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Abstract 

During bone healing, tissue formation processes are governed by mechanical strain. 

Sost/sclerostin, a key Wnt signaling inhibitor and mechano-sensitive pathway, is downregulated 

in response to mechanical loading. Sclerostin neutralizing antibody (SclAb) increases bone 

formation. Nevertheless, it remains unclear whether sclerostin inhibition can rescue bone 

healing in situations of mechanical instability, which otherwise delay healing. We investigated 

SclAb's influence on tissue formation in a mouse femoral osteotomy, stabilized with Rigid or 

Semi-rigid external fixation. The different fixations allowed different magnitudes of 

interfragmentary movement during weight bearing, thereby influencing healing outcome. SclAb 

or vehicle (Veh) was administered and bone healing was assessed at multiple time points up to 

day 21 post-operatively by in vivo micro computed tomography, histomorphometry, 

biomechanical testing, immunohistochemistry and gene expression. Our results show that 

SclAb treatment caused a greater bone volume than veh. However, SclAb could not overcome 

the characteristic delayed healing of semi-rigid fixation. Indeed, semi-rigid fixation resulted in 

delayed healing with a prolonged endochondral ossification phase characterized by increased 

cartilage, lower bone volume fraction, and less bony bridging across the osteotomy gap than 

rigid fixation. In a control setting, SclAb negatively affected later stages of healing under rigid 

fixation, evidenced by the high degree of endosteal bridging at 21 days in the rigid-SclAb group 

compared to rigid-veh, indicating delayed fracture callus remodeling and bone marrow 

reconstitution. Under rigid fixation, Sost and sclerostin expression at the gene and protein level, 

respectively, were increased in SclAb compared to veh-treated bones, suggesting a negative 

feedback mechanism. Our results suggest that SclAb could be used to enhance overall bone 

mass but should be carefully considered in bone healing. SclAb may help to increase bone 

formation early in the healing process, but not during advanced stages of fracture callus 

remodeling and not to overcome delayed healing in semi-rigid fixation. 
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Zusammenfassung 

Während der Knochenheilung werden die Prozesse der Gewebebildung durch mechanische 

Belastung reguliert. Das Protein Sclerostin ist ein zentraler Hemmstoff des Wnt-Signalwegs und 

hat dadurch direkten Einfluss auf die Knochenbildung. Durch mechanische Belastung wird die 

Expression des Sost-Gens, das für Sclerostin codiert, herabgesetzt. Sclerostin-neutralisierende 

Antikörper (SclAb) erhöhen damit die Knochenbildung. Es ist jedoch noch unklar, ob eine 

Sclerostin-Hemmung eine mechanische Instabilität während der Knochenheilung, die sonst eine 

verzögerte Heilung zur Folge hätte, ausgleichen kann. 

Wir untersuchten den Einfluss von SclAb auf die Gewebebildung bei Mäusen nach 

Durchführung einer femoralen Osteotomie, die entweder durch einen steifen oder semi-steifen 

externen Fixateur stabilisiert wurde. Die unterschiedlichen Fixateursysteme erlauben 

verschiedene Ausmaße interfragmentärer Spannung während der Belastung mit Körpergewicht, 

und haben somit Einfluss auf die Heilungsergebnisse. Den Mäusen wurde der SclAb oder ein 

Placebo injiziert und die Knochenheilung wurde postoperativ über einen Zeitraum von 21 Tagen 

und zu verschiedenen Zeitpunkten mittels in vivo Mikrocomputertomographie, 

Histomorphometrie, biomechanischer Testung, Immunhistochemie und Genexpression erfasst. 

Unsere Ergebnisse zeigen, dass eine Behandlung mit SclAb zu einem größeren 

Knochenvolumen führt als das Placebo. Jedoch konnten die Antikörper nicht die typische 

verzögerte Heilung unter semi-steifer Fixierung verhindern. Die Stabilisierung mittels semi- 

steifen Fixateuren führte im Vergleich zu den steifen Fixateuren zu einer verzögerten Heilung 

mit einer verlängerten endochondralen Ossifikationsphase. Diese äußert sich durch mehr 

Knorpelgewebe, einem niedrigeren Knochenvolumenanteil und weniger knöcherner 

Brückenbildung über den gesamten Frakturspalt. Des Weiteren hatten die SclAb in der Gruppe 

mit steifer Fixierung im Vergleich zur semi-steifen Fixierung eine negative Auswirkung auf 

fortgeschrittene Stadien der Knochenheilung. Dies zeigte sich durch ein hohes Maß an 

endostaler Brückenbildung nach 21 Tagen und deutet auf einen verzögerten Umbau des 

Frakturkallus sowie eine verzögerte Wiederherstellung des Knochenmarkraumes hin. Die 

erhöhte Sost- und Sclerostinexpression in der Gruppe mit steifer Fixierung und SclAb- 

Behandlung im Vergleich zur Placebo-Behandlung führen wir auf einen negativen Feedback- 

Mechanismus zurück. 

Unsere Ergebnisse zeigen, dass SclAb verwendet werden können um die 

Gesamtknochenmasse zu erhöhen, die Anwendung im Falle von Knochenheilung jedoch mit 

Zurückhaltung in Betracht gezogen werden sollte. SclAb können im frühen Stadium der 

Knochenheilung zu einer vermehrten Knochenbildung führen, beschleunigen die Heilung in 

fortgeschrittenen Stadien jedoch nicht, und sie können eine verzögerte Heilung, die durch eine 

semi-steifen Fixierung hervorgerufen wird, nicht verhindern. 
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1. Einleitung 

In den vergangenen Jahren hat sich das Protein Sclerostin zu einem neuen Behandlungsansatz 

von Krankheiten wie Osteoporose und verzögerter Frakturheilung entwickelt (1,2). Das Sost-

Gen codiert das Protein Sclerostin, das hauptsächlich in Osteozyten aber auch in hypertrophen 

Chondrozyten exprimiert wird (3,4). Mehrere Studien haben bisher gezeigt, dass die Sost-

Expression durch mechanische Belastung vermindert und durch mechanische Entlastung 

verstärkt wird (5-7). Sclerostin ist dabei ein Inhibitor des kanonischen Wnt-Signalwegs (8,9), der 

eine zentrale Rolle bei der Erhaltung und der Reparatur von Knochengewebe spielt (10-12). 

Eine Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs durch mechanische Stimulation steigert die 

Proliferationsrate und Differenzierung von Osteoblasten (6,13-15), während sie die Aktivität von 

Osteoklasten negativ beeinflusst und somit die Knochenbildung fördert (16-18). Des Weiteren 

fördert der Wnt/β-Catenin-Signalweg die Differenzierung von Osteochondroprogenitor-Zellen 

zur Zelllinie der Osteoblasten (19), sowie die Hypertrophie von Chondrozyten und die 

endochondrale Ossifikation (20). Es wurden bereits positive Ergebnisse aus klinischen Studien 

der Phase II und III publiziert, die Sclerostin-neutralisierende Antikörper (SclAb) bei der 

Behandlung von postmenopausaler Osteoporose einsetzten (21-23). Es wurde auch eine 

klinische Studie der Phase II zur Sclerostin-Behandlung bei Frakturheilung durchgeführt (24). 

