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1. Einleitung
Die extrazellulére Matrix (ECM) ist der Ort relevanter Differenzierungsprozesse des Knorpel-
und Knochengewebes (Mackie et a. 1987). Sie besteht unter anderem aus Glykoproteinen,
die wdahrend Entwicklungsprozessen in verschiedenen Geweben als Mediatoren der
Zélldifferenzierung sowie Zellproliferation fungieren (Hay 1992; Adams und Watt 1993).
Tenascin-C (TN-C) ist ein grolRes Glykoprotein der ECM und wurde als erstes
Mitglied einer expandierenden Glykoproteinfamilie beschrieben (Mackie et al. 1998). Weitere
Glykoproteine dieser Familie sind das Tenascin-R, Tenascin-X, Tenascin-Y und Tenascin-W.
Tenascin-R (TN-R) wurde erstmals unter der Bezeichnung ,,J1 1601180° as neurales
Zelladhasionsmolekll im zentralen Nervensystem beschrieben (Kruse et a. 1985; Crossin et
al. 1986; Rathjen et al. 1991; Bartsch et al. 1993; Fuss et al. 1993). Tenascin-X (TN-X) wurde
von Bristow und Mitarbeitern (1993) entdeckt und konnte spédter als ein essenzieller
Bestandtell verschiedener Gewebe isoliert werden (Bristow et al. 1993; Lethias et a. 1996;
Elfteriou et al. 1997). Das Tenascin-Y (TN-Y) wurde von Hagios und Mitarbeitern (1996)
charakterisert, und es konnte ein Einfluss des Proteins auf das Zellwachstum nachgewiesen
werden (Hagios et al. 1996; 1999). Weber und Mitarbeiter (1999) beschrieben ein weiteres
Tenascinprotein mit der Bezeichnung Tenascin-W (TN-W), das sie aus Zebrafischgewebe
isoliert hatten und dessen Synthese wéhrend der Skelettbildung erfolgte (Weber et al. 1998).

TN-C gilt als das am besten charakterisierteste Tenascinprotein (Mackie et al. 1998).
Es wird vermutet, dass TN-C fur die Verankerung der Zellen im umliegenden Gewebe
verantwortlich ist. Es wurde sowohl im embryonalen als auch im adulten Gewebe
nachgewiesen (Erickson et a. 1989). Weitere Bezeichnungen fur TN-C sind: Cytotactin
(Grumet et al. 1985), Hexabrachion (Erickson und Inglesias 1984), J1 20200 Glykoprotein
(Kruse et al. 1985), Myotendinous Antigen (Chiquet und Fambruogh 1984) und GMEN
(glioma mesenchymal extracellular matrix antigen, Bourdon et al. 1983).

Die erste Darstellung von TN-C erfolgte durch immunhistochemische Methoden.
Chiquet und Fambrough (1984) wiesen TN-C im embryonalen Muskel- und Sehnengewebe
sowie in Tellen des embryonalen Hihnerskelettes nach. Mackie et al. (1987b) analysierten die
Beteiligung von TN-C an der Knorpel- und Knochendifferenzierung in vivo und beobachteten
einen fordernden Effekt auf die Knorpelentstehung in Hiihnerembryonen in vitro.

Im embryonalen Gewebe wurde TN-C in Regionen mesenchymaler Kondensation, in
der Brustdriise und in der Zahnglocke nachgewiesen (Chiquet-Ehrismann et al. 1986; Thedeff
et a. 1987). Studien im adulten Gewebe belegten das Vorkommen des Proteins in der Haut
(Jang und Chuong 1992; Lightner et a. 1994), in Thymuszellen (Saga et a. 1992), im
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Gewebe glatter Muskelzellen und in Nervenzellen (Grumet et a. 1985; Crossin et a. 1986),
wéhrend der Wundheilung (Chuong et al. 1991) und wéhrend der Tumorentstehung (Chiquet-
Ehrismann et al. 1986).

