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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.



Zusammenfassung

Wahrend 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 fur Sclerostin codiert, herabgesetzt. Sclerostin-neutralisierende
Antikérper (SclAb) erhéhen damit die Knochenbildung. Es ist jedoch noch unklar, ob eine
Sclerostin-Hemmung eine mechanische Instabilitat wahrend der Knochenheilung, die sonst eine
verzogerte Heilung zur Folge hatte, ausgleichen kann.

Wir untersuchten den Einfluss von SclAb auf die Gewebebildung bei Mausen nach
Durchfuihrung einer femoralen Osteotomie, die entweder durch einen steifen oder semi-steifen
externen Fixateur stabilisiert wurde. Die unterschiedlichen Fixateursysteme erlauben
verschiedene Ausmale interfragmentarer Spannung wahrend der Belastung mit Kérpergewicht,
und haben somit Einfluss auf die Heilungsergebnisse. Den Mausen wurde der SclAb oder ein
Placebo injiziert und die Knochenheilung wurde postoperativ Uber 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 groReren
Knochenvolumen fihrt als das Placebo. Jedoch konnten die Antikdrper nicht die typische
verzdgerte Heilung unter semi-steifer Fixierung verhindern. Die Stabilisierung mittels semi-
steifen Fixateuren fuhrte im Vergleich zu den steifen Fixateuren zu einer verzégerten Heilung
mit einer verldngerten endochondralen Ossifikationsphase. Diese &auf3ert sich durch mehr
Knorpelgewebe, einem niedrigeren Knochenvolumenanteil und weniger knécherner
Briickenbildung tber 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 Mal} an
endostaler Brickenbildung nach 21 Tagen und deutet auf einen verzégerten Umbau des
Frakturkallus sowie eine verzogerte Wiederherstellung des Knochenmarkraumes hin. Die
erhdhte Sost- und Sclerostinexpression in der Gruppe mit steifer Fixierung und SclAb-
Behandlung im Vergleich zur Placebo-Behandlung filhren wir auf einen negativen Feedback-
Mechanismus zurtick.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass SclAb verwendet werden koénnen um die
Gesamtknochenmasse zu erhdhen, die Anwendung im Falle von Knochenheilung jedoch mit
Zuruckhaltung in Betracht gezogen werden sollte. SclAb kdénnen im frihen Stadium der
Knochenheilung zu einer vermehrten Knochenbildung filhren, beschleunigen die Heilung in
fortgeschrittenen Stadien jedoch nicht, und sie kbnnen eine verzdgerte Heilung, die durch eine
semi-steifen Fixierung hervorgerufen wird, nicht verhindern.



1. Einleitung

In den vergangenen Jahren hat sich das Protein Sclerostin zu einem neuen Behandlungsansatz
von Krankheiten wie Osteoporose und verzdgerter Frakturheilung entwickelt (1,2). Das Sost-
Gen codiert das Protein Sclerostin, das hauptsachlich 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
verstarkt 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), wahrend sie die Aktivitat von
Osteoklasten negativ beeinflusst und somit die Knochenbildung foérdert (16-18). Des Weiteren
fordert der Wnt/B-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 Il und Il publiziert, die Sclerostin-neutralisierende Antikérper (SclAb) bei der
Behandlung von postmenopausaler Osteoporose einsetzten (21-23). Es wurde auch eine
klinische Studie der Phase Il zur Sclerostin-Behandlung bei Frakturheilung durchgefuhrt (24).
Diese Studie wurde jedoch abgebrochen und die erhobenen Studiendaten wurden nicht
veroffentlicht (25). Trotzdem sind die Auswirkungen von SclAb auf die Frakturheilung weiterhin
von groRem Interesse. Verschiedene praklinische Studien zur Frakturheilung kamen bisher zu
unterschiedlichen Ergebnissen beziiglich der Auswirkung der SclAb (26-31). Somit bleibt es
weiterhin unklar, ob die Antikérper die Knochenheilung nur férdern oder in mechanisch
schwierigen Situationen sogar ,retten“ konnen. Eine Behandlung mit SclAb fihrt im Vergleich
zur Placebo-Behandlung zu einem héheren Knochenvolumen im Kallusgewebe (26, 28-34), und
weniger Knorpelgewebe (27,28,3,34). Ahnliche Ergebnisse wurden in Studien ermittelt, die
Sost-defiziente Mause 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 Ausmald an
interfragmentéarer 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 Extremitat belastet wird, beeinflusst. Unter
ahnlichen Belastungsbedingungen, besitzt der Grad der Fixationssteifheit die einflussreichste
Wirkung auf die IFB (38).Bisher veroffentlichte 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 veradnderte mechanische Bedingungen die
Wirksamkeit einer Behandlung mit SclAb beeinflussen, und ob eine Antikérperbehandlung eine
durch erhdhte IFB hervorgerufene verzégerte Heilung Uberwinden kann.

Ziel unserer Studie war es die Auswirkung verschiedener Grade an interfragmentérer Spannung
auf die Frakturheilung von Mausen zu untersuchen, die mit SclAb behandelt wurden. Wir
stellten die Hypothese auf, dass SclAb die Knochenheilung férdern, selbst unter mechanisch
instabilen Bedingungen, die sonst zu einer verzogerten Heilung fihren wirden. Um diese
Hypothese zu Uberprifen, wurde an erwachsenen weiblichen C57BL/6J Mausen eine femorale
Osteotomie durchgefihrt, die entweder durch einen steifen oder halb-steifen Fixateur stabilisiert



wurde und Uber 21 Tage entweder mit SclAB oder einem Placebo behandelt wurden. Die
Knochenheilung wurde mittels Histomorphometrie, in vivo mikro-Computertomographie (UCT),
Genexpression, Immunhistochmie und mechanische Testung untersucht.

2. Methoden

2.1 Tierversuche

Als Versuchstiere dienten ausgewachsene 26-Wochen-alte weibliche C57BL/6J Mausen
(Charles River Laboratories Germany/ Jackson Laboratory, Sulzfeld, Deutschland) Die Tiere
wurden in den Raumen der Forschungseinrichtung fur experimentelle Medizin der Charité,
Campus Virchow-Klinikum, Augustenburger Platz 1, 13353 Berlin, untergebracht. An ihrem
linken Oberschenkelknochen wurde eine Osteotomie, mit einer Frakturlicke von 0,5mm,
durchgefuhrt. Die Fraktur wurde entweder durch einen steifen oder semi-steifen externen
Fixateur stabilisiert (Abb. 1A).

Abb. 1. (A) Die Auswirkung
interfragmentarer Bewegung auf
die Knochenheilung wurde durch
die Verwendung zweier
unterschiedlicher externer
Fixateure  untersucht; steifer
Fixateur  rechts, semi-steifer

Fixateur links. (B) Das
postoperative Rontgenbild zeigt
die Positionierung des

Frakturspalts in Relation zu den
Titanpins. (C) Postoperatives Bild
einer Maus mit steifem Fixateur

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).
AnschlieRend erhielten die Mause eine subkutane Injektion, die entweder den Sclerostin-
neutralisierenden Antikorper (Schlag) (Amgen Inc., Thousand Oaks, CA, USA, and UCB,
Brissel, Belgien; 25mg/kgKG) enthielt oder ein Placebo in Form von Kochsalzlésung. Die in
unserer Studie verwendete Schlag-Dosierung basierte auf friiheren Veroffentlichungen (46).Die
Injektionen erfolgten zweimal pro Woche, am 1., 5., 8., 12., 15. und 19. postoperativen Tag. Die
Gruppenzuteilung der Mause 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 veroffentlichte Daten von
Rontgen und Kollegen, um eine ausreichende Anzahl an Studientieren festzulegen (45). Bei
einer Gruppe von 43 Mausen wurden uCT-Aufnahmen am 3., 7., 14. und 21. postoperativem



Tag (n= 10-12Mause/Gruppe) durchgefihrt. Im Anschluss an die letzte Aufnahme
(postoperativer Tag 21) erfolgten histologische (7-8 Mause/Gruppe) und immunhistochemische
Untersuchungen (n=7-8 Mause/Gruppe). Fur die histologischen Analysen wurden weitere 43
Mause (n=7-10 Mause/Gruppe) am 7. postoperativen Tag und 44 Mause am 14. postoperativen
Tag (n=7-12 Mause/Gruppe) euthanasiert. An weiteren 47 Mausen (n=9-13 Mé&use/Gruppe)
wurde nach dem 21. postoperativen Tag eine biomechanische Testung sowohl an der
operierten, als auch an der intakten Extremitat durchgefihrt. 48 Mause wurden an Tag 3, 7 und
14 euthanasiert um gPCR-Messungen durchzufihren (n=3-4 Mause/Gruppe/Zeitpunkt). Alle
Mause wurden mit einer intrakardialen Injektion einer Kaliumchlorid-Lésung unter tiefer
Vollnarkose euthanasiert. Aus jeder dieser Gruppen wurden 0 bis 5 Mause von der Studie
ausgeschlossen. Grinde hierfir waren durch die Anasthesie verursachte Todesféalle wahrend
oder im Anschluss an die in vivo UCT-Aufnahmen, Lockerung eines Fixateur-Pins,
unkontrollierte Knochenfraktur, oder Nervenschadigung der operierten Extremitat. Die
Genehmigung des Tierversuchsvorhabens erteilte das Landesamt fur Gesundheit und Soziales,
Berlin (unter der Bearbeitungsnummer G0021/11).