Diese Studie wurde jedoch abgebrochen und die erhobenen Studiendaten wurden nicht 

veröffentlicht (25). Trotzdem sind die Auswirkungen von SclAb auf die Frakturheilung weiterhin 

von großem Interesse. Verschiedene präklinische Studien zur Frakturheilung kamen bisher zu 

unterschiedlichen Ergebnissen bezüglich der Auswirkung der SclAb (26-31). Somit bleibt es 

weiterhin unklar, ob die Antikörper die Knochenheilung nur fördern oder in mechanisch 

schwierigen Situationen sogar „retten“ können. Eine Behandlung mit SclAb führt im Vergleich 

zur Placebo-Behandlung zu einem höheren Knochenvolumen im Kallusgewebe (26, 28-34), und 

weniger Knorpelgewebe (27,28,3,34). Ähnliche Ergebnisse wurden in Studien ermittelt, die 

Sost-defiziente Mäuse untersuchten (35,36). Auch wenn bekannt ist, dass die Sclerostin-

Expression durch mechanische Belastung reguliert wird, gibt es bisher keine Studien, die den 

Einfluss unterschiedlicher mechanischer Bedingungen auf die Wirksamkeit der SclAb 

untersucht haben. Es ist weithin anerkannt, dass mechanische Faktoren wie das Ausmaß an 

interfragmentärer Bewegung (IFB) eine wichtige Rolle in Zusammenhang mit Frakturheilung 

spielen (37-41). Aufgrund der Schwerkraft, der Anzahl an Belastungszyklen, der Muskelkraft 

und dem Grad der Fixationssteifheit, die zur Fixierung der Fraktur verwendet wird, wird die IFB 

durch das Gewicht, mit dem die frakturierte Extremität belastet wird, beeinflusst. Unter 

ähnlichen Belastungsbedingungen, besitzt der Grad der Fixationssteifheit die einflussreichste 

Wirkung auf die IFB (38).Bisher veröffentlichte Studien, die den Grad der Fixationssteifheit im 

Zusammenhang mit Knochenheilung untersucht haben, kamen zu dem Ergebnis, dass eine 

extrem steife Fixierung die Knochenbildung verhindern kann (39,42). Wohingegen eine zu 

lockere Fixierung hypertrophe Pseudoarthrosen hervorrufen kann (41,43). Darauf 

bezugnehmend ist bisher unklar inwiefern veränderte mechanische Bedingungen die 

Wirksamkeit einer Behandlung mit SclAb beeinflussen, und ob eine Antikörperbehandlung eine 

durch erhöhte IFB hervorgerufene verzögerte Heilung überwinden kann.  

Ziel unserer Studie war es die Auswirkung verschiedener Grade an interfragmentärer Spannung 

auf die Frakturheilung von Mäusen zu untersuchen, die mit SclAb behandelt wurden. Wir 

stellten die Hypothese auf, dass SclAb die Knochenheilung fördern, selbst unter mechanisch 

instabilen Bedingungen, die sonst zu einer verzögerten Heilung führen würden. Um diese 

Hypothese zu überprüfen, wurde an erwachsenen weiblichen C57BL/6J Mäusen eine femorale 

Osteotomie durchgeführt, die entweder durch einen steifen oder halb-steifen Fixateur stabilisiert 
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wurde und über 21 Tage entweder mit SclAB oder einem Placebo behandelt wurden. Die 

Knochenheilung wurde mittels Histomorphometrie, in vivo mikro-Computertomographie (µCT), 

Genexpression, Immunhistochmie und mechanische Testung untersucht. 

 

2. Methoden 

2.1 Tierversuche 

Als Versuchstiere dienten ausgewachsene 26-Wochen-alte weibliche C57BL/6J Mäusen 

(Charles River Laboratories Germany/ Jackson Laboratory, Sulzfeld, Deutschland) Die Tiere 

wurden in den Räumen der Forschungseinrichtung für experimentelle Medizin der Charité, 

Campus Virchow-Klinikum, Augustenburger Platz 1, 13353 Berlin, untergebracht. An ihrem 

linken Oberschenkelknochen wurde eine Osteotomie, mit einer Frakturlücke von 0,5mm, 

durchgeführt. Die Fraktur wurde entweder durch einen steifen oder semi-steifen externen 

Fixateur stabilisiert (Abb. 1A).  

 

 

 

Durch in vitro mechanische Testung ist bekannt, dass zwischen den zwei verwendeten 

Fixateuren ein neunfacher Unterschied in Bezug auf die axiale Steifheit besteht (44,45). 

Anschließend erhielten die Mäuse eine subkutane Injektion, die entweder den Sclerostin-

neutralisierenden Antikörper (Schlag) (Amgen Inc., Thousand Oaks, CA, USA, and UCB, 

Brüssel, Belgien; 25mg/kgKG) enthielt oder ein Placebo in Form von Kochsalzlösung. Die in 

unserer Studie verwendete Schlag-Dosierung basierte auf früheren Veröffentlichungen (46).Die 

Injektionen erfolgten zweimal pro Woche, am 1., 5., 8., 12., 15. und 19. postoperativen Tag. Die 

Gruppenzuteilung der Mäuse erfolgte randomisiert und nicht verblindet. Es entstanden 4 

Gruppen. In zwei Gruppen, wurden die Frakturen mit einem steifen Fixateur versorgt und 

erhielten jeweils entweder den SclAb (steif-SclAb-Gruppe) oder ein Placebo (steif-Placebo-

Gruppe). In den anderen zwei Gruppen wurden die Frakturen mit einem semi-steifen Fixateur 

versorgt und im Anschluss entweder mit SclAb (semi-steif-SclAb-Gruppe) oder mit einem 

Placebo (semi-steif-Placebo-Gruppe) behandelt. Wir verwendeten veröffentlichte Daten von 

Rontgen und Kollegen, um eine ausreichende Anzahl an Studientieren festzulegen (45). Bei 

einer Gruppe von 43 Mäusen wurden µCT-Aufnahmen am 3., 7., 14. und 21. postoperativem 

Abb. 1. (A) Die Auswirkung 

interfragmentärer Bewegung auf 

die Knochenheilung wurde durch 

die Verwendung zweier 

unterschiedlicher externer 

Fixateure untersucht; steifer 

Fixateur rechts, semi-steifer 

Fixateur links. (B) Das 

postoperative Röntgenbild zeigt 

die Positionierung des 

Frakturspalts in Relation zu den 

Titanpins. (C) Postoperatives Bild 

einer Maus mit steifem Fixateur 
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Tag (n= 10-12Mäuse/Gruppe) durchgeführt. Im Anschluss an die letzte Aufnahme 

(postoperativer Tag 21) erfolgten histologische (7-8 Mäuse/Gruppe) und immunhistochemische 

Untersuchungen (n=7-8 Mäuse/Gruppe). Für die histologischen Analysen wurden weitere 43 

Mäuse (n=7-10 Mäuse/Gruppe) am 7. postoperativen Tag und 44 Mäuse am 14. postoperativen 