Bereits kurz nach der Identifizierung des TN-C-Molekils wurde aufgrund der
Lokalisation eine Beteiligung an den Entwicklungsprozessen der Knochen vermutet (Chiquet
und Fambrough 1984a; Crossin et al. 1986; Mackie et a. 1987b; Vakeva et a. 1990; Mackie
und Tucker 1992). Pacifici und Mitarbeiter (1993, 1995) postulierten, dass TN-C eine
wichtige biomechanische Rolle beim Knorpelwachstum, und vor allem bel der Entwicklung
des Skelettsystems spielt. Sie konnten TN-C in den sich entwickelnden Knorpelanlagen
nachweisen und wéhrend der anschlief3enden Knorpelreifung zeigte sich ein Absinken der
TN-C-Konzentration (Pacifici et al. 1993, 1995). Mackie und Mitarbeiter konnten das Protein
um die Osteoblasten und deren Vorlauferzellen nachweisen und zeigten, dass diese Zellen
sowohl in vivo als auch in vitro TN-C sezernierten (Mackie et al. 1987b; Mackie und Tucker
1992). In der Literatur wird dem Glykoprotein TN-C wéahrend des Wachstums und der
Differenzierung der Osteoblasten eine wichtige Rolle zugesprochen. Dabei soll es ene
Vermittlerfunktion zwischen Zellen und deren Umwelt wahrnehmen (Mackie und Ramsey
1996h).

Aufgrund dieser Tatsache stellten wir uns die Frage, inwieweit das Fehlen von TN-C
Auswirkungen auf die Knochenentwicklung nach sich zieht. Hierzu verglichen wir 24 Monate
alte TN-C-, TN-R- und TN-C/R-Doppel-Knockout (KO) Mause mit einer gleichaltrigen und
gleichgeschlechtlichen Kontrollgruppe. Unserer Untersuchung lag die Hypothese zugrunde,
dass fehlendes TN-C, aufgrund seiner Beteiligung an Prozessen der Skelettentstehung und —
aufrechterhaltung, zu einer Veranderung der Knochenstruktur fuhrt, welche es erlaubt, seine
Funktion im Knochen zu charakteriseren. Ziel der Untersuchung war daher eine nicht-
invasive Analyse der Knochenmasse, Knochendichte und Knochenstruktur bei TN-C, -R, -
C/R-KO-Tieren.
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2. Theor etische Grundlagen und Literatur Uber sicht

2.1 Dieextrazellulare Matrix (ECM)

2.1.1 Aufbau und Zusammensetzung der ECM

Die ECM gehort neben den Zellen zu den Hauptbestandteilen der Gewebe (Epithel-, Binde-,
Muskel- oder Nervengewebe). Sie enthdlt im Wesentlichen zwei Komponenten: Fasern und
amorphe Grundsubstanz. Die Fasern koénnen in dre  Gruppen unterteilt werden:
Kollagenfasern, retikulére und elastische Fasern. Der Antell der Faserstrukturen in der ECM
ist bestimmend fur die mechanischen Eigenschaften des Gewebes. So findet man zum
Beispie im straffen Bindegewebe (Faszien, Sehnen und Bander), welches mechanische
Funktionen wahrnimmt, einen sehr hohen Antell an Faserstrukturen. Das lockere
Bindegewebe dagegen ist faserarm und besitzt einen hohen Anteill an Zellen. Diese Zellen
unterscheidet man in gspezifische Bindegewebszellen (Mesenchymzellen, Fibroblasten,
Retikulumzellen) und eingewanderte (freie) Zellen (Makrophagen, Mastzellen, Plasmazellen).

Im Stitzgewebe (Knochen und Knorpel) wird durch zusdtzliches Einlagern von
organischen Bestandteilen (z.B. Kaziumsalzen) eine hohe Festigkeit der ECM erreicht. Die
amorphe Grundsubstanz, in welche die Zellen und Fasern eingebettet sind, besteht aus einer
Zusammensetzung von interstitieller FlUssigkeit und verschiedenen Makromolekilen. Zu
diesen zdhlit man die Proteoglykane, die Glykosaminoglykane (GAGSs) sowie die
Glykoproteine (Drenckhahn und Kugler 1994; Junqueira und Caneiro 1996).

Die Proteoglykane (s. Abb. 1) bilden eine Klasse von Molektilen, bestehend aus einem
fadenférmigen Kernprotein (,,Coreprotein“) und Seitenketten, welche weiterhin aus
aulfatierten Glykosaminoglykanen zusammengesetzt sind. Proteoglykane bilden as beinahe
ubiquitér vorkommende Molekile den Hauptteil der amorphen Grundsubstanz. lhre
Aufgaben, insbesondere digienigen der Glykosaminoglykane, bestehen in der Einleitung der
Kalzifizierung, der Wundheilung sowie der Regulation des Wassergehaltes der Bindegewebe.
Welterhin beeinflussen die zellgebundenen Proteoglykane die Adhasion und Migration von
Zellen der ECM und scheinen auch die Migration in der Embryonalphase zu kontrollieren.
Perizellulére Proteoglykane sind in der Lage Wachstumsfaktoren zu binden und gleichzeitig
zu aktivieren (Drenckhahn und Kugler 1994; Junqueira und Caneiro 1996).