2.2 Invivo mikro-Computertomographie zur Untersuchung
mineralisierte Gewebebildung und Gewebedichte

Die Knochenheilung und das Ausmalf an kndcherner Bruckenbildung wurden anhand von 3D in
vivo uCT-Aufnahmen erfasst (41). Unter Narkose wurden die operierten Mause in ein speziell
angefertigtes Mausebett gelegt, um Bewegungsartefakte zu begrenzen und eine
reproduzierbare Lagerung zu ermdglichen. Die Aufnahmen erfolgten mit einer isotropischen
Auflésung von 10,5 uCT. 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 gehérten 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)/cm?3), 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 iberschritten.

2.3 Histomorphometrie zur Gewebedifferenzierung

Osteotomierte Oberschenkelknochen wurden entkalkt und in Paraffin eingebettet. AnschlielRend
wurden sie in 4um-dicke Scheiben geschnitten und anschlieBend mit Movat Pentachrome
gefarbt, um eine qualitative morphologische Untersuchung durchzufihren. Die
Zusammensetzung des Kallusgewebes wurde durch qualitative Analysen von Knochen-,
Knorpel- und fibrosem Bindegewebe, sowie der Knochenmarksbildung erfasst.

2.4 Immunhistochemie

Mithilfe eines Mikrotoms wurden longitudinale Schnitte der entkalkten, in Paraffin-eingebetteten
operierten Oberschenkelknochen angefertigt. Um die BlutgefaRedichte zu quantifizieren wurde
ein antihumaner Mausantikérper (1:100; Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark), der an
glattmuskulares a-Actin (Alpha-sma) bindet, verwendet (47). Des Weiteren verwendeten wir



einen priméren Antisclerostin-Antikbrper (AF140, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), um
die Anzahl Sclerostin-positiver Osteozyten zu ermitteln.

2.5 Genexpression

RT-gPCR wurde an den operierten Oberschenkelknochen durchgefihrt, um die Genexpression
von Sost (Sclerostin), Wifl (Wnt inhibitory factorl), Sfrpl (sezerniertes frizzled related protein
1), Dkk1l (Dickkopf homolog 1), Lefl (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 fibrésem 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 aufgefuhrt. FUr jeden Zeitpunkt
wurden univariate Varianzanalysen (ANOVA) mit Hilfe von SAS 9,4 (Cary, NC, USA), fir die
beschriebenen abhéngigen Variablen durchgefiihrt und die Haupt- und Interaktionseffekte fir
Behandlung und Fixateurbeschaffenheit geschatzt. Die statistische Signifikanz wurde auf einen
p-Wert <0,05 festgelegt. Des Weiteren wurden fur alle abhangigen Variablen der
Genexpression und der immunhistochemischen Untersuchungen der Sclerostin-Expression
paarweise posthoc Einzelvergleiche zwischen den vier Behandlungskombinationen mittels
unabhangiger t-Tests durchgefiihrt.



3. Ergebnisse

3.1 SclAb-Behandlung beschleunigt zwar die Knochenbildung,
verbesserte jedoch nicht das Heilungsergebnis

In vivo uCT-Aufnahmen zeigten, dass das mineralisierte Kallusvolumen (BV) und das Verhaltnis
von mineralisiertem Kallus zum Gesamtkallus (BV/TV) an Tag 14 und 21 signifikant groR3er in
den SclAb-Gruppen als in den Placebo-Gruppen war (Abb.2).

A

3Tage 7Tage 14Tage 21Tage Abb. 2. In vivo pCT-
Aufnahmen der Fraktur-
heilung. (A) In vivo pCT-
Aufnahmen des Fraktur-
bereichs wurden am 3., 14

. - und 21. Postoperativen Tag

Steif
SclAb

" '

Steif
Placebo

Sad

durchgefihrt. Die in vivo uCT-
Aufnahmen zeigen
mineralisiertes Gewebe Uber
den gesamten Fraktur-spalt
an Tag 14 und 21 in den
Gruppen mit steifem Fixateur.
Die pCT-Aufnahmen wurden
dazu verwendet, um die
Menge an mineralisiertem
Gewebe innerhalb des
Frakturkallus zu quantifizieren
und folgende Parameter zu

Semi-steif
SclAb

Semi-steif
Placebo

| .
v

8
=3

0.0

§ ¢ bestimmen:

—o—Steif-SclAb < H P
L Nt { g sl | (B) mineralisiertes Kallus-
3 _ o Semi-steif-SclAb = + 1 volumen  (oder  Knochen-
E E . o Semi-steif-Placebo +t Z E 2 m volumen (bone VOIUmE),
$5 EE BV)(C) gesamtes Kallus-
5 £ volumen  (oder  Gesamt-
w -
s 7 K b volumen (total volume), TV),
2 (D) Anteil des mineralisierten
2 ool— : - 0ol— - - - Kallusvolumens am Gesamt

3Tage 7 Tage 14 Tage 21Tage 3Tage 7 Tage 14 Tage 21 Tage

@ 3 volumen (BV/TV), und (E)
2 ' : %3 s g ' : ' Mineraldichte des Kallus-
5 & gewebes (callus tissue
IE 7 mineral density, BMD). Die
3 £ e 3 Ergebnisse  wurden  als
SEo i Mittelwert + SD angegeben.
5> 5E ANOVA: +Behandlung,
v S %Q 900 1 1 F . #l t kt
R Eg I 1 TFixierung, #Interaktion,
T i p <0.05.
£ =
s

3Tage 7 Tage 14 Tage 21Tage 3Tage 7 Tage 14 Tage 21Tage

Die BlutgefaRdichte war in den SclAb-Gruppen an Tag 14 signifikant groer als in den
Placebogruppen (Abb. 3). Knécherne Brickenbildung an der Frakturstelle, die auf einen
fortgeschrittenen Umbauprozess hindeutet, wurde mithilfe von 3D- pCT-Aufnahmen erfasst
(Tabelle 1). Prozentual war der Anteil intrakortikaler und periostaler Briickenbildung in der
steifen-SclAb-Gruppe an Tag 14 groler als in der Placebo-Gruppe. An Tag 21 hatten die steif-



SclAb-Gruppe und die steif-Placebo-Gruppe einen &hnlichen Prozentsatz an kortikaler und/oder
periostaler Brickenbildung (Tabelle 1).

Tabelle 1: Totale Kallusflache, Knochenflache, Knorpelflache, Bindegewebsflache, Knochenmarksflache,
Prozentsatz periostaler/intrakortikaler Briickenbildung und Prozentsatz endostaler Briickenbildung

Region/Parameter Steif, SclAb Steif, Plecebo  Semit-steif, SclAb Semit-steif, Placebo
7d n=7 n=7 n=10 n=9
Gesamtkallusflache (mm?)+t 1,647+0,160 1,383+0,265 1,893+ 0,307 1,571+ 0,289
Knochenflache (mmz) 0,053 +0,034 0,041 +0,037 0,063 + 0,040 0,051 + 0,075
Knorpelflache (mm?)+t# 0,001+0,004 00 0,054 + 0,042 0,006 + 0,007
Bindegewebsflache (mm2)+1' 1,457 £ 0,159 1,183 + 0,227 1,760 £ 0,290 1,508 + 0,323
Knochenmarksflache (mm?)t 0,136 +0,099 0,159 +£0,107 0,016 £ 0,032 0,007 + 0,011
Gesamte  Bruckenbildung in %

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

14d n=8 n=7 n=10 n=12
Gesamtkallusflache (mm?)t 1,643+0,123 1,483+0,172 2,061+0,316 2,086 + 0,519
Knochenflache (mmz)T# 0,430 +0,118 0,271 +0,150 0,144 + 0,083 0,208 + 0,121
Knorpelflache (mm?)t 0,076 +0,109 0,054 +£0,053 0,356 £ 0,372 0,282 + 0,318
Bindegewebsflache (mmz)T 0,825+0,182 0,850 + 0,291 1,555 £ 0,269 1,592 + 0,295
Knochenmarksflache (mm?)t 0,311+0,243 0,307 £0,159 0,006 £ 0,013 0,004 + 0,007
Anzahl Briickenbildungt 25+0,76 1,71 +£1,50 0,1+0,32 0,1+0,32
Endostale Briickenbildung 75% 57% 10% 8%

21d n=7 n=8 n=7 n=7
Gesamtkallusflache (mmz)T 1,656 £ 0,299 1,553 +0,188 1,866 + 0,149 1,877 £ 0135
Knochenflache (mm2)+T 0,486 + 0,217 0,245 + 0,133 0,277 £ 0,120 0,217 £ 0,114
Knorpelflache (mmZ)T 0,003 + 0,008 0,010 + 0,024 0,051 + 0,086 0,214 + 0,270
Bindegewebsflache (mm?)t 0,826 + 0,294 0,933 + 0,394 1,514 + 0,182 0,1.394 + 0,237
Knochenmarksflache (mmz)T 0,341 +0,180 0,365 + 0,304 0,023 + 0,022 0,051 + 0,060
Anzahl Briickenbildungt 1,86 £1,21 1,75+1,58 0,14 +£0,38 0,57 £0,53
Endostale Briickenbildung 71% 37% 0% 29%
Ergebnisse wurden als Mittelwert + SD angegeben.