Tag (n=7-12 Mäuse/Gruppe) euthanasiert. An weiteren 47 Mäusen (n=9-13 Mäuse/Gruppe) 

wurde nach dem 21. postoperativen Tag eine biomechanische Testung sowohl an der 

operierten, als auch an der intakten Extremität durchgeführt. 48 Mäuse wurden an Tag 3, 7 und 

14 euthanasiert um qPCR-Messungen durchzuführen (n=3-4 Mäuse/Gruppe/Zeitpunkt). Alle 

Mäuse wurden mit einer intrakardialen Injektion einer Kaliumchlorid-Lösung unter tiefer 

Vollnarkose euthanasiert. Aus jeder dieser Gruppen wurden 0 bis 5 Mäuse von der Studie 

ausgeschlossen. Gründe hierfür waren durch die Anästhesie verursachte Todesfälle während 

oder im Anschluss an die in vivo µCT-Aufnahmen, Lockerung eines Fixateur-Pins, 

unkontrollierte Knochenfraktur, oder Nervenschädigung der operierten Extremität. Die 

Genehmigung des Tierversuchsvorhabens erteilte das Landesamt für Gesundheit und Soziales, 

Berlin (unter der Bearbeitungsnummer G0021/11). 

2.2 In vivo mikro-Computertomographie zur Untersuchung 

mineralisierte Gewebebildung und Gewebedichte 

Die Knochenheilung und das Ausmaß an knöcherner Brückenbildung wurden anhand von 3D in 

vivo µCT-Aufnahmen erfasst (41). Unter Narkose wurden die operierten Mäuse in ein speziell 

angefertigtes Mäusebett gelegt, um Bewegungsartefakte zu begrenzen und eine 

reproduzierbare Lagerung zu ermöglichen. Die Aufnahmen erfolgten mit einer isotropischen 

Auflösung von 10,5 µCT. Metallartefakte kamen in keiner der Aufnahmen vor. Sie wurden durch 

die Verwendung eines unilateralen Fixateurs verhindert, der aus einem externen 

Polyetherketongestell und Titanpins zusammengesetzt ist. Die inneren Pins stehen in einem 

Abstand von 4mm zueinander. Bei einem Frakturspalt von 0,5mm wurde der zu analysierende 

Bereich auf 1mm festgelegt. Zur Bestimmung der Knochenheilung gehörten Parameter wie das 

mineralisierte Kallusvolumen (mineralized callus volume, BV, in mm³), das 

Gesamtkallusvolumen (total callus volume, TV, in mm³), der Anteil des mineralisierten 

Kallusvolumen (BV/TV), die Mineraldichte des Kallusgewebes (bone mineral density, BMD, in 

mg Hydroxylapatit (HA)/cm³), und der Mineralgehalt des Kallusgewebes (bone mineral content, 

BMC, mg), der definiert ist als das Produkt aus BV*BMD. Um das BMD zu ermitteln wurden nur 

Voxel verwendet, die eine festgelegte Schwelle überschritten. 

2.3 Histomorphometrie zur Gewebedifferenzierung 

Osteotomierte Oberschenkelknochen wurden entkalkt und in Paraffin eingebettet. Anschließend 

wurden sie in 4µm-dicke Scheiben geschnitten und anschließend mit Movat Pentachrome 

gefärbt, um eine qualitative morphologische Untersuchung durchzuführen. Die 

Zusammensetzung des Kallusgewebes wurde durch qualitative Analysen von Knochen-, 

Knorpel- und fibrösem Bindegewebe, sowie der Knochenmarksbildung erfasst. 

2.4 Immunhistochemie 

Mithilfe eines Mikrotoms wurden longitudinale Schnitte der entkalkten, in Paraffin-eingebetteten 

operierten Oberschenkelknochen angefertigt. Um die Blutgefäßedichte zu quantifizieren wurde 

ein antihumaner Mausantikörper (1:100; Dako Denmark A/S, Glostrup, Dänemark), der an 

glattmuskuläres α-Actin (Alpha-sma) bindet, verwendet (47). Des Weiteren verwendeten wir 
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einen primären Antisclerostin-Antikörper (AF140, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), um 

die Anzahl Sclerostin-positiver Osteozyten zu ermitteln. 

2.5 Genexpression 

RT-qPCR wurde an den operierten Oberschenkelknochen durchgeführt, um die Genexpression 

von Sost (Sclerostin), Wif1 (Wnt inhibitory factor1), Sfrp1 (sezerniertes frizzled related protein 

1), Dkk1 (Dickkopf homolog 1), Lef1 (lymphoid enhancer binding factor 1), Axin2, Vegfa 

(vascular endothelial growth factor A), und vWF (Von Willebrand Faktor homolog) zu erfassen. 

Knochenmark wurde entnommen und die RNS wurde aus dem Kallusgewebe extrahiert, das 

sich zwischen den zwei inneren Pins des externen Fixateurs befand. Das Kallusgewebe 

bestand aus Knochen-, Knorpel- und fibrösem Bindegewebe. 

2.6 Biomechanische Testung 

Sowohl der operierte, als auch der intakte kontralaterale Oberschenkelknochen wurde in eine 

Maschine zur mechanischen Testung eingespannt (ElectroForce 3200 Test System, TA 

Instruments, New Castle, DE, USA) und bis zum Bruch mit einer Torsionsrate von 0,5°/s 

belastet, mit einer axialen Vorlast von 0,3N. Das maximale Drehmoment, die Torsionssteifheit 

und die Versagensenergie wurden anhand der Drehmoment-Rotations-Kurve berechnet. 

2.7 Statistische Analysen 

Alle Daten sind als Mittelwert ± eine Standardabweichung aufgeführt. Für jeden Zeitpunkt 

wurden univariate Varianzanalysen (ANOVA) mit Hilfe von SAS 9,4 (Cary, NC, USA), für die 

beschriebenen abhängigen Variablen durchgeführt und die Haupt- und Interaktionseffekte für 

Behandlung und Fixateurbeschaffenheit geschätzt. Die statistische Signifikanz wurde auf einen 

p-Wert <0,05 festgelegt. Des Weiteren wurden für alle abhängigen Variablen der 

Genexpression und der immunhistochemischen Untersuchungen der Sclerostin-Expression 

paarweise posthoc Einzelvergleiche zwischen den vier Behandlungskombinationen mittels 

unabhängiger t-Tests durchgeführt. 
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3. Ergebnisse 

3.1 SclAb-Behandlung beschleunigt zwar die Knochenbildung, 

verbesserte jedoch nicht das Heilungsergebnis 

In vivo µCT-Aufnahmen zeigten, dass das mineralisierte Kallusvolumen (BV) und das Verhältnis 

von mineralisiertem Kallus zum Gesamtkallus (BV/TV) an Tag 14 und 21 signifikant größer in 

den SclAb-Gruppen als in den Placebo-Gruppen war (Abb.2).  