Glykosaminoglykane sind Polysaccharidketten und bestehen aus repetitiven (sich
wiederholenden) Disaccharideinheiten, welche unter anderem die Setenketten der
Proteoglykane bilden. Aufgrund ihrer spezifischen Zusammensetzung, einer anionischen
Gruppe und einem Aminozucker, sind die Glykosaminoglykane stark sauer (polyanionisch)

und bevorzugen basische (kationische) Liganden.
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Chondroitinsulfat

e P,

Keratansulfat

Hyaluronsdure

Abb. 1: Schema der Struktur des Proteoglykans Aggrecan aus dem Knorpd, bestehend aus eénem
Kernprotein, an das verschiedene Glykosaminoglykanseitenketten gebunden sind (Beninghoff,
Anatomie, Bd. 1)

Prinzipiell sind sulfatierte und nicht sulfatierte Glykosaminoglykane zu unterscheiden.
Sulfatierte Glykosaminoglykane verlethen dem Gewebe eine feste Konsistenz, wobel hier als
wichtigster Vertreter das Chondroitinsulfat zu nennen ist. Der Hauptvertreter der nicht
asulfatierten GAGs ist die Hyaluronsdure. Diese bildet durch ihre stark wasserbindende
Eigenschaft eine viskOse bis gelartige Matrix und ist besonders im Knorpel sowie in der
Gelenkfllssigkeit (Synovia) zu finden (Jungqueira und Caneiro 1996). Im Gegensatz zu den
Proteoglykanen weisen die Glykoproteine kurze nicht sulfatierte Kohlenhydratseitenketten
auf. Diese Setenketten bestehen aus Monosacchariden (Einfachzuckern) und sind an ein
zentrales Protein (,Coreprotein®) gebunden. Aufgrund dieser Zusammensetzung Uberwiegt
der Proteinanteil in den Glykoproteinen. Die Hauptaufgabe der Glykoproteine besteht in der
Verankerung der Zellen in ihrer umgebenden Matrix, wovon sich auch die Bezeichnung
»</Adhasionsprotein* ableitet. Ein Grofteil dieser Proteine enthdt das Sequenzmotiv Arginin-
GlycinrAsparagin  (RGD), mit dessen Hilfe die Bindung der Proteine an zellulare
Adhésionsrezeptoren vom Typ der Integrine vermittelt werden kann. Diese Rezeptoren stehen
in der Zelle mit dem kontraktilen Aktin-Myosin-Filamentsystem in Verbindung und sind

somit in der Lage, Signale in die Zelle weiterzuleiten. Die zeitweilige Adhésion der



2. Theoretische Grundlagen und Literaturibersicht -5-

Bindegewebszellen an die ECM stellt eine wichtige Voraussetzung fur die Fortbewegung
(Migration) der Zellen in der ECM dar. Uber diese Integrine beeinflussen die
Adhésionsproteine weitere Prozesse, wie die Proliferation und Differenzierung freier Zellen,
Embryonalzellen und auch Tumorzellen. Wichtige Vertreter der Adhésionsproteine sind u.a.

Fibronektin, Laminin sowie Tenascin.

2.2 Die Tenascinfamilie (TN-C; TN-R; TN-X; TN-Y; TN-W)

Die verschiedenen Mitglieder der Tenascinfamilie zdhlen zu den oligomerischen
Glykoproteinen der ECM (Erickson et al. 1984; 1989). Der Begriff , Tenascin® leitet sich aus
dem Lateinischen ab und beinhatet die Worte ,tenere” (ziehen) und ,nasci“ (geboren
werden). Die Bezeichnung ,tenere” weist auf die Expression in zugfesten Geweben hin, wie
Sehnen- und Muskelgewebe. ,Nasci“ bezieht sich auf die Synthese des Glykoproteins
wéhrend der Organogenese (Chiquet-Ehrismann et al. 1986).