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

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

# Interaktion zwischen Behandlung und Fixierung ANOVA, p= 0.05

Die histologischen Auswertungen bestédtigten ein signifikant gréReren Anteil an

Knochengewebe in den SclAb-Gruppen, im Vergleich zu den Placebo-Gruppen an Tag 21;
dabei war die Knochenflache in der steif-SclAb-Gruppe um 98% groR3er als in der steif-Placebo-
Gruppe. In der semi-steif-SclAb-Gruppe war der Anteil um 27% gro3er als in der semi-steif-
Placebo-Gruppe (Abb. 4, Tabelle 1). In spateren Heilungsstadien steht die endostale
Brickenbildung nicht mehr fir einen fortgeschrittenen Heilungsprozess. Dieser wirde sich
durch ein Fehlen endostaler Briickenbildung 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 Bruckenbildung auf, im Vergleich zu 57% in der steif-
Placebo-Gruppe. Nach 21 Tagen war in der steif-SclAb-Gruppe die endostale Briickenbildung
um 4% zuriickgegangen, wohingegen sie in der steif-Placebo-Gruppe um 20% abgefallen war.
Nach 21 Tagen war die Torsionssteifheit der osteotomierten Oberschenkelknochen in den
Placebo-Gruppen groR3er als in den Gruppen, die mit SclAb behandelt wurden. Jedoch muss bei
der Auswertung dieser Werte berucksichtigt werden, dass zum Zeitpunkt der Testung die
operierte Extremitat von einigen Mausen nicht ausreichend geheilt war. Die mechanische
Testung der intakten Oberschenkelknochen zeigte ein signifikant hoheres maximales
Drehmoment sowie hohere Steifheit und Versagensenergie in den mit SclAb-behandelten
Gruppen als in den Placebo-Gruppen. In spateren Heilungsstadien steht die endostale
Bruckenbildung nicht mehr fir einen fortgeschrittenen Heilungsprozess. Dieser wuirde sich
durch ein Fehlen endostaler Briickenbildung 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 Brickenbildung auf, im Vergleich zu 57% in der steif-
Placebo-Gruppe. Nach 21 Tagen war in der steif-SclAb-Gruppe die endostale Briickenbildung
um 4% zuriickgegangen, wohingegen sie in der steif-Placebo-Gruppe um 20% abgefallen war.
Nach 21 Tagen war die Torsionssteifheit der osteotomierten Oberschenkelknochen in den
Placebo-Gruppen grof3er als in den Gruppen, die mit SclAb behandelt wurden. Jedoch muss bei
der Auswertung dieser Werte berucksichtigt werden, dass zum Zeitpunkt der Testung die
operierte Extremitat von einigen Mausen nicht ausreichend geheilt war. Die mechanische
Testung der intakten Oberschenkelknochen zeigte ein signifikant hoheres maximales
Drehmoment sowie hohere Steifheit und Versagensenergie in den mit SclAb behandelten
Gruppen als in den Placebo-Gruppen.
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Abb. 3. BlutgefaRdichte und Genexpression. (A,B) Die BlutgefaRdichte innerhalb des Frakturkallus
wurde am 7., 14. und 21. postoperativen Tag mithilfe immunhistochemischer Farbung von histologischen
Schnitten gemessen (der Pfeil zeigt auf ein BlutgefaR). ANOVA: + Behandlung, 1 Fixierung, # Interaktion,
p < 0.05. (C) Veranderte Genexpression vom semi-steifen Fixateur zum steifen Fixateur. Der Asteriskus
steht fir einen signifikanten Unterschied zwischen der semi-steifen und steifen Fixierung zum jeweiligen
Zeitpunkt. (D). Veranderte Genexpression von der SclAb-Behandlung zur Placebo-Behandlung.
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Steif- Steif-  Semi-steif- Semi-steif- Steif- Steif-  Semi-steif- Semi-steif- Steif- Steif-  Semi-steif Semi-steif-
SclAb  Placebo  SclAb Placebo SclAk Placebe  SclAk Placebo SclAb Placebo  SdAb Placebo

Bl <o Knopd [N Bindegewebe Bl <ochermark
Abb. 4. Histologische Farbung zur Gewebedifferenzierung im Frakturkallus. (A) Histologische
Schnittpréparate des Frakturkallus wurden mit Movat Pentachrom gefarbt, um Knochen (gelb), Knorpel
(grain), Bindegewebe (grau-grun) und Knochenmark (violett) zu unterscheiden. (B) Der Flachenanteil von
Knochen, Knorpel, Bindegewebe im Frakturkallus am 7., 14. und 21. postoperativen Tag, gemessen
anhand der mit Movat Pentachrom geféarbten histologischen Schnitte.

3.2 Die Sost- und Sclerostin-Expression war in den Gruppen mit
SclAb-Behandlung im Vergleich zur Placebo-Behandlung erhéht.

Die immunohistochemische Anti-Sclerostin-Antikdrper-Farbung 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 gezahlt (Abb.
5A, B) Ahnliche Ergebnisse zeigten sich im Fall der Genexpression von Sost. Diese war nach 7
Tagen deutlich erhoht 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 (Wifl, Dkk1 und Sfrpl)
oder der Wnt-Zielgene (Axin2 und Lefl) gefunden (Abb. 6).
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Abb.5. Sclerostinimmunohistochemie und Genexpression.

(A) Die Anzahl auf Sclerostin positiv gefarbter Osteozyten (PO) und negativ geféarbter Osteozyten (NO)
wurde im Bereich des Frakturspalts quantifiziert.

(B) Veranderung des prozentualen Anteils Sclerostin positiver Osteozyten von SclAb Behandlung zur
Placebo-Behandlung sowie von semi-steifem Fixateur zum steifen Fixateur. (C) Veranderte Sost-
Expression von der SclAb- zur Placebo-Behandlung sowie vom semi-steifen Fixateur zum steifen
Fixateur. Der Asteriskus steht fiir 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) Veranderte Genexpression von
Whnt-Inhibitoren (Wifl, Dkk1, and Sfrpl) vom semi-steifen Fixateur zum steifen Fixateur. (B Verénderte
Genexpression von Wnt-Inhibitoren von der SclAb Behandlung zur Placebo-Behandlung. (C) Veranderte
Genexpression von Zielgenen des Wnt-Signalwegs (Axin2, and Lefl) vom semi-steifen Fixateur zum
steifen Fixateur. (D) Verénderte Genexpression von Zielgenen des Wnt-Signalwegs von der SclAb
Behandlung zur Placebo-Behandlung. Es wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellit.
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3.3 Die Frakturstabilisierung durch eine steife Fixierung fuhrt zu einer
besseren Heilung

Unabhangig von einer Behandlung mit SclAb oder Placebo, zeigten die histologischen
Untersuchungen, dass die Knochenflache und die Knochenmarksflache an Tag 14 und 21 in
den Gruppen mit steifem Fixateur signifikant héher 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 (Tabellel, Abb.4) An Tag 21 war die Knochenflache in der steif-SclAb-Gruppe um
75% groRer als in der semi-steif-SclAb-Gruppe und in der steif-Placebo-Gruppe um 13% groRRer
als in der semi-steif-Placebo-Gruppe. Aus den Daten der uCT-Aufnahmen ging hervor, dass
das Verhéltnis 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 groRer 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 hohere Mineraldichte des Kallusgewebes (BMD) als in den Gruppen mit
einem semi-steifen Fixateur (Abb.2). An Tag 7 konnte keine intrakortikale oder periostale
Briickenbildung beobachtet werden. An Tag 14 und 21, zeigten die steif-Gruppen im Vergleich
zu den semi-steif-Gruppen jedoch einen hoheren Prozentsatz an periostaler und/oder
intrakortikaler Briickenbildung entlang der Fraktur. Die immunhistochemische Alpha-Sma-
Farbung der BlutgefaRe zeigte bei den Gruppen mit steifem Fixateur eine signifikant erhohte
BlutgefalRdichte an Tag 7 im Vergleich zu den semi-steifen Fixateuren und unabhangig der
verabreichten Behandlung (Abb. 3). Die Genexpression von VEGF, die wichtig fir die Bildung
von Blutgefal3en ist, verhielt sich in den steif-Gruppen und den semi-steif-Gruppen an Tag 3
ahnlich, war aber in der semi-steif-Placebo-Gruppe an Tag 7 signifikant hoher 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 hoéher (Abb.3). In den mit Movat Pentachrome geféarbten Schnitten,
zeigten die steif-Gruppen im Vergleich zu den semi-steif-Gruppen an Tag 14 und 21 eine
signifikant kleinere Knorpelflache und fibroses Gewebe (Tabelle 1, Abb.4). Alle Gruppen
enthielten an Tag 7 einen geringen Anteil an Knorpelgewebe, der weniger als 4% der
Kallusflache ausmachte. In den semi-steif-Gruppen nahm dieser Anteil zwischen 13% und 17%
zu, wahrend der Anteil in den Gruppen mit steifem Fixateur unter 5% blieb. Die
Gesamtkallusflache war an Tag 7, 14 und 21 in den semi-steif-Gruppen aufgrund verstarkter
Bildung von Knorpelgewebe und fibrosem Gewebe groR3er als in den steif-Gruppen.
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4. Diskussion

Die Studienlage zur Verwendung von Sclerostin-neutralisierenden Antikérpern in der
Frakturheilung ist widersprichlich. 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 Uber die Zusammenwirkung von unterschiedlichen
mechanischen Bedingungen der Frakturstabilisierung und einer Behandlung mit SclAb gibt.
Hierzu untersuchten wir den Heilungsprozess einer Fraktur an ausgewachsenen weiblichen
Mausen. Um die Fraktur zu stabilisieren, verwendeten wir zwei Fixateursysteme mit
unterschiedlicher axialer Steifheit.