 

 

Die Blutgefäßdichte war in den SclAb-Gruppen an Tag 14 signifikant größer als in den 

Placebogruppen (Abb. 3). Knöcherne Brückenbildung an der Frakturstelle, die auf einen 

fortgeschrittenen Umbauprozess hindeutet, wurde mithilfe von 3D- µCT-Aufnahmen erfasst 

(Tabelle 1). Prozentual war der Anteil intrakortikaler und periostaler Brückenbildung in der 

steifen-SclAb-Gruppe an Tag 14 größer als in der Placebo-Gruppe. An Tag 21 hatten die steif-

Abb. 2. In vivo µCT-
Aufnahmen der Fraktur-
heilung. (A) In vivo µCT-
Aufnahmen des Fraktur-
bereichs wurden am 3., 14. 
und 21. Postoperativen Tag 
durchgeführt. Die in vivo µCT-
Aufnahmen zeigen 
mineralisiertes Gewebe über 
den gesamten Fraktur-spalt 
an Tag 14 und 21 in den 
Gruppen mit steifem Fixateur. 
Die µCT-Aufnahmen wurden 
dazu verwendet, um die 
Menge an mineralisiertem 
Gewebe innerhalb des 
Frakturkallus zu quantifizieren 
und folgende Parameter zu 
bestimmen:  
(B) mineralisiertes Kallus-
volumen (oder Knochen-
volumen (bone volume), 
BV)(C) gesamtes Kallus-
volumen (oder Gesamt-
volumen (total volume), TV), 
(D) Anteil des mineralisierten 
Kallusvolumens am Gesamt 
volumen (BV/TV), und (E) 
Mineraldichte des Kallus-
gewebes (callus tissue 
mineral density, BMD). Die 
Ergebnisse wurden als 
Mittelwert ± SD angegeben. 
ANOVA: +Behandlung, 
†Fixierung, #Interaktion,  
p < 0.05. 
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SclAb-Gruppe und die steif-Placebo-Gruppe einen ähnlichen Prozentsatz an kortikaler und/oder 

periostaler Brückenbildung (Tabelle 1).  

 
Tabelle 1: Totale Kallusfläche, Knochenfläche, Knorpelfläche, Bindegewebsfläche, Knochenmarksfläche, 

Prozentsatz periostaler/intrakortikaler Brückenbildung und Prozentsatz endostaler Brückenbildung  

Region/Parameter Steif, SclAb Steif, Plecebo Semit-steif, SclAb Semit-steif, Placebo 

7d n=7 n=7 n=10 n=9 

Gesamtkallusfläche (mm
2
)+† 1,647 ± 0,160 1,383 ± 0,265 1,893 ± 0,307 1,571 ± 0,289 

Knochenfläche (mm
2
) 0,053 ± 0,034 0,041 ± 0,037 0,063 ± 0,040 0,051 ± 0,075 

Knorpelfläche (mm
2
)+†# 0,001 ± 0,004 0 ± 0 0,054 ± 0,042 0,006 ± 0,007 

Bindegewebsfläche (mm
2
)+† 1,457 ± 0,159 1,183 ± 0,227 1,760 ± 0,290 1,508 ± 0,323 

Knochenmarksfläche (mm
2
)† 0,136 ± 0,099 0,159 ± 0,107 0,016 ± 0,032 0,007 ± 0,011 

Gesamte Brückenbildung in % 

(peri+intrakortikal) 
0% 0% 0% 0% 

14d n=8 n=7 n=10 n=12 

Gesamtkallusfläche (mm
2
)† 1,643 ± 0,123 1,483 ± 0,172 2,061 ± 0,316 2,086 ± 0,519 

Knochenfläche (mm
2
)†# 0,430 ± 0,118 0,271 ± 0,150 0,144 ± 0,083 0,208 ± 0,121 

Knorpelfläche (mm
2
)† 0,076 ± 0,109 0,054 ± 0,053 0,356 ± 0,372 0,282 ± 0,318 

Bindegewebsfläche (mm
2
)† 0,825 ± 0,182 0,850 ± 0,291 1,555 ± 0,269 1,592 ± 0,295 

Knochenmarksfläche (mm
2
)† 0,311 ± 0,243 0,307 ± 0,159 0,006 ± 0,013 0,004 ± 0,007 

Gesamte Brückenbildung in % 

(peri+intrakortikal) 
63% 43% 3% 8% 

Anzahl Brückenbildung† 2,5 ± 0,76 1,71 ± 1,50 0,1 ± 0,32 0,1 ± 0,32 

Endostale Brückenbildung 75% 57% 10% 8% 

21d n=7 n=8 n=7 n=7 

Gesamtkallusfläche (mm
2
)† 1,656 ± 0,299 1,553 ± 0,188 1,866 ± 0,149 1,877 ± 0135 

Knochenfläche (mm
2
)+† 0,486 ± 0,217 0,245 ± 0,133 0,277 ± 0,120 0,217 ± 0,114 

Knorpelfläche (mm
2
)† 0,003 ± 0,008 0,010 ± 0,024 0,051 ± 0,086 0,214 ± 0,270 

Bindegewebsfläche (mm
2
)† 0,826 ± 0,294 0,933 ± 0,394 1,514 ± 0,182 0,1.394 ± 0,237 

Knochenmarksfläche (mm
2
)† 0,341 ± 0,180 0,365 ± 0,304 0,023 ± 0,022 0,051 ± 0,060 

Gesamte Brückenbildung in % 

(peri+intrakortikal) 
46% 44% 4% 14% 

Anzahl Brückenbildung† 1,86 ±1,21 1,75 ± 1,58 0,14 ± 0,38 0,57 ± 0,53 

Endostale Brückenbildung 71% 37% 0% 29% 

Ergebnisse wurden als Mittelwert ± SD angegeben.  

+ Between-subject Behanldungseffekte, ANOVA, p= 0.05. 

† Between-subject Fixierungseffekte, ANOVA, p= 0.05. 

# Interaktion zwischen Behandlung und Fixierung ANOVA, p= 0.05 

 

Die histologischen Auswertungen bestätigten ein signifikant größeren Anteil an 

Knochengewebe in den SclAb-Gruppen, im Vergleich zu den Placebo-Gruppen an Tag 21; 

dabei war die Knochenfläche in der steif-SclAb-Gruppe um 98% größer als in der steif-Placebo-

Gruppe. In der semi-steif-SclAb-Gruppe war der Anteil um 27% größer als in der semi-steif-

Placebo-Gruppe (Abb. 4, Tabelle 1). In späteren Heilungsstadien steht die endostale 

Brückenbildung nicht mehr für einen fortgeschrittenen Heilungsprozess. Dieser würde sich 

durch ein Fehlen endostaler Brückenbildung zeigen, und durch die Resorption des endostalen 

Kallus zusammen mit der Wiederausbildung des Knochenmarkraumes. Nach 14 Tagen trat bei 
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75% der steif-SclAb-Gruppe die endostale Brückenbildung auf, im Vergleich zu 57% in der steif-

Placebo-Gruppe. Nach 21 Tagen war in der steif-SclAb-Gruppe die endostale Brückenbildung 

um 4% zurückgegangen, wohingegen sie in der steif-Placebo-Gruppe um 20% abgefallen war. 

