
a function of gender, with the assumption that bone growth is more pronounced in the

female mouse model.

To answer these questions, an in-vivo stress test was performed in male SOST-KO mice
and male wild-type littermates at age 10 and 26 weeks. Subsequently, the results were
compared with those of a parallel experiment on the female mouse model. For the trial
the left tibia of the mice was axially compressed for 5 minutes daily with a previously
determined force (strain-adapted) to create a stress stimulus. On day 0, 5, 10 and 15,
micro-CT scans were performed from the middle tibial diaphysis to evaluate cortical bone
and the proximal tibial metaphysis for assessment of trabecular bone.In addition, calcein-

injections were applied on days 3 and 10 for the histological evaluation of bone growth.

In summary of the results obtained, it was shown that sclerostin inhibition causes an
increase in bone mass cortically and trabecularly, that bone formation and resorption
induced by stress is independent of sclerostin inhibition and that bone formation
decreases, and bone resorption increases with aging. In addition, it was clearly shown

that sex has a significant influence on bone metabolism and mechanotransduction and



thus demonstrates the necessity to investigate bone metabolism in a gender-specific
manner and to identify possible differences. Since it appears that mechanically induced
bone formation and resorption under sclerostin inhibition is age-dependent and sex-
dependent, both age and sex should be considered in future clinical studies addressing

sclerostin-antibody-therapy.



1.  Einleitung

1.1. Der Knochenstoffwechsel

Das Skelett ist kein starres Gerust, sondern ein sehr dynamisches System, das standigen
Wandel und Erneuerung erfahrt. Dafur sind spezielle Zellen von Noten, die das
mineralisierte Bindegewebe, vor allem das anorganische Hydroxylapatit (Ca5(P0O4)30H)
und die organischen Matrixproteine, strukturieren, reparieren und anpassen [1],[2]. Diese
Zellen sind vor allem die Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten. Osteoblasten
dienen der Bildung der Bindegewebsmatrix, welche anschlie®end mineralisiert werden
kann [3-5]. Osteozyten sind inaktive Platzhalter, die mechanische Belastung
wahrnehmen und eine Adaption des Knochens durch Aktivierung von Osteoblasten
und/oder Osteoklasten bewirken kdnnen [6-8]. Die Osteoklasten dienen dem Abbau von
Knochensubstanz und spielen bei der Anpassung auf Belastung, der Frakturheilung und
der stetigen Erneuerung des Skelettes eine grof’e Rolle [5, 9]. Diese Zellen sind
maldgeblich fur die Entstehung und den Erhalt des Skelettes verantwortlich. Die Knochen
des menschlichen Skelettes konnen in zwei Gruppen eingeteilt werden: Rohrenknochen
und platte Knochen. Letztere entstehen durch desmale Ossifikation, das heil3t der
Knochen entsteht auf direktem Wege aus Bindegewebe indem mesenchymale
Stammzellen zu Osteoblasten differenzieren. AnschlieRend mineralisiert die von den
Osteoblasten gebildete Bindegewebsmatrix mit dem von den Osteoblasten sezernierten
Hydroxylapatit [5, 10]. Dieser Variante steht die chondrale Ossifikation der
Réhrenknochen entgegen, bei der es vorerst zu einer Differenzierung zu Chondroblasten,
also Knorpelzellen, kommt. Nachdem ein Knorpelgerist von den Chondroblasten
errichtet wurde kommt es zum Einwachsen von Blutgefallen und einem damit
einhergehenden Anstieg von mesenchymalen Stammzellen, die nun entweder zu
Chondroklasten differenzieren um den Knorpel abzubauen und weiteren Blutgefalien
Platz zu verschaffen oder zu Osteoblasten um die Knochenmatrix zu bilden [5, 11]. Ein
weiterer Unterschied der Ossifikationsvarianten ist das Knochenwachstum. Bei der
desmalen Ossifikation kommt es zu einer Knochenanlagerung an der &uferen
Knochenoberflache, wahrend bei der chondralen Ossifikation der Knochen in Diaphyse
(Knochenschaft) und Epiphyse (Knochenende) unterschieden werden kann und sich
zwischen diesen Beiden die Metaphyse (Wachstumsfuge) befindet. In dieser kommt es

bis zum Abschluss des Korperwachstums zu einer Bildung von Knorpel mit
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anschlieBender Ossifikation in Richtung Diaphyse, sodass es zu einem Langenwachstum
kommt [5, 12].

Neben der Kategorisierung nach Entstehung kann man Knochen nach seiner Anatomie
in zwei strukturell unterschiedliche Gruppen unterteilen. Zum einen gibt es kortikalen
Knochen, welcher sehr kompakt und dicht in Lamellen und Osteonen strukturiert ist und
die aullere Hulle eines Knochens bildet. Seine Hauptaufgabe besteht darin Stabilitat und
mechanische Widerstandsfahigkeit zu gewahrleisten. Er kann auch in den
Mineralienhaushalt des Korpers eingreifen, zum Beispiel bei langanhaltender
Hypocalcamie oder Hyperparathyreodismus [13-15]. Der trabekulare Knochen hingegen
bildet die innere Struktur der R6hrenknochen und ist teilweise auch in den groRen platten
Knochen, wie das Becken oder den Wirbelkorpern, zu finden. Er ist wichtiger Bestandteil
fur die Stabilitat der Knochen und ist fur die Anpassung auf Belastung aulerst relevant.
Denn beim Knochenumbau werden nicht Osteone gebildet, sondern Howship-Lakunen,
welche eine viel hdhere Knochenumsatzrate aufweisen. Kommt es zu Mineraldefiziten
wird deshalb auch der trabekulare Knochen zuerst zum Ausgleich herangezogen. [16,
17]
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All diese Mechanismen und Komponenten des Knochenstoffwechsels stehen mittels
unterschiedlichster Mediatoren, die in komplexen Signalwegen strukturiert sind (RANK-
RANKL-OPG-System, Wnt-B-Catenin-Signalweg) im Kontakt und bilden ein stark
verstricktes Kommunikationsnetz. Sofern es keine Stérung in diesem System gibt, kommt
es zum physiologischen Wachstum bis zum Abschluss in der spaten Pubertat und zum
anschlieRenden standigen Knochenumbau, sodass etwa 4% des kortikalen und 28% des
trabekularen Knochens jahrlich ausgetauscht werden [5, 18, 19]. Ist jedoch das System

an einer Stelle gestort kann es zu schwerwiegenden Erkrankungen kommen.

1.2. Erkrankungen des Knochenstoffwechsels

Wie zuvor beschrieben kann man zusammenfassend sagen, dass der
Knochenstoffwechsel von einem stark vernetzten und sehr komplexen System reguliert
wird. Sind alle Komponenten dieses Systems intakt, findet man ein stabiles Skelett,
welches standig erneuert wird. Kommt es zu einem Ungleichgewicht kdnnen daraus
Krankheiten resultieren. Uberwiegt beispielsweise der Knochenaufbau durch einen
Defekt des Knochenabbaus kann die relativ seltene Osteopetrose entstehen [20, 21].
Kommt es hingegen zu einem vermehrten Knochenabbau durch gesteigerte Resorption,
liegt das weitaus haufigere Krankheitsbild der Osteoporose vor [22-24].

1.2.1. Osteoporose

Die Osteoporose ist eine weltweit verbreitete systemische Skeletterkrankung, bei der
durch Abnahme der Knochendichte und einer Verschlechterung des Knochengewebes
die Stabilitat der Knochen abnimmt und das Frakturrisiko steigt [5, 23, 25, 26].
Hauptmechanismus der Erkrankung ist die Negativbilanz des Knochenumsatzes,
welcher sich zuerst durch Veranderung und Abnahme des trabekularen
Knochengerustes bemerkbar macht. Der kortikale Knochen kann ebenfalls betroffen
sein, ist es aber auf Grund seines geringeren Knochenumsatzes erst in fortgeschrittenen
Stadien. Daher betrifft die Osteoporose vor allem Knochen mit hohem Anteil trabekularen
Knochen [5, 27]. Daher sind die haufigsten Frakturen an den Wirbelkdrpern, dem

proximalen Femur und den Knochen des Unterarmes (v.A. Radius) zu finden [23, 25, 28].
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1.2.1.1. Risiken fiir die Entstehung einer Osteoporose

Die Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung, die auf Grund von verminderter
Knochenstabilitat, das Risiko fur Frakturen erhoht. Daher wird die Osteoporose oft mit
der Abnahme an Knochendichte, messbar durch Bone mineral density (BMD) in der
Doppelrontgen-Absorptiometrie (DXA, dual energy X-ray absorptiometry) synonym
verwendet. Jedoch koénnen auch andere Faktoren das Frakturrisiko erhdhen, wie
ungunstige anatomische GroRenverhaltnisse oder kortikale Porositat [29, 30]. Viele
Risiken eine Fraktur zu erleiden wurden von John A. Kanis zusammengetragen und
daraus das ,Fracture Risk Assessment Tool“ (FRAX) entwickelt, welches erganzend zur
BMD-Messung oder selbststandig zur Bestimmung des Frakturrisikos der nachsten 10
Jahre verwendet wird [31]. Einzelne Studien zeigten, dass das FRAX auch ohne BMD
eine gute Vorraussagewahrscheinlichkeit besitzt [32-34]. Andere Studien jedoch
belegten keinen Zugewinn durch das FRAX [35]. Diese Studien verdeutlichen die
Notwendigkeit, die Diagnostik der Osteoporose und auch die Wahrnehmung der Arzte
fur das Vorliegen einer Osteoporose als Ursache einer Fraktur zu verbessern. Die
Eignung des FRAX flur die klinische Nutzung muss sich in der Zukunft erst noch
beweisen. Aktuell wird daher noch die BMD als Hauptdiagnostikum der Osteoporose
verwandt. Jedoch kann auch die BMD sehr variieren und es wird davon ausgegangen,
dass der Zeitpunkt an dem sie ihren Hohepunkt erreicht, auch bekannt als Peak bone
mass (PBM), ein besserer prognostischer Faktor fur das Erkrankungsrisiko der
Osteoporose ist [36-38]. Es gibt keine bestatigten Daten, in welchem Alter die PBM
erreicht wird. Man geht davon aus, dass es Ende der zweiten/Anfang der dritten
Lebensdekade erfolgt. Andere Studien zeigten, dass die PBM fur jeden Knochen zu
unterschiedlichen Lebenszeitpunkten erlangt wird [36]. AulBerdem konnten
geschlechterspezifische Unterschiede bei der Entwicklung der Knochendichte festgestellt
werden [39]. Faktoren, die die Knochendichte und damit das Osteoporoserisiko
beeinflussen sind Genetik, ethnische Herkunft, Umweltfaktoren, Alter, Sexualhormone,
Glukokortikoide und Lipidoxidation.

Genetisch konnten bisher etwa 56 Genloki entdeckt werden, die die Knochendichte
beeinflussen, von denen 14 direkten Einfluss auf das Frakturrisiko nahmen. Diese Gene
kodieren vor allem fur Faktoren des RANK-RANKL-OPG-Systems, Wnt-B-Catenin-
Signalweges, der Mesenchymalen Stammzelldifferenzierung oder far

Ossifikationsprozesse [40, 41].
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Ethnische Herkunft scheint ebenfalls eine wesentliche Rolle flir das Risikoprofil der
Osteoporose zu spielen [42-44]. Wie eine Studie aus dem Jahr 2005 von Barrett-Connor
zeigt, war die Knochendichte bei fast 200000 postmenopausalen Frauen
unterschiedlicher ethnischer Herkunft sehr verschieden. Afroamerikanerin hatten die
hdchsten, Asiatinnen die geringsten Werte fir BMD. Die Knochendichten wurden
anschlielen in Bezug auf das Kdrpergewicht verglichen und die Unterschiede konnten
damit erklart werden, bis auf die hohe Knochendichte bei Afroamerikanerinnen. In Bezug
auf das Frakturrisiko wurden ebenfalls Unterschiede festgestellt. Lateinamerikanerinnen
und ,weille“ Amerikanerinnen waren am haufigsten von Frakturen betroffen [44]. Dies
verdeutlicht die Relevanz der ethnischen Herkunft flr das Risiko der Entstehung einer

Osteoporose und dem damit erhohten Frakturrisiko.

Umweltfaktoren kdnnen eine grof3e Rolle fur die Knochenqualitat spielen und damit
entscheidende Auswirkung auf das Osteoporoserisiko haben. Neben den typischen
Umweltfaktoren, wie lange Bettlagerigkeit, Chronische Systemische Entziundungen und
Ernahrung, sei hier die korperliche Betatigung erwahnt. Diese ist sowohl bei Kindern im
Wachstum als auch bei Erwachsenen ein wesentlicher protektiver Faktor. Die
Knochendichte eines belasteten Knochens ist wesentlich hoéher als, die eines
Unbelasteten [45-47]. Eine Studie an professionellen Tennisspielern konnte zeigen, dass
die Verstarkung des Knochens bei Belastung vor allem durch ein Wachstum des
gesamten Knochens erreicht wird. Insbesondere an den distalen Enden von langen
Réhrenknochen wird eine Adaptation mittels Verstarkung des trabekularen Knochens
vermutet [48]. AuRerdem scheint der Grad der Belastung ebenfalls relevant zu sein, da
in einer weiteren Studie an postmenopausalen Frauen mit drei unterschiedlichen
Belastungsgraden (sitzende  Tatigkeit, aktive Tatigkeit aber kein  Sport,
Ausdauersportlerinnen) festgestellt werden konnte, dass Frauen bei einer leichten bis
moderaten Belastung eine héhere Knochendichte aufweisen als bei ausbleibender oder
hoher Belastung [47]. Naturlich spielen neben der physischen Belastung noch viele
weitere Faktoren aus der Umwelt eine wichtige Rolle fur die Knochenqualitat und damit
auf fir das Osteoporoserisiko. Jedoch wirden weitere Ausfiihrungen den Rahmen dieser

Arbeit sprengen.
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Die Osteoporose, eine Erkrankung des alternden Menschen? Wie bereits bekannt, nimmt
das Gleichgewicht von Knochenbildung und -resorption mit dem Alter zu Gunsten der
Resorption ab [22, 49, 50]. Aber warum ist das so? Es wird vermutet, dass der mit dem
Altern einhergehende Anstieg an reaktiven Oxidantien der Hauptgrund fir den
Knochenschwund ist. Die reaktiven Oxidantien nehmen Einfluss auf das Uberleben und
die Regeneration aller Knochenzellen und sind daher wichtige Faktoren im Gleichgewicht
des Knochenstoffwechsels [9, 51, 52]. Mit dem Wegfall von Ostrogen und Androgenen
fallt ein Schutzmechanismus gegen reaktive Oxidantien weg. Dies wurde erklaren,
warum es in der Menopause verstarkt zu Knochensubstanzverlust kommt. Die
Glukokortikoidproduktion wird mit zunehmendem Alter gesteigert und auch die
Sensitivitat nimmt zu, wodurch die Hydrierung des Knochens abnimmt und dieser fragiler
wird [9, 51, 52]. All diese Faktoren erhohen die Wahrscheinlichkeit einer Osteoporose-
bedingten Fraktur. Etwa die Halfte aller Frauen Uber 50 Jahren und ein Funftel aller
Manner Uber 50 Jahren sind von einer solchen Fraktur betroffen [26]. Zusammenfassend
lasst sich deshalb sagen, dass ein hoheres Alter als eindeutiger Risikofaktor fur die

Erkrankung Osteoporose ausgemacht werden kann.

Die Sexualhormone konnten durch reine Beobachtung der Pravalenz als relevanter
Einflussfaktor der Osteoporose identifiziert werden. Ein Ostrogen- und
Androgenuberschuss, wie er zum Beispiel bei Nierenrindentumoren vorkommt, kann zu
einem beschleunigten Knochenwachstum flhren, welches durch vorzeitiges
VerschlieRen der Wachstumsfugen, jedoch verfriht abbricht und es insgesamt zu einer
verminderten KorpergroRe kommt [53, 54]. Jedoch am einfachsten ist der Einfluss der
Sexualhormone auf den Knochenstoffwechsel durch die deutlich erhdhte Pravalenz von
Osteoporose bei Frauen nach der Menopause festzustellen. Ostrogene kommen in
beiden Geschlechtern vor und nehmen Einfluss auf den Knochenstoffwechsel. Somit
kénnen auch Manner durch  Ostrogenmangel, wie zum Beispiel bei
Aromatasehemmertherapie, an Osteoporose leiden [55-58]. Ostrogen scheint mehrere
Angriffspunkte zu haben. Beschrieben sind Wirkungen auf das RANK-RANKL-OPG-
Systems, auf Sklerostin und damit auf den Wnt--Catenin-Signalweg, aber auch auf die
Produktion von Mediatoren wie TNF-a und IL-1 B [55]. Aulterdem konnte der Einfluss von
Ostrogen auf die Elimination von reaktiven Oxidantien im Rahmen des Alterns bereits
vorab beschrieben werden und damit kann den Sexualhormonen, vor allem dem

Ostrogen, eine Schutzfunktion fiir altersbedingten Knochenverlust zugesprochen werden
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[51]. In Summe konnte gezeigt werden, dass ein Mangel an Sexualhormonen ein
eindeutiger Risikofaktor fur die Entstehung der Osteoporose ist.

Glukokortikoidtherapien stellen die haufigste Ursache fir die Entstehung einer
sekundaren Osteoporose da [59-61]. Denn diese, fur zahlreiche Erkrankungen sehr
wirksam eingesetzten Medikamente, haben auf den Knochenstoffwechsel vielseitige
Auswirkungen. Glukokortikoide wirken hemmend auf die Osteoblastenbildung und -
aktivitat und steigern die Apoptoserate. Damit wird die Knochenbildung reduziert,
wahrend durch gesteigerte Bildung von Osteoklasten die Resorption zu nimmt [62-64].
Aber nicht nur an den Knochenzellen nehmen Glukokortikoide Einfluss auf den
Knochenstoffwechsel, sondern auch die Kalziumresorption am Darm wird reduziert bei
gleichzeitiger Steigerung der Kalziumausscheidung aus der Niere [65, 66]. Dadurch
entsteht ein Kalziummangel, der durch Abbau von Knochenmaterial behoben werden
muss. Die Glukokortikoide bewirken ebenfalls einen Abfall der Sexualhormone [67],
dessen Einfluss auf den Knochenstoffwechsel vorab beschrieben wurde.

Es wird davon ausgegangen, dass eine Glukokortikoidtherapie das Risiko eine
Osteoporose zu entwickeln bei postmenopausalen Frauen verdoppelt und das
Frakturrisiko sogar  verfunffacht [68]. Daher  stellen Patienten mit
Glukokortikoidmedikation eine wichtige Risikogruppe fur die Entwicklung einer
Osteoporose dar und sollten besonders grundlich diagnostiziert werden, um eine
rechtzeitige Therapie einzuleiten [69, 70].

Die Oxidation von Lipiden und dem damit entstehenden Risiko zur Entwicklung einer
kardiovaskularen Erkrankung scheinen ebenfalls relevant fur die Entstehung einer
Osteoporose zu sein. Es konnte in einigen Studien eine eindeutige Korrelation zwischen
Lipidoxidation und Osteoporose gefunden werden [71, 72]. Kardiovaskulare
Erkrankungen und Osteoporose haben generell ahnliche Risiken und eine steigende
Pravalenz mit dem Alter. Vermutet wird, dass sich durch Einlagerung von Lipoproteinen
und Lipiden im Knochen, welche anschliefend oxidieren, zu einer Storung der
Osteoblasten kommt. Jedoch ist der genaue Mechanismus noch nicht ausreichend
erforscht [73, 74]. Es wird ein Zusammenhang in der durch Lipidoxidation zunehmende
Produktion von RANKL vermutet [74-76]. AuRerdem konnte eine Korrelation zwischen
der Blutviskositat und damit der Flusseigenschaften des Blutes und der Knochendichte
gefunden werden. Bei schlechten Flusseigenschaften des Blutes, durch Hyperlipidamie

oder Gefallverlegung durch Arteriosklerose kommt es zur Abnahme der Knochendichte
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[77, 78]. Damit ist die Lipidoxidation, die sonst mit den kardiovaskularen Erkrankungen
vergesellschaftet ist, ebenfalls ein Risikofaktor fur die Entstehung der Osteoporose.

Neben den aufgefuhrten gibt es noch einige weitere Risikofaktoren fur Osteoporose.

In dieser Arbeit wurden nur die wichtigsten Faktoren erlautert, die fur das Verstandnis
dieser Arbeit wesentlich sind. Bereits anhand der Ursachen konnte gezeigt werden, dass
eine immense Bevolkerungsgruppe von der Osteoporose betroffen ist oder ein erhéhtes
Risiko besitzt im Verlauf ihres Lebens an dieser zu erkranken. Welches Ausmal die
Erkrankung auf die Bevolkerung und welchen wirtschaftlichen Faktor die Osteoporose

einnimmt, wird im anschlieRenden Kapitel erlautert.

1.2.1.2. Zahlen zur Osteoporose

Zahlen zur Pravalenz und Inzidenz liegen nur unzureichend vor. Insbesondere weil viele
osteoporotische Frakturen asymptomatisch bleiben und die Zahl der Patienten mit
osteoporotischen Knochen ohne Manifestation in Form einer Fraktur nur schwer zu
evaluieren sind. Da die Pravalenz mit zunehmendem Alter steigt, ist aber mit einer
Gesamtzunahme der Pravalenz auf Grund der alternden Bevolkerungsstruktur zu
rechnen [79-81].

Eine Studie von Hadji, P. untersuchte gesetzlich Krankenversicherte einer Krankenkasse
(Techniker Krankenkasse) ab 50 Jahren retrospektiv auf Pravalenz, Inzidenz und
Haufigkeit von Frakturen zwischen 2006 und 2009 in Deutschland. Die Pravalenz betrug
14%, wobei fast jede vierte Frau ab 50 Jahren betroffen war (24%). Bei den Mannern war
die Erkrankung mit 6% deutlich seltener zu diagnostizieren. Die Inzidenz betrug etwa
2,1% pro Jahr, was bedeutet, das etwa 885000 Personen pro Jahr in Deutschland an
Osteoporose erkranken. Uber den Zeitraum der Studie konnten bei 52% der Probanden
Frakturereignisse, meist sogar mehrere, diagnostiziert werden. Diese Frakturen gehen
mit einer erhdhten Mortalitdt einher und fuhren zu erheblichen Kosten durch haufige
Leistungsinanspruchnahmen [82].

Dass die Osteoporose nicht nur Menschen in Deutschland betrifft, zeigt eine Europaweite
Studie aus dem Jahr 2010. Es wird angenommen, dass 2010 22 Millionen Frauen und
5,5 Millionen Manner in Europa an Osteoporose litten. Bei diesen kam es zu ca. 3,5
Millionen Osteoporose-bedingten Frakturen [79]. Die medizinischen Kosten diese
Frakturen zu therapieren, aber auch die wirtschaftlichen Kosten, die durch Arbeitsausfall

oder notwendiger privater Pflege entstehen, werden auf 37 Billionen Euro geschatzt.
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Diese werden bis 2025 vermutlich um 25% ansteigen. In den USA wurden fir 2005
Kosten von 17 Billionen Dollar ermittelt, wobei sogar ein Anstieg von 50% bis 2025
erwartet wird [83]. Diese Zahlen sollen verdeutlichen, dass nicht nur aus gesundheitlichen
Aspekten, sondern auch aus wirtschaftlicher Sicht ein enormer Handlungsbedarf zur

Pravention und Verbesserung der Therapie der Osteoporose besteht.

1.2.1.3. Therapieansatze der Osteoporose

Zur Therapie der Osteoporose gibt es mehrere Ansatzpunkte. Ein Wesentlicher,
insbesondere bei Patienten mit Frakturereignis, ist die Beurteilung von Mobilitat,
Sturzgefahr und Refrakturrisiko. Es sollte stets eine psychosoziale Betreuung erfolgen,
um Gefahrenquellen, die eine erneute Fraktur bewirken kénnten zu beseitigen und
Patienten die Angst vor erneuten Ereignissen zu nehmen und damit den Teufelskreis der
weiteren Mobilitatseinschrankung zu durchbrechen [84]. Denn wie oben beschrieben
stellt Immobilitat ein Risiko fur die Entstehung oder Verschlechterung einer Osteoporose
dar. Daher ist das Animieren der Patienten zu korperlicher Aktivitat ein wichtiger
Therapiebestandteil. Es konnte gezeigt werden, dass physikalische Belastung auf den
Knochen die Knochenqualitat verbessert und das Frakturrisiko senkt [47, 85-90]. Hierbei
sei erwahnt, dass stets Begleiterkrankungen berucksichtigt werden mussen und eine
ausreichende Konzentration von Calcium und Vitamin D im Patientenserum vorliegt [85,
91]. Diese Therapieschritte bedlrfen einer hohen Compliance und sind oft nicht
ausreichend um die Knochendichte ausreichend zu steigern beziehungsweise das
Frakturrisiko ausreichend zu senken. Deshalb kommt es zu Kombination mit einer
Pharmakotherapie. Medikamente, die sich negativ auf die Knochenbilanz auswirken,
sollten generell vermieden werden [84]. Des Weiteren wird Patienten mit Kalzium- oder
Vitamin-D-Mangel eine Substitution empfohlen [84]. Diese sollte auch stets beim
Verwenden einer antiresorptiven Therapie angewandt werden. Bei postmenopausalen
Frauen mit Osteoporose konnte eine Reduktion des Frakturrisikos von 18% beobachtet
werden [92]. Sexualhormonsubstitution bewirkt reichlich Nebenwirkungen und sollte,
daher auch erst bei Unvertraglichkeit oder unzureichender Wirkung anderer
Medikamente eingesetzt werden [84]. Bisphosphonate stellen die Gruppe der gangigsten
und wirksamsten Medikamente zur Osteoporosetherapie dar. Es werden
Frakturrisikoreduktionen fur Wirbelkdérper von 30%-70% und von 25%-51% fur alle

anderen Knochen angegeben [92, 93]. Allerdings gibt es noch keine Daten zur
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Langzeitbehandlung mit Bisphosphonaten und ein kontroverser Effekt wird auf Grund der
mit Bisphosphonaten assoziierten Reduktion des Knochenumsatzes befurchtet, da schon
jetzt eine Zunahme an atypischen Femurfrakturen und Kiefernekrosen unter der Therapie
beobachtet werden konnte [92, 94, 95]. Ein neueres Medikament, das ebenfalls Uber die
Hemmung der Resorption (Hemmung der Osteoklasten) wirkt ist das Denosumab. Ein
monoklonaler Antikdrper der eine gezielte Hemmung am RANK-Liganden bewirkt [14,
96]. Inwiefern sich das Nebenwirkungsprofil und die Wirksamkeit im Vergleich zu
Bisphosphonaten verhalt, ist aktueller Gegenstand der Forschung.

Ein anderer strategischer Angriffspunkt und der zurzeit Einzige, der die Knochenbildung
fordert, ist die Therapie mittels Parathyroid Hormon (PTH). Dieses eigentlich aus dem
Calciumstoffwechsel stammende Hormon sorgt fur eine Zunahme der Osteoblastenzahl
durch verstarkte Proliferation und Differenzierung und reduzierter Apoptose [97-99].
Dadurch konnte eine Frakturrisikoreduktion von 65% fur Wirbelkorper bei Patienten mit
ausgepragter Osteoporose erzielt werden [92]. Aber auch hier fehlen noch Studien fur
die Langzeitwirksamkeit und es konnte bereits in Studien gezeigt werden, dass bei
periodischer Anwendung aus der osteoanabolen Wirkung des PTHs eine osteoanabolen
wird, welche das Krankheitsbild der Osteoporose noch verschlimmern kann [100, 101].
Aulerdem kann es unter der Therapie mit PTH zu schweren Hypercalcamien kommen
[102-104], die Darreichungsform ist mit taglichen subkutan Injektionen sehr aufwendig
und setzt eine hohe Compliance voraus, bei einer Studie mit Ratten bewirkte es
Osteosarkome und andere Knochentumore [105] und die Kosten der Therapie sind sehr
hoch [106]

Zusammenfassend kann man sagen, dass seit Anerkennung der Osteoporose als eine
schwerwiegende Volkserkrankung, insbesondere auch aus volkswirtschaftlichem Aspekt,
die Notwendigkeit der Entwicklung neuer therapeutischer Moglichkeiten dringend
geboten ist. Die bisher entwickelten Medikamente und Therapieansatze liefern nur
unzureichende Verbesserung der Knochenqualitat und gehen oft mit hohen Kosten und
reichlich Nebenwirkungen einher. Seit der Entwicklung der Knochendichtemessung,
kann bereits vor einem Frakturereignis die Osteoporose diagnostiziert werden. Jedoch
ist die Entwicklung einer primaren Prophylaxe das wissenschaftliche Ziel. Aus diesem
Grund erforschen Arbeitsgruppen weltweit den Knochenstoffwechsel und entwickeln

neue Therapiestrategien.
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1.3. Sklerostin

Ein Ansatz, mit dem sich auch meine Arbeitsgruppe beschaftigt, ist die Wirkung von
Sklerostin, ein Produkt des SOST-Genes. Es bietet einen neuen Ansatzpunkt, der eine
positive Knochenbilanz bewirken soll, jedoch ohne eine unkontrollierte Uberschiel3ende

Knochenproduktion zu erzeugen.