Es interessierte uns besonders, ob eine verzdgerte Heilung, die durch eine erhdhte IFB
innerhalb des Frakturkallus hervorgerufen wurde, erfolgreich durch die Sclerostin-
neutralisierenden Antikdrper behandelt werden kann. Dazu untersuchten wir die
Gewebebildung, Vaskularisierung, Genexpression und die mechanische Starke zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (am 3., 7., 14. und 21. postoperativem Tag) wahrend des
Heilungsprozesses  mithilfe von in  vivo  uCT-Aufnahmen, Histomorphometrie,
Immunhistochemie, RT-gPCR und Torsionstestung. Unsere Ergebnisse zeigen, dass SclAb zu
einem erhéhten Knochenvolumen sowohl bei Versorgung mit einem steifen Fixateur als auch
mit einem semi-steifen Fixateur fuhrten. Jedoch konnte eine SclAb-Gabe eine verzégerte
Heilung in den semi-steif-Gruppen nicht erfolgreich behandeln. In den steif-Gruppen verzogerte
sie sogar den fortgeschrittenen Heilungsprozess. Praklinische Studien zur Frakturheilung
berichteten von einer erhdhten Knochenbildung bei einer Behandlung mit SclAb im Vergleich zu
einer Placebo-Behandlung oder bei Sost-defizienten Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen
(26,28-34,48). Unsere Studienergebnisse bestéatigen diese Daten. Nach der SclAb-Behandlung
beobachteten wir sowohl bei Verwendung eines steifen als auch eines semi-steifen Fixateurs
eine grolRere Knochenflache und einen gréReren Anteil des mineralisierten Kallusvolumens am
Gesamtkallus (Tabelle 1, Abb.2). In der mechanischen Testung konnten wir die Wirksamkeit der
SclAb-Behandlung, unabhangig der Frakturbedingungen, bestatigen. Die intakten
Oberschenkelknochen besaf3en ein signifikant hoheres maximales Drehmoment,
Torsionssteifheit und Energieversagen, wodurch man auch auf ein erhéhtes Knochenvolumen
schliel3en kann (Tabelle 2).

Auch wenn die Behandlung mit SclAb die Knochenbildung férdert, bleibt dennoch die Frage, ob
sie eine verzogerte Heilung, die charakteristisch fur 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 verkirzt und sich damit positiv auf die Knochenheilung
auswirkt (49). In unserer Studie beobachteten wir an Tag 14 und 21 eine gréf3ere Menge an
Knorpelgewebe in den semi-steifen Gruppen (Tabelle 1, Abb. 4), wodurch wir auf eine
verzdgerte endochondrale Ossifikation schlossen. Des Weiteren wurde bei den semi-steif-
Gruppen an Tag 7,14 und 21 eine geringere Knochenmarksflache festgestellt als bei den
Gruppen mit steifem Fixateur. Eine Wiederherstellung der Markhohle, wie wir sie in den steif-
Gruppen beobachten konnten, spricht fur einen fortgeschrittenen Heilungsprozess. Die semi-
steif-Gruppen zeigten an Tag 14 und 21 sowohl eine kleinere Knochenflache, als auch einen
signifikant niedrigeren BV/TV und BMD (Abb.2). Daraus lasst sich schliel3en, dass im Vergleich
zu den steif-Gruppen die Knochenbildung vermindert ist. Auch das Ausmalf3 der Brickenbildung
entlang des Frakturkallus stellt einen positiven Indikator fir den Heilungsfortschritt dar. Die
Briickenbildung war im Falle des semi-steifen Fixateurs an Tag 14 und 21 weniger ausgepragt
als bei den steifen Fixateuren (Tabelle 1, Abb.2), und spricht auch daflr, 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 gig;smlf’ Semi-steif, Placebo
n=6 n=7 n=8 n=6

Maximales Drehmoment (N-m)

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/°)

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/°)

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.

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

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

Wie bereits erwdhnt, ist die Datenlage zur SclAb-Behandlung und Frakturheilung
widersprichlich. Wahrend 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 Stabilitat auf die Wirksamkeit des SclAb. Hinzu kommt, dass
in den meisten Studien zur Stabilisierung der Osteotomie intramedullare N&agel verwendet
wurden, die eine endostale Gewebebildung verhindern und keine Rotationsstabilitat gewahren.
Wir sind zu dem Ergebnis gekommen, dass bei Gabe von SclAb die verwendete Fixierung
einen fur den Heilungsprozess ausschlaggebenden Faktor darstellt. Auch wenn wir in den steif-
SclAb-Gruppen nach 21 Tagen die gréRte Knochenflaiche im Vergleich zu den anderen
Gruppen feststellten, beobachteten wir jedoch einige charakteristische Zeichen einer
verzdgerten Knochenheilung. In der ersten Phase der Knochenheilung entsteht der
Geflechtknochen, der eine pordse, unorganisierte Struktur hat. Spater 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 Briickenbildung steht daher im
Gegensatz zur periostalen und intrakortikalen Brickenbildung nicht fur einen fortgeschrittenen
Heilungsprozess (41). Im Fall der steif-Placebo-Gruppe nahm die Brickenbildung am
endostalen Kallus zwischen Tag 14 und 21 ab, wohingegen sie in der steif-SclAb-Gruppe
gleichblieb (Tabelle 1). Des Weiteren war die Knochenflache und der Anteil des mineralisierten
Kallus am Gesamtvolumen besonders an Tag 21 in der steif-SclAb-Gruppe signifikant héher 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, wéahrend in der steif-SclAb-Gruppe weiterhin Knochen neu
gebildet wurde, anstatt ihn umzubauen und die Markhohle wiederherzustellen. Ahnliche
Ergebnisse wurden bereits in der Vergangenheit verdffentlicht (30,36). Die Annahme, dass eine
SclAb-Behandlung den Umbauprozess des Frakturkallus vermindert, wird durch Experimente
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mit Zellkulturen unterstitzt. Diese zeigen eine verringerte Osteoklastenaktivitat, und somit eine
geringer Resorptionsaktivitdt, in Anwesenheit von Sclerostin (51). Auch préklinische 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 widersprichliche Studienergebnisse vor. Untersuchungen an menschlichen
Endothelzellen zeigten, dass Sclerostin die Angiogenese stimuliert (54). Wir konnten an Tag 14
in den Gruppen mit SclAb eine héhere BlutgefalRdichte 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 BlutgefaRen im Frakturkallus von ovarektomierten
Ratten feststellen. Diese gegensatzlichen Ergebnisse konnten auf die unterschiedlichen
mechanischen Bedingungen an der Frakturstelle zurtickzufihren sein, die auch Auswirkungen
auf die Angiogenese wahrend des Heilungsprozesses hat.

Interessanterweise stellten wir bei den steif-Gruppen, mit mehr Knochen und hdheren
Osteozytenzahl, nach SclAb-Gabe eine erhthte Sost- und Sclerostinexpression fest, die wir in
den Gruppen mit semisteifem Fixateur nicht beobachten. Dies lasst sich vermutlich darauf
zuruckfihren, dass der Heilungsprozess in den Gruppen mit steifem Fixateur weiter
fortgeschritten war und der Frakturkallus einen groReren Knochenanteil und damit auch mehr
Osteozyten hatte. Auch wenn innerhalb der steif-Gruppen die steif-SclAb-Gruppe ein signifikant
grolBeres Knochenvolumen im Vergleich zum Placebo aufzeigte, wurden die
immunhistochemischen Messungen der Sclerostinexpression auf die Osteozytenzahl normiert.
Dies konnte darauf hindeuten, dass die erhéhte Sclerostinexpression nach SclAb-Gabe nicht
auf die unterschiedliche GréRe des Knochengewebes zurlickzufiihren war, sondern auf einen
bisher unbekannten negativen Feedbackmechanismus.