Nach 21 Tagen war die Torsionssteifheit der osteotomierten Oberschenkelknochen in den 

Placebo-Gruppen größer als in den Gruppen, die mit SclAb behandelt wurden. Jedoch muss bei 

der Auswertung dieser Werte berücksichtigt werden, dass zum Zeitpunkt der Testung die 

operierte Extremität von einigen Mäusen nicht ausreichend geheilt war. Die mechanische 

Testung der intakten Oberschenkelknochen zeigte ein signifikant höheres maximales 

Drehmoment sowie höhere Steifheit und Versagensenergie in den mit SclAb-behandelten 

Gruppen als in den Placebo-Gruppen. In späteren Heilungsstadien steht die endostale 

Brückenbildung nicht mehr für einen fortgeschrittenen Heilungsprozess. Dieser würde sich 

durch ein Fehlen endostaler Brückenbildung zeigen, und durch die Resorption des endostalen 

Kallus zusammen mit der Wiederausbildung des Knochenmarkraumes. Nach 14 Tagen trat bei 

75% der steif-SclAb-Gruppe die endostale Brückenbildung auf, im Vergleich zu 57% in der steif-

Placebo-Gruppe. Nach 21 Tagen war in der steif-SclAb-Gruppe die endostale Brückenbildung 

um 4% zurückgegangen, wohingegen sie in der steif-Placebo-Gruppe um 20% abgefallen war. 

Nach 21 Tagen war die Torsionssteifheit der osteotomierten Oberschenkelknochen in den 

Placebo-Gruppen größer als in den Gruppen, die mit SclAb behandelt wurden. Jedoch muss bei 

der Auswertung dieser Werte berücksichtigt werden, dass zum Zeitpunkt der Testung die 

operierte Extremität von einigen Mäusen nicht ausreichend geheilt war. Die mechanische 

Testung der intakten Oberschenkelknochen zeigte ein signifikant höheres maximales 

Drehmoment sowie höhere Steifheit und Versagensenergie in den mit SclAb behandelten 

Gruppen als in den Placebo-Gruppen. 

 

 Abb. 3. Blutgefäßdichte und Genexpression. (A,B) Die Blutgefäßdichte innerhalb des Frakturkallus 

wurde am 7., 14. und 21. postoperativen Tag mithilfe immunhistochemischer Färbung von histologischen 

Schnitten gemessen (der Pfeil zeigt auf ein Blutgefäß). ANOVA: + Behandlung, † Fixierung, # Interaktion, 

p < 0.05. (C) Veränderte Genexpression vom semi-steifen Fixateur zum steifen Fixateur. Der Asteriskus 

steht für einen signifikanten Unterschied zwischen der semi-steifen und steifen Fixierung zum jeweiligen 

Zeitpunkt. (D). Veränderte Genexpression von der SclAb-Behandlung zur Placebo-Behandlung. 
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Abb. 4. Histologische Färbung zur Gewebedifferenzierung im Frakturkallus. (A) Histologische 

Schnittpräparate des Frakturkallus wurden mit Movat Pentachrom gefärbt, um Knochen (gelb), Knorpel 

(grün), Bindegewebe (grau-grün) und Knochenmark (violett) zu unterscheiden. (B) Der Flächenanteil von 

Knochen, Knorpel, Bindegewebe im Frakturkallus am 7., 14. und 21. postoperativen Tag, gemessen 

anhand der mit Movat Pentachrom gefärbten histologischen Schnitte. 

 

3.2 Die Sost- und Sclerostin-Expression war in den Gruppen mit 

SclAb-Behandlung im Vergleich zur Placebo-Behandlung erhöht. 

Die immunohistochemische Anti-Sclerostin-Antikörper-Färbung zeigte eine signifikante Wirkung 

der SclAb-Therapie nach 7 und 14 Tagen. In den steif-SclAb-Gruppen wurden im Vergleich zu 

der steif-Placebo-Gruppe an diesen Tagen mehr Sclerostin positive Osteozyten gezählt (Abb. 

5A, B) Ähnliche Ergebnisse zeigten sich im Fall der Genexpression von Sost. Diese war nach 7 

Tagen deutlich erhöht in der steif-SclAb-Gruppe im Vergleich zu der steif-Placebo-Gruppe (Abb. 

5C). Im Vergleich der SclAb- und der Placebo-Behandlung wurden keine signifikanten 

Unterschiede in Bezug auf die Genexpression der Wnt-Antagonisten (Wif1, Dkk1 und Sfrp1) 

oder der Wnt-Zielgene (Axin2 und Lef1) gefunden (Abb. 6). 
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Abb.5. Sclerostinimmunohistochemie und Genexpression.  

(A) Die Anzahl auf Sclerostin positiv gefärbter Osteozyten (PO) und negativ gefärbter Osteozyten (NO) 

wurde im Bereich des Frakturspalts quantifiziert.  

(B) Veränderung des prozentualen Anteils Sclerostin positiver Osteozyten von SclAb Behandlung zur 

Placebo-Behandlung sowie von semi-steifem Fixateur zum steifen Fixateur. (C) Veränderte Sost-

Expression von der SclAb- zur Placebo-Behandlung sowie vom semi-steifen Fixateur zum steifen 

Fixateur. Der Asteriskus steht für einen signifikanten Unterschied zwischen der semi-steifen und steifen 

Fixierung oder zwischen der SclAb- und der Placebo-Behandlung zum jeweiligen Zeitpunkt. 
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Abb. 6. Genexpression von Wnt-Inhibitoren und Zielgenen. Die Genexpression wurde im operierten 

Oberschenkelknochen am 7. und 14. postoperativen Tag gemessen. (A) Veränderte Genexpression von 

Wnt-Inhibitoren (Wif1, Dkk1, and Sfrp1) vom semi-steifen Fixateur zum steifen Fixateur. (B Veränderte 

Genexpression von Wnt-Inhibitoren von der SclAb Behandlung zur Placebo-Behandlung. (C) Veränderte 

Genexpression von Zielgenen des Wnt-Signalwegs (Axin2, and Lef1) vom semi-steifen Fixateur zum 

steifen Fixateur. (D) Veränderte Genexpression von Zielgenen des Wnt-Signalwegs von der SclAb 

Behandlung zur Placebo-Behandlung. Es wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt. 
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3.3 Die Frakturstabilisierung durch eine steife Fixierung führt zu einer 

besseren Heilung 

Unabhängig von einer Behandlung mit SclAb oder Placebo, zeigten die histologischen 

Untersuchungen, dass die Knochenfläche und die Knochenmarksfläche an Tag 14 und 21 in 

den Gruppen mit steifem Fixateur signifikant höher waren als in denen, die mit einem semi-

steifen Fixateur versorgt worden waren. Von Tag 7 bis 14 nahmen die Knochenanteile im Kallus 

in den steif-Gruppen von 500% auf 700% zu und von 100% auf 300% in den semi-steif-

Gruppen (Tabelle1, Abb.4) An Tag 21 war die Knochenfläche in der steif-SclAb-Gruppe um 