1.3.1. Entdeckung

Sklerostin wurde bei der Untersuchung einer weiteren Knochenerkrankung entdeckt: der
Sklerosteose. Diese sehr seltene Erkrankung geht mit einer Mutation des SOST-Genes
einher, womit die Produktion von Sklerostin gestort ist [107, 108]. Bei einem Mangel an
Sklerostin kommt es zu einer Zunahme der Knochenmasse bei Mensch und Maus [107,
109, 110]. Es gibt jedoch keine Langzeitergebnisse oder ist der Wirkmechanismus
vollends verstanden. Bei der Sklerosteose kommt es zu Missbildungen des Kiefers und
der Fingerglieder [111, 112]. Gigantismus und eine Hyperosteose des Schéadels sind
ebenfalls zu beobachten. Die Hyperosteose flhrt zur Einengungen von
Nervendurchtrittspunkten und damit einhergehender Nervenschadigung (z.B.
Fazialisparese, Surditas) [112]. Daher muss geklart werden, ob eine Manipulation des
Sklerostingleichgewichts auch ohne diese unerwunschten Effekte der Sklerosteose
mdglich ist. Hoffnung gibt hierbei die Van Buchem Krankheit, eine Erkrankung die einen
ahnlichen Phanotyp wie die Sklerosteose bewirkt, aber, zumindest bei dominanter
Vererbung, milder verlauft und weniger unerwinschte Symptome zeigt [113].

Diese Beobachtungen fuhrten zu der Vermutung, dass das bei beiden Erkrankungen
mutierte SOST-Gen relevant fur den Knochenumbau ist. Das Gen kodiert fur das Hormon
Sklerostin, welches die Knochenbildung hemmt. Durch Funktionsverlust dieses Genes
kommt es zum Phanotyp des stetig zunehmenden Knochens bei ausbleibender
Hemmung durch besagtes Sklerostin [19, 114, 115]. Diese Vermutung erhartet sich durch
den gegensatzlichen Effekt, dass bei erhdhten Konzentrationen von Sklerostin ein

Knochenverlust beobachtet werden konnte [116-118].
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1.3.2. Wirkung

Durch Farbung verschiedener Zellen konnte nachgewiesen werden, dass Sklerostin von
Osteozyten sezerniert wird nachdem sie in die mineralisierte Matrix eingebaut wurden
und so die weitere Knochenbildung hemmen [119]. Daraufhin untersuchte man die
Auswirkung von Belastung und stellte fest, dass die Expression von Sklerostin durch die
Osteozyten vermindert wurde und die Knochenmasse anstieg [120, 121]. Durch die
Beobachtung und Untersuchung von Sklerosteose-Patienten und den daraus
gewonnenen Erkenntnissen kann man davon ausgehen, dass Sklerostin den
Knochenaufbau, also die Osteoblasten, inhibiert, aber die Osteoklasten nicht beeinflusst.
Sklerostin scheint auf der Knochenoberflache von den Osteozyten sezerniert zu werden
und sowohl zu den reifen als auch zu den unreifen Osteoblasten transportiert zu werden.
Dort bewirkt es eine Inhibition der Osteoblastendifferenzierung als auch -funktion und
induziert die Apoptose der Osteoblasten [115, 122, 123].

Doch wie wirkt Sklerostin an den Osteoblasten? Zuerst wurden angenommen, dass es
sich um einen Antagonisten der Knochenmorphogenetischen Proteine (englisch: bone
morphogenetic proteins, BMPs) handelt [115, 117], da die Wirkung auf Osteoblasten sehr
ahnlich erschien und Bindungen von Sklerostin an bekannten BMPs beobachtet wurden.
Jedoch konnte van Bezooijens Arbeitsgruppe 2004 zeigen, dass Sklerostin andere
Effekte zeigte als die klassischen BMP-Antagonisten und zum Beispiel die typische
Inhibition der Alkalischen Phosphatase Aktivitat, welche von den BMPs reguliert werden
kann, durch Sklerostin nur bedingt erreicht werden konnte [123]. Erganzend wurde noch
verdeutlicht, dass Sklerostin keine BMP-Antagonistisch typischen Eigenschaften besitzt,
wie die Inhibition der Smad-Phosphorylierung, die Aktivierung eines BMP-responsiven
Reportergenes und die direkte Transkriptionsaktivierung des MSX-2-Genes. Diese
Beobachtungen widersprechen der Vorstellung Sklerostin als einen typischen BMP-
Antagonisten einzustufen.

Im weiteren Verlauf konnte nachgewiesen werden, dass Sklerostin den kanonischen
Wnt-B-Catenin Signalweg antagonisiert [124]. Dieser ist der am meisten erforschte und
bisher am besten verstandene Signalweg der Wnt-Familie. Wnt steht fur ,wingless® aus
Beobachtungen mit der Taufliege Drosophila melanogaster, bei der durch eine Mutation
des wingless-Genes ein fligelloser Phanotyp entstand, und Int-1, welches zu
Tumorvirus-induzierten Mamma-Karzinomen in Mausen fuhrte. [125, 126] Nachdem
gezeigt werden konnte, dass es sich um Sequenzhomologe Gene handelt, wahlte man

den gemeinsamen Namen Wnt1 [127, 128]. Der Signalweg wurde in den letzten 25
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Jahren erforscht und es konnten bereits 19 Wnt Gene im menschlichen Genom gefunden
werden [129]. In Abwesenheit der Wnt-Proteine kommt es in den Zellen zur
Phosphorylierung von p-Catenin durch einen Komplex, wodurch die Ubiquitinierung und
der Abbau durch das Proteasom erfolgen kdnnen. Dadurch wird die Konzentration von
B-Catenin gering gehalten [129, 130]. Kommt es zur Bindung des Wnt-Proteins an einen
Zellmembranrezeptor Frizzled, bindet dieser Komplex an das Low-density lipoprotein
receptor-related poteine 5 oder 6 (LRP5/6). Anschlielend wird durch die Bindung eine
Konformationsanderungen bewirkt und somit Kinasen aktiviert. Es kommt zur
Phosphorylierung der zytoplasmatisch gelegenen Strukturen der LRPS/6 und der
Bindung des Axins, ein Bestandteil des (-Catenin Phosphorylierungskomplexes.
Dadurch wird ein Funktionsverlust des Komplexes erzielt und die B-Catenin-
Phosphorylierung bleibt aus. Folglich steigt die p-Catenin-Konzentration und es folgt
intrazellular eine Aktivierung von Transkriptionsfaktoren [129-131].

Es wurden viele Regulatoren dieses Signalweges entdeckt, einer ist das Sklerostin.
Sklerostin bindet an LRP5/6 und verhindert die Bindung der Wnt-Proteine und folglich die
Signalkaskade [124, 132, 133]. Diese Vermutung wird durch phanotypische
Beobachtungen unterstitzt. Kommt es zu einer Mutation des LRP5, kann kein Wnt-
Protein binden und es flhrt phanotypisch zur Osteoporosis Pseudoglioma. Diese
Erkrankung ist gepragt von angeborener Blindheit und seit der Kindheit bestehender
schwerer Osteoporose [134, 135]. Entgegengesetzt zeigt sich der Phanotyp bei
ausbleibenden Inhibitoren, wie bei Mutation des SOST-Genes oder des G171V-Genes,
welches fir einen weiteren Inhibitor Dickkopf 1 (DKK1) kodiert. Es kommt zu erhéhter
Knochenmasse phanotypisch ahnlich den der Sklerosteosepatienten [117, 134, 136].
Diese Wirkungen des Sklerostins auf den Wnt-B-Catenin-Signalweg machen es zu einem
wichtigen Regulator des Knochenstoffwechsels, insbesondere fur die Knochenformation
und -remodellierung und somit fur die Knochenmasse. Ziel der Forschung ist es, den
Wirkmechanismus von Sklerostin genau zu verstehen und als méglichen Ansatzpunkt fur

die Therapie der Osteoporose zu identifizieren.
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Abbildung 2 Wirkungsmechanismus von Sklerostin im Wnt--Catenin-Signalweg (A) zeigt den Wnt-
B-Catenin-Signalweg im regularen Ablauf und (B) zeigt die Inhibitionsfunktion des Sklerostins auf den Wnt-
B-Catenin-Signalweg.
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1.3.3. Stand der aktuellen Forschung

Monoklonale Antikérper, wie Romosozumab und Blosozumab, die eine selektive
Inhibition von Sklerostin ermdglichen, befinden sich bereits in klinischen Studien der
Phase Il [137, 138]. Doppelblinde randomisierte Studien der Phase | konnten zeigen,
dass sowohl Romosozumab [139] als auch Blosozumab [138] eine gute Vertraglichkeit
aufweisen und keine schwerwiegenden Nebenwirkungen auftreten. Vielmehr konnten
bereits in Phase Il Studien eine Erhdhung der Knochendichte bei Sklerostin-Antikorper
Therapie nachgewiesen werden vor allem fur Lendenwirbelkorper und Huftknochen,
sodass beide Studienleiter eine Fortsetzung der Erforschung dieser monoklonalen
Antikorper empfehlen und diese als potenzielle Therapie der Osteoporose ansehen.
Leider wurden diese Erkenntnisse fur Romosozumab [137] und Blosozumab [140] nur
bei postmenopausalen Frauen gewonnen, wodurch keine Aussage uber den
Therapieeffekt bei mannlichen Probanden gefallt werden kann. Nur die Phase | Studie
von Padhi in 2013 untersuchte die Vertraglichkeit des Antikorpers Romosozumab auch
bei Mannern und lasst zumindest vermuten, dass sich die Vertraglichkeit der Therapie
nicht durch das Geschlecht des Patienten beeinflussen lasst [139]. Jedoch sind zur
Bestatigung dieser Vermutung weitaus groRere Fallzahlen zu untersuchen. Es bleibt
Gegenstand der Forschung Wirkung, Vertraglichkeit, Therapieeffekte und maogliche

Interaktionen mit anderen Therapeutika geschlechterspezifisch zu untersuchen.
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1.4. Geschlechterrelevanz

Wie die Zahlen bereits zeigten, ist die Osteoporose eine Erkrankung, die mehr Frauen
als Manner betrifft. Wieso ist das so? Ist die Menopause, der einzige Grund fur die hohere
Pravalenz? Bendtige ich Uberhaupt Therapien fur Manner mit Osteoporose, wenn die

Pravalenz viel geringer ist als bei Frauen?

1.4.1. Die Osteoporose, eine Erkrankung der postmenopausalen Frau?

Die Osteoporose betrifft vor allem altere Menschen. Die National Osteoporosis
Foundation (NOF) schatzte 2002 die Anzahl der Osteoporose Patienten uber 50 Jahren
in den USA auf 7,8 Millionen Frauen und 2,3 Millionen Manner. Dazu kommen die
Patienten mit Osteopenie beziehungsweise niedriger Knochenmasse (21,8 Millionen
Frauen und 11,8 Millionen Mannern), welche ein hohes Risiko haben eine Osteoporose
zu entwickeln. Bis zum Jahr 2020 wird ein Anstieg der Betroffenen vermutet und es
konnten 10,5 Millionen Frauen und 3,3 Millionen Manner an Osteoporose erkranken.
Dazu werden 2020 vermutlich 30,4 Millionen Frauen und 17,1 Millionen Manner eine
Osteopenie aufweisen. Durch diesen Anstieg ist die Gesundheit von 44 Millionen US-
Amerikaner Uber 50 Jahren 2020 gefahrdet, wodurch 55% der Uber 50-jahrigen betroffen
waren [141]. Trotz der hier anschaulich erkennbaren hoheren Pravalenz der Frauen ist
auf Grund der hohen Patientenzahlen der Mann als Patient nicht zu vernachlassigen.
Insbesondere, da die Aussagekraft der Daten fur Manner im héheren Alter durch die
abnehmende Fallzahl schwindet, sollten auch Manner als bedeutsame Patientengruppe
erkannt werden [142]. Allein die finanziellen Kosten fur die Behandlung der durch
Osteoporose betroffenen Manner wurden 2005 auf 4,15 Milliarden Dollar von insgesamt
16,9 Milliarden Dollar Gesamtkosten geschatzt [83].

Das Risiko fur vertebrale Frakturen ist doppelt so hoch fur Frauen wie fur Manner und far
nicht vertebrale Frakturen sogar 2,5-fach erhoht [143, 144]. Es wird vermutet, dass der
Unterschied im Frakturrisiko durch die unterschiedliche Knochendichte der Geschlechter
bedingt ist, die unteranderem durch einen verstarkten Knochenmasseverlust bei Frauen
zu erklaren ist. Frauen weisen in einigen Studien generell geringere
Knochendichteparameter auf als altersgleiche Manner [145-147]. Manner haben mit 20-
30 Jahren eine hohere Peak-bone-mass (PBM) und gleichen altersbedingten
Knochendichteverlust durch Knochenwachstum im Durchmesser aus. Dieses Phanomen

konnte bei Frauen nicht beobachtet werden [39]. Ebenfalls konnte eine Tendenz
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beobachtet werden, dass sich trabekularer Knochen bei Frauen Uber 50 Jahren eher
aufldst als bei gleichaltrigen Mannern [39, 148].

Zusammenfassend scheinen Manner den stabileren Knochen zu besitzen und daher
auch seltener an Osteoporose zu erkranken und folglich ein geringeres Frakturrisiko zu
besitzen. Ursachlich fur diese Unterschiede sind zum einen die Sexualhormone, denn
auch Testosteronmangel, sowie Ostrogenmangel bei Mannern, fiihrt zu reduzierter
Knochenmasse [57, 149, 150]. Die Unterschiede in der Ausbildung des erwachsenen
Skelettes, der Einfluss der Sexualhormone und die unterschiedliche Reaktion des
Knochens in Bezug auf das Altern sind die aktuell zu verstehenden Mechanismen und
Schwerpunkt der momentanen Knochenforschung. Diese Geschlechterdifferenzen
ausfindig zu machen helfen nicht nur den Knochenmetabolismus besser zu verstehen,
sondern liefern auch potenzielle Therapiestrategien fur die Osteoporose. Dadurch konnte
das Frakturrisiko von Millionen von Frauen weltweit drastisch gesenkt werden.

Jedoch darf der Bedarf des Mannes bei der Erforschung zuklnftiger
Osteoporosetherapien nicht vernachlassigt werden. Denn obwohl Frauen eine erhdhte
Frakturwahrscheinlichkeit aufweisen, besitzen Manner das schlechtere Outcome nach
einer Fraktur [151-153]. Eine Meta-Analyse konnte zeigen, dass nach Huftfrakturen die
Mortalitat bei Mannern (80 Jahre) mit 18% fur das erste Jahr nach Fraktur deutlich hdher
ist als bei Frauen (80 Jahre) mit 8% [151]. In einer amerikanischen Studie wird sogar von
30% far Manner zu 17% fur Frauen gesprochen, wobei die Osteoporose-assoziierte
Mortalitat hoher ware als die des Mamma- oder Zervix-Karzinoms [154]. Weiterhin ist die
Forschung beziehungsweise die klinische Testung von pharmakologischen Praparaten
oft auf postmenopausale Frauen als Probandengruppe bezogen und die Wirkung und
Vertraglichkeit der Praparate nur unzureichend fur beide Geschlechter getestet [155,
156]. Manner haben eine deutlich geringere Wahrscheinlichkeit nach einer Fraktur eine
Knochendichtemessung oder eine Osteoporosetherapie zu erhalten [157, 158]. Selbst
nach mehreren Frakturen in kurzer Zeit (innerhalb eines Jahres) werden 75,9% der
Manner nicht behandelt [159]. In einzelnen Einrichtungen ist diese Diskrepanz bereits
erkannt worden und es wurden Programme entwickelt, die ein besseres Screening und
frihere Therapieoptionen ermdglichen. Eines dieser Disease-Management Programme
wurde fur einen Zeitraum von 6 Jahren getestet und evaluiert. Es wurden 263% mehr
Knochendichtemessungen bei Frauen und sogar 914% mehr bei Mannern durchgefihrt.
Dadurch wurden 153% mehr Osteoporosemedikationen verordnet und die Rate an
Huftfrakturen zwischen 2002 und 2007 war 38% geringer als erwartet [154, 160]. Diese
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Zahlen lassen hoffen, dass die Osteoporose in Zukunft besser erkannt und friher
therapiert werden kann. Jedoch zeigte eine Umfrage unter 171 Orthopaden in den USA,
dass zwar 68% der Meinung sind, als Orthopaden fur das Verschreiben von
Osteoporosemedikamenten verantwortlich zu sein, aber 47% befurchten mogliche
Nebenwirkungen und verschreiben deshalb Keine. 32% waren der Meinung, dass die
Einleitung der Therapie die Aufgabe des Hausarztes sei [161].

Diese Zahlen bestatigen die Notwendigkeit der Weiterentwicklung des Osteoporose-
Managements auch auf interdisziplinarer Ebene, aber auch die Erforschung und
Entwicklung neuer nebenwirkungsarmer Medikamente fir ein sorgenfreieres

Rezeptieren.

1.4.2. Geschlechterrelevanz in der Knochenforschung

Wie mehrmals erwahnt ist die Forschung um den Knochenstoffwechsel vor Allem auf
postmenopausale Frauen fokussiert. Es gibt nur wenige Studien mit Mannern,
insbesondere in der Forschung um Sklerostin. Auch die Tierversuche um Sklerostin
werden meist im weiblichen Mausmodell durchgefuhrt. Dabei konnten Unterschiede in
der Konzentration von Sklerostin bereits festgestellt werden [162]. Bei Mannern waren
deutlich hohere Sklerostinkonzentrationen im Serum festzustellen als bei gleich alten
Frauen. Zwar konnte keine Signifikanz mehr festgestellt werden, nach Angleichen der
Sklerostinkonzentration an Alter, Mineralgehalt des Knochens, Body-Mass-Index (BMI),
physische Belastung und Nierenfunktion, jedoch gibt es erste Hinweise auf
Geschlechterspezifische Unterschiede bezuglich Sklerostin. Diese Ergebnisse werden
unterstutzt von einer Studie aus dem Jahre 2014 [163], die ebenfalls erhdhte
Sklerostinparameter bei Mannern feststellte. Doch wirden hdhere Konzentrationen
eigentlich eine geringere Knochenbildung bewirken und damit eine geringere
Knochendichte, jedoch haben Manner generell starkere Knochen als Frauen.
Madglicherweise ist der Wirkmechanismus von Sklerostin geschlechterspezifisch oder
Manner haben andere Mediatoren zur Signalibertragung wie zum Beispiel Dickkopf-1
(DKK-1), welches geringere Konzentrationen aufwies als bei Frauen [163]. Physische
Aktivitat ist ein protektiver Faktor der Osteoporose und wirkt auch auf die
Sklerostinkonzentration. Angenommen wird, dass die Osteozyten die Mechanosensoren
des Knochens darstellen und durch einen noch unbekannten Mechanismus den

Knochenmetabolismus in Abhangigkeit von Belastung regulieren konnen. Bei Belastung
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kommt es unter anderem zu einer Reduktion der Sklerostinexpression durch Osteozyten
[120, 164-167]. Folglich kommt es zur erhdhten Knochenbildung. Das Ergebnis, die
Steigerung der Knochenmasse durch mechanische Belastung, konnte bereits in einigen
Studien gezeigt werden [49, 168-171]. Diese Studien zeigen auch, dass die Reaktion des
Knochens auf physische Belastung mit dem Alter abnimmt. Leider wurde, wie so haufig
in der aktuellen Knochenforschung, das weibliche Mausmodell verwendet und die
Aussagekraft der Erkenntnisse fur das Mannliche bleibt aus. Trotz des reduzierten
Ansprechens des Knochens auf physische Belastung im hoheren Alter kann das
Frakturrisiko durch diese reduziert werden [89, 90]. Auch bei dem Aspekt der physischen
Belastung koénnen geschlechterspezifische Unterschiede auftreten, die einer
grundlicheren Erforschung bedurfen. Erste Hinweise diesbezuglich ergeben sich durch
die Ergebnisse einer longitudinalen Studie in Amsterdam, bei der eine moderate
physische Belastung mit der Knochenqualitat bei Frauen assoziiert werden konnte,
wahrend Leistungsfahigkeit und Starke des Handgriffes bei Mannern mit der
Knochenqualitat vergesellschaftet waren [172]. Weitere Studien zum Detektieren von
Geschlechterunterschieden sind von Noten, um zum einen den Mann als
Osteoporosepatienten optimal zu behandeln, aber auch um zum anderen den
Knochenmetabolismus besser zu verstehen und gegebenenfalls die physiologischen

Differenzen fur die Therapieentwicklung zu nutzen.

1.4.3. Geschlechterrelevanz in Bezug auf den Wnt/B-Catenin Signalweg

Es gibt Hinweise, dass das Geschlecht relevanten Einfluss auf den Wnt/3-Catenin
Signalweg und die belastungsbedingte Knochenadaption hat. Es bleibt jedoch unklar,
warum weibliche SOST-KO Mause eine groRere Knochendichte (BMD; bone mineral
density) besitzen als mannliche [173]. Mehrere Studien zeigen, dass die Geschlechter in
ihrer Reaktion auf das Ausschalten eines Teils des Wnt/B-Catenin Signalweges
signifikante Unterschiede aufweisen. So berichten Kramer et al. [174] von einer ca. 25%
Reduktion des trabekularen Knochenvolumens bei weiblichen Mausen, bei mannlichen
Mausen wurde nur eine Reduktion von 10% beobachtet. Beide Geschlechtergruppen
waren 8 Wochen alt und ein einziges [B-Catenin-Allel in den Osteozyten wurde
ausgeschalten (Heterozygote Osteozyten-spezifisches $-Catenin cKO Mause; HET cKO
Mause). In dieser Studie konnte ein schnellerer und meist auch starkerer Knochenverlust

bei weiblichen Versuchstieren im Vergleich Mannlichen erkannt werden und gleichzeitig
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konnte eine hdhere Sensitivitat auf die Modulation des Wnt/B-Catenin Signalweges fir
das weibliche Mausmodell festgestellt werden.

Die damit deutlich gezeigte Notwendigkeit der Unterscheidung in der Betrachtung
zwischen mannlichen und weiblichen Mausen ist den zitierten Autoren bewusst, jedoch
wird nur auf die Relevanz von weitern Studien zur Differenzierung hingewiesen. Zwei
weitere Studien, die sich mit der Untersuchung von mechanischer in vivo Belastung im
Zusammenhang mit dem Mangel eines mit dem Low-Density-Lipoprotein-Rezeptor
verwandten Proteins 5 (Lrp5) im Mausemodell beschaftigten, wiesen deutliche
Geschlechterunterschiede in ihren Ergebnissen auf. Sklerostin bindet an transmembran
Low-Density-Lipoprotein Rezeptor verwandtes Protein 5/6 (LRP5/6) und [0st
anschlieend den Wnt-Signalweg aus [110]. Sawakami et al. [175] zeigten, dass eine
grolRere Suppression des belastungsabhangigen Knochenumbaus bei weiblichen Lrp5-
defizienten Mausen zu erkennen ist als bei den mannlichen. Saxon et al. [176]
berichteten, dass LrpSHBM+ Mause ebenfalls geschlechtsspezifisch in der
Knochenformation auf Belastung reagierten. Beide Autoren waren nicht in der Lage, den
Geschlechterunterschied in inren Beobachtungen zu erklaren.

Fir Sklerostin ist die Datenlage in Bezug auf Geschlechterspezifitat mangelhaft, obwohl
die eben erwahnten Studien vermuten lassen, dass auch in Bezug auf Sklerostin
Differenzen bestehen kdnnen.

Es konnte in einer Studie beobachtet werden, dass kein additiver Effekt von
Sklerostininhibition und mechanischer Belastung erreicht werden kann, da beide
Mechanismen Uber die Inhibition von Sklerostin wirken [167]. Jedoch konnte Morse et.
al. 2014 zeigen, dass es unabhangig von Sklerostin unter Belastung noch zu einer
Zunahme der kortikalen Dicke kommen kann [177]. Leider haben beide Studien ihre
Limitationen und es bedarf weiterer Untersuchungen diese Aussagen zu prufen. Eine
wichtige Limitation ist vor allem die Wahl des weiblichen Mausmodelles als einzige
Probandengruppe. Damit ist es wiederum nicht moglich eine genaue Aussage zu
mannlichen Versuchstieren zu tatigen und der Bedarf an einer geschlechterspezifischen
Untersuchung dieses Problems wird verdeutlicht. Zum anderen wurden nur junge (10
Wochen alte) SOST-KO Mause untersucht. Daher bleibt ungeklart, wie altere
Versuchstiere reagieren und ob eine andere Reaktion im mannlichen Mausmodell in

Abhangigkeit vom Alter beobachtet werden kann.
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All diese Studien zeigen deutlich die Notwendigkeit zur weiterfUhrenden Erforschung der
geschlechterabhangigen Unterschiede im Wnt/3-Catenin Signalweg bei gleichzeitiger

mechanischer in vivo Belastung.

1.5. Zielsetzung der Arbeit

Sklerostin-Inhibition und physische Belastung sind zwei Methoden zur Erhdéhung der
Knochenmasse und damit der Reduktion von Osteoporose und mit ihr assoziierter
Frakturen. Diese Arbeit mochte an Hand des Mausmodelles diese Effekte in Bezug auf
kortikale und trabekulare Knochenparameter untersuchen. Dabei dient die linke Tibia als
zu untersuchender Knochen und intraindividuell die rechte Tibia als Kontrollknochen.
Zum einen wird die mittlere Diaphyse zur Beurteilung des kortikalen Knochens, zum
anderen die proximale Metaphyse zur Beurteilung des trabekularen Knochens
untersucht. Erganzend soll die knocherne Reaktion im ausgewachsenen Skelett gepruft
werden und die Reaktionen auf Sklerostin-Inhibition und Belastung zwischen jungen (10
Wochen) und erwachsenen (26 Wochen) Knochen verglichen werden. Aul3erdem wurde
fur diesen Versuch das mannliche Mausmodell gewahlt, um mogliche
geschlechterspezifische Reaktionen zu evaluieren. Dafur werden die in dieser Arbeit
erhobenen Ergebnisse mit den Beobachtungen eines identischen Experimentes im

weiblichen Mausmodell verglichen.

Hypothesen dieser Arbeit:

e Chronische Sklerostin-Inhibition bewirkt eine Steigerung der Knochenmasse

kortikal und trabekular bei jungen und erwachsenen Mausen.

e Belastungsinduzierte Knochenbildung und -resorption sind unabhangig von

Sklerostin-Inhibition im mannlichen Mausmodell

¢ Knochenbildung ist durch die Ausreifung des Skelettes mit zunehmendem Alter

abgeschwacht, wahrend die Knochenresorption zunimmt.

e Sklerostin-Inhibition bewirkt als Reaktion auf Belastung ein starkeres

Knochenwachstum im weiblichen Mausmodell als im Mannlichen.
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2. Methodik

Ein genehmigter Tierversuchsantrag mit der Kennung Reg 0168/13 liegt vor. Die
Grundsatze der Charité-Universitatsmedizin Berlin zur Guten Wissenschaftlichen Praxis
wurden zu jeder Zeit eingehalten.

Alle beschriebenen Experimente wurden nach den Tierschutzrechtlichen Ordnungen flr
das experimentelle Arbeiten mit Versuchstieren nach dem Institut fur wissenschaftliches
Arbeiten mit Versuchstieren des Landesamtes fur Gesundheit und Soziales (LaGeSo)
Berlin durchgefiihrt und die Dokumentation erfolgte nach § 9 des Tierschutzgesetzes in

Verbindung mit § 29 der Tierschutz-Versuchstierverordnung.

21. Tierzucht und Genotypisierung

Als Modell des Belastungsversuches wurde auf Grund der hohen Vergleichbarkeit das
haufig verwendete Mausmodell der C57BI/6 Maus gewahlt. Zum Erhalt der erwlinschten
genetischen Grundlage einer SOST-KO Maus wurde uns das Sperma von zwei
mannlichen SOST-/- Mausen von Novartis zur Verfugung gestellt. Die Injektion des
Spermas intrazytoplasmatisch in die Oozyten von weiblichen C57BI/6 Mause erfolgte in
der Forschungseinrichtung fir experimentelle Medizin der Universitatsklinik der Charité.
Die gezlichtete heterozygote erste Generation wurde untereinander erneut gekreuzt und
in der zweiten Generation wurden die homozygoten SOST-KO Mause und Kontrollmause
(mit Sklerostinexpression) mittels Multiplex-PCR identifiziert. Die Gewinnung der Proben
fur die PCR erfolgte durch Schnitte am Schwanz der Maus und die Analyse erfolgte nach

ein von Novartis bereitgestellten Protokoll.