Wie bereits in der Einleitung erwahnt, beeinflusst der SclAb den Wnt-Signalweg, der zusatzlich
zu seiner Rolle im Knochengewebe auch die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen
und Chondroprogenitorzellen zu osteogenen Zellen fordert (25,56,57). Es bleibt jedoch die
Frage, ob eine SclAb-Behandlung die endochondrale Ossifikation stimuliert, die wiederum zu
einer vermehrten Knochenbildung filhrt. Untersuchungen an Sost " -Mausen haben im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen einen geringeren Knorpelgehalt (36) und eine signifikant gré3ere
Osteoblastenoberflache, -anzahl, sowie einen aktiven [-Catenin-Sinalweg am 14.
postoperativen Tag ergeben (58). Eine Hemmung von Sclerostin konnte daher zu einem
schnelleren Fortschreiten der endochondralen Ossifikation fiihren oder zu einer friheren
Stabilisierung der Frakturstelle, sodass es weniger zur endochondralen Ossifikation kommt,
sondern vermehrt zur intramembrandsen Ossifikation (35). Studienmodelle, die einen
intramedullaren Nagel verwendeten, zeigen ahnliche 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 Knorpelflache am 7. postoperativen
Tag in den Gruppen mit semisteifem Fixateur beobachten bei denen die Behandlung mit SclAb
zu einem signifikant grol3eren Knorpelgehalt fiihrte (Tabelle 1). Es ist daher mdglich, 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 zuklnftigen
Studien besonders bertcksichtigt werden.

Aufgrund unserer Ergebnisse stellte sich die Frage, ob eine kontinuierliche SclAb-Gabe
moglicherweise unnétig oder sogar kontraproduktiv fir den Umbauprozess des Knochens ist.
Einige wenige Studien haben die kontinuierliche Gabe mit einer verzdgerten SclAb-Gabe
verglichen, und berichteten von einem &hnlichen 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 spéteren
Heilungsphasen filhren kann. In zukinftigen Studien sollte ein Behandlungsschema umgesetzt
werden, das eine Gabe der SclAb nur in der frihen Phase der Heilung ansetzt und die beendet
wird bevor die Umbauphase beginnt. Des Weiteren sollte in zukinftigen Studien auch die
Auswirkungen alternativer Dosierungen auf die Knochenheilung untersucht werden, um weitere
therapeutische Optionen zu differenzieren.

Die Auswirkung der Frakturfixierung auf die Kallusbildung lasst sich im Prinzip vom
Kleintiermodell auf den Menschen Ubertragen, auch wenn der Heilungsprozess im
Kleintiermodell deutlich schneller ablauft. Es gibt keine Richtlinien, die eine Fixierung als steif
oder flexibel einstufen. Auch kann die sich aus der Fixierung ergebende interfragmentére
Spannung fir Mause nur geschatzt werden. Da das Risiko einer zu flexiblen Fixierung deutlich
negativere Auswirkungen hat, als eine zu steife Fixierung (38), entschieden wir uns fir zwei
Fixateursysteme, die eine interfragmentare Spannung von 2,8% fiur die steifen Fixateure und
26% fur die semi-steifen Fixateure zulieRen. Da die interfragmentdre Spannung sich direkt auf
die Gewebedifferenzierung auswirkt, erwarteten wir im Vergleich der beiden Fixateursysteme
einen unterschiedlichen Heilungsprozess. Claes und Heigele (60) veroffentlichten eine
Hypothese zur Gewebedifferenzierung, die davon ausgeht, dass eine interfragmentare
Spannung kleiner als 5% die intramembrandse Ossifikation stimuliert wohingegen eine
Spannungen uber 15% die Bildung von Bindegewebe oder von Knorpelgewebe hervorruft.
Jedoch basierte ihr Studienmodell, sowie viele andere, zum gréf3ten Teil auf experimentelle
Arbeiten mit groReren Tieren und Ratten. Es sind weitere Studien notwendig, um den
Zusammenhang zwischen der interfragmentaren Belastung und Gewebedifferenzierung im
Mausmodell genauer zu untersuchen und festzustellen inwiefern sich diese Daten auf klinische
Bedingungen Ubertragen lasst.

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 forderten die Knochenbildung sowohl bei Verwendung von steifen und semi-steifen
Fixateuren; jedoch konnte der SclAb eine verzogerte Heilung, die durch die semi-steife
Fixierung hervorgerufen wurde, nicht ausgleichen bzw. berwinden.

Die SclAb-Gabe fiihrte 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 verzogerte.

Die SclAb-Behandlung fuhrte im Vergleich zur Placebo-Behandlung zu einer vermehrten
Knorpelbildung an Tag 7 und einer gro3eren Blutgefaldichte an Tag 14.

Die Sost- und Sclerostinexpression war bei Mausen, die mit dem SclAb behandelt wurden,
signifikant héher als bei Mausen, die das Placebo erhielten. Daraus schlieBen 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 ermdglichen.
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Sclerostin Neutralizing Antibody Treatment Enhances
Bone Formation but Does Not Rescue Mechanically
Induced Delayed Healing
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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 semirigid external fixation. The different fixations allowed different magnitudes of
interfragmentary movement during weight bearing, thereby influencing healing outcome. SclAb or vehicle (veh) was
administeredand bone healing was assessed at multiple time points up to day 21 postoperatively 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
semirigid fixation. Indeed, semirigid 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 with 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 with 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 semirigid fixation. © 2018 American Society for Bone and Mineral Research.

KEY WORDS: BONE HEALING; FRACTURE CALLUS; SOST; SCLEROSTIN; FIXATION STIFFNESS; IN VIVO MICRO-COMPUTED TOMOGRAPHY

Introduction The Sost gene encodes for the protein sclerostin, which is
mainly expressed in osteocytes but also in hypertrophic
chondrocytes.®? Several studies have shown that Sost expres-

n recent years, sclerostin has become the target of a new sion is downregulated by mechanical loading and upregulated

approach to treat disorders, such as osteoporosis and delayed by mechanical unloading.!'°™'? Sclerostin is an inhibitor of the
bone healing."? Positive clinical phase 2 and 3 trials results canonical Wnt signaling pathway,”"*'® which is known to play a
have been reported using sclerostin neutralizing antibody major role in bone maintenance and repair.'>"'” Activation of
(SclAb) for postmenopausal osteoporosis.®>™ A clinical phase 2 canonical Wnt signaling through mechanical stimulation
study was also conducted for SclAb treatment in fracture increases osteoblast proliferation and differentiation,!"18-2%
healing.® Although the study was discontinued and data from while negatively regulating osteoclast activity to enhance bone
the trial have not been published,” a better understanding of formation.?"?*  Furthermore, Wnt/B-catenin  signaling
the effects of SclAb in the context of fracture healing is sought. promotes osteo-chondroprogenitor differentiation to the
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osteoblast lineage® and has also been shown to promote

chondrocyte hypertrophy and ossification in mature cells during
endochondral ossification processes.?>

SclAb has been investigated in preclinical fracture healing
studies, with mixed results?=" and thus it remains unclear
whether it could enhance and rescue bone healing, specifically
in mechanically demanding situations. SclAb treatment gener-
ally produces higher bone volume in the callus?5252% and less
cartilage?”2%233% in comparison to vehicle treatments. Similar
results were reported in Sost-deficient mice 5> Although it is
clear that endogenous sclerostin expression is regulated by
mechanical loading, no studies have evaluated the influence of
altered mechanical conditions during healing on SclAb efficacy.
It is well known that mechanical factors such as the amount of
interfragmentary movement (IFM) play an important role in
bone healing.*’*" IFM is influenced by the load on the
operated limb due to gravity, the number of load cycles, muscle
forces, and the fixation stiffness used to stabilize the fracture. For
similar loading conditions, the fixation stiffness is the dominat-
ing factor influencing IFM.Z® Studies investigating the effects of
fixation stiffness on fracture healing have found that extremely
rigid fixation can suppress bone formation,®**? whereas too
flexible fixation can result in hypertrophic nonunions.#'* |n
this context, it remains unclear how an altered mechanical
environment influences the efficacy of SclAb treatment and
whether the SclAb treatment can overcome the delayed healing
caused by greater IFM.

We aimed to examine how different magnitudes of IFM
altered the healing response with SclAb treatment in mice. We
hypothesized that SclAb enhances bone healing, even in
situations of mechanical instability, which would otherwise
lead to delayed healing. To test this hypothesis, adult female
(C57BL/6) mice were subjected to afemoral osteotomy stabilized
with either rigid or semirigid fixation and treated with either
SclAb or vehicle (veh) treatment over 21 days. Bone healing was
assessed with histomorphometry, in vivo micro-computed
tomography (uCT), gene expression, immunchistochemistry,
and mechanical testing.

Materials and Methods

Mouse femoral osteotomy model

A 0.5-mm osteotomy was performed on the left femur of adult,
26-week-old female C57BL/6J mice (Jackson Laboratory, Sulz-
feld, Germany). The osteotomy was stabilized with either a rigid
or semirigid unilateral external fixator (Fig. 14), which allowed a
ninefold difference in axial stiffness, determined by in vitro
mechanical testing (see Supplemental Methods).“** Mice
were then treated via subcutaneous injection with either
sclerostin neutralizing antibody (SclAb) (Amgen Inc,, Thousand
Oaks, CA, USA, and UCB, Brussels, Belgium; 25mg/kg) or saline
solution {veh) twice per week (1, 5, 8, 12, 15, and 19 days post-
osteotomy).?® Mice were randomly assigned to fixation and
treatment groups. Investigators were not blinded to group
assignment.