75% größer als in der semi-steif-SclAb-Gruppe und in der steif-Placebo-Gruppe um 13% größer 

als in der semi-steif-Placebo-Gruppe. Aus den Daten der µCT-Aufnahmen ging hervor, dass 

das Verhältnis von mineralisiertem Kallus zum Gesamtkallus (BV/TV) von Tag 3 bis Tag 21 in 

allen Gruppen zunahm. Das BV/TV, das in den steif-Gruppen an Tag 14 und 21 gemessen 

wurde, war dabei signifikant größer als das der semi-steif-Gruppen zu den jeweiligen 

Zeitpunkten. Des Weiteren beobachteten wir in den Gruppen mit steifem Fixateur an Tag 14 

und 21 eine signifikant höhere Mineraldichte des Kallusgewebes (BMD) als in den Gruppen mit 

einem semi-steifen Fixateur (Abb.2). An Tag 7 konnte keine intrakortikale oder periostale 

Brückenbildung beobachtet werden. An Tag 14 und 21, zeigten die steif-Gruppen im Vergleich 

zu den semi-steif-Gruppen jedoch einen höheren Prozentsatz an periostaler und/oder 

intrakortikaler Brückenbildung entlang der Fraktur. Die immunhistochemische Alpha-Sma-

Färbung der Blutgefäße zeigte bei den Gruppen mit steifem Fixateur eine signifikant erhöhte 

Blutgefäßdichte an Tag 7 im Vergleich zu den semi-steifen Fixateuren und unabhängig der 

verabreichten Behandlung (Abb. 3). Die Genexpression von VEGF, die wichtig für die Bildung 

von Blutgefäßen ist, verhielt sich in den steif-Gruppen und den semi-steif-Gruppen an Tag 3 

ähnlich, war aber in der semi-steif-Placebo-Gruppe an Tag 7 signifikant höher als in der steif-

Placebo-Gruppe. Auch an Tag 14 war die Expression in der semi-steif-SclAb-Gruppe verglichen 

mit der steif-SclAb-Gruppe höher (Abb.3). In den mit Movat Pentachrome gefärbten Schnitten, 

zeigten die steif-Gruppen im Vergleich zu den semi-steif-Gruppen an Tag 14 und 21 eine 

signifikant kleinere Knorpelfläche und fibröses Gewebe (Tabelle 1, Abb.4). Alle Gruppen 

enthielten an Tag 7 einen geringen Anteil an Knorpelgewebe, der weniger als 4% der 

Kallusfläche ausmachte. In den semi-steif-Gruppen nahm dieser Anteil zwischen 13% und 17% 

zu, während der Anteil in den Gruppen mit steifem Fixateur unter 5% blieb. Die 

Gesamtkallusfläche war an Tag 7, 14 und 21 in den semi-steif-Gruppen aufgrund verstärkter 

Bildung von Knorpelgewebe und fibrösem Gewebe größer als in den steif-Gruppen. 
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4. Diskussion  

Die Studienlage zur Verwendung von Sclerostin-neutralisierenden Antikörpern in der 

Frakturheilung ist widersprüchlich. Das Ziel unserer Studie war es die Wirkung von SclAb auf 

den Heilungsprozess genauer zu untersuchen. Unser Studienaufbau unterschied sich dabei von 

anderen, da es bisher keine Daten über die Zusammenwirkung von unterschiedlichen 

mechanischen Bedingungen der Frakturstabilisierung und einer Behandlung mit SclAb gibt. 

Hierzu untersuchten wir den Heilungsprozess einer Fraktur an ausgewachsenen weiblichen 

Mäusen. Um die Fraktur zu stabilisieren, verwendeten wir zwei Fixateursysteme mit 

unterschiedlicher axialer Steifheit. 

Es interessierte uns besonders, ob eine verzögerte Heilung, die durch eine erhöhte IFB 

innerhalb des Frakturkallus hervorgerufen wurde, erfolgreich durch die Sclerostin-

neutralisierenden Antikörper behandelt werden kann. Dazu untersuchten wir die 

Gewebebildung, Vaskularisierung, Genexpression und die mechanische Stärke zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten (am 3., 7., 14. und 21. postoperativem Tag) während des 

Heilungsprozesses mithilfe von in vivo µCT-Aufnahmen, Histomorphometrie, 

Immunhistochemie, RT-qPCR und Torsionstestung. Unsere Ergebnisse zeigen, dass SclAb zu 

einem erhöhten Knochenvolumen sowohl bei Versorgung mit einem steifen Fixateur als auch 

mit einem semi-steifen Fixateur führten. Jedoch konnte eine SclAb-Gabe eine verzögerte 

Heilung in den semi-steif-Gruppen nicht erfolgreich behandeln. In den steif-Gruppen verzögerte 

sie sogar den fortgeschrittenen Heilungsprozess. Präklinische Studien zur Frakturheilung 

berichteten von einer erhöhten Knochenbildung bei einer Behandlung mit SclAb im Vergleich zu 

einer Placebo-Behandlung oder bei Sost-defizienten Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen 

(26,28-34,48). Unsere Studienergebnisse bestätigen diese Daten. Nach der SclAb-Behandlung 

beobachteten wir sowohl bei Verwendung eines steifen als auch eines semi-steifen Fixateurs 

eine größere Knochenfläche und einen größeren Anteil des mineralisierten Kallusvolumens am 

Gesamtkallus (Tabelle 1, Abb.2). In der mechanischen Testung konnten wir die Wirksamkeit der 

SclAb-Behandlung, unabhängig der Frakturbedingungen, bestätigen. Die intakten 

Oberschenkelknochen besaßen ein signifikant höheres maximales Drehmoment, 

Torsionssteifheit und Energieversagen, wodurch man auch auf ein erhöhtes Knochenvolumen 

schließen kann (Tabelle 2). 

Auch wenn die Behandlung mit SclAb die Knochenbildung fördert, bleibt dennoch die Frage, ob 

sie eine verzögerte Heilung, die charakteristisch für eine flexiblere Frakturfixierung ist, 

ausgleichen bzw. erfolgreich behandeln kann. Es ist bekannt, dass die IFB einen wichtigen 

Faktor bei der Knochenheilung darstellt. Dies zeigt sich dadurch, dass eine steifere Fixierung 

die endochondrale Ossifikationsphase verkürzt und sich damit positiv auf die Knochenheilung 

auswirkt (49). In unserer Studie beobachteten wir an Tag 14 und 21 eine größere Menge an 

Knorpelgewebe in den semi-steifen Gruppen (Tabelle 1, Abb. 4), wodurch wir auf eine 

verzögerte endochondrale Ossifikation schlossen. Des Weiteren wurde bei den semi-steif-

Gruppen an Tag 7,14 und 21 eine geringere Knochenmarksfläche festgestellt als bei den 

Gruppen mit steifem Fixateur. Eine Wiederherstellung der Markhöhle, wie wir sie in den steif-

Gruppen beobachten konnten, spricht für einen fortgeschrittenen Heilungsprozess. Die semi-

steif-Gruppen zeigten an Tag 14 und 21 sowohl eine kleinere Knochenfläche, als auch einen 

signifikant niedrigeren BV/TV und BMD (Abb.2). Daraus lässt sich schließen, dass im Vergleich 

zu den steif-Gruppen die Knochenbildung vermindert ist. Auch das Ausmaß der Brückenbildung 

entlang des Frakturkallus stellt einen positiven Indikator für den Heilungsfortschritt dar. Die 

Brückenbildung war im Falle des semi-steifen Fixateurs an Tag 14 und 21 weniger ausgeprägt 

als bei den steifen Fixateuren (Tabelle 1, Abb.2), und spricht auch dafür, dass der 
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Heilungsprozess in den semi-steif-Gruppen noch nicht soweit fortgeschritten war wie bei den 

steif-Gruppen. 