Primer zur Identifikation des Genoms waren:
1. SOST-spezifisches Endogen 5° TCC ACA ACC AgTCggAgC TCA Agg 3’
2. SOST-spezifisches Endogen und Target 5’ ACT CCA CAC ggTCggAAAgTTTg g 3’
3. Neo-Target 5°gggTgggAT Tag ATA AAT gCCTgC TCT 3’

Die Primer wurden von TIB MOLBIOL, Berlin, Deutschland bereitgestellt. Die SOST-KO

Mause wurden mittels Primer 2 und 3 identifiziert und die Kontrollmause mittels Primer 1
und 2.
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Abbildung 3 Stammbaum zur Gewinnung des SOST-KO Mausmodelles. Die Abbildung zeigt die
Kreuzschritte zur Erzeugung einer SOST-KO Population der C57BI/6 Maus. Spermatozyten mit dem
Genom einer SOST-KO Maus wurden intrazellular in C56BI/6 Oozyten injiziert. Die daraus resultierende
heterozygote 1. Generation wurde untereinander erneut gekreuzt. Die 2. Generation bestand aus
homozygoten SOST -/- Mausen, heterozygoten SOST +/- Mausen und homozygoten +/+ Mausen. Das
Genom der Mause wurde mittels Multiplex-PCR ermittelt und die 2. Generation in die dementsprechenden
Untergruppen aufgeteilt, wobei die SOST -/- Mause als Versuchsgruppe mit Sklerostin-Mangel genutzt
wurde und die anderen zwei Gruppen als Kontrolltiere.
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2.2. Belastungs-/ Dehnungsanalyse

Um die Auswirkungen der Belastung auf die Tibia zu untersuchen, muss eine konstante
Belastung erfolgen. Der Mechanismus zur Detektion von physischer Belastung durch die
Osteozyten ist noch ungeklart, jedoch ist bekannt, dass sie wichtige Regulatoren der
Sklerostin Expression sind und mechanische Beanspruchung des Knochens Einfluss auf
diese Regulationsmechanismen nimmt [120, 164]. Je nach Alter und Genotyp bringen
die zu untersuchenden Mausmodellgruppen jedoch unterschiedliche
Ausgangseigenschaften des Knochens mit. Der Knochen der SOST-KO Mause war
generell fester und von grollerer Steifigkeit. Um gleich Belastungsreize auf die
unterschiedlichen Knochen auszulben, bedarf es einem guten Verstandnis des
Belastungs- / Dehnungsverhaltnisse der Tibia. De Souza beschrieb 2005 die knocherne
Belastung der Tibia von C57BI/6 Mausen beim Gehen von <300 pe (micro epsilon
compression/microstrain) und beim Springen von <600 pe [178]. Deshalb wurden unsere
Untersuchungsgruppen je nach Genotyp und Alter an Hand von je 7 Versuchstieren
bezuglich der Belastungs-/Dehnungseigenschaften untersucht, um fur jede Gruppe die
spezifische axial zu applizierende Kraft zu ermitteln um identische Belastungen in der
Tibia zu erzielen. Um eine axiale Druckbelastung zu ermitteln, die einer intensiven
Belastung und damit einer hohen Reizintensitat flr die Osteozyten entspricht, legten wir

eine Zieldehnung von +900 e fest, welche bei jeder Versuchsgruppe anvisiert wurde.

2.2.1. Praparation der Dehnungsmessstreifen

Material Hersteller

Dehnungsmessstreifen EA-06-015LA-120, Micro-measurements, Vishay
Kabel (38TDQ) Phoenix Wire, Inc., Vermont, USA

Tesafilm Tesa, Norderstedt, Deutschland

Skalpell FEATHER, Osaka, Japan

Lichtmikroskop (Leica MZ6) Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland
Lotzinn Stannol, Wuppertal, Deutschland

Lotmittel Vishay

Lotgerat Weller, Besigheim, Deutschland

Ethylalkohol Herbeta-Arzneimittel Berlin, Deutschland
Wattestabchen neolLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland
M-Bond Type-10 Vishay

Hartungsmittel Vishay

M-Coat D Vishay

M-Coat A Vishay

Widerstandsmessgerat (FLUKE 77 Multimeter) FLUKE, Singapur
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Fir die nachfolgend erlauterte In vivo Kalibrierung der Belastungs- /
Dehnungsverhaltnisse der Tibia wurden Dehnungsmessstreifen bendtigt, um die
Dehnung auf der Tibiaoberflache zu detektieren. Die Messstreifen, Micro-
Measurements® Precision Sensors, wurden von Vishay erworben. Bei der
ursprunglichen Grolde der Messstreifen ware auf Grund der anatomischen Verhaltnisse
ein Auftragen auf die ventromediale Flache der Tibia unmdglich gewesen. Deshalb wurde
jeder Dehnungsmessstreifen modifiziert. Es wurde zuerst die Randexzision des nicht
benotigten Plastikrahmens um die Messgitter und Kontakte mittels Skalpell unter 10-fach
Vergroflerung am Lichtmikroskop durchgefihrt. AnschlieRend wurde die Isolierung der
Kupferdrahte an beiden Enden entfern und an diese Schweil3mittel aufgetragen. Darauf
wurden die Enden in geschmolzenes Lotmittel getaucht. Schweil3mittel wurde ebenfalls
auf die Kontaktplatten des Dehnungsmessstreifens aufgetragen und anschliel3end
jeweils ein kleiner Tropfen Lotmittel. Nun konnten unter Kontakt des Lotgerates zwei

Drahte an den Dehnungsmessstreifen auf je einer Kontaktflache gelotet werden.

Abbildung 4 Dehnungsmessstreifen nach Létung der Kabel an die
Kontaktstellen. In der Abbildung sind die zwei Kabel zu erkennen,
welche an den Dehnmesstreifen geldtet wurden. In der VergroRerung ist
die prazise Lotung der Kabelenden auf die Kontaktflachen unter
Aussparung des Messgitters zu erkennen. (Vielen Dank an Tobias Thiele
fur das Bildmaterial)
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Nach Kontrolle der Funktionalitat des Dehnungsmessstreifens wurde dieser mit Alkohol
und einem Wattestabchen gereinigt um im Anschluss beschichtet und isoliert zu werden.
Fur die erste Beschichtung wurden 2 Tropfen M-Bond Type-10 und 1 Tropfen
Hartungsmittel miteinander vermischt und auf die Lotstellen appliziert ohne die
Widerstandsspule zu integrieren. Die Aushartungszeit betrug 3 Stunden bei
Zimmertemperatur. Nach der Aushartung erfolgte die zweite Beschichtung zur Isolation
von Korperflussigkeiten mittels M-coat D Uber den gesamten Dehnungsmessstreifen mit
einer Aushartungszeit von 12 Stunden bei Zimmertemperatur. Uberschiissiges Material
wurde mittels Skalpell entfernt. Als letzte Schicht wurde M-coat A Uber den bereits
isolierten Bereich als Endisolation aufgetragen und flr 5 Tage bei Zimmertemperatur
ausgehartet. Nach erfolgter Aushartung der Isolationsflissigkeiten wurden die
Dehnungsmessstreifen zum Abschluss durch Kontrolle des vom Hersteller angegebenen
Widerstandes von ~120 + 0,6 Ohm auf Funktionalitat gepruft.

2.2.2. In vivo Kalibrierung der Belastung/Dehnung

Material Hersteller

Prazisionswaage (TE4100) Sartorius AG, Géttingen, Deutschland

Ketamin Actavis®, Minchen, Deutschland

Medetomidin Domitor®, Orion Pharma, Nydalen, Norwegen

Buprenorphin Temgesic®, Reckitt Benckiser, Berkshire, England

1ml Spritzen BRAUN, Melsungen AG, Deutschland

Kanulen (27G %) BRAUN, Melsungen AG, Deutschland

Rasierapparat (Aesculap GT 386) BRAUN, Melsungen AG, Deutschland

Skalpell oder Schere Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Pinzette Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Wattestabchen neolLab Migge GmbH, Heidelberg, Deutschland

Entfetter Vishay

Spatel Fine Science Tools GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Praparierter Dehnungsmessstreifen EA-06-015LA-120, Micro-measurements, Vishay

Sekundenkleber Duro Super Glue, USA

Abgeschragter Holzspatel Medline Industries

Hochtemperaturkauter Bovie Medical Corp., USA

Widerstandsmessgerat (FLUKE 77 Multimeter) | FLUKE, Singapur

Belastungsmaschine Electro Force Testbench LM1, Bose, Minnesota,
USA

WinTest Software Bose, Minnesota, USA
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Zum Verstandnis der Belastungs-/Dehnungseigenschaften wurde eine in vivo Kalibration
an insgesamt 28 Mausen (je 7 pro Versuchsgruppe) durchgefthrt. Dabei wurden sowohl
die linke als auch die rechte Tibia untersucht. Fir das bessere Verstandnis des

Versuchsablaufes dient ein Zeitstrahl.

Gewichtskontrolle
und allgemeiner

Kontrolle des Belastungs-

Befindens der /Dehnungs-

Mause Analgesie Kalibration
Narkose OP: Dehnungsmess-

streifenapplikation
an denTibiae

Abbildung 5 Zeitachse zum Versuchsablauf der Belastungs-/Dehnungs-Kalibration In der
Abbildung ist eine Ubersicht der Teilschritte fir die Ermittlung der Belastungs-/Dehnungs-Kurve
dargestellt. Einzelheiten zu den Teilschritten sind im Text beschrieben.

Die Versuchstiere wurden in die Untersuchungsraume gebracht und zuerst wurde das
Gewicht jeder Maus mit einer Waage bestimmt und die Maus auf gesundheitliche
Auffalligkeiten gepruft, die zum Ausschluss aus der Studie fuhren wirden. Anschliel3end
wurde die Maus in eine Narkose mittels intraperitoneal injizierten Ketamin 60mg/kg und
Medetomidin 0,3mg/kg versetzt. Die anschlie3ende Analgesie erfolgte durch subkutane
Injektion von Temgesic (Buprenorphin) 0,1ml im Bereich der rechten Flanke. Nach
Einleitung der Narkose und Analgesie konnte die Operation an der Tibia zur Applikation
des Dehnungsmessstreifens vollfuhrt werden. Dafur wurde das linke Bein von der Ferse
bis zum Knie rasiert und der Mittelpunkt des Unterschenkels auf der ventralen Oberflache
durch eine Messzwinge ermittelt und mit einem Stift markiert.

Diese Stelle wurde als Zugang zur Anbringung des Dehnungsmessstreifens gewahlt und
es erfolgte der Schnitt axial mit der Schere oder dem Skalpell. Die Haut wurde vorsichtig
zur Seite gezogen und die Muskulatur stumpf mit einem Spatel zur Seite prapariert. In
diesem Bereich waren die mediale Seite und die Margo anterius der Tibia zu erkennen.
Anhand der anatomischen Beschaffenheit der Tibia kontrollierten wir die exakte

Auftragungsflache des Dehnungsmessstreifens (siehe Abb. 6).
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Abbildung 6 Ermittlung des Zugangs zur
Anbringung des Dehnungsmessstreifens.
Das Knie und die Ferse wurden als Landmarken
verwendet (orange Punkte) und der Abstand
dieser wurde mittels Messzwinge gemessen und
der Mittelpunkt als Zugangsweg (orange Linie)
mit einem Stift markiert.

Abbildung 7 Zugang zur Anbringung des
Dehnungsmessstreifens. Der Schnitt erfolgte
axial der Tibia und die Wundrander wurden mit
der Pinzette zur Seite geschoben.

Abbildung 8 Anatomische Festlegung ‘des
Auftragungsortes des Dehnungsmess-
streifens. Die mediale Oberflache der Tibia lauft
von proximal nach distal spitz zusammen und
bildet in der Verlangerung ein Dreieck (orange
Linien) In der Spitze dieses Dreiecks legten wir
die Auftragungsstelle (orange-karierte Flache)
des Dehnungsmessstreifens fest.

Abbildung 9 Intraoperative Fotografie der
Auftragungsflache. Ein Bild der offengelegten

linken Tibia mit eingezeichneten
Orientierungspunkten  (gelbe Linien) und
Auftragungsflache des Dehnungsmessstreifens
(rotes Rechteck).
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Das Periost an der lokalisierten Auftragungsstelle des Dehnungsmessstreifens wurde mit
dem Spatel angeraut und mit einem in Entfetter (CSM-2 Degreaser) getrankten
Wattestabchen abgewischt, um eine bessere Haftung zu gewahrleisten. Daraufhin wurde
der Dehnungsmessstreifen mittels eines Sekundenklebers (SuperGlue, USA)
aufgetragen und flr 45 Sekunden unter Kompression mit einem abgeschragten
Holzspatel und einer Pinzette bis zum Erharten des Klebers fixiert. Gleichzeitig musste
das Bein der Maus von einer zweiten Person gut fixiert werden, um ein Abrutschen zu
verhindern. Abschlieiend erfolgte eine erneute Kontrolle der Funktionalitdt des
Dehnungsmessstreifens durch Bestimmung des bekannten Widerstandes. Im Anschluss
erfolgte die Operation am rechten Bein identisch zu der am linken. Es wurde wahrend
der Operation stets auf Blutungen geachtet, welche jedoch nur im geringen Male
auftraten und bei Bedarf mittels Kompression oder der Bipolar-Pinzette gestillt werden
konnten. Bei den 28 Operationen fur die Anbringung der Dehnungsmessstreifen kam es
zu keinen Komplikationen. Es musste keine Blutstillung erfolgen, da es zu keiner

groReren Gefallverletzung kam.

Abbildung 10 Intraoperative Fotografie nach Applikation des Dehnungsmessstreifens. Der
Dehnungsmessstreifen wurde erfolgreich auf der medialen Tibiaflache befestigt. Zur Prifung des
Funktionserhalts wurde der Widerstand gemessen.
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AnschlieRend wurde zuerst die linke Tibia in die in vivo Belastungsmaschine unter
Flexion im Knie als auch im Sprunggelenk eingespannt. Der Dehnungsmessstreifen
wurde an den Computer angeschlossen und das Analyseprogramm ,WinTest“ gestartet.
Die Belastung erfolgte axial als dynamische Kompressionskraft mit Belastungsspitzen
von -2 bis -14 N in den Kontrolltiergruppen und -2 bis -20 N in den SOST-KO Gruppen
unter Analyse der Dehnung Uber den Dehnungsmessstreifen mittels ,WinTest" Software.
AbschlieBend erfolgte die statistische Ermittlung der bendtigten durchschnittlichen
Kompressionskraft flr eine Dehnung von 900 pe.

Abbildung 11 Anschluss des Dehnungsmessstreifens und Einspannen der linken Maustibia in
die Belastungsmaschine. Auf der Abbildung ist der Dehnungsmessstreifen auf der linken Tibia zu
erkennen. Der rote Draht wurde Uber den grinen Kontakt mit dem Computer verbunden und das
Analyseprogramm gestartet. Die Tibia wurde im Anschluss in die Belastungsmaschine gespannt, wobei
die Ferse bereits richtig dargestellt justiert ist und das Knie in einer Kule des gegeniiberliegenden
goldenen Zylinders fixiert wurde.
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2.3. Invivo Belastung der Tibia

Material Hersteller
Prazisionswaage (TE4100) Sartorius AG, Géttingen, Deutschland
Isofluran Baxter Deutschland GmbH, Unterschleil3heim,

Deutschland

Narkosegerat mit Sauerstoffanschluss

Groppler, Deggendorf, Deutschland

Plexiglaskiste

Groppler, Deggendorf, Deutschland

Inhalationsmaske

Eigenbau

Belastungsmaschine

Electro Force Testbench LM1, Bose, Framingham,
USA

Rotlichtlampe

KERBL, Buchbach, Deutschland

1ml Spritzen

BRAUN, Melsungen AG, Deutschland

Kanulen (27G %)

BRAUN, Melsungen AG, Deutschland

Calcein Sigma-Aldrich GmbH, Minchen, Deutschland

Das In vivo Belastungs-Experiment dauerte fur jede Versuchsgruppe 15 Tage. Zur

vereinfachten Erlauterung des Versuchsaufbaus dient ein Zeitstrahl.

® - 5-minlitige Belastung an der Belastungsmaschine

Abbildung 12 Zeitstrahl zum Ablauf des Belastungsversuches. An Tag 0 erfolgte der erste Micro-CT-
Scan. Weitere Scans fir die Entwicklungsaufzeichnung wurden an Tag 5, 10 und 15 durchgefihrt
(Blaue Pfeile). An den Tagen 1-5 wurde fiir je 5 Minuten die linke Tibia der Maus belastet (rote Punkte).
Tag 6 und 7 waren Ruhetage. Tag 8-12 wurde erneut belastet und Tag 13 und 14 als Ruhephase genutzt.
Tag 15 wurde das Experiment mit dem letzten Scan und der Euthanasie abgeschlossen. Fir die
Histomorphometrie wurde den Mausen an Tag 3 und 12 Calcein intraperitoneal injiziert.

Der Versuchsaufbau galt fur jede Versuchsgruppe. Die Belastung wurde maglichst zur
gleichen Uhrzeit an jedem Belastungstag durchgefuhrt. Die Abfolge des Versuches an

den Tagen war ebenfalls einheitlich und wird in Abbildung 11 erlautert.
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|n!ra perl!oneale an Tag 15 Euthanasie statt

Injektion des Aufwachphase mittels
Intraperitoneale Narkose mittels Calceins an Tag 3 intrakardialer
Ketamin und Medetomidin Und 12 [{aliuminjektiun

an Micro-CT-Scan Tagen

Tibia- und
Fibulaexzision und

Micro-CT-Scan

Lagerung in 70%
Alkohol

Abbildung 13 Versuchsablauf an Tagen des Belastungsexperimentes. Die Roten Felder zeigen im
Flussdiagramm den regularen Ablauf an einem Belastungstag. Diese kénnen je nach Tag durch Micro-CT-
Scans (blaue Felder) oder Calcein-Injektionen (grines Feld) erganzt werden. An Tag 15 wurde statt der
Aufwachphase die Euthanasie eingeleitet und im Anschluss die Tibia und Fibula beider Beine exzidiert
(schwarze Felder).

Alle Versuchstiere wurden am Belastungstag aus der Tierhaltung in den
Behandlungsraum gebracht. Anschliefend wurde die erste Maus separiert und auf
Auffalligkeiten gepruft, die einen Ausschluss aus der Studie erfordert hatten. Das Gewicht
der Maus wurde mittels Tischwaage vor jeden weiteren Schritt notiert und mit dem
Gewicht der Vortage verglichen. Sofern keine Auffalligkeiten zu erkennen waren wurde
die Maus mit Isofluran in eine Inhalationsnarkose versetzt, indem sie in eine mit dem
Gasgemisch gefiillte Plexiglaskiste gesetzt wurde. Nach Eintreten der Narkose wurde
diese durch eine speziell angefertigte Narkosemaske aufrechterhalten. Unter
fortgesetzter Narkose wurde die Mausetibia in die Belastungsmaschine eingespannt. Die
Belastung erfolgte stets an der linken Tibia. Die rechte diente der intraindividuellen
Kontrolle. Dabei wurde die Tibia bei Flexion im Kniegelenk und im oberen Sprunggelenk
eingespannt. Die auf die Tibia einwirkenden dynamischen Kompressionskrafte wurden in
216 Zyklen und einer Frequenz von 4 Hz ausgeubt. Die von WinTest simultan analysierte
Kurvenform zeigte symmetrische Belastungen/Entlastungen fir 0,15 Sekunden mit

konstanten Dehnungsraten von 0,016 strain/Sekunde, sowohl bei der Belastung als auch
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bei der Entlastung. Eine Rastphase von 0,1 Sekunde und einer Kompression von -1 N
wurde in die Belastungskurve zwischen den Zyklen inkludiert. Nach jeweils 4 Zyklen
wurde eine weitere Rastphase von 5 Sekunden Dauer eingefugt. Eine ausfuhrlichere
Herleitung dieses Belastungsregimes wird in der Publikation von Willie et. al. aus dem
Jahr 2013 geschildert [179]. Nach Beendigung der Kompressionszyklen wurde die
Mausetibia aus der Maschine geldést und die Maus in einem separaten Kafig
atmungsunterstutzend gebettet. Unter einer Rotlichtlampe konnte die Maus aus der
Narkose aufwachen. Die Warme der Rotlichtlampe unterstitzte das Aufrechterhalten der
Korpertemperatur, wobei darauf geachtet wurde, dass keine direkte Strahlung erfolgte,
welche die Ohren oder Nase hatten verbrennen konnen. Die axiale dynamische
Kompression erfolgte fur 2 Wochen mit 5 Tagen Belastung/Woche und 2 Tagen
Ruhe/Woche.

2.4. In vivo Micro-Computertomographie der kortikalen mittleren Diaphyse und

der trabekularen proximalen Metaphyse

Material Hersteller

Prazisionswaage (TE4100) Sartorius AG, Géttingen, Deutschland

Isofluran Baxter Deutschland GmbH, Unterschleil3heim,
Deutschland

Narkosegerat mit Sauerstoffanschluss Groppler, Deggendorf, Deutschland

Plexiglaskiste Groppler, Deggendorf, Deutschland

Inhalationsmaske Eigenbau

Belastungsmaschine Electro Force Testbench LM1, Bose, Framingham, USA

Rotlichtlampe KERBL, Buchbach, Deutschland

vivaCT 40 Scanco Medical, Briittisellen, Schweiz,

Quellenstromstarke von 55kVp, Spannung von 145
microA, Integrationszeit von 300ms, kein
Rahmendurchschnitt, Reichweite von 180°

Bepanthen Augen- und Nasencreme Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland

Mauseschlitten Charité Centrum Wissenschaftliche Werkstatten, Berlin,
Deutschland

Pflasterband 3M™ Durapore™, Minneapolis, USA

1ml Spritzen BRAUN, Melsungen AG, Deutschland

Kanulen (27G %) BRAUN, Melsungen AG, Deutschland

Ketamin Actavis®, Minchen, Deutschland

Medetomidin Domitor®, Orion Pharma, Nydalen, Norwegen

Atipamezolhydrochlorid Antisedan®, Orion Pharma, Nydalen, Norwegen

Kaliumchlorid BRAUN, Melsungen AG, Deutschland

Skalpell Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, Deutschland

Pinzette Fine Science Tools GmbH, Heidelberg, Deutschland

70% Ethylalkohol Herbeta-Arzneimittel Berlin, Deutschland

Eppendorfgefalie (beschriftet) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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Wahrend des Belastungsexperimentes wurden Mikrocomputertomographien an den
Tagen 0, 5, 10 und 15 durchgefuhrt. Verwendet wurde das vivaCT mit einer
voreingestellten VoxelgroRe von 10,5 Mikrometer. An den Scan-Tagen wurden die
Mause fur die Analyse und die anschlieRende Belastung in Narkose versetzt. Auf Grund
der langeren Scandauer nicht mittels Inhalationsnarkose, sondern durch eine
intraperitoneale Injektion von Ketamin 60mg/kg und Medetomidin 0,3mg/kg. Wie auch an
den Belastungstagen erfolgte initial eine Gewichtsbestimmung der Mause. Die Augen
wurden mit Bepanthen eingecremt, um ein Vertrocknen bei ausbleibendem Lidschluss
wahrend der Untersuchung zu vermeiden. AnschlieRend wurden die Mause auf einen
speziell angefertigten Kunststoff-Mauseschlitten gelegt und mit Pflasterband fixiert, um

Bewegungsartefakte wahrend des Scans zu vermeiden.

- ——— v

Abbildung 14 Maus auf Kunststoffschlitten vor Micro-CT-Scan. Die Maus wurde narkotisiert auf
den speziell angefertigten Kunststoffschlitten gebettet und die FiilRe mit Pflasterband fixiert. Dadurch
konnten die Beine in eine Streckstellung gefiihrt werden und das Risiko auf Uberlagerungen durch
andere Knochen oder Bewegungsartefakte reduziert werden. Die Augen wurden vor Austrocknung bei
ausbleibendem Lidschluss geschiitzt, indem sie mit Bepanthen-Creme eingeschmiert worden.
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Zuerst erfolgt die Erstellung einer Ubersichtsaufnahme, um Start- und Endpunkte
festzulegen, sodass das Volume of Interest vollstdandig vom Scan-Bereich inkludiert
wurde. Die Lange der Tibia wurde in der Ubersichtsaufnahme ermittelt und der
Mittelpunkt festgelegt. Von diesem Punkt aus wurden 105 Ebenen proximal und 105
Ebenen distal gescannt, sodass eine totale Scanebenenanzahl von 210 zur
Untersuchung des medialen Tibiaschaftes zur Verfugung stand. In der gleichen Sitzung
erfolgte ebenfalls ein Scan der proximalen Tibia zur Untersuchung des trabekularen
Knochengerustes durchgefuhrt. Fur diesen Scan wurde der Startpunkt in der
Ubersichtsaufnahme auf Hoéhe des Gelenkspaltes festgelegt und insgesamt 416
Scanebenen nach distal abgebildet. Die hohe Anzahl an Scanebenen gewahrleistet das
Inkludieren des trabekularen Knochengerustes distal der proximalen Epiphysenfuge,
welches Hauptbestandteil unserer Untersuchungen darstellte. Die Gesamtscandauer
betrug etwa 50 Minuten pro Maus. Nach dem erfolgten Scan wurde die Maus vom

Schlitten geldst und die nachste flr den Scan vorbereitet.

Abbildung 15 Maus mit eingespannter Tibia in Belastungsmaschine nach Micro-CT-Scan. Die
Fotografie zeigt eine narkotisierte Maus kurz nach dem Mikro-CT-Scan mit eingespannter linker Tibia
fur den 5-minltigen Belastungszyklus. Die Augen sind zum Schutz vor Austrocknung mit Bepanthen-
Creme bedeckt.
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Parallel konnte die gescannte Maus an Belastungstagen unter anhaltender Narkose den
5-minutigen Belastungszyklus erfahren. Sofern die Narkose nicht auszureichen drohte,
wurde unterstiutzend eine Inhalationsnarkose mit Isofluran durch die Maske verabreicht.
Die Belastung erfolgte wie oben beschrieben.

Mittels subkutaner Injektion von Antisedan oder Revertor (Atipamezolhydrochlorid 5,0
mg/ml) in 2,5-facher Dosis des verwendeten Medetomidin konnten die Mause im
Anschluss aus der Narkose geweckt werden. Unterstitzend zum Erhalt der
Korpertemperatur wurden die Mause sofort nach dem Micro-CT-Scan und der in vivo
Belastung unter einer Rotlichtlampe positioniert und konnten aus der Narkose
aufwachen. Sofern keine postnarkotischen Auffalligkeiten zu erkennen waren, kehrten
die Mause in den Kafig zu den anderen Versuchstieren zurlck.

Am 15. Tag, drei Tage nach dem letzten Belastungszyklus und am Tag des letzten Micro-
CT-Scans, erfolgte die Euthanasie der Tiere unter Narkose mit Ketamin 60mg/kg und
Medetomidin 0,3mg/kg mittels intrakardialer Injektion von hochdosiertem Kaliumchlorid.
Anschlielend erfolgte die Resektion von Tibia und Fibula beidseits moglichst
weichteilarm. Die Knochen wurden in 70% Alkohol in beschrifteten Eppendorfgefallen
gelagert, der restliche Mausekorpus bei -80°C eingefroren.

Die Scans wurden rekonstruiert und mittels standardmaRig gefilterter Ruckprojektion
durch die Micro-CT eigene Software analysiert. Wochentlich erfolgte die Kalibrierung des
Micro-CTs durch einen Scanabgleich mit einer Hydroxyapatitprobe zur Bestimmung der

raumlichen Auflésung.
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2.5. Auswertung der Mikro-Computertomographiedaten

Material Hersteller

vivaCT 40 Software Scanco Medical AG, Brittisellen, Schweiz
Session Manager Scanco Medical AG, Brittisellen, Schweiz
MCT-Evaluation Programm Scanco Medical AG, Brittisellen, Schweiz

Zur Auswertung der Micro-CT-Scans von Tag 0 bis Tag 15 (Start bis Ende des
Experimentes) wurde die Micro-CT eigene Software genutzt. Die Evaluation erfolgte in
mehreren Teilschritten. Dazu gehodrten die Ermittlung des Schwellenwertes zur
Differenzierung von Knochen- und anderen Gewebearten, sowie die Ausrichtung der
Tibia in den Scanebenen. Diese wurde automatisch geometrisch an Hand von manuell
gesetzten Landmarken durchgefihrt, um optimale Voraussetzungen fur eine hohe
Vergleichbarkeit der durch die Evaluationssoftware ermittelten Messwerte zu liefern. Im
Anschluss erfolgte das Konturieren der Scanebenen mit Hilfe des Schwellenwertes. Bei
der Auswertung wurde stets die von Bouxsein et. al. verfassten Richtlinien bertcksichtigt
[180].