The number of mice for in vivo wCT was based on a power
analysis with the primary outcome being bone volume fraction.
The assumptions for estimating number of animals including
standard deviation and mean difference came from preliminary
results and published data from Rontgen and colleagues.®
Forty-three mice underwent in vivo wCT measurements
performed on days 3, 7, 14, and 21 post-osteotomy

(n=10-12 mice/group), followed by histological (n=7-8
mice/group) and immunohistochemical analysis (n=7-8
mice/group) (21-day time point). For histological analysis, a
further 43 mice (n=7-10 mice/group) were euthanized at
7 days post-osteotomy and 44 mice at 14 days post-osteotomy
(n=7-12 mice/group). An additional 47 mice {(n=9-13 mice/
group) were euthanized at 21 days post-osteotomy to undergo
biomechanical testing on the osteotomized and intact limbs. A
further 48 mice were euthanized on days 3, 7, and 14 for gPCR
measurements (n=3-4 mice/group/time point). All mice were
euthanized via an intracardial potassium-chloride injection in
deep anesthesia. In all groups, 0 to 5 mice per group were
excluded because of anesthesia-related death during or
following in vivo wCT, pin loosening, lameness, or bone fracture.
The study was approved by the local Animal Care and Use
Committee (LaGeSo, Berlin, Germany; G0021/11).

In vivo micro-computed tomography for mineralized
tissue formation and density

Bone healing and the degree of bony bridging were assessed by
3D in vivo wCT. " Anesthetized mice with the external fixator in
place were positioned in the in vivo wCT using a custom-made
bed that limited motion artifact and repositioning error. Metal
artifact was not visible in any scans and was abated by using a
unilateral fixator consisting of a polyether ether ketone crossbar
and titanium pins, with the inner pins separated by a distance of
4 mm. A volume of interest of 1 mm was analyzed from images
acquired at an isotropic resolution of 10.5 wm. Bone healing
parameters included mineralized callus volume (BV, mm?), total
callus volume (TV, mm?), mineralized callus volume fraction (BV/
TV), callus tissue mineral density (BMD, mg HA/cm?), and callus
tissue mineral content (BMC, mg), defined as BV*BMD, with BMD
measured using only voxels whose intensity exceeded the
threshold.

Histomorphometry of tissue differentiation

Decalcified, paraffin-embedded osteotomized femurs were cut
to a 4-um thickness and stained with Movat Pentachrome for
qualitative morphologic examination. Callus tissue composition
was characterized by quantitative analysis of bone, cartilage,
fibrous tissue, and bone marrow formation.

Immunohistochemistry

Longitudinal sections of the decalcified, paraffin-embedded
osteotomized femurs were prepared with a microtome.
Immunohistochemistry was performed with a monoclonal
anti-human antibody to alpha-smooth muscle actin (Alpha-
sma) from mouse (1:100; Dako Denmark A/S, Glostrup, Denmark)
to quantify blood vessel density” as well as with antisclerostin
primary antibody (AF140, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)
to measure the number of sclerostin-positive osteocytes.

Gene expression

RT-gPCR was performed on the osteotomized femur to test for
gene expression of Sost (Sclerostin), Wif1 (Wnt inhibitory factor
1), Sfrp1 (secreted frizzled related protein 1), Dkk1 (Dickkopf
homolog 1), Lef? (lymphoid enhancer binding factor 1), Axin2,
Vegfa (vascular endothelial growth factor A), and Vwf (Von
Willebrand factor homolog). Bone marrow was removed and
RNA was extracted from callus tissue located within the two
inner pins of the fixator stabilizing the osteotomy. This callus
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Fig. 1. Fixators for bone healing experiments. (A) The effect of interfragmentary motion on the bone healing response was investigated by using
semirigid (left) and rigid (right) external fixators. (B) Radiograph acquired after surgery shows the osteotomy’s placement in relation to the fixator. (C)
Post-surgery, the fixator is observable on the mouse.

tissue was made up of various amounts of bone, cartilage, and
fibrous connective tissue.

Biomechanical testing

Femora were mounted in a mechanical testing machine
(ElectroForce 3200 test system, TA Instruments, New Castle,
DE, USA) and loaded to failure in torsion at a rate of 0.5°/s with an
axial preload of 0.3N. The ultimate torque, torsional stiffness,
and energy to failure were calculated from torque-rotation
curves.

Statistical analysis

All values are presented as mean = standard deviation. At each
time point, the between-subject effects of treatment, fixation
stiffness, and the interaction between these terms were assessed
using ANOVA (SAS 9.4, Cary, NC, USA). Statistical significance
was set at p < 0.05. Furthermore, for gene expression and
immunohistochemistry analysis of sclerostin expression, sub-
analyses were performed on relative values of all outcome
measures using unpaired t tests.

Results

SclAb treatment accelerated bone formation but did not
improve healing outcome

In vivo p.CT showed the mineralized callus volume (BV) and the
ratio of mineralized callus to total callus (BV/TV) were
significantly greater in SclAb compared with veh-treated groups
at days 14 and 21 (Fig. 2). Blood vessel density was significantly
greater at day 14 in SclAb than veh-treated groups (Fig. 3). Bony
bridging of the osteotomy, which indicates advanced remodel-
ing, was assessed in the 3D wCT images (Table 1). The
percentage of bridged intracortical and periosteal cortices
was greater in the rigid-SclAb group at day 14; however, at day
21, the rigid-SclAb and rigid-veh groups had a similar
percentage of periosteal and/or intracortical bridging (Table 1).
Histological analysis confirmed significantly greater bone areain
SclAb versus vehicle groups at day 21; 98% greater in rigid-SclAb

than rigid-veh, and 27% greater in the semirigid-SclAb than
semirigid-veh (Fig. 4, Table 1).

The percentage of endosteal bridging was also assessed using
in vivo nCT images (Table 1). In the later stages of healing,
endosteal bridging does not reflect advanced healing, but rather
the lack of endosteal bridging and resorption of the endosteal
callus with its reconstitution by bone marrow are signs of more
advanced healing. After 14 days, 75% of mice in the rigid-SclAb
group had endosteal bridging versus 57% in the rigid-veh
group. At 21 days, the percentage of mice with endosteal
bridging decreased by 4% in the rigid-SclAb group, whereas the
rigid-veh group showed a decrease of 20%.

At 21 days, the torsional stiffness of osteotomized femora, as a
percent of the intact limb, was greater in the vehicle than SclAb-
treated groups (Table 2). However, this data must be interpreted
with caution because the osteotomized limb from several mice
per group was not sufficiently healed to perform testing.
Mechanical testing of the intact femora indicated a significantly
greater ultimate torque, stiffness, and energy to failure in SclAb-
treated than veh-treated groups.

Sost and sclerostin expression were upregulated in
osteotomized femora treated with sclerostin neutralizing
antibody compared with vehicle

Immunohistochemical antisclerostin antibody staining showed
significant effects of treatment at days 7 and 14, where the rigid-
SclAb group had a greater number of sclerostin-positive
osteocytes than the rigid-veh group (Fig. 5A, B). Similarly,
gene expression of Sost was significantly upregulated in the
rigid-SclAb group compared with the rigid-veh group at day 7
(Fig. 50). No significant differences in gene expression between
treatments were measured for Wnt antagonists (Wif1, Dkk1, and
Sfrp1) or Wnt target genes (Axin2 and Lef1) (Fig. 6).

Stabilization by fixators with greater rigidity led to
improved healing

Independent of SclAb or veh treatment, histological analysis
showed bone and bone marrow area were significantly
greater in rigid than semirigid groups at days 14 and 21.
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Fig. 2. Invivo pCTimaging of fracture healing. (A) In vivo p.CT imaging of the osteotomy region was performed at 3, 7, 14, and 21 days post-surgery. The
representative in vivo p.CT images show mineralized tissue spanning the osteotomy region in the rigid fixator groups at days 14 and 21. Although less

mineralized tissue was observed in the semirigid groups than rigid at day 21, the SclAb treatment did improve the amount of mineralized tissue in the
semirigid group. p.CT images were used to quantify the amount of mineralized tissue within the callus (excluding the cortices) in terms of (8) mineralized
callus volume (or bone volume, BV), (C) total callus volume (or total volume, TV), (D) mineralized callus volume fraction (BV/TV), and (E) callus tissue
mineral density (BMD). Values reported as mean + SD. ANOVA: +treatment, ffixation stiffness, #interaction effects, p < 0.05.