 

Tabelle 2: Torsionstestung des intakten und des operierten Oberschenkelknochens 

Parameter/Gruppe Steif, SclAb Steif, Placebo 
Semi-steif, 

SclAb 
Semi-steif, Placebo 

Maximales Drehmoment (N-m) 
n = 6  n = 7 n = 8 n = 6 

Operierter Oberschenkel 0,018 ± 0,010 0,015 ± 0,006 0,015 ± 0,012 0,013 ± 0,004 

Intakter Oberschenkel + 0,040 ± 0,008 0,026± 0,004 0,043 ± 0,010 0,024 ± 0,006 

Torsionssteifheit (N-m/º)     
Operierter Oberschenkel 0,002 ± 0,001 0,003 ± 0,002 0,002 ± 0,002 0,003 ± 0,001 

Intakter Oberschenkel + 0,006 ± 0,002 0,004 ± 0,002 0,006 ± 0,002 0,003 ± 0,001 

Versagensenergie (N-m/º) 

    Operierter Oberschenkel 0,111 ± 0,067 0,067 ± 0,041 0,091 ± 0,082 0,070 ± 0,036 

Intakter Oberschenkel + 0,227 ± 0,099 0,142 ± 0,041 0,206 ± 0,061 0,124 ± 0,062 

 

Ergebnisse wurden als Mittelwert ± SD angegeben.  

+ Between-subject Behandlungseffekte, ANOVA, p= 0,05. 

† Between-subject Fixierungseffekte, ANOVA, p= 0,05. 

# Interaktion zwischen Behandlung und Fixierung, ANOVA, p= 0,05. 

 

Wie bereits erwähnt, ist die Datenlage zur SclAb-Behandlung und Frakturheilung 

widersprüchlich. Während einige Studien von einer beschleunigten Heilung unter einer SclAb-

Behandlung berichteten (28,33), konnten andere keine signifikante Verbesserung durch SclAb 

im Vergleich zum Placebo feststellen (29,31). Keine dieser Studien untersuchte jedoch bisher 

die Auswirkung der mechanischen Stabilität auf die Wirksamkeit des SclAb. Hinzu kommt, dass 

in den meisten Studien zur Stabilisierung der Osteotomie intramedulläre Nägel verwendet 

wurden, die eine endostale Gewebebildung verhindern und keine Rotationsstabilität gewähren. 

Wir sind zu dem Ergebnis gekommen, dass bei Gabe von SclAb die verwendete Fixierung 

einen für den Heilungsprozess ausschlaggebenden Faktor darstellt. Auch wenn wir in den steif-

SclAb-Gruppen nach 21 Tagen die größte Knochenfläche im Vergleich zu den anderen 

Gruppen feststellten, beobachteten wir jedoch einige charakteristische Zeichen einer 

verzögerten Knochenheilung. In der ersten Phase der Knochenheilung entsteht der 

Geflechtknochen, der eine poröse, unorganisierte Struktur hat. Später wird diese unorganisierte 

Knochenstruktur durch ein koordiniertes Zusammenspiel von Osteoklasten und Osteoblasten 

umgebaut. Dabei wird der endostale Kallus abgebaut und ein hochorganisierter, biomechanisch 

sehr stabiler Lammellenknochen gebildet. Die endostale Brückenbildung steht daher im 

Gegensatz zur periostalen und intrakortikalen Brückenbildung nicht für einen fortgeschrittenen 

Heilungsprozess (41). Im Fall der steif-Placebo-Gruppe nahm die Brückenbildung am 

endostalen Kallus zwischen Tag 14 und 21 ab, wohingegen sie in der steif-SclAb-Gruppe 

gleichblieb (Tabelle 1). Des Weiteren war die Knochenfläche und der Anteil des mineralisierten 

Kallus am Gesamtvolumen besonders an Tag 21 in der steif-SclAb-Gruppe signifikant höher als 

im Vergleich zu der steif-Placebo-Gruppe (Tabelle 1, Abb.2) Diese Beobachtungen deuten 

darauf hin, dass in der steif-Placebo-Gruppe der Umbauprozess zwischen dem 14. und 21. 

postoperativen Tag bereits begann, während in der steif-SclAb-Gruppe weiterhin Knochen neu 

gebildet wurde, anstatt ihn umzubauen und die Markhöhle wiederherzustellen. Ähnliche 

Ergebnisse wurden bereits in der Vergangenheit veröffentlicht (30,36). Die Annahme, dass eine 

SclAb-Behandlung den Umbauprozess des Frakturkallus vermindert, wird durch Experimente 
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mit Zellkulturen unterstützt. Diese zeigen eine verringerte Osteoklastenaktivität, und somit eine 

geringer Resorptionsaktivität, in Anwesenheit von Sclerostin (51). Auch präklinische und 

klinische Studien berichten von Anzeichen einer reduzierten Knochenresorption nach der Gabe 

von SclAb (28, 35, 52, 53). 

Auch in Bezug auf den Zusammenhang zwischen einer SclAb-Behandlung und Angiogenese 

liegen widersprüchliche Studienergebnisse vor. Untersuchungen an menschlichen 

Endothelzellen zeigten, dass Sclerostin die Angiogenese stimuliert (54). Wir konnten an Tag 14 

in den Gruppen mit SclAb eine höhere Blutgefäßdichte messen als in den Placebo-Gruppen. 

(Abb.3). Im Gegensatz dazu konnten Liu et al. (55) nach einem Zeitraum von 8 Wochen keinen 

Einfluss von SclAb auf die Bildung von Blutgefäßen im Frakturkallus von ovarektomierten 

Ratten feststellen. Diese gegensätzlichen Ergebnisse könnten auf die unterschiedlichen 

mechanischen Bedingungen an der Frakturstelle zurückzuführen sein, die auch Auswirkungen 

auf die Angiogenese während des Heilungsprozesses hat. 

Interessanterweise stellten wir bei den steif-Gruppen, mit mehr Knochen und höheren 

Osteozytenzahl, nach SclAb-Gabe eine erhöhte Sost- und Sclerostinexpression fest, die wir in 

den Gruppen mit semisteifem Fixateur nicht beobachten. Dies lässt sich vermutlich darauf 

zurückführen, dass der Heilungsprozess in den Gruppen mit steifem Fixateur weiter 

fortgeschritten war und der Frakturkallus einen größeren Knochenanteil und damit auch mehr 

Osteozyten hatte. Auch wenn innerhalb der steif-Gruppen die steif-SclAb-Gruppe ein signifikant 

größeres Knochenvolumen im Vergleich zum Placebo aufzeigte, wurden die 

immunhistochemischen Messungen der Sclerostinexpression auf die Osteozytenzahl normiert. 