2.5.1. Ermittlung des Schwellenwertes

Um eine genaue Aussage uber dynamische Knochenprozesse treffen zu kdnnen, ist die
Erkennung von Knochengewebe und die Differenzierung zu anderen Gewebearte von
groldter Relevanz. Daher war auch der erste notwendige Schritt fur die Evaluation der
Mikro-CT-Daten die Ermittlung des Schwellenwertes von Knochengewebe im Vergleich
zu anderen Gewebearten. Hierflir wurde vorerst unsere Region of Interest bestimmt.
Dabei diente die endostale Region der Margo anterior als Orientierungshilfe, welche von
distal nach proximal seine Form verandert. Distal ist eine groRwinklige Rundung zu
erkennen, welche nach proximal sehr zlgig in einen Spitzwinkel transformiert (Siehe
Abbildung 14). Die zwei Scanebenen mit dem gréf3ten morphologischen Unterschied
wurden markiert und 20 Ebenen distaler wurde der Beginn des Volume of Interest
definiert. Die distale Grenze wurde als die Scanebene, die distal 10% der Tibialange von
der Startscanebene des Volume of Interest entfernt war definiert. In diesem Bereich
wurden Kreise um den Tibiaquerschnitt konturiert. Eine Evaluationssoftware ermittelte
Strahlendichte in den Pixeln jeder Scanebene und diese Daten konnten mit Hilfe von
Matlab in einem Histogramm dargestellt werden. Statistisch wurde der durchschnittliche

Schwellenwert ermittelt und mit dem Schwellenwert aus dem Experiment mit den
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weiblichen Versuchstieren verglichen. Da diese nahezu identisch waren, wurde zur

besseren Vergleichbarkeit ein gemeinsamer Schwellenwert von 4626 HU bestimmt.

Abbildung 16 Querschnitt der Tibiadiaphyse im Micro-CT-Scan. Auf dem Bild links ist die proximal
spitzwinklige Endostalflache an der Margo anterior zu erkennen, welche sich in wenigen Scanebenen
weiter distal deutlich abrundet (rechtes Bild). Diese anatomische Auffalligkeit diente der Orientierung
zur Definierung der Region of Interest.

2.5.2. Ausrichtung der Tibia in den Scanebenen

Um prazise Aussagen zu lokalen Entwicklungen im Knochenaufbau oder -abbau der
Tibia fallen zu kdnnen, ist eine hohe Vergleichbarkeit der Tibia-Scans von Néten. Deshalb
war nach Festlegung des Schwellenwertes die Ausrichtung der Tibia in den Scanebenen
der nachste wichtige vorbereitende Schritt in der Evaluation der Micro-CT-Scans. Hierfur

wurden drei Punkte in zwei Scanebenen festgelegt:

e Mittelpunkt des Horizontalschnitts der Tibiadiaphyse in Ebene 1
¢ Mittelpunkt des Horizontalschnitts der Fibula in Ebene 1

e Mittelpunkt des Horizontalschnitts der Tibiadiaphyse in Ebene 101
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Anhand dieser drei Punkte richtet das Programm den Knochen in allen drei Ebenen aus.
Als nachstes wurde das Volume of Interest (VOI) bestimmt und der zu analysierende
Bereich konturiert. Die Orientierung zur Bestimmung des Volume of Interests erfolgte
identisch zu der oben beschriebenen Schwellenwertermittiung an Hand des endostalen
Winkels an der Margo anterior. Ebenfalls 20 Ebenen distal der Ubergangszone wurde
der Start des Volume of Interests definiert. Als Endbegrenzung des Volume of Interests
wurde die Ebene festgelegt, die 10% der Tibialange distal der Startebene vorzufinden

war. Die Scanebenen, welche im Volume of Interest integriert waren, wurden konturiert.

2.5.3. Konturierung und Evaluation der kortikalen Tibia-Scans

Die Konturierung der kortikalen Tibia-Scans vollzog sich in separaten Einzelschritten.
Zum einen erfolgte eine reine Konturierung des Periostes mit Hilfe des Schwellenwertes
zur Bestimmung der Gesamttibiaflache inklusive Markraum (Tt.Ar). In einem zweiten
Evaluationsschritt wurde ebenfalls eine endostale Konturierung mittels Schwellenwert
gesetzt zum Exkludieren des Markraumes und Bestimmen der reinen kortikalen
Tibiaflache (Ct.Ar).

Um eine maoglichst objektive Evaluation zu gewahrleisten, wurden nur die proximalste
und distalste Ebene des VOIs manuell und unter Schwellenwertkorrektur konturiert,
sodass das Programm anschliefend mit Hilfe des definierten Schwellenwertes die
Ebenen dazwischen automatisch konturieren konnte. Alle Ebenen wurden
augenscheinlich gepruft, um einen groben Erkennungsfehler auszuschlieRen. Die
anschlieRende Evaluation des konturierten Bereiches erfolgte nach einem festgelegten
Algorithmus mit determiniertem Schwellenwert.

Folgende Parameter wurden zur Evaluation des kortikalen Knochens durch das

Programm ermittelt:

e Kortikale Knochenflache (Ct.Ar)

e Kortikale Knochenflache zur Gesamtknochenflache (Ct.Ar/T.Ar)

o Kortikale Dicke (Ct.Th) — Hier ist der durchschnittliche Abstand von Periost zu
Endost gemeint
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Alle erhobenen Daten wurden als Text-Dateien gespeichert und im spateren Verlauf zur
statistischen Auswertung in Excel konvertiert. Eine weitere Absicherung der Daten

erfolgte durch Abspeichern als PDF-Dokument.

2.5.4. Dynamische 3D-Morphometrie-Analyse der kortikalen Tibia-Scans

Im Anschluss an die Konturierung und Evaluation der kortikalen Tibia-Scans der Tage 0,
5, 10 und 15 konnten die Aufnahmen zur Bestimmung und Markierung der Regionen
genutzt werden, die im Rahmen des Experimentes eine Knochenresorption oder -
formation aufwiesen, beziehungsweise bei denen keine Veranderungen zu beobachten
waren. Darauf konnten die Bereiche, die eine Veranderung erfuhren quantifiziert werden
und die dynamischen, volumetrischen Knochenparameter fir Knochenformation und -
resorption im Verhaltnis zu den Ausgangswerten zu Beginn des Experimentes ermittelt
werden. Fur eine detaillierte methodische Beschreibung wird auf die Methodik von
Birkhold et. al. verwiesen [169].

¢ Knochenformation wird als neu mineralisiertes Volumen zwischen Tag 0 und 15
geteilt durch das Knochenvolumen an Tag 0 dargestellt (MV/BVTag 0-15) und durch
die neu mineralisierte Oberflache zwischen Tag 0 und 15 geteilt durch die gesamte
Knochenoberflache an Tag 0 (MS/BSrag 0-15)

e Knochenresorption wird als resorbiertes Volumen zwischen Tag 0 und 15 geteilt
durch das Knochenvolumen an Tag O dargestellt: (EV/BVTag 0-15) und durch die
resorbierte Oberflache zwischen Tag 0 und 15 geteilt durch die gesamte
Knochenoberflache an Tag 0 (ES/EStag 0-15)
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2.5.5. Konturierung und Evaluation der trabekularen Tibia-Scans

Zur Beurteilung des trabekularen Knochens dienten die 416 Scanebenen der proximalen
Tibia. Zur Definierung des Volume of Interests in diesem Bereich wurde die
Wachstumsfuge zur Hilfe genommen. Die Wachstumsfuge wurde in den Scanebenen
lokalisiert und der Beginn des Volume of Interests wurde 10 Ebenen distaler als die
distalste Scanebene mit sichtbarer Wachstumsfuge festgelegt. Das distale Ende des
Volume of Interests wurde wieder mit 10% der Tibialange ermittelt. Anschlieend erfolgte
das Konturieren an der endostalen Knochenflache zum inkludieren aller Strukturen im
Markraum. Auf Grund der Variabilitdt des trabekularen Knochens und der schlechten
Abgrenzbarkeit zum Kkortikalen Knochen mittels Schwellenwert wurde auf ein
vollstandiges automatisches Konturieren verzichtet. Vielmehr wurde jeder dritte Scan
manuell konturiert und nur die Scans dazwischen automatisch vom Programm unter
Hilfenahme der manuell angefertigten Konturen generiert. Anschlieend wurde jeder
Scan augenscheinlich gepruft, um grobe Erkennungsfehler durch das automatische
Konturieren auszuschlieRen. Die anschliefende Evaluation des konturierten Volume of
Interests erfolgte ebenfalls nach einem festgelegten Algorithmus mit determiniertem
Schwellenwert.

Das Programm ermittelte fir die Evaluation des trabekularen Knochens folgende

Parameter:

e Trabekulares Volumen zu Gesamtknochenmarkvolumen (Tb.BV/TV)
e Durchschnittliche Trabekelanzahl pro Millimeter (Tb.N)
e Durchschnittliche Trabekeldicke (Tb.Th)

Alle erhobenen Daten wurden als Text-Dateien gespeichert und im spateren Verlauf zur
statistischen Auswertung in Excel konvertiert. Eine weitere Absicherung der Daten

erfolgte durch Abspeichern als PDF-Dokument.
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2.6. Dynamische Histomorphometrie der Tibia

Fir die histomorphometrische Untersuchung wurden 20mg/kg Calcein intraperitoneal
sowohl den Kontrollmausen als auch den SOST-KO Mausen beider Altersgruppen am 3.
und am 12. Tag des Belastungsversuches injiziert. Anschlieend mussten die Knochen
weiterverarbeitet werden, um histologische Schnittbilder unter dem Mikroskop zur

Evaluation zur Verfigung zu haben. Daflir waren mehrere Schritte von Noten.

2.6.1. Vorbereitung und Einbettung der Knochen

Wie bereits beschrieben, wurden die Tibiae an Tag 15. exzidiert und in 70% Alkohol
gelagert. Als nachster Schritt folgte die Entwasserung und Entfettung, gefolgt von einer
Prainfiltration und Infiltration mit abschlieRender Einbettung. Vor der weiteren
Bearbeitung wurde die Lange jeder Tibia mittels einer digitalen Mikrometerschraube
ermittelt und der Mittelpunkt mit Bleistift zirkular markiert.

2.6.1.1. Entwasserung und Entfettung

Material Hersteller

Schraubglaser + Deckel Bienenhonigglaser vom regionalen Imker
Kunststoffgitter (Tissue-Tek®) Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen, Deutschland
Ethylalkohol 70%, 80%, 96%, 100% Herbeta-Arzneimittel Berlin, Deutschland

Xylol J.T. Baker, Mallinckrodt Baker BV, Deventer, Holland

Zur Entwasserung der Knochenpraparate wurden diese flr je 3 Tage in 70 prozentigem
und anschliefend in 80 prozentigem Ethylalkohol gelagert. Die Lagerung erfolgte in
Schraubglasern mit Deckel und die Knochen waren in Kunststoffgittern, welche
beschriftet wurden, voneinander separiert. Nach den ersten zwei Konzentrationen fir je
drei Tage wurden die Proben fir 6 Tage in 96 prozentigem Ethylalkohol gelagert, wobei
der Alkohol nach drei Tagen gewechselt wurde. Abschliel3end wurden die Praparate fur
9 Tage, mit einem Wechsel des Ethylaklohols an Tag 3 und 6, in 100 prozentigem Alkohol
eingelegt. Dadurch wurde eine vollstandige Entwasserung der Proben gewahrleistet
ohne die Gefahr der Verwasserung bestand. Im Anschluss erfolgte eine Entfettung der

Proben mittels Xylol fur mindestens einen Tag.
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2.6.1.2. Prainfiltration und Infiltration

Material Hersteller
Schraubglaser + Deckel Bienenhonigglaser vom regionalen Imker
Kunststoffgitter (Tissue-Tek®) Sakura  Finetek Germany GmbH,  Staufen,

Deutschland

Heraeus Kulzer GmbH & Co. KG, Kulzer, Wehrheim,
Deutschland

HS 501 digital, KIKA Labortechnik, Deutschland
SCHOTT AG, Mainz, Deutschland

SCHOTT AG, Mainz, Deutschland

SCHOTT AG, Mainz, Deutschland

IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, Deutschland

Polymerisationssystem Technovit 9100 NEU

Schdttler
Aluminiumoxid-Chromatographiesaule
Messzylinder 100ml und 250ml
Glasstab zum Rihren

Magnetrihrer (IKA Combimag RET)

Die weitere Verarbeitung erfolgte gemal Herstellerschema des
Polymerisationssystemes Technovit 9100 NEU. Das Schema ist in Abbildung 17
erlautert. Die Basisldsung wurde vor jeder Verarbeitung in einer Aluminiumoxid-
Chromatographiesaule entstabilisiert. Das Einmischen der anderen Substanzen erfolgte,
um eine komplette Durchmischung zu gewahrleisten, mittels eines Magnetruhrers. Die
Losungen wurden im Kuhlschrank bei 4°C fur maximal 1 Woche gelagert. Die Praparate
wurden aus dem Xylol in die Prainfiltrationsldsung gebracht. Die Lagerung erfolgte
weiterhin in den Kunststoffgittern in den Schraubglasern. Um eine vollstandige
Praparatdurchdringung der Losungen zu gewahrleisten wurden die Schraubglaser fur die
Lagerungszeit auf einem Schuttler positioniert. Die Prainfiltration erfolgte tUber Nacht und
war somit abgeschlossen. Am Folgetag wurde die Prainfiltrationslésung entfernt und die
vorher angefertigte Infiltrationsldsung zugefuhrt. Die Infiltration wurde fir 5 Tage

durchgefuhrt.

Basislosung PMMA- Harter 1 Harter 2 Regler
Pulver
e g . .. 200 ml
Prainfiltrationslosung 190 g / 19 / /
. . .. ad 250 ml
Infiltrations-LOosung 23754 209 19 / /
.. ad 500 ml
Stammlésung A 475 g 804¢ 39 / /
.. ad 50 ml 4 ml 2ml
Stammlésung B 475g / / 43g 174
9 Volumenteile Stammldésung A
Polymerisationsgemisch +
1 Volumenanteil Stammldsung B

Abbildung 17 Technovit 9100 Neu Schema. Die Abbildung zeigt das Mischverhaltnis fur die einzelnen
Lésungen zur Prainfiltration, Infiltration und Einbettung der Knochenproben laut Hersteller.
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2.6.1.3. Einbettung

Material Hersteller
Schraubglaser + Deckel Bienenhonigglaser vom regionalen Imker
Kunststoffgitter (Tissue-Tek®) Sakura  Finetek Germany GmbH,  Staufen,

Deutschland
Polymerisationssystem Technovit 9100 NEU | Heraeus Kulzer GmbH & Co. KG, Kulzer, Wehrheim,
Deutschland

Schittler HS 501 digital, KIKA Labortechnik, Deutschland
Aluminiumoxid-Chromatographiesaule SCHOTT AG, Mainz, Deutschland

Messzylinder 100ml und 250ml SCHOTT AG, Mainz, Deutschland

Glasstab zum Rihren SCHOTT AG, Mainz, Deutschland

Magnetrihrer (IKA Combimag RET) IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, Deutschland
PE-Einbettformen Heraeus Kulzer GmbH, Wehrheim, Deutschland
Schmierfett (Vaseline) Vaseline®, Unilever, USA

Abdichtungsfolie Parafilim®, Bemis®, Neenah, USA

Die Einbettung der Knochen erfolgte in PE-Einbettformen. Da eine einzelne Form keine
ausreichende Lange aufwies, um die Tibia darin axial aufstellen zu kdnnen, wurden zwei
zylindrisch aufgebauten PE-Formen Ubereinandergestellt und die Kontaktflachen mit
Schmierfett eingestrichen. Eine Abdichtungsfolie wurde herumgewickelt um ein
Austreten der FlUssigkeiten zu vermeiden. AnschlieRend wurde ein Deckel aufgesetzt,
welcher als Boden des Einbettungsgefalles diente. Damit die Tibia axial in den Zylindern
aufgestellt und eingebettet werden konnte, musste ein stabiler Stand gewahrleistet
werden. Hierfur wurde an das distale Tibiaende etwas Wachs von gewohnlichen Ohropax
geklebt und so modelliert, dass ein Standful® eine axiale Ausrichtung der Tibia im
Zentrum des Zylinders ermdglichte. Daraufhin wurden Stammlésung A und B miteinander
vermischt und bildeten die Polymethylmethacrylatlosung. Diese wurde vorsichtig in den
Kunststoffbecher bis zum Oberrand gefullt. Dabei wurde langsam gegossen um eine
Blasenbildung zu vermeiden, die gegebenenfalls Artefakte verursachen kénnte. Nach
einer Stellungskontrolle der Tibia wurden die Deckel aufgesetzt und die abgeschlossenen
Einbettungsbehaltnisse vorsichtig zum Ausharten in einen Kuhlschrank transportiert und
dort Uber Nacht bei +4°C belassen. Am Folgetag konnten die in harten

Polymethylmethacrylat gebetteten Knochen aus den Kunststoffbechern geklopft werden.
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2.6.2. Sagen der eingebetteten Knochen

Material Hersteller

Objekttrager Superfrost, Marienfelde, Deutschland

Doppelseitiges Klebeband Tesa, Norderstedt, Deutschland

Bandsage + Zubehor (Schlitten, Gewichte) EXAKT Advanced Technologies GmbH,
Norderstedt, Deutschland

Vakuumpumpe EXAKT Advanced Technologies GmbH,
Norderstedt, Deutschland

Handschleifgerat (MetaServ™ 250) Buehler, Esslingen am Neckar, Deutschland

Zur Herstellung von histologischen Schnitten erfolgte nach der Einbettung die
Weiterverarbeitung der Proben. Zuerst mussten die zu untersuchenden Bereiche,
proximale Tibia fur den trabekularen Knochen in Sagital-/Koronarschnitt und
Tibiadiaphyse fur den kortikalen Knochen im Horizontalschnitt, voneinander separiert
werden. Gleichzeitig sollten die Region of Interest in kleineren Kunststoff Proben
enthalten sein, welche im Anschluss heruntergeschliffen werden konnten, um eine

Untersuchung mittels Fluoreszenzmikroskopie zu ermoglichen.

Zuerst wurden alle Proben mit der distalen Tibiaseite auf Objekttrager geklebt. Zur
stabilen Befestigung diente doppelseitiges Klebeband. Der Objekttrager war als
Kontaktflache fur den Schlitten der Bandsage notwendig und wurde durch einen von der
Vakuumpumpe produzierten Unterdruck an diesen gehalten. Um die Stabilitat durch den
Unterdruck zu erhohen, wurde der Objekttrager vor dem Ansetzen an den Schlitten mit
Wasser angefeuchtet. Der Schlitten lauft auf Schienen, welche parallel zur
Schnittrichtung der Bandsage angeordnet sind. Durch diese Konstruktion konnten die
Knochenproben horizontal geschnitten werden. Der erste Schnitt erfolgte proximal der
mittleren Tibiadiaphyse beziehungsweise des Mittelpunktes der Tibia. Eine genaue
Erlauterung der Schnittfiihrung ist in Abbildung 17 und 18 aufgeftihrt. Das Praparat wurde
vorsichtig auf das laufende Sageblatt der Bandsage zubewegt und dann mit einem
konstanten Zuggewicht von 100g an diesem gehalten. Das Gewicht wurde so gewahilt,
dass die Zugkraft auf das Sageblatt einen sauberen Schnitt ermdglichte ohne groliere
Schnittartefakte zu erzeugen. Der Schnitt erfolgte unter langsam flieRendem Wasser, um
ebenfalls Reibungs-/Hitzeartefakte zu vermeiden und eine unsaubere Schnittflache durch
Ansammlung von Kunststoffspahnen zu verhindern. Nach Abschluss des ersten
Schnittes wurden die Schienen des Schlittens etwa 2-3mm weiter an das Sageblatt

herangefuhrt, sodass ein weiterer horizontaler Schnitt distal der Tibiamittelpunktlinie
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erfolgen konnte. Durch diese zwei Schnitte gewann man drei Knochenpraparate, einen
proximalen Tibiaanteil, der flr die Untersuchung des trabekularen Knochens
weiterverwendet wurde, einen flachen Chip mit der mittleren Tibiadiaphyse fur die
Untersuchung des kortikalen Knochens und ein distales Tibiaende, welches nicht weiter

genutzt wurde.

/-:\} { Tibia
A

/1.Schn|'ttebene
==~ " - -7 - - - = Mittelpunktlinie

3 Schnittebena Abbildung 19  Schnittfithrung fiir die
Untersuchung des trabekuldren Knochens der
proximalen Tibiametaphyse. Schematische
Abbildung als Horizontalschnitt von rechter Tibia
und Fibula auf Hohe der proximalen Metaphyse,
Sicht von kaudal. Die erste Schnittebene (rote
Linie) verldauft zentral durch Fibula (F) und Tibia.
Die zweite Schnittebene ist parallel zur ersten
orientiert und schneidet die Fibula am
dorsomedialen Rand.

Abbildung 18 Schnittfiihrung fiir die Untersuchung des kortikalen
Knochens der Tibiadiaphyse. Auf der schematischen Abbildung einer rechten
Tibia und Fibula sind Mittelpunktlinie (blaue gestrichelte Linie) und die zwei
Schnittlinien (rote Linien) eingezeichnet. Der erst Schnitt wurde proximal der
Mittelpunktlinie durchgefihrt und der zweite Schnitt distal davon.

Das proximale Tibiaende wurde zur Untersuchung des trabekuldaren Knochens noch
weiterbearbeitet. Zur Erstellung eines histologisch untersuchbaren Praparates im
sagitalen/koronaren Schnitt musste der Kunststoffzylinder um 90° gedreht auf das
Sageblatt zugeflhrt werden. Da der Zylinder aber auf Grund der Rundung keine stabile
Befestigung auf einem Objekttrager erlaubte, wurde das proximale Stlck vorerst manuell
am Handschleifgerat angeschliffen, sodass eine gerade Auftragungsebene entstand.
Hierbei wurde darauf geachtet, dass die neue Auftragungsebene dorsomedial des
Unterschenkels, parallel zur Tibia-Fibula-Ebene geschliffen wurde. Der angeschliffene
Kunststoffzylinder wurde erneut mittels doppelseitigen Klebebandes an einem
Objekttrager befestigt und es erfolgte ein Schnitt an der Bandsage in identischer Technik
zu den der Horizontalschnitte. Der erste Schnitt fihrte fast zentral durch Fibula und Tibia.
Der zweite Schnitt durchzog den Rand der Fibula und parallel zum ersten Schnitt das
Zentrum der Tibia, sodass ein Chip mit transversal erkennbarer Tibia und Fibula
entstand, welcher reichlich trabekularen Knochen der proximalen Tibia enthalt.
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2.6.3. Weiterverarbeitung der Praparate und Fluoreszenzmikroskopie

Material Hersteller

Objekttrager Superfrost, Marienfelde, Deutschland

Objekttragerpresse mit UV-Lampe EXAKT Advanced Tech. GmbH, Norderstedt, Deutschland
UV-Kleber (Loctite) Henkel AG & Co. KGaA, Disseldorf, Deutschland
Schleifmaschine + Lasermesseinheit EXAKT Advanced Tech. GmbH, Norderstedt, Deutschland
Schleifpapier Hermes Schleifmittel GmbH, Hamburg, Deutschland
Messschraube EXAKT Advanced Tech. GmbH, Norderstedt, Deutschland

Fluoreszenzmikroskopie (Leica DMRB) | Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland
Digitalkamera (Zeiss AxioCam MRC) Zeiss GmbH, Deutschland

Axio Vision Rel. 4.4 Carl Zeiss Vision GmbH, Aalen, Deutschland
ImagedJ by Wayne Rasband

Die Chips wurden nach digitaler HOhenmessung mit der Messschraube auf den Seiten
der jeweils ersten Schnittebene mit feinem Schleifpapier bearbeitet. Nach erneuter
Hohenmessung erfolgte das Aufkleben der Chips mit der bearbeiteten Seite auf einen
Objekttrager mittels Spezialkleber. Zum Ausharten des Klebstoffes wurden die Praparate
in eine Objekttragerpresse gespannt und fur 10 Minuten mit der UV-Lampe bestrahlt.
Eine Probenhdhe von ca. 60 Mikrometern wurde zur mikroskopischen Untersuchung
angestrebt. Um diesen Zielwert zu erreichen, wurden die Proben mit abnehmender
Rauigkeit des Schleifpapieres mittels Rotationsschleifmaschine mit Lasermesseinheit auf
den Zielwert heruntergeschliffen. Durch die Lasermesseinheit war ein genaues
Herunterschleifen moglich, jedoch wurde die Hohe der Proben in Addition zur Dicke der
Objekttrager stets mittels der Messschraube manuell nachgeprift. Durch die
abnehmende Rauigkeit des Schleifpapieres und der standigen Wasserzufuhr beim
Schleifprozess konnten Artefakte, die die mikroskopische Untersuchung beeintrachtigt
hatten, weitestgehend vermieden werden. Die histomorphometrische Untersuchung
erfolgte an einem Mikroskop (KS400 3.0, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit
Quecksilberlampe unter einer 200-fachen Vergrdfierung zur ldentifizierung der durch die
Calcein-Injektion entstandenen Fluorochrombanden. Die mikroskopische Ansicht wurde
durch die am Mikroskop befestigte Digitalkamera und den motorisierten
Objekttragerkreuztisch festgehalten und mit der Bildanalysesoftware Zeiss KS 400
bearbeitet. Der horizontale Knochenschnitt wurde flr die Untersuchung des kortikalen
Knochens periostal und endostal auf eine Reaktion des Calceins untersucht. Zur
Beurteilung des trabekularen Knochens wurden alle Banden an Trabekeln innerhalb des
Markraumes untersucht. Einzelbanden und Doppelbanden wurden mittels Imaged

manuell markiert und ins Verhaltnis zur Gesamtknochenoberflache gesetzt (sLS/BS und
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dLS/BS). Ergéanzend wurde bei bestehenden Doppelbanden der Abstand zwischen den

Banden gemessen. Dabei wurde auf eine Durchschnittsabstandsmessung durch

zahlreiche Einzelmessungen zuruckgegriffen. Die Nomenklatur beruht auf das 2013

publizierte Update des Histomorphometrie Nomenklatur Komitees [181].

Abbildung 20 Fluoreszenzmikroskopie des kortikalen Horizontalschnittes (links) und des
trabekularen Sagital-/Koronarschnittes (rechts). Die Abbildung zeigt die Fluoreszenzreaktion beider
untersuchten Knochenschnitte. Kortikal wurden die Doppelbanden endostal und periostal ermittelt und
der durchschnittliche Abstand gemessen. Trabekular wurden alle Trabekel in einer Ebene markiert und
dann auf Fluoreszenzbanden untersucht und bei Doppelbanden ebenfalls der durchschnittliche
Abstand ermittelt.

Durch diese Messungen konnte die mineralisierte Oberflache (MS/BS), die

Mineralisationsrate (MAR) und die Knochenbildungsrate (BFR/BS) wie folgt ermittelt

werden:

1.

MS/BS = 0,5 x sLS/BS + dLS/BS
Sofern keine Doppelbanden zu identifizieren waren, erfolgte die Markierung der

Probe mit ,no data“.

MAR = & Bandenabstand/9 (Tage)
Um die MAR moglichst genau zu analysieren wurde das komplette Periost als
auch Endost untersucht und der Durchschnittswert durch die 9 Tage dividiert, um

eine Mineralisationsrate in Mikrometer je Tag zu ermitteln.

BFR/BS= (BFR =MAR x MS/BS)
Die Knochenbildungsrate wird somit als gebildete Knochenflache in

Quadratmikrometer je Mikrometer pro Tag ermittelt und dargestellit.
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2.7. Statistische Analyse

Microsoft Excel 2010 und 2016 Microsoft Corporation, Redmond, USA
ANOVA SAS 9.3, Cary, USA

Die intraindividuellen Auswirkungen auf die Belastung (belastete Tibia zu nicht belastete
Kontrolle) und die interindividuellen Auswirkungen von Alter (10 Wochen und 26 Wochen)
und Genotyp (SOST-KO und Kontrolle) wurden einzeln als auch kombiniert durch
ANOVA analysiert und in absoluten Werten dargestellt. Die prozentuale Veranderung
wird wie folgt prasentiert: %A = ((belastete Seite — Kontrollseite) /Kontrollseite) x 100
Alle Gruppen wurden mittels unabhangigen oder gepaarten T-Tests zu einander
verglichen. Sofern nicht anders beschrieben waren alle Resultate signifikant (p < 0,05)
und werden als Durchschnitt + Standardabweichung prasentiert.