From days 7 to 14, the amount of bone area in the callus
increased by 500% to 700% in the rigid group and by 100% to
300% in the semirigid groups (Table 1, Fig. 4). At day 21, the
bone area was 75% greater in the rigid-SclAb than the
semirigid-SclAb and 13% greater in the rigid-veh than the
semirigid-veh. Using in vivo pCT, the ratio of mineralized

callus to total callus (BV/TV) increased from days 3 to 21 in all
groups (Fig. 2), with significantly greater BV/TV measured in
rigid than semirigid groups at days 14 and 21. Furthermore,
the rigid fixation groups had a significantly higher callus
tissue mineral density (BMD) on days 14 and 21 than the
semirigid fixation groups (Fig. 2). No intracortical or
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Fig. 3. Blood vessel density and gene expression. (A, B) The density of blood vessels inside the fracture callus was measured at days 7, 14, and 21 with
immunohistochemistry staining of histological sections (arrow points to blood vessel). ANOVA: -}-treatment, ffixation stiffness, #interaction effects, p <
0.05. (C) Fold changes in gene expression in the osteotomized limb for the semirigid fixator normalized by the rigid fixator. Asterisk indicates significant
difference between semirigid and rigid fixation for each time point. (D) Fold changes in gene expression in the osteotomized limb for the SclAb treatment

normalized by the veh treatment.

periosteal bony bridging was present at day 7, but by days 14
and 21, the rigid fixation groups contained a higher
percentage of periosteal and/or intracortical bridges across
the osteotomy than the semirigid fixation groups.
Immunohistochemical Alpha-sma staining of blood vessels
showed significantly increased blood vessel density at day 7 in
rigid than semirigid fixation groups independent of treatment
(Fig. 3). Gene expression of Vegf, associated with blood vessel
formation, was similar between rigid and semirigid groups at
day 3 but was significantly upregulated at day 7 in the semirigid-
veh group compared with the rigid-veh group as well as at

14 days in the semirigid-SclAb group compared with the rigid-
SclAb group (Fig. 3).

At days 21 and 14, histological sections stained with Movat
Pentachrome demonstrated significantly less cartilage and
fibrous tissue area in the rigid groups compared with semirigid
fixation (Table 1, Fig. 4). All groups contained low amounts of
cartilage at day 7, consisting of less than 4% of the fracture callus
area, which increased between 13% and 17% of the callus area in
the semirigid fixation groups, while remaining below 5% in the
rigid fixation groups by day 14. Total callus area was greater in
the semirigid fixation groups than the rigid fixation groups at
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Table 1. Total Callus Area, Bone Area, Cartilage Area, Fibrous Connective Tissue, Bone Marrow, Percentage of Periosteal/Intracortical

Bridging, and Percentage of Endosteal Bridging

Region/parameter Rigid Scl Ab Rigid vehicle Semirigid Scl Ab Semirigid vehicle

7d n=7 R=P n=10 n=9
Total callus area (mm?)>® 1.647 +£0.160 1.383 +0.265 1.893 +0.307 1.5714+0.289
Bone area {mm?) 0.05340.034 0.041 4+ 0.037 0.063 4-0.040 0.05140.075
Cartilage area (mm?%)®P< 0.001 +0.004 0+0 0.054 +0.042 0.006 + 0.007
Fibrous connective tissue area (mm?2)>° 1457 +0.159 1.183+0.227 1.760 +0.290 1.508 +0.323
Bone marrow area (mmz)b 0.136 £ 0.099 0.159+0.107 0.016 +=0.032 0.007 = 0.011
Total % bridging (peri+intracortical) 0% 0% 0% 0%

14d n=3_8 =3 n=10 n=12
Total callus area (mm?P 1.643+0.123 1.483+0.172 2.0614+0.316 2.086+0.519
Bone area (mm?)®< 0.43040.118 0.2714+0.150 0.144 4+0.083 0.208 +0.121
Cartilage area (mm?)® 0.076 £0.109 0.054 + 0.053 0.356 +0.372 0.2824+0.318
Fibrous connective tissue area (mm?)® 0.825+0.182 0.850 + 0.291 1.555 +0.269 1.592 +0.295
Bone marrow area (mmz)b 0.311+0.243 0.307 +0.159 0.006 +0.013 0.004 4+ 0.007
Total % bridging (peri+intracortical) 63% 43% 3% 8%
Bridging score® 254+076 1.71+£1.50 0.1+0.32 0.14+032
Endosteal callus bridging 75% 57% 10% 8%

21d A=7 n==a n=7 n=7
Total callus area (mm?2P 1.656 +0.299 1.553+0.188 1.866 +0.149 1.877+0.135
Bone area (mmz)a'b 0.486+0.217 0.245+0.133 0.277 +£0.120 0.217+0.114
Cartilage area (mm?)P° 0.003 +0.008 0.0104+0.024 0.05140.086 0.214+0.270
Fibrous connective tissue area (mmz)b 0.826 £0.294 0.933+0.394 1.514+0.182 0.1.394 1+ 0.237
Bone marrow area (mmz)b 0.3414+0.180 0.365 +0.304 0.023 +0.022 0.051 4 0.060
Total % bridging (peri-+intracortical) 46% 44% 4% 14%
Bridging score® 1.86+1.21 1.75+1.58 0.14+0.38 057+ 053
Endosteal callus bridging 71% 37% 0% 29%

Values reported as mean +5D.
?Between-subject effects of treatment, ANOVA, p < 0.05.
bBetween-subject effects of fixation stiffness, ANOVA, p < 0.05.

Interactions between treatment and fixation stiffness, ANOVA, p < 0.05.

days 7, 14, and 21 post-osteotomy, due to increased cartilage
and fibrous tissue area.

Discussion

The aim of this study was to investigate the efficacy of SclAb
treatment with varying levels of mechanical stability to
determine if treatment could overcome the delayed healing
that occurs with greater IFM in the fracture callus. We analyzed
osteotomy healing in skeletally mature female mice, stabilized
using two different external fixator configurations, which
differed in ex vivo axial stiffness by ninefold. Tissue formation,
vascularization, gene expression, and mechanical strength were
measured at multiple time points (at 3, 7, 14, and 21 days post-
osteotomy) during the healing process using in vivo uCT,
histomorphometry, immunohistochemistry, RT-qPCR, and tor-
sional testing. Our results show that SclAb increased bone
volume fraction compared with vehicle treatment in rigid and
semirigid fixation; however, SclAb did not overcome the delayed
healing associated with greater IFM in the semirigid fixation case
and delayed advanced healing in rigid fixation.

Preclinical fracture healing studies have reported increased
bone formation in SclAb treatment versus veh treatment and in
Sost”" versus wild-type mice.?%26-3448) oyr data additionally
support the notion that SclAb treatment increases bone
formation, as our results show greater bone area and bone
volume fraction after SclAb treatment in both rigid and

semirigid fixation (Table 1, Fig. 2). Furthermore, SclAb had
systemic effects observed in the mechanical testing, where the
intact limbs of SclAb-treated mice had significantly higher
ultimate torque, torsional stiffness, and energy to failure
presumably because of greater bone volume (Table 2).
Although SclAb treatment did improve bone formation, it
is of interest whether SclAb can overcome the delayed
healing that is characteristic of more flexible fixation. IFM is
known to be an important factor in bone healing, where
fixation with a relatively greater rigidity has better healing
because of a shorter endochondral ossification phase.“®
Here, the greater amounts of cartilage present at days 14 and
21 in the semirigid groups (Table 1, Fig. 4) indicate a
prolonged endochondral ossification phase in comparison to
the rigid groups. Furthermore, the semirigid groups have
significantly less bone marrow at 7, 14 and 21 days post-
osteotomy than the rigid groups; thus, a reconstitution of
bone marrow, as it occurs during the process of advanced
healing, was underway in the rigid groups. The semirigid
group also had a significantly lower bone area at days 14 and
21, as well as a significantly lower BV/TV and BMD (Fig. 2)
than with the rigid fixator, suggesting lower levels of bone
formation. Furthermore, the degree of bridging across the
fracture callus, which is an indicator of the extent of fracture
healing, was less pronounced in the semirigid cases than the
rigid cases at days 14 and 21 (Fig. 2, Table 1). Past studies
have reported inconsistent fracture healing results, with
some studies finding enhanced healing®®*® and others
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observing no significant improvements in healing with SclAb
treatment in comparison to veh treatment.”?*" However,
none of these studies examined the interaction of the
mechanical stability on SclAb efficacy, and most used
intramedullary nails to stabilize the fracture/osteotomy,
which inhibits endosteal tissue formation and does not
provide rotational stability. We have observed that with the
inclusion of SclAb treatment, the fixation stiffness was a
significant determinant of healing.