Dies könnte darauf hindeuten, dass die erhöhte Sclerostinexpression nach SclAb-Gabe nicht 

auf die unterschiedliche Größe des Knochengewebes zurückzuführen war, sondern auf einen 

bisher unbekannten negativen Feedbackmechanismus.  

Wie bereits in der Einleitung erwähnt, beeinflusst der SclAb den Wnt-Signalweg, der zusätzlich 

zu seiner Rolle im Knochengewebe auch die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen 

und Chondroprogenitorzellen zu osteogenen Zellen fördert (25,56,57). Es bleibt jedoch die 

Frage, ob eine SclAb-Behandlung die endochondrale Ossifikation stimuliert, die wiederum zu 

einer vermehrten Knochenbildung führt. Untersuchungen an Sost -/- -Mäusen haben im 

Vergleich zu Wildtyp-Mäusen einen geringeren Knorpelgehalt (36) und eine signifikant größere 

Osteoblastenoberfläche, -anzahl, sowie einen aktiven β-Catenin-Sinalweg am 14. 

postoperativen Tag ergeben (58). Eine Hemmung von Sclerostin könnte daher zu einem 

schnelleren Fortschreiten der endochondralen Ossifikation führen oder zu einer früheren 

Stabilisierung der Frakturstelle, sodass es weniger zur endochondralen Ossifikation kommt, 

sondern vermehrt zur intramembranösen Ossifikation (35). Studienmodelle, die einen 

intramedullären Nagel verwendeten, zeigen ähnliche Ergebnisse mit einem kleineren 

Knorpelgehalt im Frakturkallus bei einer Behandlung mit SclAb im Vergleich zur Placebo-

Behandlung (28,33-35).Wir konnten Unterschiede in der Knorpelfläche am 7. postoperativen 

Tag in den Gruppen mit semisteifem Fixateur beobachten bei denen die Behandlung mit SclAb 

zu einem signifikant größeren Knorpelgehalt führte (Tabelle 1). Es ist daher möglich, dass die 

SclAb-Behandlung sich auf die endochondrale Ossifikation auswirkt jedoch die Wirkung der IFB 

auf die Knochenheilung schwerer wiegt als die SclAb-Wirkung. Dies sollte daher in zukünftigen 

Studien besonders berücksichtigt werden.  

Aufgrund unserer Ergebnisse stellte sich die Frage, ob eine kontinuierliche SclAb-Gabe 

möglicherweise unnötig oder sogar kontraproduktiv für den Umbauprozess des Knochens ist. 

Einige wenige Studien haben die kontinuierliche Gabe mit einer verzögerten SclAb-Gabe 

verglichen, und berichteten von einem ähnlichen Heilungsfortschritt (30, 31). Unsere Daten 

deuten jedoch daraufhin, dass der SclAb, auch wenn er die Ossifikationsphase im 
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Heilungsprozess beschleunigt, zu einer exzessiven Knochenbildung in späteren 

Heilungsphasen führen kann. In zukünftigen Studien sollte ein Behandlungsschema umgesetzt 

werden, das eine Gabe der SclAb nur in der frühen Phase der Heilung ansetzt und die beendet 

wird bevor die Umbauphase beginnt. Des Weiteren sollte in zukünftigen Studien auch die 

Auswirkungen alternativer Dosierungen auf die Knochenheilung untersucht werden, um weitere 

therapeutische Optionen zu differenzieren.  

Die Auswirkung der Frakturfixierung auf die Kallusbildung lässt sich im Prinzip vom 

Kleintiermodell auf den Menschen übertragen, auch wenn der Heilungsprozess im 

Kleintiermodell deutlich schneller abläuft. Es gibt keine Richtlinien, die eine Fixierung als steif 

oder flexibel einstufen. Auch kann die sich aus der Fixierung ergebende interfragmentäre 

Spannung für Mäuse nur geschätzt werden. Da das Risiko einer zu flexiblen Fixierung deutlich 

negativere Auswirkungen hat, als eine zu steife Fixierung (38), entschieden wir uns für zwei 

Fixateursysteme, die eine interfragmentäre Spannung von 2,8% für die steifen Fixateure und 

26% für die semi-steifen Fixateure zuließen. Da die interfragmentäre Spannung sich direkt auf 

die Gewebedifferenzierung auswirkt, erwarteten wir im Vergleich der beiden Fixateursysteme 

einen unterschiedlichen Heilungsprozess. Claes und Heigele (60) veröffentlichten eine 

Hypothese zur Gewebedifferenzierung, die davon ausgeht, dass eine interfragmentäre 

Spannung kleiner als 5% die intramembranöse Ossifikation stimuliert wohingegen eine 

Spannungen über 15% die Bildung von Bindegewebe oder von Knorpelgewebe hervorruft. 

Jedoch basierte ihr Studienmodell, sowie viele andere, zum größten Teil auf experimentelle 

Arbeiten mit größeren Tieren und Ratten. Es sind weitere Studien notwendig, um den 

Zusammenhang zwischen der interfragmentären Belastung und Gewebedifferenzierung im 

Mausmodell genauer zu untersuchen und festzustellen inwiefern sich diese Daten auf klinische 

Bedingungen übertragen lässt. 

 

In unserer Studie untersuchten wir die Wirkung der SclAb-Behandlung und der Frakturfixierung 

(steif vs. semi-steif) auf die Frakturheilung. Die Fixierung spielte dabei eine wichtigere Rolle im 

Heilungsprozess als die SclAb-Behandlung. Unsere wichtigsten Ergebnisse sind: 

 SclAb förderten die Knochenbildung sowohl bei Verwendung von steifen und semi-steifen 

Fixateuren; jedoch konnte der SclAb eine verzögerte Heilung, die durch die semi-steife 

Fixierung hervorgerufen wurde, nicht ausgleichen bzw. überwinden. 

 Die SclAb-Gabe führte unter steifer Fixierung zu einer vermehrten Bildung von Geflechtknochen 

im endostalen Kanal, der bis zum 21. postoperativen Tag bestehen blieb und den 

Umbauprozess und die Wiederherstellung des Knochenmarkraumes verzögerte. 

 Die SclAb-Behandlung führte im Vergleich zur Placebo-Behandlung zu einer vermehrten 

Knorpelbildung an Tag 7 und einer größeren Blutgefäßdichte an Tag 14. 

 Die Sost- und Sclerostinexpression war bei Mäusen, die mit dem SclAb behandelt wurden, 

signifikant höher als bei Mäusen, die das Placebo erhielten. Daraus schließen wir, dass es 

einen bisher unbekannten negativen Feedbackmechanismus gibt. 

 Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass Therapien, die eine Sost-Hemmung bewirken, 

rechtzeitig beendet werden sollten, um den Knochenumbau und die Wiederherstellung des 

Knochenmarkraumes zu ermöglichen. 
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