2.8. Geschlechtervergleich

Alle erhobenen Daten flr den kortikalen Knochen wurden statistisch mit den Daten eines
parallellaufenden Experimentes mit gleichem Versuchsaufbau bei weiblichen
Versuchstieren verglichen und ins Verhaltnis zueinander gesetzt. Dabei wurde sowohl
der Status des Knochens zu Beginn des Experimentes miteinander verglichen (Micro-
CT-Scan Tag 0) als auch die Knochenreaktion auf Belastung (Micro-CT-Scans und

Histomorphometrie).
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3. Ergebnisse

3.1. Tibia-Langen und Gewichte der Versuchstiere

Die Tibia-Langen der einzelnen Versuchsgruppen wurden mittels Messschraube ermittelt
und ergaben folgende Werte: junge (10 Wochen) SOST-KO Mause 15,9 £ 0,3 mm,
erwachsene (26 Wochen) SOST-KO Mause 16,5 = 0,4 mm, junge (10 Wochen)
Kontrollmause 17,5 + 0,3 mm und erwachsene (26 Wochen) Kontrollmause 16,5 + 0,4
mm.

Das Gewicht der Versuchstiere wurde wahrend des gesamten Experimentes einmal
taglich monitorisiert. Keine Maus wies im Rahmen der Versuchsdauer eine
Gewichtsveranderung von Uber 10% des Gesamtkdrpergewichtes auf, sodass alle
Mause in die Studie inkludiert werden konnten. Das Gewicht der Versuchsgruppen war
jedoch sowohl zum Startzeitpunkt, als auch zum Endzeitpunkt des Experimentes
zwischen den Versuchsgruppen zum einen altersbedingt zum andern genotypisch
verschieden. Die jungen (10 Wochen) SOST-KO Mause wogen 23,1 + 1,5 g zum Start
des Experimentes und 23,4 + 1,1 g zum Ende des Experimentes. Die erwachsenen (26
Wochen) SOST-KO Mause wogen zu Beginn 33,0 £ 1,3 g und zum Ende 33,0 £ 1,0 g.
Die jungen Kontrollgruppentiere (10 Wochen) hatten zu Beginn des Experimentes ein
Gewicht von 22,5 £ 1,8 g und zum Ende von 24,0 £ 1,9 g. Die erwachsenen Kontrolltiere
(26 Wochen) wiesen ein Startgewicht von 27,4 + 1,9 auf und zum Ende ein Gewicht von
274 +£13q.

3.2. Invivo Kalibrierung fiir eine Dehnung von 900 microstrain (ug)

Um eine Dehnung der Tibia von 900 microstrain (ug) zu erreichen, wurden fur die
Versuchsgruppen unterschiedliche axiale Kompressionskrafte ermittelt, die im
Durchschnitt die angestrebte Dehnung in der Tibia bewirken. Somit wurden folgende
durchschnittliche axiale Kompressionskrafte ermittelt und fur das Belastungsexperiment

festgelegt:

» -10,5 N fur die 10 Wochen alten SOST-KO Mause
» -14,8 N fur die 26 Wochen alten SOST-KO Mause
» -7,5 N fur die 10 Wochen alten WT Mause
» -9,0 N fur die 26 Wochen alten WT Mause
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3.3. Evaluation des kortikalen Knochens

Der kortikale Knochen konnte mittels der Micro-CT-Scans statisch beurteilt werden und
durch die Differenzen zwischen den Scan-Tagen, der 3D-Morphometrie-Analyse und
der Histomorphometrie dynamisch ausgewertet werden.

3.3.1. Evaluation der Micro-CT Untersuchung
Bis auf drei Scan-Untersuchungen waren alle Scans vollstandig und konnten fur die
Auswertung verwendet werden. Die Scans von zwei 26 Wochen alten SOST-KO Mausen
waren an Tag 0 fehlerhaft und mussten aus der Studie ausgeschlossen werden, des
Weiteren der Scan einer 10 Wochen alten SOST-KO Maus an Tag 5 auf Grund eines
Scanfehlers.
Der kortikale Knochen wurde an Hand von drei Parametern untersucht:

e Kortikale Knochenflache (Ct.Ar)

o Kortikale Knochenflache zu Gesamtknochenflache (Ct.Ar/T.Ar)

e Kortikale Dicke (Ct.Th)

Mit Hilfe dieser Parameter konnte der kortikale Knochen der Mause statisch zu Beginn
des Versuches als auch dynamisch anhand der vier Micro-CT Untersuchungen Uber die
15 Tage Versuchsdauer ausgewertet werden.

Es wurden ebenfalls die Parameter maximales Tragheitsmoment (Imax), minimales
Tragheitsmoment (Imin), Gesamtknochenflache (T.Ar) und kortikale volumetrische Dichte
(Ct.vTMD) ermittelt, sollen aber in dieser Arbeit keine weitere Berlcksichtigung finden,

da es Uber das Thema hinausgeht.

3.3.1.1. Einfluss von Alter & Genotyp auf den kortikalen Knochen an Tag 0

Zur Untersuchung des Einflusses der Sklerostininhibition wurden die Werte der
Kontrolltiere zu Beginn des Experimentes als 100% festgelegt und die Parameter der
SOST-KO Mause bezuglich prozentualer Zu- oder Abnahme untersucht. Es konnte bei
allen Parametern ein signifikanter Einfluss der Sklerostininhibition auf den kortikalen
Knochen festgestellt werden.

Die kortikale Knochenflache (Ct.Ar) war bei Sklerostininhibition mit +63% bei den jungen
Versuchstieren und +104% bei den erwachsenen Versuchstieren deutlich erhoht. Die

kortikale Knochenflache zur Gesamtflache (Ct.Ar/T.Ar) zeigte eine Zunahme von +21%

60



(junge) und +34% (erwachsene) bei SOST-KO Genotyp. Bei der kortikalen Dicke (Ct.Th)
konnte eine Zunahme von +44% (junge) und +75% (erwachsene) durch
Sklerostinmangel beobachtet werden.

Hinsichtlich der zwei untersuchten Altersgruppen konnte anhand der selben Parameter
ein signifikant kraftigerer kortikaler Knochen bei den erwachsenen Versuchstieren
festgestellt werden im Vergleich zu den Jingeren. Diese Beobachtung gilt fur beide
Genotypen. Die kortikale Knochenflache (Ct.Ar) war prozentual bei den 26 Wochen alten
Versuchstieren mit +31% (Kontrolle) und +65% (SOST-KO) erhoht. Ein erhohter
kortikaler Knochenanteil zur Gesamtflache (Ct.Ar/T.Ar) mit +9% (Kontrolle) und +22%
(SOST-KO) bei den erwachsenen Mausen konnte ebenfalls beobachtet werden. Auch
der letzte untersuchte Parameter, die kortikalen Dicke (Ct.Th), verhielt sich mit +21%
(Kontrolle) und +46% (SOST-KO) zu Gunsten der 26 Wochen alten Mause. Die totalen
Werte sind in Abbildung 22 dargestellt.

Neben Alter und Genotyp, die bereits an Tag 0 einen signifikanten Einfluss auf den
kortikalen Knochen aufwiesen, konnte ebenfalls der Faktor Belastung bereits zu Beginn
des Experimentes fehlerhaft signifikante Ergebnisse fur die Parameter Kortikale Flache
(Ct.Ar) und Gesamtflache (T.Ar) bewirken.
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Ct.Ar. SOST-KO zu Kontrolle in +%

Genotypische Differenz der
Kortikalen Flache an Tag 0
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Ct.Th. SOST-KO zu Kontrolle in +%
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Kortikalen Dicke an Tag 0
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Abbildung 21 Genotypische Differenz der
kortikalen Knochenparameter an Tag 0. Die
Abbildungen zeigen die prozentuale Differenz der
kortikalen Knochenparameter Kortikale Flache
(Ct.Ar.), Kortikaler Knochenanteil (Ct.Ar/T.Ar) und
Kortikale Dicke (Ct.Th) zu Beginn des Experimentes
fur beide Altersgruppen in Abhangigkeit des
Genotyps. Die Kontrollgruppen wurden als 100%
festgelegt und die Zunahme durch
Sklerostininhibition als +% angegeben. Es ist in
allen Parametern ein starkerer Einfluss des
Genotyps mit zunehmendem Alter zu erkennen.
Ebenfalls sieht man eine deutliche Differenz
zwischen linker und rechter Tibia bereits an Tag 0.
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Abbildung 22 Diagramme der Ergebnisse der
Kortikale Dicke an Tag 0 Micro-CT-Scans an Tag 0 zur Beurteilung des
450 - kortikalen Knochens. In den Diagrammen sind die
a,b,d drei untersuchten Parameter in totalen Werten
400 - T , abgebildet. Die Kortikale Knochenflache, die
350 - links Kortikale Knochenflache zur Gesamtknochenflache
300 H rechts und die Kortikale Dicke werden fur die vier
g Versuchsgruppen miteinander verglichen. Die
g 20 Parameter sind fir die linke und rechte Tibia an Tag
£ 200 0 des Experimentes abgebildet. ANOVA: (a)
S Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d) Genotyp*Alter,

(e) Genotyp*Belastung,
Genotyp*Alter*Belastung.

(f) Alter*Belastung, (g)
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3.3.1.2. Kortikale Knochenreaktion von Tag 15 zu 0

Bei der Untersuchung der Reaktion des kortikalen Knochens auf Belastung im Rahmen
des zweiwochigen Versuchaufbaues reagierte dieser sehr unterschiedlich, sodass hier
die Parameter einzeln beschrieben werden mussen.

Betrachtet man die Reaktion der Kortikalen Knochenflache, ist die starkste Zunahme bei
den jungen Kontroll-Mausen zu beobachten mit einer Zunahme der Ct.Ar von +16,0% bei
Belastung und von +15,4% ohne Belastung. Es ist jedoch kein relevanter Einfluss der
Belastung zu identifizieren. Dieser ist bei der gleichalten SOST-KO Population jedoch gut
zu erkennen, wobei die Belastung eine Zunahme +9,9% bewirkte, wahrend die
Kontrollseite nur um +4,7% zunahm. Bei den erwachsenen Versuchsgruppen war eine
Zunahme bei den Mausen mit Sklerostinmangel zu beobachten, wobei Belastung einen
leichten unterstutzenden Effekt aufwies und eine Zunahme von +3,0% bewirkte, wahrend
die Kontrollseite nur eine Zunahme von +2,2% erfuhr. Dieser unterstutzende Effekt war
bei der Kontrollgruppe jedoch nicht zu identifizieren. Im Gegenteil, die Zunahme der
unbelasteten kortikalen Knochenflache von +3,0%, wurde unter Belastung komplett

supprimiert (0,0%).

Ct.Ar. Differenz prozentual
18 -
a,b,d
16 - 10 Wochen
belastet
14 -
© 12 m 10 Wochen
£ 10 - unbelastet
< g
2 26 Wochen
6 - belastet
4 |
5 BH26 Wochen
unbelastet
0 T
1 2

Abbildung 23 Differenz der Kortikalen Knochenflache prozentual von Tag 15 zu Tag 0. Abgebildet ist
die Entwicklung der Kortikalen Flache im Rahmen des Experimentes flir alle vier Versuchsgruppen, sowohl
auf der belasteten als auch der unbelasteten Seite. Alle Angaben sind als prozentuale Differenz zu den
Tag 0 Werten zu verstehen. ANOVA: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d) Genotyp*Alter, (e)
Genotyp*Belastung, (f) Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.
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Die Kortikale Knochenflache im Verhaltnis zur Gesamtflache zeigte wiederum je nach
Versuchsgruppe andere Reaktionen. Generell war eine Zunahme bei den jungen Mausen
und eine Abnahme bei den Erwachsenen (auller bei Belastung in der SOST-KO
Population) zu beobachten. Den starksten Anstieg wiesen erneut die jungen Kontrolltiere
auf und diesmal war ebenfalls ein belastungsspezifischer Effekt zu erkennen. Unter
Belastung war eine Zunahme von +5,7% zu ermitteln, wahrend ohne Belastung nur ein
Anstieg von +3,7% zu verzeichnen war. Eine ahnliche Zunahme des kortikalen
Knochenanteiles war bei den jungen Mausen mit Sklerostinmangel zu beobachten bei
ausbleibender Belastung (+3,2%). Jedoch war der Effekt der Belastung entgegengesetzt
zu dem der gleichalten Kontrolltiere und supprimierte den kontrollseitig beobachteten
Anstieg auf +1,5%. Bei den erwachsenen Versuchstieren der Kontrollpopulation war kein
Unterschied bei Belastung zu beobachten und beide Seiten zeigten eine Reduktion des
Kortikalen Knochenanteiles von -1.7%. Ein positiver Einfluss war dafir bei den
erwachsenen Mausen mit Sklerostinmangel zu erkennen, da hier die Reduktion von -
1,2% nicht nur komplett verhindert werden konnte, sondern bei Belastung sogar eine
Zunahme von +1,3% festgestellt werden konnte.

Ct.Ar zu T. Ar Differenz prozentual

1 a,b,c,d
i 10 Wochen
belastet

H 10 Wochen
. unbelastet

26 Wochen
belastet

O P N W b U1 O N
1

ACt.Ar/T.Arin %

-1 A B26 Wochen
2 - unbelastet

Kontrolle SOST-KO

Abbildung 24 Differenz der Kortikalen Knochenflache zur Gesamtflache prozentual von Tag 15 zu
Tag 0. Abgebildet ist die Entwicklung des Kortikalen Knochenanteiles im Rahmen des Experimentes fiir
alle vier Versuchsgruppen, sowohl auf der belasteten als auch der unbelasteten Seite. Alle Angaben sind
als prozentuale Differenz zu den Tag 0 Werten zu verstehen. ANOVA: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung,
(d) Genotyp*Alter, (e) Genotyp*Belastung, (f) Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.
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Bei Betrachtung der Reaktion der Kortikalen Dicke fiel auf, dass bei den jungen
Versuchstieren generell eine Zunahme zu erkennen war und bei den Erwachsenen eine
Abnahme, aul3er erneut bei den SOST-KO Tieren bei Belastung. Damit verhielt sich die
Kortikale Dicke vorerst ahnlich zum Kortikalen Knochenanteil. Auch bei der Kortikalen
Dicke waren die jungen Kontrolltiere, die Versuchstiere mit dem héchsten Zuwachs,
wobei Belastung erneut einen deutlich synergistischen Effekt aufwies durch eine
Steigerung der Zunahme von +7,4% auf +11,6%. Der positive Effekt konnte bei den
jungen Versuchstieren mit Sklerostinmangel nicht beobachtet werden, jedoch war in
diesem Fall auch kein antagonistischer Effekt festzustellen. Die Zunahme war mit
Belastung nur unwesentlich starker mit +6,7% als die der Kontrollseite mit +6,5%. Bei
den erwachsenen Versuchstieren war die Entwicklung der Kortikalen Dicke erneut
ahnlich zu der, des Kortikalen Knochenanteiles. Generell war eine Abnahme zu
beobachten, mit Ausnahme der SOST-KO Mause bei Belastung. Bei den Kontrolltieren
war eine Abnahme von -3,3% kontrollseitig zu verzeichnen. Diese Abnahme war bei
gleichzeitiger Belastung auf -4,3% verstarkt. Entgegengesetzt verhielt sich die
Entwicklung der Kortikalen Dicke bei den erwachsenen Mausen mit Sklerostinmangel.
Bei denen wurde ohne Belastung eine Abnahme von -1,3% beobachtet, welche bei

Belastung komplett verhindert wurde und erneut ein Anstieg von +5,0% zu verzeichnen

war.
Ct.Th Differenz prozentual
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Abbildung 25 Differenz der Kortikalen Dicke prozentual von Tag 15 zu Tag 0. Abgebildet ist die
Entwicklung der Kortikalen Dicke im Rahmen des Experimentes fir alle vier Versuchsgruppen, sowohl auf
der belasteten als auch der unbelasteten Seite. Alle Angaben sind als prozentuale Differenz zu Tag 0
Werten zu verstehen. ANOVA: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d) Genotyp*Alter, (e)
Genotyp*Belastung, (f) Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.
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Alle Angaben wurden zur Beurteilung des Verlaufes und des besseren Vergleiches
prozentual aufgefuhrt. Die totalen Werte sind in der Tabelle 1 aufgefuhrt und bieten einen
Uberblick Uber die GroReneinordnung der untersuchten Parameter. Durch die
unterschiedlichen totalen Ausgangswerte ist die Beurteilung der dynamischen
Verlaufsparameter in Prozent nur begrenzt geeignet zur Erklarung des
Gesamtgeschehens. Dieser Aspekt ist dem Autor bewusst und wird in der Diskussion

erneut thematisiert.
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Tabelle 1 Kortikale Micro-CT Daten der Tibiadiaphyse von Tag 0, 5, 10 und 15. Alle Parameter werden
als Durchschnittswert + Standardabweichung angegeben. Aufgelistete Parameter sind: Maximales
Flachentragheitsmoment, minimales Flachentragheitsmoment, Kortikale Flache, Gesamtknochenflache,
Kortikale Flache zu Gesamtflache, Kortikale Dicke und Kortikale Dichte. Fir Tag 0 und 15 wurden ANOVAs
durchgefiihrt: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d) Genotyp*Alter, (e) Genotyp*Belastung, (f)
Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.

Kortikale Diaphyse SOST-KO Méuse Kontroll Mause
mannlich 10 Wochen 26 Wochen 10 Wochen 26 Wochen
Parameter belastet Kontrolle belastet Kontrolle belastet Kontrolle belastet Kontrolle
Tag 0 (n=7) (n=7) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=7) (n=7)

Imax (mm*) a,b,c, d, e 0.12+0.02 | 0.13 £0.02 | 0.25 £ 0.05 | 0.27 £ 0.05 | 0.06 £ 0.01 | 0.07 £0.01 | 0.1 £0.02 | 0.11 £ 0.01

Imin (mm*) a, b, ¢, d 0.09+0.01 | 0.17 £0.02 | 0.19 £ 0.03 | 0.31 £ 0.04 | 0.05+0.01 | 0.11+0.01 | 0.07 £ 0.01 | 0.15 £ 0.02

CtAr (mm?) a,b,c,d, g |0.81+0.06|0.85+0.07 | 1.35+0.13 | 1.3920.12 | 0.520.05 | 0.52+0.05 | 0.67 £ 0.05 | 0.67 + 0.05

T.Ar (mm?) a, b, ¢, d 1.24+0.09 | 1.32+0.08 | 1.73+£0.14 | 1.78 £ 0.14 | 0.95+ 0.07 | 0.99+0.05 | 1.15+0.11 | 1.16 £+ 0.1

Ct'Ar/T'Aer‘:'“:/mmz) % 10.66+0.02 | 0.62+0.02 | 0.78+0.03 | 0.78 +0.02 | 0.53 +0.02 | 0.53 + 0.03 | 0.58 + 0.03 | 0.58 + 0.02
Ct.Th (um) a, b, d 255+13 | 247422 | 357+51 | 37823 | 172+13 | 176+15 | 209+11 | 2119

Ct'VTMDb(,“C‘,’g’dI'{gA/CW) @ | 1263429 | 1262+24 | 1349+43 | 1374+ 19 | 1235+11 | 1280+21 | 131920 | 1371+ 12
Tag 5 (n=6) (n=6) (n=8) (n=8) (n=6) (n=6) (n=7) (n=7)

Imax (mm?#) 0.12+0.02 | 0.14 + 0.02 | 0.27 +0.05 | 0.29 £ 0.06 | 0.07 £ 0.01 | 0.08+0.01 | 0.1+0.02 | 0.11 +0.02

Imin (mm?#) 0.1+0.01 |0.18+0.02 | 0.2+0.03 | 0.32+0.04 | 0.05+0.01 | 0.12 +0.01 | 0.07 % 0.01 | 0.15 + 0.02

CtAr (mm?) 0.84+0.06 | 0.84+0.07 | 1.37+0.11 | 1.41+0.11 | 0.53 £ 0.06 | 0.56 + 0.05 | 0.66 + 0.04 | 0.67 + 0.06

T.Ar (mm?) 1.26+0.06 | 1.33+0.07 | 1.77+0.13 | 1.82+0.15 | 0.98% 0.08 | 1.05+0.05 | 1.16 +0.11 | 1.17 + 0.12

CtAr/T.Ar (mm?/mm?*) | 0.66+0.02 | 0.63 +0.03 | 0.77 + 0.03 | 0.77 £ 0.03 | 0.54 + 0.02 | 0.53 £ 0.02 | 0.58 + 0.03 | 0.58 + 0.03

Ct.Th (um) 262 +17 255+19 364 +31 373 27 176 £13 179 £ 14 209+8 210+10

Ct.vTMD (mg HA/cm3) 1262 +34 | 1260+26 | 131630 | 1371+16 | 103119 | 1275+11 | 1316+21 | 133631

Tag 10 (n=7) (n=7) (n=8) (n=8) (n=6) (n=6) (n=7) (n=7)
Imax (mm?*) 0.13+0.02 | 0.14 +0.02 | 0.26 £ 0.05 | 0.29 + 0.04 | 0.07 + 0.01 | 0.08 £0.02 | 0.1+0.01 | 0.11 +0.02
Imin (mm?*) 0.1+0.01 | 0.19£0.02 | 0.2+0.03 | 0.32+0.03 | 0.05%0.01 | 0.12+0.01 | 0.07 £0.01 | 0.15+0.02
CtAr (mm?) 0.86+0.06 | 0.87 +0.06 | 1.37+0.11 | 1.4+0.1 | 0.56+0.06 | 0.57 £0.07 | 0.67 £ 0.03 | 0.68 + 0.05
T.Ar (mm?) 1.31+0.1 | 1.36+0.07 | 1.74+0.15 | 1.83+0.12| 1+0.09 | 1.05+0.05| 1.17+0.11 | 1.19 £ 0.12

CtAr/T.Ar (mm?/mm?) | 0.66 +0.04 | 0.64 +0.03 | 0.79 + 0.03 | 0.77 £ 0.02 | 0.56 + 0.02 | 0.54 + 0.03 | 0.58 £ 0.03 | 0.57 + 0.03

Ct.Th (um) 265+ 25 260 = 22 377 £33 368 = 30 186 £ 12 187 £17 2109 2107

Ct.vTMD (mg HA/cm?3) 1263 £21 | 1283 +12 | 1348+24 | 135127 | 1243+29 | 1281+12 | 1315+£25 | 1341+13

Tag 15 (n=7) (n=7) (n=8) (n=8) (n=6) (n=6) (n=7) (n=7)

Imax (mm#*) a,b,c, d, e 0.14 £ 0.01 | 0.15+0.02 | 0.26 + 0.04 | 0.29+0.04 | 0.08+0.2 | 0.09 +0.01 | 0.11 £ 0.03 | 0.12 + 0.03

Imin (mm#%) a,b,c,d,e,f |0.11+0.01 | 0.19+0.02 | 0.2+0.02 | 0.32+0.03 | 0.06+0.01 | 0.13+0.02 | 0.07 £ 0.01 | 0.16 + 0.02

CtAr (mm?) a, b, d 0.89+0.06 | 0.89+0.08 | 1.39+£0.1 | 1.42+0.11 | 0.58 £0.07 | 0.6 +0.07 | 0.67 £ 0.05 | 0.69 £ 0.06

T.Ar (mm?) a, b, ¢, d 1.33+0.06 | 1.39+0.06 | 1.76 £0.11 | 1.83 £0.11 | 1.03+0.1 | 1.09+0.07 | 1.19+£0.12 | 1.21 £ 0.13

2 2
Ct'Ar/T'Arb(Trg /mm) 3, {74004 0642004 | 0.79%0.04 | 077002 | 0.56%0.02 | 0552003 | 0.57 £ 0.04 | 0.57 £0.03
Ct.Th (um) a, b, d 272423 | 263+26 | 375+31 | 373+29 | 192+13 | 189+20 | 20019 | 20413
3
CtvIMD (Cmg I:A/Cm )b | 126217 | 127320 | 1346+18 | 1374420 | 1253£27 | 129315 | 129645 | 1351 33
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3.3.1.3. Evaluation der dynamischen 3D-Morphometrie-Analyse

Bei der genauen Analyse von Mineralisations- und Resorptionsarealen konnte eine durch
Sklerostinmangel bedingte erhohte Knochenbildung nachgewiesen werden. Die SOST-
KO Mause wiesen in beiden Altersgruppen eine hohere Mineralisierte Oberflache auf als
ihre Vergleichstiere. Gleichzeitig konnte eine deutliche Differenz der Knochenbildung bei
zunehmenden Alter beobachtet werden und die Mause der alteren Versuchsgruppen
zeigten geringere Werte in Mineralisierter Oberflache und auch Mineralisiertem Volumen
im Vergleich zu den 10 Wochen alten Tieren. Das Mineralisierte Volumen war bei den
Kontrolltieren um -76% reduziert und fur die SOST-KO Mause um -70%. Die
Mineralisierte Oberflache reduzierte sich um -48% fur die Kontrolltiere und -39% fur die
Mause mit Sklerostinmangel. Jedoch zeigt diese beobachtete Reduktion ebenfalls, dass
der Einfluss des Alters auf die Knochenbildung durch Sklerostinmangel nicht beeinflusst
werden kann. Das Alter bewirkte ebenfalls eine Veranderung der Resorptionsraten. In
beiden Gruppen konnten hohere Werte fir Resorbierte Oberflache und Resorbiertes
Volumen bei den 26 Wochen alten Mausen festgestellt werden als bei den Jungtieren.
Auch hier konnte kein Einfluss von Sklerostinmangel ausgemacht werden.

Bei beiden Genotypen konnte ein positiver Einfluss durch Belastung auf die
Mineralisation des Knochens beobachtet werden. Bei den Kontrolltieren wurde ein
Anstieg der Mineralisierten Oberflache um +18% fur die 10 Wochen alten und um +4%
fur die 26 Wochen alten Mause festgestellt. Das Mineralisierte Volumen erfuhr ebenfalls
eine Zunahme von +38% fur die 10 Wochen alten und +18% fur die 26 Wochen Alten.
Bei den Mausen mit Sklerostinmangel war ebenso ein Anstieg beider Parameter zu
erkennen mit +10% MS/BS und +26% MV/BV fur die Jungtiere und +26% MS/BS und
+76% MV/BV fur die 26 Wochen alten Mause. Statistisch konnte kein Einfluss des
Sklerostinmangels auf die Knochenreaktion von mechanischer Belastung festgestellt
werden. Bei der Beurteilung der Wirkung von mechanischer Belastung auf die Resorption
konnte kein Einfluss fir 10 Wochen alte oder 26 Wochen alte Mause mit oder ohne

Sklerostinmangel festgestellt werden.
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Tabelle 2 3D-Morphometrie-Analyse Daten. Dargestellt sind die Ergebnisse in Durchschnittswert und
Standardabweichung. Ermittelt wurde die Mineralisierte Oberflache zur Gesamtknochenoberflache
(MS/BS), Resorbierte Oberflache zur Gesamtknochenoberflache (ES/BS), Mineralisiertes Volumen zum
Gesamtknochenvolumen (MV/BV) und Resorbiertes Volumen zum Gesamtknochenvolumen (EV/BV).
ANOVA: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d) Genotyp*Alter, (e) Genotyp*Belastung, (f)
Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.

Kortikale Diaphyse SOST-KO Mause Kontroll Mause
mannlich 10 Wochen 26 Wochen 10 Wochen 26 Wochen
Parameter Belastet | Kontrolle | Belastet | Kontrolle | Belastet | Kontrolle | Belastet | Kontrolle

MS/BS (mm?/mm2) a, | 0.56+ | 051+ | 039+ | 031+ | 052+ | 044+ | 024+ | 023+
b, c 0.06 0.1 0.1 0.05 0.08 0.08 0.07 0.09
0.004 + | 0.0004 + [ 0.044 + | 0.019+ | 0.009+ | 0.009+ | 0.058+ | 0.073 +

2 2
ES/BS (mm*/mma b | ~0 00 | 50005 | 0051 | 0008 | 0015 | 0014 | 0058 | 0.083
MV/BV (mm3/mm?) b, | 0.072 = | 0.057+ | 0.03% | 0.017+ | 0099+ | 0072+ | 0.02+ | 0.017 *
c 002 | 0027 | 0014 | 0006 | 0035 | 0032 | 0.007 | 0.008
0.001 + 001+ | 0.005+ | 0.002%| 0002+ | 0014+ | 002=
3 3 +
EV/BV (mm?*/mm?) b | o001 [ 9%0 | 5011 | 0002 | 0004 | 0003 | 0016 | 0.026
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Mineralisierte Oberflache zur Resorbierte Oberflache zur
Knochenoberflache Knochenoberflache
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Abbildung 26 3D-Morphometrie-Analyse Diagramme. Abgebildet sind die Mineralisierte und
Resorbierte Oberflache im Verhaltnis zur Gesamtknochenoberflache und Mineralisiertes und
Resorbiertes Volumen zum Gesamtknochenvolumen aller vier Versuchsgruppen fir die belastete und
unbelastete Seite. ANOVA: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d) Genotyp*Alter, (e)
Genotyp*Belastung, (f) Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.
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3.3.2. Dynamische Histomorphometrie

Bei der Histomorphometrie konnte der kortikale und trabekulare Knochen anhand von
drei Parametern untersucht und beurteilt werden. Zur Einschatzung der dynamischen
Knochenstrukturanderungen wurden die mineralisierte Oberflache (,mineralized surface/
bone surface®, MS/BS), die Mineralisationsrate (,mineralization rate“, MAR) und die
Knochenbildungsrate (,Bone formation rate, BFR), die sich aus dem Produkt der beiden
ersten ergibt, ermittelt. Der kortikale Knochen wurde sowohl periostal als auch endostal
mittels oben beschriebener Technik untersucht und an Hand der eben erwahnten

Parameter beurteilt.