Although the rigid-SclAb group exhibited the greatest
amount of bone at day 21, it also had numerous characteristics
indicating delays in bone healing, specific to the ossification and
remodeling phase. The initial bone material deposited in the

fracture callus is woven bone consisting of a porous, disorga-
nized structure.®? Later, this disorganized bone is remodeled by
coordinated action of osteoclasts and osteoblasts followed by
deposition of highly organized lamellar bone and removal of the
endosteal callus. Here, endosteal callus bridging decreased from
days 14 to 21 in the rigid-veh group, while remaining stable in
the rigid-SclAb group (Table 1). Although bony bridging in the
periosteal and intracortical regions is an indicator of progressive
healing, endosteal bridging is not.“” These observations
indicate that remodeling in the rigid-veh group commenced
between days 14 and 21, while the rigid-SclAb group
experienced ongoing bone formation instead of remodeling
and reconstitution of the bone marrow in the medullary canal.
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Table 2. Torsional Testing of Intact and Osteotomized Femurs

Parameter/group Rigid Scl Ab
n==6
Ultimate torque (N-m)
Operated femur 0.018£0.010
Intact femur® 0.040 4 0.008
Percent of intact contralateral side 48+34
Torsional stiffness (N-m/°)
Operated femur 0.002 £ 0.001
Intact femur® 0.006 +0.002
Percent of intact contralateral side® 3616
Energy to failure (N-m/°)
Operated femur 0.111+£0.067
Intact femur® 0.227 4-0.099
Percent of intact contralateral side 68 +69

Rigid vehicle Semirigid Scl Ab Semirigid vehicle
n=7 n=2=8 n==6
0.015 4+ 0.006 0.0154+0.012 0.013£0.004
0.026 4 0.004 0.043 +0.010 0.024 4+ 0.006
61+25 35125 57411
0.003 +0.002 0.002 £ 0.002 0.003 £ 0.001
0.004 +0.002 0.006 £ 0.002 0.003 £ 0.001
79432 38432 102+53
0.067 +0.041 0.091 £ 0.082 0.070 £ 0.036
0.1424-0.041 0.206 £ 0.061 0.124 £ 0.062
51434 46 4+ 40 62+28

Values reported as mean +5D.
?Between-subject effects of treatment, ANOVA, p < 0.05.
bBe'cween-sulaject effects of fixation stiffness, ANOVA, p < 0.05.

Interactions between treatment and fixation stiffness, ANOVA, p < 0.05.

Furthermore, the bone area and bone volume fraction were
significantly higher, particularly at day 21 in the rigid-SclAb
group compared with the rigid-veh group (Table 1, Fig. 2). Past
studies have also reported higher levels of bone volume fraction
and fracture load in combination with no improvement in
healing with SclAb treatment compared with veh and Sost”
mice compared with wild type %% Reduced reconstitution of
the fracture callus after SclAb treatment group is supported by
cell culture experiments showing reduced osteoclast resorption
in the presence of sclerostin,®" as well as preclinical and clinical
studies reporting reduced bone resorption indices after SclAb
therapy. 28355252

A recent study showed sclerostin stimulates angiogenesis in
human endothelial cells, suggesting that it may play a role in
angiogenesis.®¥ We measured a greater blood vessel density at
day 14 in SclAb- than veh-treated groups (Fig. 3). In contrast, Liu
and colleagues® did not observe an effect of SclAb treatment on
vessel formation in the fracture callus of ovariectomized rats after
8 weeks of healing. These contrasting results may have been due
todifferences inthe local mechanical conditions at the osteotomy
site, which is known also to enhance angiogenesis during healing.

Interestingly, under rigid fixation with more bone and hence
osteocytes present, we observed upregulated Sost and sclero-
stin expression at both the gene and protein level, respectively,
after sclerostin neutralizing antibody administration. This was
notobserved in the semirigid groups, which is likely because the
rigid groups were further along in the healing process with
calluses consisting of more bone and hence osteocytes.
Although within the rigid fixation groups the SclAb treated
group had significantly more bone volume compared with the
vehicle-treated group, the immunohistochemistry analysis of
sclerostin expression was normalized to the number of
osteocytes. Thus, this indicates that the increased sclerostin
expression observed after SclAb administration was not due to
differing amounts of bone but more likely due to a yet unknown
negative feedback mechanism. Further studies are warranted to
elucidate this mechanism of counteraction.

SclAb affects the Wnt signaling pathway, which in addition to
its role in bone, also promotes differentiation of mesenchymal

stem cells and chondroprogenitors to osteogenic cells.25657

The question remains as to whether SclAb treatment enhances
endochondral ossification leading to increased bone formation.
Past fracture healing studies on Sost” mice have observed less
cartilage content®® as well as significantly higher osteoblast
surface, osteoblast number, and active (-catenin signaling at
14 days post-fracture than wild type®® Thus, sclerostin
inhibition may lead to earlier progression of endochondral
ossification or, alternatively, earlier stabilization of the fracture
site resulting in less endochondral ossification and more
intramembraneous ossification.®® Similarly, fracture healing
studies mainly using an intramedullary nail have observed less
cartilage content in the fracture callus using SclAb treatment
than veh treatment.?%33-3%) Our results show that differences in
cartilage area due to treatment were observed in SclAb at day 7,
where the semirigid-SclAb group had a significantly higher
cartilage area than the semirigid-veh (Table 1). Therefore, SclAb
treatment could be having an effect on endochondral ossifica-
tion during bone healing; however, the effects of IFM on bone
healing outweigh the treatment effects and should be carefully
considered in future studies investigating SclAb during fracture
healing.

Continuous administration of SclAb may not be necessary and
even counterproductive to the remodeling process. A few
studies have investigated continuous and delayed SclAb
treatment and found similar healing in each case.*%*" However,
the results of our study suggest that SclAb, though crucial to
accelerating the ossification stage of healing, can result in
excessive bone formation at later stages. Future studies should
implement a treatment regime, where SclAb treatment is
administered early in the healing process and then discontinued
before the remodeling phase.

This study has limitations. Fracture calluses were not all
sufficiently healed by 21 days to perform mechanical testing
(Table 2). The effect of the fixator pin holes in the
osteotomized limbs on the torsional material properties
has been estimated with finite element analysis (Supplemen-
tal Fig. S1). High anesthesia-related deaths occurred at days 3
and 7 post-osteotomy during in vivo uCT imaging, which
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Fig. 5. Sclerostin immunohistochemistry and gene expression. (A) The number of osteocytes stained positive (PO) and negative (NO) for sclerostin
protein were quantified in the osteotomy region. (B) Fold changes in percentage of sclerostin-positive osteocytes in the osteotomized limb for SclAb
treatment normalized by veh treatment as well as fold changes in the semirigid fixator normalized by the rigid fixator. (C) Fold changes in gene
expression of Sost for SclAb treatment normalized by the veh treatment as well as fold changes in the semirigid fixator normalized by the rigid fixator.
Asterisks indicate a significant difference between veh and SclAb treatment or between rigid and semirigid fixation for each time point.

might have been minimized had we used isoflurane.
Although the current study was performed in adult mice,
we and others have reported that repeated radiation
exposure can alter bone formation in young growing
mice.®? The SclAb dose used in the study was based on
previous reports,“® but further studies are required to assess
the effect of alternative doses on healing outcomes. In
principle, the effect of fracture fixation on callus formation is

the same in small animal models as in the human situation,
although the time course of healing is much faster in the
small-animal model.

There are no guidelines for deciding whether fixation is rigid
or flexible and the resulting interfragmentary strain that
guides tissue differentiation can only be estimated in mice.
Because the risk of a too flexible fixation generally outweighs
the risk of a too stiff fixation,*® we chose two fixator
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Fig. 6. Gene expression of Wnt inhibitors and target genes. Gene expression was measured in the osteotomized limb at 7 and 14 days post-osteotomy.
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veh treatment. No significant differences were observed.

constructs that resulted in 2.8% ex vivo interfragmentary strain
(IFS) for the rigid fixator and 26% IFS for the flexible fixator per
mouse body weight. IFS drives tissue differentiation and thus
we expected to observe a difference in healing between the
fixator constructs. A tissue differentiation hypothesis reported
by Claes and Heigele®®” suggested that IFS less than 5% drive
intramembranous ossification, whereas strains over 15% elicit

fibro-cartilage or connective tissue formation. However, this
and other models are largely based on experimental work in
larger animals and rat. Using a mechano-biological computer
model that included finite element modeling of the mechani-
cal conditions within the healing region, we showed that
generic mechano-regulation rules are able to explain bone
healing progression in the rat but not in the mouse." In mice,
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bone does not require as much stability as is required in rats to
reach timely healing. Further studies are required to better
understand the relationship between IFS and tissue differenti-
ation in mice and determine how transferable these findings
are to the clinical situation.

In summary, this study investigated the effects of SclAb
treatment and fixation stiffness (rigid versus semirigid) on
fracture healing. Fixation stiffness has a greater impact on bone
healing than SclAb treatment. Our key findings are as follows:

o SclAb enhanced bone formation for both rigid and semirigid
fixation; however, SclAb could not overcome the delays in
healing caused by semirigid fixation stiffness, which led to lower
bone volume fraction, greater cartilage area, and less boney
bridges across the osteotomy gap than rigid fixation.

e Under rigid fixation, SclAb increased woven bone formation
in the endosteal canal that persisted at day 21, leading to
delayed remodeling and reconstitution of the bone marrow
compared with vehicle-treated mice.

oSclAb treatment led to increased cartilage at day 7 and blood
vessel density at day 14 compared with vehicle-treated mice.

e Sost and sclerostin expression were significantly greater in
SclAb compared with vehicle-treated mice, suggesting the
presence of a negative feedback mechanism.

Our findings suggest that treatment strategies, which include
SOST inhibition, should be discontinued at later stages of
healing to allow bone remodeling and reconstitution of the
bone marrow.
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