3.3.2.1. Periostal

Zur Beurteilung des periostalen kortikalen Knochens wurden 56 Proben untersucht. Die
Proben wurden auf Fluoroszenzreaktion gepruft und Doppelbanden identifiziert. Proben,
die keine Doppelbanden aufwiesen wurden mit ,no data“® markiert und aus der
Untersuchung ausgeschlossen. 13 von 14 Proben der 10 Wochen alten SOST-KO Mause
konnten zur Beurteilung der periostalen Reaktion verwendet werden. Bei den 26 Wochen
alten SOST-KO Mausen konnten 10 von 16 Proben genutzt werden. 11 der 12 Proben
der jungen Kontrolltiere konnten in die Studie inkludiert werden und 14 von 14 Proben
der erwachsenen Kontrolltiere wiesen Doppelbanden auf. An den 48 von 56 Proben
wurden die oben beschriebenen Parameter ermittelt und die kortikale Knochenreaktion

im Zeitraum des Experimentes beurteilt.
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Die mineralisierte Oberflache zeigte nur in Bezug auf Alter signifikante Unterschiede im
periostalen Bereich. Bei den Jungtieren konnte ein erhdhter mineralisierter
Oberflachenanteil im Vergleich zu den erwachsenen Versuchstieren beobachtet werden.
Alle anderen Beobachtungen sind rein deskriptiv und nicht von signifikanter
Aussagekraft.

Belastung steigerte den Anteil an mineralisierter Oberflache in allen Gruppen periostal
dezent aulder bei den jungen Mausen mit Sklerostinmangel. Diese wiesen einen Anteil
an mineralisierter Oberflache von 54% unbelastet auf und einen durch Belastung
reduzierten Anteil von 50%. Bei den jungen Kontrolltieren konnte unbelastet ein Anteil
von 51% beobachtet werden, jedoch stieg der Anteil unter Belastung auf 60% an. Dieser
durch Belastung erhohte Anteil an mineralisierter Oberflache war auch bei den
erwachsenen Versuchstieren zu erkennen. Bei den erwachsenen Kontrolltieren konnte
ein unbelasteter Anteil von 42% und ein belasteter von 47% festgestellt werden und bei

den erwachsenen Mausen mit Sklerostinmangel von 49% unbelastet und 52% bei

Belastung.
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A ° 7
=
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Abbildung 27 Anteil der Mineralisierten Oberfliche an der Gesamtoberfliche des periostalen
Knochens. Dargestellt ist der Anteil der mineralisierten Oberflache aller vier Versuchsgruppen fir die
belastete Seite und die Kontrollseite. ANOVA: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d) Genotyp*Alter, (e)
Genotyp*Belastung, (f) Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.
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Bei der Betrachtung der Mineralisationsrate am periostalen Knochen sind die gleichen
Signifikanzen wie zuvor beim mineralisierten Oberflachenanteil zu erkennen. Jungtiere
zeigen hohere Mineralisationsraten als Erwachsene, insbesondere in der
Kontrollpopulation ist die Differenz gut zu erkennen.

Die hochste Mineralisationsrate konnte bei den jungen Kontrollmausen beobachtet
werden, wobei die Raten 1,65 uym/Tag unbelastet und 1,60 ym/Tag bei Belastung
betrugen. Die niedrigste Rate hingegen konnten bei den erwachsenen Kontrolltieren
eruiert werden. Die Rate der erwachsenen Kontrollmause betrug nur 0,67 ym/Tag
unbelastet und bei Belastung 0,70 um/Tag. Die erwachsenen SOST-KO Mause zeigten
ebenfalls keine relevante Steigerung der Raten bei Belastung mit Werten von
0,89 um/Tag unbelastet und 0,92 ym/Tag belastet. Bei den SOST-KO Jungtieren konnte
unbelastet eine Mineralisationsrate von 0,94um/Tag festgestellt werden, wahrend bei

Belastung ein Wert von 1,20 yum/Tag ermittelt werden konnte.
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Abbildung 28 Mineralisationsrate des periostalen Knochens. Die Abbildung zeigt die
Mineralisationsraten aller vier Versuchsgruppen, sowohl auf der belasteten Seite als auch der Kontrollseite.
ANOVA: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d)Genotyp*Alter, (e) Genotyp*Belastung, (f)
Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.
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Beide eben aufgeflihrten Parameter werden als Produkt fir die bessere Zusammenschau
der Knochenreaktion als Knochenbildungsrate genutzt. Bei der Betrachtung dieser fallt
auf, dass keine Signifikanzen in Bezug zu Genotyp, Alter, Belastung oder einer
Kombination dieser feststellbar sind.

Die jungen Kontrolimause weisen die hochste Rate mit 1,04 um/Tag unbelastet und 1,09
pm/Tag bei Belastung auf, wahrend bei den 26 Wochen alten Kontrolltieren die geringste
Rate mit 0,31 ym/Tag unbelastet und 0,38um/Tag belastet zu beobachten war. Die
jungen SOST-KO Mause zeigten Knochenbildungsraten von 0,54 um/Tag unbelastet und
0,62 um/Tag belastet und die erwachsenen von 0,39 um/Tag unbelastet und 0,47 um/Tag

belastet.
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Abbildung 29 Knochenbildungsrate des periostalen Knochens. Dargestellt ist die
Knochenbildungsrate aller vier Versuchsgruppen, sowohl fur die belastete Seite als auch die Kontrollseite.
ANOVA: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d) Genotyp*Alter, (e) Genotyp*Belastung, (f)
Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.
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3.3.2.2. Endostal

Zur Beurteilung des endostalen kortikalen Knochens fanden die selben Proben, wie
bereits bei der Untersuchung des Periostes Verwendung. Zuerst wurden die Proben auf
Doppelbanden im endostalen Knochenbereich untersucht und sofern keine vorzufinden
waren, wurden diese mit ,no data“ markiert und aus der Studie ausgeschlossen. 12 von
14 Proben der 10 Wochen alten SOST-KO Mause konnten zur Beurteilung der
endostalen Reaktion verwendet werden. Bei den 26 Wochen alten SOST-KO Mausen
waren 15 von 16 Proben nutzbar. 11 der 12 Proben der jungen Kontrolltiere konnten in
die Studie inkludiert werden und 12 von 14 Proben der erwachsenen Kontrolltiere wiesen
Doppelbanden auf. An den 50 von 56 Proben wurden die gleichen Parameter wie zuvor
bei der Untersuchung des Periostes ermittelt und die kortikale Knochenreaktion im
Zeitraum des Experimentes beurteilt.

Abbildung 30 Doppelbanden eines kortikalen Ausschnittes in der
Fluoreszenzmikroskopie. Die  Abbildung zeigt eindeutige
Doppelbanden endostal (roter Pfeil) und periostal (blauer Pfeil).
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Der Mineralisierte Oberflachenanteil zeigte endostal einen signifikanten Bezug zu Alter
und Genotyp. Die Jungtiere wiesen generell auch endostal héhere Werte als die
Erwachsenen auf und Sklerostinmangel bewirkte ebenfalls eine Steigerung des
mineralisierten Oberflachenanteiles in beiden Altersgruppen.

Der groflite Oberflachenanteil war bei den jungen Mausen mit Sklerostinmangel zu
beobachten. Wobei ein Anteil unbelastet mit 69% und bei Belastung mit 62% festgestellt
wurde. Die jungen Kontrolltiere hatten unter Belastung einen Anteil an mineralisierter
Knochenoberflache von 54% und von 52% ohne Belastung. Bei den erwachsenen
SOST-KO Mausen wurde ein Oberflachenanteil von 43% bei Belastung und ein Anteil
von 35% auf der Kontrollseite ermittelt. In der Kontrollgruppe waren Anteile von 23%

(unbelastet) zu 20% zu verzeichnen.
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Abbildung 31 Anteil der Mineralisierten Oberflaiche an der Gesamtoberfliche des endostalen
Knochens. Dargestellt ist der Anteil der mineralisierten Oberflache aller vier Versuchsgruppen fir die
belastete Seite und die Kontrollseite. ANOVA: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d) Genotyp*Alter, (e)
Genotyp*Belastung, (f) Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.
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Bei der Betrachtung der Mineralisationsrate fallt auf, dass das Alter eine signifikante Rolle
spielt und dieser Einfluss vom Genotyp abhangt. Die Jungtiere weisen auch endostal
hohere Raten auf als die erwachsenen Mause, jedoch ist die Altersdifferenz bei den
Kontrolltieren starker als bei Mausen mit Sklerostinmangel.

Die 10 Wochen alten Kontrolltiere zeigten die gréldte Mineralisationsrate mit 1,37 um/Tag
unbelastet und 1,46 um/Tag bei Belastung. Die 26 Wochen alten Kontrolltiere wiesen die
geringste Mineralisationsrate mit 0,76 ym/Tag fur unbelastet und belastet auf. Bei den
jungen SOST-KO Mausen war eine Mineralisationsrate von 1,10 ym/Tag unbelastet zu
beobachten und eine Rate von 1,20 um/Tag bei Belastung. Die Mineralisationsraten der
erwachsenen Versuchstiere mit Sklerostinmangel waren mit 0,91 ym/Tag unbelastet und
0,94 um/Tag belastet zwar geringer, aber fielen bei weitem nicht so stark ab im Rahmen

der Skelettausreifung, wie bei den Kontrolltieren.
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Abbildung 32 Mineralisationsrate des endostalen Knochens. Die Abbildung zeigt die
Mineralisationsraten aller vier Versuchsgruppen, sowohl auf der belasteten Seite als auch der Kontrollseite.
ANOVA: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d) Genotyp*Alter, (e) Genotyp*Belastung, (f)
Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.
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In der gemeinschaftlichen Betrachtung der eben beschriebenen Parameter als
Knochenbildungsrate konnte nur das Alter als signifikanter Einflussfaktor festgestellt
werden. Dabei ist zu erkennen, dass Jungtiere deutlich hohere Knochenbildungsraten
aufweisen als erwachsene Vergleichstiere.

Bei den jungen Mausen konnten Knochenbildungsraten von 0,74 ym/Tag unbelastet und
0,82 ym/Tag belastet fur die Kontrolltiere und 0,76 pm/Tag unbelastet und 0,77 pm/Tag
belastet fur die SOST-KO Mause festgestellt werden. Bei den 26 Wochen alten
Kontrolltieren wurden Knochenbildungsraten von 0,17 pm/Tag unbelastet und
0,14 um/Tag bei Belastung beobachtet. Die erwachsenen SOST-KO Mausen zeigten
Werte von 0,29 ym/Tag unbelastet und 0,41 ym/Tag bei Belastung.
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Abbildung 33 Knochenbildungsrate des endostalen Knochens. Dargestellt ist die
Knochenbildungsrate aller vier Versuchsgruppen, sowohl fur die belastete Seite als auch die Kontrollseite.
Auch ist die Wirkung der Belastung im Alter unterschiedlich. ANOVA: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung,
(d) Genotyp*Alter, (e) Genotyp*Belastung, (f) Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.
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Tabelle 3 Histomorphometrie Daten.

Alle Parameter werden als Durchschnittswert * Standardabweichung angegeben. Parameter aufgelistet
sind: Einzelbandenoberflache endokortikal zur Gesamtoberflache (Ec.sLS/BS), Doppelbandenoberflache
endokortikal zur Gesamtoberflache (Ec.dLS/BS), Mineralisierte Oberflache endokortikal zur
Gesamtoberflache (Ec.MS/BS), Mineralisationsrate endokortikal (Ec.MAR), Knochenbildungsrate
endokortikal (Ec.BFR/BS) und die gleichen Parameter fiir den periostalen Knochen mit Ps. zu Beginn. Fir
Tag 0 und 15 wurden ANOVAs durchgefihrt: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d) Genotyp*Alter, (e)
Genotyp*Belastung, (f) Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.

Histomorphometrie SOST-KO Mause Kontroll Mause
mannlich 10 Wochen 26 Wochen 10 Wochen 26 Wochen
Belastet | Kontroll | Belastet | Kontroll | Belastet | Kontroll | Belastet | Kontroll
(n=7) e (n=6) (n=7) e (n=7) (n=7) e (n=7) (n=7) e (n=7)
5944 + | 5387+ | 4182+ | 414+ | 28.09+ | 3755+ | 2162+ | 2292 +
25.82 22.24 12.19 20.68 15.4 15.4 16.23 18.95
3707+ | 4231+ | 221+ | 1421+ | 4028+ | 3285+ | 8.76+ | 1148+
14.57 25.51 11.45 7.46 18.17 18.17 6.48 5.94
62.73+ | 69.25+ | 43.01+ | 3491+ | 54.33+ | 51.63+ | 19.57+ | 2294 +
8.65 14.73 11.81 14.53 21.63 21.63 12.38 14.48
Ec.MAR (um/day) b,| 1.2 1.1+ 094+ | 091+ | 146+ | 137+ | 0.75+ | 0.76

Kortikaler Knochen

Ec.sLS/BS (%)

Ec.dLS/BS (%)

Ec.MS/BS (%) a, b

c 0.33 0.32 0.22 0.36 0.32 0.24 0.14 0.19
Ec.BFR/BS 077+ | 076+ | 041+ | 029+ | 082+ | 0.74+ | 0.14+x | 017 %
(um/day) b 0.27 0.26 0.16 0.09 0.41 0.33 0.08 0.11

3962+ | 3449+ | 5096+ | 57.36+ | 3418+ | 2417+ | 5495+ | 552+
8.46 11.85 14.03 21.58 5.26 10.87 15.72 20.66
2071+ | 36.74+ | 2131+ | 13.77+ | 43.34+ | 3859+ | 2464 + | 19.05
19.89 25.25 13.97 4.39 21.98 26.06 19.79 9.23
49.52 + | 53.98+ | 48.63+ | 33.96+ | 60.43+ | 50.68+ | 52.11+ | 46.65+
17.93 21.03 12.22 20.74 21.79 25.77 14.33 18.08
12+ 094+ | 091+ | 0.89+ 1.6+ 166+ | 0.72+ | 0.67 %
0.35 0.26 0.31 0.18 0.86 0.99 0.21 0.14
Ps.BFR/BS 062+ | 054+ | 047+ | 039 1.09 + 1.04+ | 038+ | 0.31%
(um/day) 0.37 0.33 0.29 0.16 0.83 1.01 0.17 0.13

Ps.sLS/BS (%)

Ps.dLS/BS (%)

Ps.MS/BS (%)

Ps.MAR (um/day) b
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3.4. Evaluation des trabekularen Knochens
Der trabekulare Knochen konnte mittels der Micro-CT-Scans statisch beurteilt werden
und durch die Differenzen zwischen den Scan-Tagen 0 bis 15 konnen auch Aussagen
uber die dynamische Entwicklung gefallt werden.

3.4.1. Evaluation der Micro-CT Untersuchung
Der trabekulare Knochen wurde wie auch der kortikale Knochen an Hand von drei

Parametern untersucht:

e Trabekulares Volumen zu Gesamtknochenmarkvolumen (Tb.BV/TV)
e Durchschnittliche Trabekelanzahl pro Millimeter (Tb.N)
e Durchschnittliche Trabekeldicke (Tb.Th)

Ebenfalls wurden die Parameter durchschnittlicher Trabekelabstand (Tb.Sp) und
trabekulare volumetrische Dichte (Tb.vTMD) ermittelt, sollen aber in dieser Arbeit keine
weitere Berucksichtigung finden, da es Uber das Thema hinausgeht. Aufderdem ist der
Trabekelabstand ein Parameter, der von der Trabekelanzahl und Trabekeldicke
abgeleitet werden kann.

Wie bereits bei dem kortikalen Knochen beschrieben wurde auch der trabekulare
Knochen zum einen statisch zu Beginn des Experimentes und dynamisch im Verlauf der

15 Tage Versuchsdauer und der 4 Micro-CT-Scans in diesem Zeitraum untersucht.

3.4.1.1. Einfluss von Alter & Genotyp auf den trabekuldaren Knochen an Tag 0

Bei der Beurteilung des trabekularen Knochens zu Beginn des Experimentes fallt auf,
dass der Genotyp fur alle untersuchten Parameter von signifikanter Bedeutung ist. Die
SOST-KO Mause weisen bereits zu Beginn des Experimentes Parameter auf, die fur
einen deutlich kraftigeren trabekularen Knochen als die der Kontrollpopulation sprechen.
Ebenso war der trabekulare Knochen der alteren Population in allen Parametern
signifikant kraftiger ausgebildet als bei den jungen Mausen.

Im Vergleich des Genotyps wurden die Werte der Kontrolltiere als 100% festgelegt und
die Zu- oder Abnahme prozentual durch eine lebenslang bestehende Sklerostininhibition

untersucht.
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Am Auffalligsten war das Trabekulare Volumen zum Gesamtknochenmarkvolumen in
Bezug auf Einfluss des Genotyps. Durch Sklerostininhibition konnten immense Anstiege
festgestellt werden, sodass bei den Jungtieren ein um +44% grolerer Anteil beobachtet
werden konnte und bei den 26 Wochen alten sogar von +165%. Aber auch die
Trabekelanzahl wurde durch Sklerostininhibition gesteigert. Es konnte eine Zunahme von
+18% bei den Jungtieren und +31% bei den Erwachsenen festgestellt werden. Ebenso
verhielt sich die Trabekeldicke, bei der eine Zunahme von +25% fir 10 Wochen alte
Mause und sogar von +82% flur 26 Wochen Alte beobachtet werden konnte.

Im Altersvergleich der zwei genotypisch differenten Gruppen, fallt auf, dass der Anteil des
trabekularen Knochenvolumens am Gesamtvolumen bei den erwachsenen Mausen der
Kontrollgruppe im Durchschnitt +24% uber dem der Jungtiere liegt, aber der, der
erwachsenen SOST-KO Mause sogar mit +128% uber dem der 10 Wochen alten mit
Sklerostinmangel. Diese genotypische Differenz findet sich auch in der Trabekeldicke
und der Trabekelanzahl wieder. Der Altersunterschied bewirkt einen +13% dickeren
Trabekel bei den erwachsenen Kontrolltieren, wahrend der Trabekel der erwachsenen
Mause mit Sklerostinmangel sogar +64% dicker ist als bei den Jungtieren. Bei
Betrachtung der Trabekelanzahl war der Unterschied in den Genotypen geringer und es
wurden Anstiege von +9% fur die erwachsenen Kontrolltiere zu +21% fur die
erwachsenen Mause mit SOST-KO Genotyp festgestellt.

Die totalen Werte im Vergleich der vier Versuchsgruppen werden in der Abbildung 35

dargestellt.
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Abbildung 34 Genotypische Differenz der
trabekularen Knochenparameter. Die
Diagramme zeigen die prozentuale Differenz der
drei trabekularen Knochenparameter, Trabekularer
Knochenanteil, Trabekelanzahl und Trabekeldicke
an Tag 0 in Abhangigkeit vom Genotyp. Die
Kontrollgruppen wurden als 100% festgelegt und
die Zunahme durch Sklerostininhibition als +%
angegeben.
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Abbildung 35 Diagramme der Ergebnisse der
Micro-CT-Scans an Tag 0 zur Beurteilung des
trabekularen Knochens. In den Diagrammen sind
die drei untersuchten Parameter in totalen Werten
abgebildet. Der Trabekuldre Knochenanteil, die
Trabekelanzahl je Millimeter und die Trabekeldicke
werden an Tag O fur die linke und rechte Tibia
prasentiert. ANOVA: (a) Genotyp, (b) Alter, (c)
Belastung, (d) Genotyp*Alter, (e)
Genotyp*Belastung, (f) Alter*Belastung, (9)
Genotyp*Alter*Belastung.
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3.4.1.2. Trabekuldare Knochenreaktion von Tag 15 zu 0

Bei der Auswertung der trabekularen Knochenparameter fiel auf, dass wie auch zuvor
beim kortikalen Knochen sehr unterschiedliche Reaktionen beobachtet werden konnten.
Deshalb werden auch hier die Parameter erneut einzeln beschrieben.

Generell wurde deutlich, dass die Entwicklung des trabekuldren Volumenanteiles zum
Gesamtknochenmarkvolumen bei den jungen Mausen mit einer Zunahme und bei den
alteren mit einer Abnahme vergesellschaftet ist. Jedoch ist Belastung alleine kein
signifikanter Einfluss fur den Trabekularen Volumenanteil. Nur in Kombination mit dem
Genotyp konnten signifikante Differenzen beobachtet werden. Trotz fehlender Signifikanz
sind jedoch unterschiedliche Reaktionen auf Belastung zu erkennen, die weiterer

Erforschung bedurfen.

Bei den 10 Wochen alten Kontrollmausen konnte eine groRere Zunahme von +33% ohne
Belastung beobachtet werden als auf der belasteten Seite, welche nur einen Anstieg von
+8% verzeichnete. Die Belastung erzeugte bei den jungen SOST-KO Mausen hingegen
eine starkere Zunahme als auf der Kontrollseite. Bei Belastung wurde eine Zunahme von

+28% verzeichnet, wahrend die Kontrollseite nur einen Anstieg von +11% aufwies.

Tbh.BV/TV Differenz prozentual
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-30

Kontrolle SOST-KO

Abbildung 36 Differenz des trabekuldaren Knochenvolumen zu Gesamtknochenmarkvolumen
prozentual von Tag 15 zu Tag 0. Dargestellt ist die Entwicklung des Trabekuldren Volumenanteiles im
Rahmen des Experimentes flr die vier Versuchsgruppen mit jeweils belasteter und unbelasteter Seite.
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Bei den alteren Populationen waren die Reaktionen weniger different und es konnte eine
geringere Abnahme des trabekularen Knochenanteils bei den SOST-KO Mausen
beobachten werden als bei den Kontrolltieren. Ebenfalls wurde der Verlust durch
Belastung gemindert. Bei den erwachsenen Kontrolimausen konnte der Anteilsverlust an
trabekularen Knochen von -25% auf der Kontrollseite durch Belastung auf -13% reduziert
werden. Dieser Effekt der Belastung war bei den Mausen mit Sklerostinmangel ebenfalls
zu beobachten und die Abnahme konnte von -10% unbelastet auf -3% bei Belastung
reduziert werden. Im Vergleich ist der Verlust des trabekularen Knochenvolumens am
Gesamtknochenmarkvolumen bei den SOST-KO Mausen geringer als bei den

Kontrolltieren.

Die Trabekelzahl zeigte ebenfalls keinen signifikanten Zusammenhang zur

mechanischen Belastung. Doch auch hier konnten allgemeine Beobachtungen getatigt

werden.
Th.N Differenz prozentual
0 —
-2
35 10 Wochen belastet
E,
E B 10 Wochen unbelastet
-10 4
12 26 Wochen belastet
-14
Kontrolle SOST-KO B 26 Wochen unbelastet

Abbildung 37 Differenz der Trabekelanzahl pro Millimeter prozentual von Tag 15 zu Tag 0. Dargestellt
ist die Entwicklung der Trabekelanzahl im Rahmen des Experimentes fiir die vier Versuchsgruppen mit
jeweils belasteter und unbelasteter Seite.
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Es fiel auf, dass sowohl bei den Jungtieren als auch bei den Erwachsenen generell eine
Abnahme zu verzeichnen war. Allerdings konnten erneut Genotyp-spezifische
Reaktionsunterschiede beobachtet werden. Die grofdte Abnahme an durchschnittlicher
Trabekelanzahl erfuhren die 26 Wochen alten Kontrollmause mit -10% ohne Belastung
und -12% bei Belastung. Die altersentsprechende Versuchsgruppe mit Sklerostinmangel
zeigte bei ausbleibender Belastung bereits eine geringere Abnahme von -4%. Bei
Belastung konnte die Abnahme komplett verhindert werden und die Trabekelzahl blieb
weitestgehend stabil (+0,17%). Die Trabekelanzahl bei den jungen Versuchstieren
reduzierte sich hingegen am starksten bei den SOST-KO Mausen mit -6%. Belastung
zeigte keine relevante Veranderung bezuglich der Reduktion der Trabekelanzahl
mit -6,5%. Bei der 10 Wochen alten Kontrollgruppe konnte eine Reduktion von -0,5% der
Trabekelzahl beobachtet werden (Kontrollseitig), welche bei Belastung auf bis zu -4%

fiel.

Der dritte untersuchte Parameter, die Trabekeldicke, war der einzige trabekulare
Knochenparameter, der einen signifikanten Einfluss durch mechanische Belastung
erfuhr. Zu beobachten war vor allem eine Zunahme bei den Jungtieren und eine
Abnahme bei den alteren Versuchstieren. Genotypisch signifikante Unterschiede

konnten bei diesem Parameter festgestellt werden. Bei den 10 Wochen alten
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Abbildung 38 Differenz der trabekuldren Dicke prozentual von Tag 15 zu Tag 0. Die Abbildung zeigt
den Verlauf des Parameters der trabekularen Dicke im Rahmen des Experimentes fir die vier
Versuchsgruppen mit jeweils belasteter und unbelasteter Seite.
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Kontrolltieren wurde ein Anstieg um +20% an trabekularer Dicke beobachtet, welcher bei
Belastung auf +11% abfiel. Dem entgegengesetzt wurde bei den SOST-KO Mausen im
gleichen Alter ein Anstieg von +23% auf der Kontrollseite festgestellt, welcher bei
Belastung nicht abnahm, sondern auf +32% anstieg. Bei den alteren Versuchstieren
waren hingegen ahnlich Reaktionen auf die Belastung unabhangig von
Sklerostininhibition zu beobachten. Bei den alteren Kontrollmdusen konnte eine
Abnahme von -8% kontrollseitig festgestellt werden, welche auf -4% durch Belastung
reduziert werden konnte. Bei den erwachsenen Mausen mit Sklerostinmangel konnte
eine bereits ohne Belastung reduzierte Abnahme von -4% eruiert werden, welche bei
Belastung sogar vollends verhindert wurde und sogar ein Anstieg von +2% zu

beobachten war.

Alle Angaben wurden zur Beurteilung des Verlaufes und des besseren Vergleiches
prozentual aufgefuhrt. Die totalen Werte sind in der Tabelle 3 aufgefuhrt und bieten einen
Uberblick Uber die GroReneinordnung der untersuchten Parameter. Durch die
unterschiedlichen totalen Ausgangswerte ist die Beurteilung der dynamischen
Verlaufsparameter in Prozent nur begrenzt zur Erklarung des Gesamtgeschehens
geeignet. Dieser Aspekt ist dem Autor bewusst und wird in der Diskussion erneut

thematisiert.
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Tabelle 4 Trabekuldare Micro-CT Daten der proximalen Tibiametaphyse von Tag 0, 5, 10 und 15.

Alle Parameter werden als Durchschnittswert * Standardabweichung angegeben. Parameter aufgelistet
sind: Trabekularen Knochenvolumen zu Gesamtknochenmarkvolumen (Tb.BV/TV), Trabekelanzahl
(Tb.N), Trabekeldicke (Tb.Th), Trabekelabstand (Tb.Sp) und Trabekelknochendichte (Tb.vTMD). Fir Tag
0 und 15 wurden ANOVAs durchgefiihrt: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d) Genotyp*Alter, (e)
Genotyp*Belastung, (f) Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.

Trabekulare Metaphyse SOST-KO Mause Kontroll Mause
mannlich 10 Wochen 26 Wochen 10 Wochen 26 Wochen
Parameter belastet | Kontrolle | belastet | Kontrolle | belastet | Kontrolle | belastet | Kontrolle
Tag 0 (n=7) (n=7) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=7) (n=7)
Tb.BV/TV (mm3/mm3) | 0.18% | 018+ | 040+ | 042+ | 013+ | 012« | 015+ | 016+
ab,d 0.04 0.04 0.05 0.06 0.03 0.04 0.15 0.03
494+ | 495+ | 586+ | 609+ | 413% | 423+ | 456+ | 455¢
U] (i), 0.43 0.31 0.43 0.78 076 0.77 043 0.38
Tb.Th (um) a, b, d 57+6 | 57+6 | 92+5 | 95+7 | 46+5 | 45+5 | 51+3 | 52+5
Tb.Sp (um) a, b 196+ 18 | 193 +14 | 163 +13 | 161+18 | 255+ 51 | 247 +47 | 216 +22 | 216 + 19
[l ;mg AAICMS) | 91945 | o022+ 11 | 985413 | 978+ 21 | 888+ 19 | 889 + 16 | 935+ 20 | 938 + 22
Tag 5 (n=7) (n=7) (n=8) (n=8) (n=6) (n=6) (n=7) (n=7)
020+ | 019+ | 041+ | 041+ | 016 | 016+ | 016+ | 016+
SN (lTEiniic]) | N 0.04 0.05 0.04 0.04 0.04 0.04 0.03
T (U 486+ | 493+ | 580+ | 4500+ | 445% | 441% | 453+ | 450¢
: 0.26 0.26 043 0.52 0.61 0.64 0.56 0.41
Tb.Th (um) 61+7 | 60+6 | 94+5 | 93+5 | 50+5 | 51+5 | 52+3 | 536
Tb.Sp (um) 197 +12 | 194 +12 | 166 £ 16 | 166+ 15 | 233 +37 | 236 +36 | 219 +29 | 220 + 21
Tb.vTMD (mg HA/cm3) | 932+ 12| 93013 | 99010 | 984+6 |898+13|893+13 | 934+21 | 934+ 14
Tag 10 n=7) | (n=7) | (n=8) (n=8) (n=6) | (n=6) | (=7) | (n=7)
022+ | 020+ | 040% | 041+ | 014+ | 015+ | 015+ | 015%
TbBV/TV (mm3/mm3) |~ o 0.04 0.03 0.03 0.04 0.05 0.04 0.04
. 472+ | 473+ | 589+ | 505+ | 422% | 420% | 422+ | 428¢
: 0.40 0.28 0.38 0.39 0.58 0.61 0.57 0.45
Tb.Th (um) 69+7 | 67+6 | 91+5 | 92+2 | 50+5 | 51+7 | 53+6 | 527
Tb.Sp (um) 204+21 | 203+13 | 165+7 | 165+ 11 | 244+35 | 242 + 38 | 238 + 37 | 233 + 24
Tb.vTMD (mg HA/cm3) | 952+10 | 950+ 9 | 979+28 | 972+ 17 | 907 + 26 | 899 + 23 | 937 + 28 | 936 + 22
Tag 15 (n=7) (n=7) (n=8) (n=8) (n=6) (n=6) (n=7) (n=7)
Tb.BV/TV (mm3/mm3) | 023+ | 020+ | 039+ | 038+ | 014+ | 016+ | 013+ | 012+
ab,deg 0.05 0.05 0.04 0.05 0.04 0.06 0.03 0.02
462+ | 466+ | 587+ | 586+ | 398% | 421+ | 402+ | 409¢
VRN H D)2 2 ¢ 0.27 0.24 0.66 0.78 0.40 0.55 0.68 0.37
UL=RUl (“m)ga' 0,¢.d€ | 75,7 | 70:8 | 9443 | 91+5 | 5146 | 5448 | 4944 | 48416
Tb.Sp (um) a, b 210+ 14 | 209+8 | 170+16 | 173+18 | 257+ 25 | 247 +33 | 253 + 47 | 246 + 22
LAAILE ;mg HA/CMS) | 957418 | 951+ 18 | 97929 | 968418 | 915422 | 899 +30 | 931424 | 915+ 35
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3.4.2. Dynamische Histomorphometrie
Bei der Histomorphometrie wurde der trabekulare Knochen anhand der selben drei

Parameter untersucht und beurteilt wie der kortikale Knochen:

e Mineralisierte Oberflache (,mineralized surface/ bone surface®, MS/BS)
e die Mineralisationsrate (,mineralization rate, MAR)

e die Knochenbildungsrate (,Bone formation rate®, BFR)

Fir die Beurteilung wurden 56 Proben auf das Vorhandensein von Doppelbanden
untersucht und beim Fehlen dieser mit ,no data“ markiert und aus der Studie
ausgeschlossen. Alle 14 Proben der 10 Wochen alten SOST-KO Mause konnten zur
Beurteilung der endostalen Reaktion verwendet werden. Bei den 26 Wochen alten SOST-
KO Mausen konnten 15 von 16 Proben genutzt werden. 11 der 12 Proben der jungen
Kontrolltiere wurden in die Studie inkludiert und 14 von 14 Proben der erwachsenen
Kontrolltiere wiesen Doppelbanden auf. An den 54 von 56 Proben wurden die gleichen
Parameter wie zuvor bei der Untersuchung des kortikalen Knochens ermittelt und die

trabekulare Knochenreaktion im Zeitraum des Experimentes beurteilt.
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Es konnten keine signifikanten Differenzen durch den Genotyp, das Alter oder den
Einfluss der Belastung ausgemacht werden. Deskriptiv kann man die Ergebnisse wie folgt
zusammenfassen. Bei den jungen Kontrolltieren waren Anteile der Mineralisierten
Oberflache von 23% zu beobachten, wahrend bei Belastung dieser auf 32% anstieg. Bei
den jungen SOST-KO Mausen war dieser Anstieg weitaus geringer mit 25% unbelastet
und 27% bei Belastung. Die 26 Wochen alten Mause mit Sklerostinmangel zeigten einen
Anstieg von 26% unbelastet auf 34% unter Belastung. Die erwachsenen Kontrolltiere
hingegen wiesen unbelastet mit 36% einen hoheren Mineralisierten Oberflachenanteil auf

als mit Belastung (31%).

MS/BS des trabekuldren Knochens
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Abbildung 39 Anteil der Mineralisierten Oberflaiche an der Gesamtoberfliche des trabekularen
Knochens. Dargestellt ist der Anteil der mineralisierten Oberflache aller vier Versuchsgruppen fir die
belastete Seite und die Kontrollseite. ANOVA: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d) Genotyp*Alter, (e)
Genotyp*Belastung, (f) Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.
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Bei der Beurteilung der Mineralisationsrate konnten das Alter und der Genotyp als
signifikante Einflussfaktoren ermittelt werden. Jungtiere zeigten generell hohere
Mineralisationsraten und Sklerostinmangel steigerte die Raten.

Somit war die hochste Rate bei den 10 Wochen alten SOST-KO Mausen zu beobachten
mit 1,70 um/Tag unbelastet und 1,79 um/Tag unter Belastung. Bei den jungen
Kontrolltieren konnten Mineralisationsraten von 1,21 ym/Tag unbelastet und 1,46 um/Tag
bei Belastung festgestellt werden. Die erwachsenen SOST-KO Mausen wiesen Raten
von 1,36 um/Tag unbelastet und 1,37 uym/Tag unter Belastung auf und bei den
erwachsenen Kontrolltieren waren die Mineralisationsraten mit 1,13 pm/Tag unbelastet

und 1,01 um/Tag bei Belastung im Altersvergleich ebenfalls geringer.
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Abbildung 40 Mineralisationsrate des trabekuliren Knochens. Die Abbildung zeigt die
Mineralisationsraten aller vier Versuchsgruppen, sowohl auf der belasteten Seite als auch der Kontrollseite.
ANOVA: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d) Genotyp*Alter, (e) Genotyp*Belastung, (f)
Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.
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Bei der Beurteilung der Knochenbildungsrate, dem Produkt der eben beschriebenen
Parameter, war kein signifikanter Einfluss durch Alter, Genotyp, Belastung oder einer
Kombination dieser zu erkennen. Deskriptiv lasst sich die Knochenbildungsrate wie folgt
schildern.

Bei den jungen Kontrolltieren konnten Raten von 0,29 um/Tag unbelastet auf
0,47 um/Tag bei Belastung beobachtet werden. Bei den jungen SOST-KO Mausen war
die Knochenbildungsrate unbelastet bei 0,43 pm/Tag und unter Belastung bei
0,52 ym/Tag. Die Raten bei den erwachsenen Versuchstieren waren minimal geringer.
Bei den SOST-KO Mausen war eine Knochenbildungsrate von 0,35 um/Tag unbelastet
und von 0,47 pm/Tag unter Belastung zu beobachten. Bei den erwachsenen
Kontrolltieren wurden Raten von 0,37 um/Tag unter Belastung und 0,31 ym/Tag ohne
Belastung verzeichnet.
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Abbildung 41 Knochenbildungsrate des trabekuldaren Knochens. Dargestellt ist die
Knochenbildungsrate aller vier Versuchsgruppen, sowohl fiir die belastete Seite als auch die Kontrollseite.
ANOVA: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d) Genotyp*Alter, (e) Genotyp*Belastung, (f)
Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.
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3.5. Vergleich zu weiblichen Versuchstieren

Um die Frage zu beantworten, ob es einen geschlechterspezifischen Unterschied in
Bezug auf die Knochenreife, Knochenreaktion auf Belastung oder Knochenentwicklung
durch Sklerostinmangel gibt, wurden die oben beschriebenen Parameter mit den Daten
eines identischen Experimentes, welches mit weiblichen Versuchstieren durchgefihrt

wurde, verglichen.

3.5.1. Geschlechtervergleich des kortikalen Knochens an Tag 0

Generell wurden zu Beginn des Experimentes sehr ahnliche Werte fur die drei
untersuchten Parameter des kortikalen Knochens zwischen weiblichen und mannlichen
Versuchstieren beobachtet. Tendenziell konnten dezent héhere Werte fur die mannlichen
Mause in allen drei ermittelten Parametern (Ct.Ar, Ct.Ar/T.Ar und Ct.Th) festgestellt
werden. Diese Beobachtung ist in den Abbildungen 42-44 gut zu erkennen.

Kortikale Flache an Tag 0
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10 Wo SOST-KO 26 Wo SOST-KO 10 Wo Kontrolle 26 Wo Kontrolle
links ménnlich M rechts méannlich
links weiblich Erechts weiblich

Abbildung 42 Geschlechtervergleich der Kortikalen Flache an Tag 0. Im Diagramm ist die kortikale
Knochenflache der vier Versuchsgruppen abgebildet. Generell erkennt man die Ahnlichkeit der Werte im
Vergleich der Geschlechter. Die Mannchen weisen nur dezent hhere Werte in fast allen Gruppen auf.
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Abbildung 43 Geschlechtervergleich des kortikalen Knochenanteiles an Tag 0. Im Diagramm ist der
Kortikale Knochenanteil, der vier Versuchsgruppen abgebildet. Generell erkennt man die Ahnlichkeit der
Werte im Vergleich der Geschlechter. Die Mannchen weisen nur dezent héhere Werte in allen Gruppen
auf.
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Abbildung 44 Geschlechtervergleich der Kortikalen Dicke an Tag 0. Im Diagramm ist die Kortikale
Dicke, der vier Versuchsgruppen abgebildet. Generell erkennt man die Ahnlichkeit der Werte im Vergleich
der Geschlechter. Die Mannchen weisen nur dezent hohere Werte in fast allen Gruppen auf.

Beim Vergleich von Einfluss der Sklerostininhibition auf den kortikalen Knochen konnte

gezeigt werden, dass dieser sich bei mannlichen und weiblichen Versuchstieren ebenfalls
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sehr ahnelt. Bei den weiblichen Versuchstieren wurde eine Zunahme der Kortikalen
Flache durch Sklerostininhibition von +87% bei den 10 Wochen alten und +125% bei den
26 Wochen alten beobachtet. Auch der kortikale Knochenanteil erfuhr eine SOST
bedingte Steigerung von +28% bei den jungen und +36% bei den erwachsenen
Weibchen. Die Kortikale Dicke stieg um +63% (10 Wochen) und +85% (26 Wochen).
Diese Anstiege sind vergleichbar mit denen der mannlichen Versuchstiere, welche in
4.3.1.1 aufgefuhrt und fur den Vergleich in Abbildung 45 neben den Weiblichen
dargestellt sind.

Genotypische Differenz der Genotypische Differenz des
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Abbildung 45 Genotypische Differenz der

Genotypische Differenz der kortikalen Knochenparameter beider
Kortikalen Dicke an Tag 0 Geschlechter an Tag 0. Die Abbildung zeigt die
kortikalen Knochenparameter Kortikale Flache

+120 (Ct.Ar.), Kortikaler Knochenanteil (Ct.Ar/T.Ar) und
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3.5.2. Vergleich der Kortikalen Knochenreaktion von Tag 15 zu 0

In Auswertung der Ergebnisse aus dem Belastungsversuch mit den mannlichen
Versuchstieren konnte erkannt werden, dass fur die drei untersuchten Parameter jeweils
signifikante Einflusse durch Genotyp, Alter und der Kombination aus Genotyp und Alter
bestehen. Gleiches konnte bei den weiblichen Mausen beobachtet werden. Unterschiede
sind jedoch beim Einfluss der Belastung festzustellen. Bei den weiblichen Mausen konnte
eine eindeutige Signifikanz fur alle drei Parameter in Bezug auf Belastung ermittelt
werden, wahrend bei den mannlichen Mausen nur die Kortikale Flache im Verhaltnis zur
Gesamtknochenflache durch mechanische Belastung signifikant beeinflusst werden
konnte. Da sowohl Kortikale Flache als auch Dicke keine signifikante Reaktion auf
Belastung zeigten, untersuchten wir ebenfalls die Gesamtknochenflache der mannlichen
Mause, welche einen signifikanten Einfluss aufwies und die Signifikanz des Kortikalen
Knochenanteiles erklart. Bei den weiblichen Versuchstieren war gerade die
Gesamtknochenflache der Parameter, der keinen signifikanten Einfluss durch

mechanische Belastung erfuhr.

3.5.3. Vergleich der 3D-Morphometrie-Analyse

In der Beurteilung der regionalen Knochenreaktionen im Verlauf des
Belastungsversuches konnten ebenfalls geschlechterspezifische Differenzen beobachtet
werden. Weibliche Mause zeigten in Bezug auf Knochenformation in Form von
Mineralisierter Oberflache und Mineralisiertem Knochenvolumen eine starkere Reaktion
durch Belastung als Mannliche. Die weiblichen Versuchstiere erreichten eine Steigerung
der Mineralisierten Oberflache von +50% (10 Wochen alte) und +25% (26 Wochen alte)
bei den Kontrolltieren, wahrend die Mannlichen nur eine Zunahme von +18% (10 Wochen
alte) und +4% (26 Wochen alte) aufwiesen. Auch bei Sklerostininhibition war der
Belastungseinfluss auf die Mineralisierte Oberflache bei den weiblichen Mausen mit
+69% bei den Jungtieren und +48% bei den Erwachsenen sehr kraftig ausgepragt.
Dagegen konnte bei den mannlichen Versuchstieren nur Steigerungen von +10% bei den
jungen Mausen und +26% bei den erwachsenen beobachtet werden. Ebenfalls sehr
deutlich war der Unterschied beim Einfluss auf das Mineralisierte Volumen zu erkennen.
Die weiblichen Kontrolltiere erfuhren Anstiege von +143% fur die 10 Wochen alten und
+39% fur die 26 Wochen alten, wahrend bei den mannlichen nur Anstiege +38% und

+18% festzustellen waren. Bei Sklerostininhibition war bei den erwachsenen Mausen die
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Differenz nur sehr gering bezuglich Einfluss auf das Mineralisierte Volumen mit +76% bei
den Mannchen und +88% bei den Weibchen; jedoch bei den Jungtieren mit +26% bei
den mannlichen und +208% bei den weiblichen Mausen umso starker ausgepragt.

Bezuglich des Einflusses der Belastung auf die Resorption des kortikalen Knochens
konnte bei den Weibchen eine Reduktion in allen Gruppen fiur Resorbierte Oberflache
und Resorbiertes Volumen festgestellt werden. Im Gegensatz dazu konnte bei den
mannlichen Mausen kein Einfluss oder sogar eine Zunahme der Resorptionsparameter

unter Belastung beobachtet werden, insbesondere bei Sklerostininhibition.
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Abbildung 46 Einfluss der Belastung auf die Mineralisierte Oberfliche zur
Gesamtknochenoberflache fiir beide Geschlechter. Dargestellt ist der Vergleich der Zunahmen in +%
durch Belastung in Bezug zur Kontrollseite von weiblichen und mannlichen Versuchstieren.
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Abbildung 47 Einfluss der Belastung auf das Mineralisierte Volumen zum Gesamtknochenvolumen
fiir beide Geschlechter. Dargestellt ist der Vergleich der Zunahmen in +% durch Belastung in Bezug zur
Kontrollseite von weiblichen und mannlichen Versuchstieren.
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3.5.4. Vergleich der dynamischen Histomorphometrie

Zur Beurteilung der dynamischen Veranderungen und den Differenzen der Geschlechter
wurden auch die Histomorphometrieergebnisse miteinander verglichen. Der Vergleich
wurde in die drei untersuchten Knochenbereiche aufgebrochen: Endostal, Periostal und

Trabekular

3.5.4.1. Vergleich der endostalen Reaktion beider Geschlechter

Beim Vergleich der Geschlechter in Bezug auf die Reaktion des endostalen kortikalen
Knochens fiel auf, dass bei den Weibchen ein signifikanter Einfluss aller drei Parameter
(MS/BS, MAR, BFR) durch Genotyp, Alter und Belastung zu beobachten war. Im
Gegensatz dazu konnte bei den mannlichen Mausen endostal nur ein signifikanter Bezug
zum Alter fur alle drei Parameter festgestellt werden. Belastung hatte keine erkennbare
Wirkung auf den endostalen kortikalen Knochen. Dieser Vergleich ist in den Abbildungen
48 bis 50 dargestellt.

Mineralisierter Oberflachenanteil endostal
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10 Wo. SOST-KO 26 Wo. SOST-KO 10 Wo. Kontrolle 26 Wo. Kontrolle
weiblich belastet W weiblich unbelastet
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Abbildung 48 Endostaler Mineralisierter Oberflichenanteil im Geschlechtervergleich. Abgebildet ist
der Mineralisierte Oberflachenanteil aller vier Versuchsgruppen fiir den Vergleich beider Geschlechter in
Abhangigkeit von Belastung. ANOVA: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d) Genotyp*Alter, (e)
Genotyp*Belastung, (f) Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.
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Abbildung 49 Endostale Mineralisationsrate im Geschlechtervergleich. Abgebildet ist die
Mineralisationsrate aller vier Versuchsgruppen fir den Vergleich beider Geschlechter in Abhangigkeit von
Belastung. ANOVA: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d) Genotyp*Alter, (e) Genotyp*Belastung, (f)
Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.
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Abbildung 50 Endostale Knochenbildungsrate im Geschlechtervergleich. Abgebildet ist die
Knochenbildungsrate aller vier Versuchsgruppen fur den Vergleich beider Geschlechter in Abhangigkeit
von Belastung. ANOVA: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d) Genotyp*Alter, (e) Genotyp*Belastung,
(f) Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.
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3.5.4.2. Vergleich der periostalen Reaktion beider Geschlechter

Periostal konnte ebenfalls bei den weiblichen Versuchstieren ein signifikanter Einfluss
auf alle drei Parameter (MS/BS, MAR, BFR) durch Alter, Genotyp und vor allem
Belastung festgestellt werden. Anders als am endostalen Bereich konnte hier auch ein
signifikanter Unterschied in der periostalen Reaktion auf Belastung in Bezug auf Genotyp
fur alle drei Parameter nachgewiesen werden, wobei endostal nur die
Knochenbildungsrate einen solchen Einfluss erkennen lie. Bei den Mannchen hingegen
wurde nur ein signifikanter Einfluss des Alters auf die Mineralisationsrate beobachtet.
Ansonsten konnten keine weiteren Signifikanzen eruiert werden. In der Abbildung 51 bis
53 sind die Einflussfaktoren, Alter, Genotyp und Belastung bei den weiblichen Mausen
gut zu erkennen, wahrend bei der Reaktion des periostalen Knochens der Mannchen kein

Trend erkennbar ist.
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Abbildung 51 Periostaler Mineralisierter Oberflachenanteil im Geschlechtervergleich. Abgebildet ist
der Mineralisierte Oberflachenanteil aller vier Versuchsgruppen fiir den Vergleich beider Geschlechter in
Abhangigkeit von Belastung. ANOVA: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d) Genotyp*Alter, (e)
Genotyp*Belastung, (f) Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.
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Abbildung 52 Periostale Mineralisationsrate im Geschlechtervergleich. Abgebildet ist die
Mineralisationsrate aller vier Versuchsgruppen fir den Vergleich beider Geschlechter in Abhangigkeit von
Belastung. ANOVA: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d) Genotyp*Alter, (e) Genotyp*Belastung, (f)

Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.

Knochenbildungsrate periostal

2,5 -
Q:a,b,cefg
3+ keine
2 -
oT]
(0]
Z1,5 T
£
3
£
e 1 -
o [ T i
05 - |
£ I
0 T T T ﬁ
10 Wo. SOST-KO 26 Wo. SOST-KO 10 Wo. Kontrolle 26 Wo. Kontrolle
weiblich belastet H weiblich unbelastet
mannlich belastet B mannlich unbelastet

Abbildung 53 Periostale Knochenbildungsrate im Geschlechtervergleich. Abgebildet ist die
Knochenbildungsrate aller vier Versuchsgruppen fiir den Vergleich beider Geschlechter in Abhangigkeit
von Belastung. ANOVA: (a) Genotyp, (b) Alter, (c) Belastung, (d) Genotyp*Alter, (e) Genotyp*Belastung,

(f) Alter*Belastung, (g) Genotyp*Alter*Belastung.
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4. Diskussion

Durch den in dieser Arbeit beschriebenen Versuch im mannlichen Mausmodell und den
Vergleich zu weiblichen Versuchstieren wurde der Einfluss von Sklerostininhibition in
Bezug auf Belastung, Alter und Geschlecht sowohl auf den kortikalen als auch auf den
trabekularen Knochen untersucht. Dabei wurde unterschieden zwischen der Auswirkung
des Genotyps und des Alters zu Beginn des Experimentes und der Entwicklung der
Knochenparameter im Rahmen des 15-tagigen Experimentes. Es erfolgte die Beurteilung
in Bezug auf Genotyp, Alter und vor allem Belastung. Anschlieliend wurden die Resultate
des kortikalen Knochens mit den Daten eines identisch durchgefuhrten Experimentes mit

weiblichen Mausen verglichen, um den Einfluss des Geschlechtes zu beurteilen.

4.1. Zusammenfassung der Resultate

Sklerostin ist ein wichtiger Mediator des Knochenstoffwechsels [116, 117, 119, 120, 134]
und wird als Ansatzpunkt zur Behandlung und Beeinflussung des Knochenmetabolismus
untersucht. Ob und in wie fern Sklerostin insbesondere in Bezug auf Be- und Entlastung
wirkt, ist aktuell Gegenstand der Forschung und wurde auch in dieser Arbeit naher
untersucht. Zusatzlich wurde der Einfluss der Sklerostininhibition vor Beginn des
Experimentes bewertet.

Zur Beurteilung unserer Testergebnisse stellten wir folgende Hypothesen auf:

e Chronische Sklerostin-Inhibition bewirkt eine Steigerung der Knochenmasse
kortikal und trabekular bei jungen und erwachsen Mausen.

e Belastungsinduzierte Knochenbildung und -resorption sind unabhangig von

Sklerostin-Inhibition im mannlichen Mausmodell

e Knochenbildung ist durch die Ausreifung des Skelettes mit zunehmendem Alter
abgeschwacht, wahrend die Knochenresorption zunimmt.

e Sklerostin-Inhibition bewirkt als Reaktion auf Belastung ein starkeres

Knochenwachstum im weiblichen Mausmodell als im Mannlichen.
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Diese 4 Thesen werden mit den vorliegenden Ergebnissen einzeln gepruft und fur

belegt oder widerlegt befunden.

4.1.1. Hypothese 1

Zur Bestatigung der ersten These wurde zu Beginn des Experimentes der Einfluss einer
lebenslangen Sklerostin-Inhibition in Bezug auf Alter im mannlichen Mausmodell
untersucht.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass diese These durch die Steigerung der
kortikalen Micro-CT-Parameter, Ct.Ar, Ct.Ar/T.Ar und Ct.Th, und der trabekularen,
Tb.TV/BV, Tb.N und Tb.Th, eindeutig bewiesen werden konnte. Alle Mause mit
lebenslanger Sklerostininhibition besalien signifikant kraftigere Knochen sowohl kortikal
als auch trabekular im Vergleich zu ihren Kontrolltieren mit bestehender
Sklerostinexpression.

Weiterfuhrend konnte durch die 3D-Morphometrie-Analyse gezeigt werden, dass diese
Knochenzunahme durch Sklerostininhibition vermutlich durch eine Steigerung der
Knochenbildung bedingt ist. Ein signifikanter Einfluss wurde sowohl in der Mineralisierten
Oberflache der 3D-Morphometrie nachgewiesen als auch in der 2D-Morphometrie der
histologischen Praparate fur Anteil an Mineralisierter Oberflache am endostalen
kortikalen Knochen. Damit konnte bewiesen werden, dass chronische Sklerostin-
Inhibition eine Steigerung der Knochenmasse kortikal und trabekular bei jungen und

erwachsen Mausen bewirkt.

4.1.2. Hypothese 2

Der Versuch diente ebenfalls der Beurteilung der Knochenreaktion auf Belastung in
Bezug auf Genotyp und Alter. Dabei sollte vor allem geprift werden, ob
Sklerostininhibition eine Auswirkung auf das belastungsinduzierte Knochenwachstum
hat. Eine signifikante Reaktion auf mechanische Belastung zeigte der kortikale Knochen
bei Kontrolltieren und SOST-KO Mausen. In den in vivo Micro-CT Aufnahmen konnte
eine signifikante Veranderung des kortikalen Knochenanteiles durch Belastung erkannt
werden. Die Belastungsseite wies bei beiden Genotypen ebenfalls erhdhte Werte flr
Mineralisierte Oberflache und Mineralisiertes Volumen auf. Diese Beobachtung konnte
bei den jungen als auch den erwachsenen Mausen dokumentiert werden. Signifikante

Differenzen zwischen Mausen mit Sklerostinexpression und Mausen ohne konnte zu
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keinem Zeitpunkt festgestellt werden. Mechanische Belastung nahm keinen Einfluss auf
die Resorptionsparameter von SOST-KO und Kontroll-Mausen im Alter von 10 und 26
Wochen.

Der trabekulare Knochen zeigte nur in Bezug auf Trabekeldicke einen signifikanten
Einfluss durch mechanische Belastung, jedoch konnte hier auch eine zusatzliche
signifikante Komponente fur den Genotyp festgestellt werden, der vermuten Iasst, dass
eine Sklerostininhibition Auswirkungen auf die trabekulare Knochenreaktion bei
mechanischer Belastung hat. Damit konnte gezeigt werden, dass belastungsinduzierte
Knochenbildung unabhangig von Sklerostin-Inhibition ist, sofern nur der kortikale
Knochen beurteilt wird. Zur Knochenresorption und der Reaktion des trabekularen

Knochens kdnnen keine eindeutigen Aussagen getroffen werden.

4.1.3. Hypothese 3

Um eine gegebenenfalls differente Reaktion des Knochens auf mechanische Belastung
in unterschiedlichen Altersgruppen zu erkennen, wurden in diesem Versuch Mause aus
zwei Altersgruppen untersucht (10 Wochen und 26 Wochen).

Generell konnte gezeigt werden, dass erwachsene Mause durch Skelettreifung bedingt
kraftigere Knochenparameter aufweisen als die Jungtiere, sowohl fur kortikalen als auch
trabekularen Knochen. Alle untersuchten Knochenparameter zeigten durch das Alter
bedingte signifikante Unterschiede an Tag 0 des Experimentes.

Die Knochenbildung im Rahmen des 15 tagigen Experimentes zeigte ebenfalls
altersabhangige Unterschiede. Die Ausreifung des Skelettes bewirkte eine Reduktion der
kortikalen Knochenparameter fur Mineralisierte Oberflache und Mineralisiertes Volumen
bei den 26 Wochen alten Mausen im Vergleich zu den 10 Wochen alten. Diese
Beobachtung konnte bei den SOST-KO Mausen als auch bei den Kontrolimausen getatigt
werden. Die Mineralisierte Oberflache reduzierte sich um -39% bei den SOST-KO
Mausen und um -48% bei den Kontrolltieren. Auch war das Mineralisierte Volumen bei
den SOST-KO Tieren um -70% reduziert und bei den Kontrollmdusen um -76%.
Zusatzlich konnten reduzierte Knochenbildungsparameter in der Histomorphometrie
erkannt werden (Siehe Tabelle 3).

Ebenso ging mit der Ausreifung des Skelettsystems und dem zunehmendem Alter der
Versuchstiere eine signifikante Zunahme der Resorptionsparameter einher. Sowohl das

Resorbierte Volumen als auch die Resorbierte Oberflache vervielfaltigten sich im
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Zeitraum von 10 zu 26 Wochen enorm. Auch dieser Vorgang ging unabhangig von
Sklerostininhibition von statten.

Damit konnte gezeigt werden, dass mit zunehmendem Alter und der damit
einhergehenden Ausreifung des Skelettsystems die Knochenbildung unabhangig von
Sklerostininhibition gehemmt ist und es zu einer Steigerung der Knochenresorption
kommt. Die Anfangshypothese, dass die Knochenbildung durch die Ausreifung des
Skelettes mit zunehmendem Alter abgeschwacht wird, wahrend die Knochenresorption

zunimmt, konnte bestatigt werden.

4.1.4. Hypothese 4

Durch den Vergleich der erhobenen Daten zur Reaktion des kortikalen Knochens auf
Belastung bei Sklerostininhibition im mannlichen Mausmodell unterschiedlicher
Altersgruppen zu den Daten eines identisch durchgefuhrten Versuches bei weiblichen
Versuchstieren konnte gezeigt werden, dass die Sklerostininhibition bei beiden
Geschlechtern in beiden Altersgruppen eine ahnliche Zunahme der kortikalen
Knochenmasse bewirkt. Bei den weiblichen Mausen im Alter von 10 Wochen wurden
Zunahmen von +85% und +61% fur Kortikale Flache und Kortikale Dicke bei
Sklerostininhibition ermittelt. Bei den 26 Wochen alten SOST-KO Mausen waren
Anstiege von +119% und +82% festzustellen. Diese Ergebnisse sind denen der
mannlichen Versuchstiere sehr ahnlich, wie in den Abbildungen 21 und 22 zu erkennen
ist.

Jedoch ist die Reaktion des kortikalen Knochens der weiblichen Mause auf mechanische
Belastung deutlich starker ausgepragt als bei den mannlichen. Insbesondere bei der
Betrachtung des Mineralisierten Volumens erkennt man einen wesentlich starkeren
Einfluss der Belastung mit Zunahmen von +143% (Kontrolltiere) und +208% (SOST-KO)
fur die weiblichen Mause, wahrend bei den mannlichen nur Anstiege von +38%
(Kontrolltiere) und +26% (SOST-KO) zu beobachten waren. Ebenso konnte ein
signifikanter Zusammenhang zwischen Genotyp und Belastung bei den weiblichen
Mausen in Bezug auf Knochenbildung festgestellt werden, der bei mannlichen Mausen
nicht auftrat. Damit konnte bewiesen werden, dass Sklerostin-Inhibition als Reaktion auf
Belastung ein starkeres Knochenwachstum im weiblichen Mausmodell als im Mannlichen

bewirkt.
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4.2. Vergleich mit anderen Studienarbeiten

Die vielfaltige Erforschung der Sklerostinwirkung und des Zusammenhanges von
Sklerostininhibition und mechanischer Belastung erbrachte bis heute viele interessante
Erkenntnisse. Eine bedeutende Studie, die dem Aufbau dieses Versuches sehr ahnelt,
ist der Versuch durch Morse et. al. aus dem Jahre 2014. In dieser Studie wurde zum
einen der Einfluss von ausbleibender Belastung durch Botulinumtoxin-Injektionen unter
Sklerostin-Inhibition und zum anderen die Auswirkung von taglichem Belastungstraining
auf die Tibia unter Sklerostinmangel untersucht. Fur den Versuchsaufbau verwendeten
Morse et. al. 10 Wochen alte weibliche Mause. Als Zieldehnung fur die Tibia wurden
+1200 pe festgelegt, ein so hoher Wert, den wir auf Grund von Gelenkschwellungen und
Schonhinken bei den Mausen nicht reproduzieren konnten und wir die Belastung deshalb
auf +900 pe reduzierten. Morse vermutete eine abgeschwachte Knochenreaktion bei Be-
und Entlastung der Tibia bei gleichzeitiger Sklerostininhibition und musste aber
feststellen, dass diese Hypothese zu widerlegen war. Belastung zeigte eine signifikante
Steigerung des Knochenvolumens sowohl bei SOST-KO Mausen als auch bei
Kontrollmausen. Damit ist zu vermuten, dass Belastung das Knochenwachstum
sklerostinunabhangig induziert und es zur Behandlung der Osteoporose gut als
Kombinationstherapie eingesetzt werden kdnnte. Die Daten meiner Arbeit unterstitzen
diese Aussage und hinterfragen die Ergebnisse von Tu et. al. aus dem Jahre 2012, dass
die Sklerostinkonzentrationssenkung ein notwendiger Schritt der Mechanoreaktion des
Knochens sei.

In der Histomorphometrie von Morse konnten verstarkte Reaktionen auf Belastung bei
den SOST-KO Mausen ausgemacht werden. Diese Ergebnisse lieRen sich in diesem
Versuch nicht reproduzieren, was unter anderem an der reduzierten Dehnung der Tibia
von nur +900 pe geschuldet sein kann. Gegebenenfalls ist eine Dehnung von +1200 pe
notwendig, um eine relevante histomorphometrische Reaktion beobachten zu kénnen.
Eine weitere Annahme ist der Einfluss des Geschlechtes, da in der Studie mit weiblichen
Versuchstieren in unserer Arbeitsgruppe ebenfalls eine signifikante Verbindung zwischen
Sklerostininhibition und der kortikalen Knochenreaktion auf mechanische Belastung
festgestellt werden konnte. Daher ist zu vermuten, dass mannliche Probanden sich
bezlglich der Knochenreaktion auf Belastung sehr von weiblichen Probanden
unterscheiden konnen. Dies zeigt die Notwendigkeit der geschlechterspezifischen
Forschung und Therapieentwicklung.
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Morse et. al. konnte zusatzlich durch die Untersuchung der Knochenreaktion bei
Entlastung einen signifikanten Einfluss der Sklerostininhibition auf die Knochenresorption
feststellen, wobei durch Sklerostininhibition eine Reduktion der entlastungsinduzierten
Knochenresorption zu beobachten war. Diese Feststellung war bei alltaglicher Belastung
im Vergleich zu regelmaRiger mechanischer Belastung bei mannlichen Mausen nicht zu
rekapitulieren. In meiner Arbeit konnte kein Einfluss von Belastung oder
Sklerostininhibition auf die Knochenresorptionsparameter ausgemacht werden. Auch hier
ist zu vermuten, dass der Effekt durch Ausbleiben einer Entlastung nicht dargestellt
werden konnte, jedoch wurde im Versuch mit weiblichen Mausen zumindest eine
Reduktion des altersbedingten Anstieges der Resorptionsparameter beschrieben. Damit
kann wiederum vermutet werden, dass auch hier die Ergebnisunterschiede durch das
Geschlecht des Mausmodelles zu erklaren ist.

All diese Ergebnisse sind von klinischer Bedeutung. Es kann angenommen werden, dass
korperliche Belastung zusatzlich zu einer Sklerostininhibition in der Behandlung von
Osteoporose eingesetzt werden kann. Jedoch mussen vorerst klinische Studien zu
diesem Thema durchgefuhrt werden. Vor allem mussen die Geschlechterdifferenzen
genauer untersucht und verstanden werden, um einen optimalen Therapieerfolg zu
gewahrleisten.

Bis heute ist das Wissen der molekularen Mechanismen fur die Knochenneubildung, den
Knochenabbau und den Knochenumbau nicht vollstandig. Sowohl Morse et. al. als auch
diese Arbeit zeigen, dass Belastung einen sklerostinunabhangigen Einfluss auf das
Knochenvolumen nehmen kann und folglich weitere, noch zu erforschende, Mediatoren
in der Mechanotransduktion eine wichtige Rolle spielen. Zu diesen vermuteten
Mediatoren gehoren das Parathormon (PTH), der Insulinartige Wachstumsfaktor 1 (IGF-
1), Leptin, Prostaglandin E2 (PGEZ2), Connexin 43, Interleukin 11 und die
Knochenmorphogenetischen Proteine (BMPs) [164, 177, 182, 183]. Doch gerade in
Bezug auf die Relevanz des Geschlechtes fur die Mechanotransduktion des Knochens
kann man vermuten, dass gerade die Sexualhormone eine wichtige Rolle als Mediator
des Knochenstoffwechsels einnehmen. Daher bedarf es der Klarung des Einflusses von
vor allem dem Ostrogenrezeptor a (ERa) auf den Knochenstoffwechsel und die
Wechselwirkungen mit Sklerostin. Aber auch geschlechterspezifische Unterschiede in
der Expression der anderen eben erwahnten Mediatoren sollten in der zukinftigen

Forschung berucksichtigt werden.
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Ein Vergleich zu der Studie von Morse et. al. ist nur begrenzt moglich, da wie bereits
erwahnt Differenzen in der Zieldehnung fir den Belastungsversuch vorlagen. Ebenso
sind die Daten im Detail nur schwer zu vergleichen, da Morse et. al. nur selten tUber die
Ergebnisse fur die mittlere Diaphyse berichtete und als Zielparameter das Kortikale
Knochenvolumen als einzigen Parameter erwahnte. Im Versuch von Morse et. al.
Wildtyp-Mause als Kontrolltiere verwendet, wahrend in dieser Arbeit Wurfgeschwister der
Kontrolle dienten. Aulerdem ist das Geschlecht des Mausmodelles ebenfalls eine
Limitation der Vergleichbarkeit der Daten, da, wie diese Arbeit zeigen konnte, die
kortikale Knochenreaktion auf mechanische Belastung alters- und geschlechtsabhangig
ist.

In der Knochenforschung ist es gelaufig, das weibliche Mausmodell zu verwenden. Man
findet nur wenige Studien, die sich mit mannlichen Probanden beschaftigen. Ursachlich
dafur ist die Annahme, dass generell keine Differenzen zwischen den Geschlechtern in
Bezug auf den Knochenmetabolismus bestehen. 2002 zeigten J.R. Mosley und L.E.
Lanyon, dass Differenzen in der kortikalen Knochenreaktion auf mechanische Belastung
nicht geschlechtsbedingt sind, sondern in Zusammenhang mit der Wachstumsrate steht
[184]. Leider ist auch hier die Vergleichbarkeit gering, da fir den Versuch junge Ratten
verwendet wurden, die Belastung an der Ulna stattfand und die Belastungsregime
unterschiedlich waren. Jedoch widersprechen die Daten meiner Arbeit der Kernaussage
von Mosley und Lanyon und zeigen die Dringlichkeit der weiterfuhrenden
geschlechterspezifischen Forschung auf.

Bezuglich des trabekularen Knochens konnte eine signifikante Reaktion auf Belastung
fur die Trabekeldicke festgestellt werden. Ebenso wurden signifikante Unterschiede flr
Trabekeldicke und Trabekularer Volumenanteil in Bezug auf Belastung und Genotyp
beobachtet. Diese Daten wurden sowohl bei mannlichen als auch weiblichen
Versuchstieren ermittelt und unterstiitzen die Ergebnisse aus der bisherigen Literatur
[185]. Jedoch konnte bei der Betrachtung des Einflusses der Sklerostininhibition zu
Beginn des Experimentes festgestellt werden, dass weibliche Mause durch
Sklerostininhibition eine starkere Steigerung der trabekularen Knochenparameter
erfahren als mannliche Mause altersunabhangig, sowohl im Alter von 10 als auch 26
Wochen. Diese Beobachtung kdonnte den erhéhten Ausgangswerten mannlicher Mause
im Vergleich zu weiblichen geschuldet sein, lasst aber auch vermuten, dass
Sklerostininhibition die Haufung des trabekularen Knochenverlustes bei Frauen

verhindern und die Inzidenz an die von Mannern angleichen kann. Somit kdnnte der
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Sklerostininhibition eine protektive Wirkung fur trabekuldaren Knochenverlust
zugesprochen werden. Die ausfuhrlichen Daten zum Geschlechtervergleich sind in
dieser Arbeit nicht aufgefuhrt, da dies Uber das Thema dieser Arbeit hinausgeht und wird
deshalb in einer separaten Publikation erlautert.

4.3. Studienlimitation

Mit dieser Arbeit konnten viele neue Erkenntnisse gewonnen werden, aber auch reichlich
neue Fragen wurden aufgeworfen, die einer Klarung bedurfen. In der Studie wurden
ausschlie3lich etablierte Verfahren verwendet und es konnte auf einen aus vorherigen
Versuchen gewonnen Erfahrungsschatz bei der Durchfihrung und Auswertung
zuruckgegriffen werden. Dennoch konnten wir auch in dieser Arbeit Limitationen fur die
Aussagekraft der Ergebnisse feststellen.

Ein Schwachpunkt dieser Studie ist die Limitierung auf nur zwei Altersgruppen und, dass
die Knochenreaktionen im vor Allem fortgeschrittenem Alter nicht genauer betrachtet
werden konnten. Da die Osteoporose eine Erkrankung des zunehmenden Alters ist,
waren gerade die Daten von alteren Versuchstieren (zum Beispiel 52 Wochen Alte) von
groRem Interesse. Jedoch erhohte sich bei der Bestimmung der notigen axialen Kraft fur
eine Dehnung von +900 pe die Haufigkeit fur Begleiterscheinungen, wie
Gelenkschwellung oder schmerzbedingtes Schonhinken bei 52 Wochen alten Mausen.
AuRerdem wurde bei der Zucht so alter SOST-KO Mause eine erhdhte Mortalitat
festgestellt, sodass eine nicht rechtfertigbare Anzahl an Versuchstieren von Noten
gewesen ware, um eine reprasentative Aussage der Daten zu gewahrleisten. Da gezeigt
wurde, dass die Abnahme der Mechanosensitivitat bereits nach der Ausreifung des
Skelettsystems beginnt [49, 168, 186, 187], ist allerdings davon auszugehen, dass auch
mit nur zwei Altersgruppen ein grof3er Informationsgewinn erfolgte.

Als weitere Limitation ist das gewahlte Mausmodell zu nennen. Der Unterschied zwischen
den weiblichen und mannlichen Mausen ist unter anderem die Gesellschaftsfahigkeit der
Tiere. Wahrend bei den weiblichen Versuchstieren keine Auffalligkeiten beobachtet
werden konnten, mussten wir bei den Mannlichen oft Kdmpfe beziehungsweise dessen
Folgen feststellen. Die Verletzungen einzelner Mause fuhrten teilweise noch vor Beginn
des Versuches zum Ausschluss und es mussten Ersatztiere verwendet werden (Bei
einem Versuchstier fihrten wahrend des Experimentes auftretende Verletzungen zum

Tod). Anschlielend wurden die Mause teilweise in kleineren Gruppen oder einzeln tUber
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den Zeitraum des Experimentes aufbewahrt. Durch die standigen Auseinandersetzungen
konnte die belastungsinduzierte Knochenreaktion der Tibia beeinflusst sein und von
anderen Studien, vor allem von denen der Weiblichen abweichen und die Ergebnisse
verfalschen. Diese Beobachtung wurde bereits von Meakin et. al. 2013 beschrieben. Es
wurde erkannt, dass mannliche Mause etwa 1,3 Mal pro Stunde in Kampfe verwickelt
sind, wahrend weibliche in Rahmen des Versuches gar nicht kampften [188]. Bei der
Untersuchung der Tibia auf mechanische Belastung konnte ebenfalls ein
geschlechterspezifischer Unterschied festgestellt werden, bei dem ein erwarteter
Knochenparameteranstieg bei den Weibchen auftrat, jedoch keiner bei den Mannchen.
Im Anschluss wurden die Mannchen individuell gehalten und zeigten eine ahnliche
belastungsinduzierte Knochenreaktion kortikal und trabekular wie die weiblichen Mause.
Es ist zu vermuten, dass das Umfeld, in diesem Fall vor allem das Auftreten von haufigen
Auseinandersetzungen, relevanten Einfluss auf die Mechanoreaktion des Knochens
ausubt und, dass auf Grund der hohen alltaglichen Belastung des Knochens bei
mannlichen Mausen durch die Kdmpfe keine weitere Stimulation durch extern zugefuhrte
mechanische Belastung erreicht werden kann. Diese Annahme konnte die ohne
Sklerostininhibition hoéheren Knochenparameter sowohl kortikal, aber vor allem
trabekular erklaren. Um diese Vermutung zu Be- oder Widerlegen bedarf es weiterer
Untersuchungen. Diese sollten auch den Einfluss von Individualhaltung auf die
Knochenreaktion beleuchten.

Allgemein ist das Verwenden der kontralateralen Tibia als intraindividuelle Kontrolle bei
in vivo Belastungskonzepten akzeptiert [189], jedoch zum Belegen dieser Aussage, ware
eine Kontrolle der Daten an nur scheinbelasteten Tieren empfehlenswert. Denn diese
Arbeit konnte zeigen, dass Belastung bereits falsch signifikante Werte zu Beginn, also
vor dem ersten Belastungsintervall, bewirken kann. Der Kortikale Knochen wies an Tag
0 bereits einen signifikanten Einfluss der Belastung fir Kortikale Flache und
Gesamtknochenflache auf und auch der Kortikale Knochenanteil war mit p = 0,0878
grenzwertig aussagekraftig. Deshalb sollte die Validitat der Verwendung der
kontralateralen Tibia als Kontrolle in Belastungsversuchen gepriuft werden und
gegebenenfalls von der Verwendung abgesehen werden. Diese Beobachtung stellt somit
ebenfalls eine Limitation der Aussagekraft der in diesem Versuch erhoben Daten dar. Da
bei der Nutzung von scheinbelasteten Tieren als Kontrolle jedoch eine doppelt so hohe

Anzahl an Mausen fur diese Studie notwendig gewesen ware, ist die Verwendung der
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kontralateralen unbelasteten Tibia als Kontrollknochen bis zur Klarung der Validitat die
ethisch und wissenschaftlich sinnvollere Variante.

Als limitierend fur die Aussagekraft unserer Befunde kann ebenfalls die Subjektivitat der
Beurteilung von Fluorochrombanden in der Evaluation der Histomorphometriepraparate
angesehen werden. Insbesondere beim trabekuldaren Knochen kdnnen Auswerter-
spezifische Unterschiede auftreten, je nachdem welche Trabekel in ein und dieselbe
Ebene einbezogen werden. Auch bei einer Probendicke von nur 60um sind immer noch
teilweise mehrere Ebenen zu erkennen und schwer zu differenzieren. Auch beim
kortikalen Knochen konnten durch das Vorhandensein von mehreren Ebenen
Doppelbanden erscheinen, die keine waren. Diese genau zu differenzieren, bedarf
Ubung und Erfahrung und kann trotzdem, insbesondere bei unterschiedlichen
Untersuchern, gewisse Abweichungen verursachen. Alle Proben wurden daher von nur
einem Untersucher ausgewertet, um eine Beeinflussung der Werte zwischen den
Versuchsgruppen durch mehrere Personen zu vermeiden. Die Aussagekraft der
trabekularen Histomorphometrie ist auch noch durch die zufallige Anzahl an Trabekeln,
die im Sagital-Koronarschnitt zu finden sind, limitiert. Bei einigen Proben waren viele
Trabekel zu erkennen, die eine gute Beurteilung erlaubten, bei anderen wenigen waren
leider nur vereinzelnd Trabekel zu identifizieren, womit die Aussagekraft gegebenenfalls
reduziert ist. Jedoch ist die dynamische Histomorphometrie ein etabliertes Verfahren zur
Beurteilung der belastungsinduzierten trabekularen Knochenreaktion und spielt auch zu
Zeiten des Mikro-CTs eine wichtige Rolle fir die Aussagekraft und das Erkennen von
trabekularen Geschehen [190]. Daher wurde es auch in dieser Arbeit zur Komplettierung
der Beurteilbarkeit von mechanisch induzierten Knochenreaktionen angewandt.
Grundsatzlich bedarf es einer weiteren grundlicheren Erforschung der
Wechselwirkungen des Knochenstoffwechsels insbesondere in Bezug auf das Sklerostin
und den Wnt/B-Catenin Signalweges. Da die Rolle des Sklerostins in der
Mechanotransduktion des Knochens noch nicht vollends verstanden ist und auch sehr
differente Beobachtungen getatigt werden konnten, ist zu vermuten, dass es neben des
Sklerostins weitere Mechanismen gibt, die den Knochenstoffwechsel in Reaktion auf
Belastung oder Entlastung beeinflussen.

Diese Mechanismen oder Einflussfaktoren kénnten ursachlich fur die differente
Datenlage sein. Ein mdglicher relevanter Einflussfaktor ist zum Beispiel das Periostin, ein
extrazellulares Matrix-Protein, dass vor allem mit Zellrekrutierung und -bindung

vergesellschaftet ist [191]. Es konnte gezeigt werden, dass in der Abwesenheit von
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Periostin eine Sklerostininhibition in Folge einer mechanischen Stimulation ausbleibt.
Diese hatte zur Folge, dass die Knochendichte bei den Mausen ohne Periostin signifikant
geringer unter Belastung zunahm. Interessanterweise konnte dieser Effekt durch die
Gabe von Sklerostin-Antikorpern komplett behoben werden. Ein anderer vermuteter
Einflussfaktor ist der RANK-Ligand [192]. Bei geringen Konzentrationen von RANKL blieb
ein zu erwartender Knochenverlust bei forcierter Entlastung von Mausebeinen aus.

Neben den eben erwahnten Faktoren gibt es noch weitere vermutete Mediatoren, die an
dieser Stelle nicht weiter aufgefuhrt werden sollen. Es ist zu vermuten, dass es noch eine
ganze Palette weiterer Mediatoren gibt, die noch nicht entdeckt beziehungsweise mit der
Mechanotransduktion und den Knochenstoffwechsel bis heute nicht in Verbindung
gebracht wurden. Damit wird deutlich, dass auch wenn Sklerostin-Antikdrper sich bereits
in Phase Il Studien befinden, die Notwendigkeit besteht, Grundlagenforschung

auszuweiten und zu intensivieren.
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4.4. Potenzielle Verwendung von Sklerostin-Antikérpern

Neben der Grundlagenforschung ist die Fortsetzung der klinischen Testung von
Sklerostin-Antikorpern von grof3er Bedeutung, da sie einen bisher nebenwirkungsarmen
anabolen Effekt auf den Knochenstoffwechsel haben. Die Wirksamkeit konnte in einer
Studie von Li et. al. dargestellt werden, in der im ovariektomierten Rattenmodell eine
postmenopausale Hormonsituation fir ein Jahr (von 6 Lebensmonaten zu 18) simuliert
wurde und der damit einhergehende Knochenverlust provoziert wurde [193].
AnschlieRend wurden die Ratten fur 5 Wochen mit Sklerostin-Antikorpern behandelt. Die
behandelten Tiere konnten den 6strogendefizienten Knochenverlust nicht nur vollstandig
wieder ausgleichen, sondern zeigten im Altersvergleich sogar eine hohere
Knochenmasse und -starke als nicht-ovariektomierte Kontrollratten.

Neben der Relevanz von  Sklerostin-Antikdrpern  zur  Behandlung  von
Knochenverlustserkrankungen werden bereits weitere klinische Einsatzmaoglichkeiten
vermutet und untersucht. Ein wesentliches Einsatzgebiet ist die Verwendung bei der
Frakturheilung. Es konnte in Studien gezeigt werden, dass unter Sklerostininhibition
durch spezielle Antikorper ein schnellerer Verschluss des Frakturspaltes und eine hohere
Belastbarkeit des geheilten Knochens bewirkt werden kann [194]. Diese Beobachtungen
sind vermutlich durch eine Vergrdlierung des Kallus unter Sklerostin-Antikdrper
Behandlung zu erklaren. Aber auch durch das vermehrte Vorkommen von knochernem
Gewebe im Verhaltnis zu Knorpeligem im Heilungsgebiet und einer verstarkten
Neovaskularisation ist eine verbesserte Frakturheilung zu beobachten [195]. Ebenfalls
konnte erkannt werden, dass im Prozess der Frakturheilung die Sklerostinkonzentration
in den Anfangsstadien deutlich ansteigt [196]. Diese Erkenntnisse verdeutlichen die
Komplexitat des Einsatzes von Sklerostin-Antikorpern. Sie lassen vermuten, dass diese
Antikorper zur Verbesserung der Frakturheilung und der Senkung des Rezidivrisikos
positiv beitragen.

Eine weitere Einsatzmdglichkeit der Antikdrper besteht in der Endoprothetik
beziehungsweise allgemein in der Implantatchirurgie. Da osteoporotische Knochen oft
der Grund fur Folgeoperationen in der Endoprothetik sind, bedarf es einer
therapeutischen Intervention, die die Implantatversagensrate spirbar senken kann. In
einer Studie konnte gezeigt werden, dass unter Sklerostin-Antikdrper-Therapie
periprothetische Osteolysen und aseptische Materiallockerungen deutlich seltener
auftraten als in einer Kontrollgruppe (Ratten) [197]. Diese Beobachtung konnten sogar in

einem Rattenmodell mit stark reduzierter Knochenqualitat, bedingt durch
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Ostrogendefizienz nach Ovariektomie, reproduziert werden und es zeigte sich eine
Verdopplung der Implantatfixationsstarke und eine periimplantare Zunahme an
trabekularen Knochen [198]. Die Induktion der Knochenformation und Reduktion der
Knochenresorption werden hier ursachlich fur die besseren Implantationserfolge
gesehen. Leider wurde in beiden Gruppen nur ein Geschlecht beleuchtet, weshalb der
Gendereinfluss nicht ganzlich beurteilt werden kann, jedoch wurden in der einen Studie
mannliche und in der anderen Studie weibliche Ratten verwendet und die Resultate
lassen eine ahnliche Wirkung bei beiden vermuten.

Der Einsatz von Sklerostin-Antikdrpern wird ebenfalls fur die Behandlung von anderen
Erkrankungen diskutiert. Fir Osteogenesis Imperfecta oder auch der Behandlung der
Rheumatischen Arthritis ist die Literatur sich jedoch nicht einig und es wurden viele
verschiedene Beobachtungen beschrieben [199-202]. Diese an dieser Stelle zu
beschreiben wirde den Rahmen dieser Arbeit Ubersteigen. So werden sie an dieser
Stelle nur erwahnt um die Vielseitigkeit des Einsatzes von Sklerostin-Antikérper zu
veranschaulichen. Eindeutiger sind die Beobachtungen beim Einsatz der Sklerostin-
Antikorper in der Behandlung der Parodontitis. Durch den Einsatz kann die Hohe des
Alveolarkammes verbessert und die Knochenmasse gesteigert werden [203, 204].

Der Einsatz von Sklerostin-Antikérpern wird also in vieler Hinsicht untersucht und zeigte
bisher vielversprechende Ergebnisse, weshalb die Fortsetzung der Forschung weltweit
gefordert wird und die Ergebnisse von Phase Ill Studien dringend erwartet werden.
Jedoch sollte die Grundlagenforschung zum Verstehen der Wirksamkeit nicht
vernachlassigt werden, damit zum einen unerwiinschte Nebenwirkungen verhindert zum
anderen aber auch das volle Potenzial von Sklerostin-Antikdrpern ausgeschopft werden
kann. Insbesondere in Bezug auf Belastung, Alter und Geschlecht muss die klinische
Testung der Medikamente erweitert werden.
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4.5. Schlussfolgerung und Ausblick

Zusammenfassend konnte diese Arbeit zeigen, dass Sklerostininhibition eine Steigerung
der Knochenmasse kortikal und trabekular bewirkt, dass die Knochenbildung und -
resorption, die durch Belastung induziert wird, von einer Sklerostininhibition unabhangig
ist und dass die Knochenbildung mit zunehmendem Alter abnimmt und die
Knochenresorption steigt. Diese Erkenntnisse decken sich mit der Literatur.

Es konnte gezeigt werden, dass Belastung zu einer anabolen Knochenreaktion sowohl
bei SOST-KO Mausen als auch Kontrolltieren fuhrt, jedoch konnte im mannlichen
Mausmodell keine starkere Zunahme bei den SOST-KO Mausen festgestellt werden. Bei
weiblichen Mausen hingegen, war diese Verstarkung zu beobachten. Ebenso konnte bei
den Weibchen eine Reduktion der Knochenbildung als Reaktion auf Belastung mit
zunehmendem Alter dokumentiert werden, wahrend bei mannlichen Mausen mit
Sklerostininhibition  keine  Abnahme festzustellen war. Auch wurden die
Resorptionsparameter von weiblichen erwachsenen Mausen durch Belastung reduziert,
wobei bei mannlichen Mausen kein Einfluss zu beobachten war. In Summe wird deutlich,
dass das Geschlecht einen signifikanten Einfluss auf den Knochenmetabolismus und die
Mechanotransduktion  hat. Die  Notwendigkeit, den  Knochenstoffwechsel
geschlechterspezifisch zu erforschen und maégliche Differenzen zu ermitteln, wurde durch
diese Arbeit verdeutlicht. Da es den Anschein hat, dass mechanisch induzierte
Knochenbildung und -resorption unter  Sklerostininhibition alter- und
geschlechtsabhangig ist, sollten in zuklnftigen klinischen Studien, die eine
Antikdrpertherapie zur Blockierung von Sklerostin thematisieren, sowohl Alter als auch

Geschlecht als Einflussgrofde fur Wirkung und Nebenwirkung bericksichtigt werden.
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