Die Bezeichnung Tenascin-C wurde erstmals durch Chiquet-Ehrismann et a. (1986)
fur das bereits bekannte Molekil ,, Myotendinous Antigen” eingefiihrt. Zuvor hatten Chiquet
und Fambrough (19844, b) mit Hilfe eines monoklonalen Antikdrpers Komplexbildungen in
Muskelsehnenverbindungen zwischen dem Antikorper und enem unbekannten Antigen
beobachtet und bezeichneten das Antigen as ,Myotendinous Antigen“ (Antigen in
Muskelsehnenverbindungen). Spéter beschrieben die Autoren mit Hilfe desselben Antikorpers
ein mesenchymales Matrixprotein, das hauptséchlich wéhrend der Morphogenese von
Zahnen, im Brustdrisengewebe und wahrend der Tumorgenese gebildet wurde (Chiquet-
Ehrismann et a. 1986). Besonders auffdllig war das Auftreten des Proteins in den
Kontaktzonen von Epithel und Mesenchym, die als Schnittstellen wichtiger embryologischer
Prozesse galten (Chiquet-Ehrismann et a. 1986). Aufderheide et al. (1988) untersuchten die
Prasenz dieses Proteins im Epithel und kamen zu dem Ergebnis, dass wachsendes
Epithelgewebe Faktoren bildete, welche die TN-C-Synthese stimulierten.

Erickson und Taylor (1987), Chiquet-Ehrismann et al. (1988) und Hoffmann et al.
(1988) postulierten nahezu gleichzeitig, dass Tenascin mit dem von Bourdon et al. (1983,
1985) beschriebenen menschlichen Protein ,Glioma-mesenchymal extracellular  matrix
molecule* (GMEM) identisch sei. Eine Identitdt wurde auch mit dem von Erickson und
Inglesias (1984) beobachteten menschlichen ,,Hexabrachion und dem aus embryonalem
Nervengewebe des Huhnes isolierten Cytotactin festgestellt (Grumet et al. 1985). Bei dem
von Kruse et a. (1985) ndher beschriebenen ,J1 220000 -Glykoprotein, welches ene

hemmende Funktion wdahrend Adhasionsvorgéngen zwischen Neuronen und Gliazellen
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ausiben soll, konnte ebenfals ene Homologie zum bekannten Tenascinmolekdl
nachgewiesen werden (Thor et al. 1987).

Nachdem weitere Mitglieder der Tenascinfamilie entdeckt wurden, bezeichnete man
das erstbeschriebene Tenascinprotein dieser Familie as Tenascin-C, wobel das ,,C* fur die
anfangliche Bezeichnung Cytotactin stand (Erickson 1993b). Tenascin-R (TN-R), auch
bekannt als Restrictin, Jlis0180 0der Janusin (Rathjen et al. 1991; Norenberg et a. 1992; Fuss
et a. 1993), wurde durch Oligodendrozyten im Zentralen Nervensystem (ZNS) gebildet. Im
gpdten Gestationszyklus konnte eine Expression wéhrend der frihen postnatalen ZNS-
Entwicklung, den Myeliniserungsprozessen und im adulten Nervengewebe nachgewiesen
werden (Pesheva et al. 1989, 2000; Rathjen et a. 1991; Bartsch et a. 1993; Angelov et al.
1998). TN-R wird vorzugsweise postnatal und im adulten Nervensystem synthetisiert
(Crossin et a. 1986; Mackie et a. 1988b; Martini et a. 1990; Bartsch et al. 1992a;
Carnemolla et al. 1999). Dies steht im Gegensatz zur Bildung des TN-C-Molekils, welche
hauptsachlich zu Zeiten der Embryogenese und nur sehr eingeschrankt im adulten Gewebe
erfolgt (Riou et al. 1992; Faissner und Steindler 1995; GOtz et al. 1996, 1997).

Tenascin-X weist eine Molekularmasse von 400 kDa auf (Bristow et al. 1993). Es
wird durch ein Gen (XB-Gen) kodiert, welches auf dem menschlichen Chromosoms 6 im
»maor histocompatibility complex“-Lokus (MHC) lokalisiert ist (Bristow et a. 1993). In
verschiedenen Organen und Geweben kommt es zu Uberschneidungen der Synthese von TN-
X und TN-C. Dies wurde unter anderem in Sehnenfasern, der Haut, dem Herzen, den Nieren,
der glatter GefalBmuskulatur, im Verdauungstrakt sowie im Bindegewebe beschrieben
(Bristow et a. 1993). Im Nervengewebe erfolgt die Synthese der beiden Proteine durch
Astrozyten und Schwannsche Zellen (Matsumoto et a. 1994; Burch et al. 1995; Geffrotin et
al. 1995; Hasegawa et al. 1997). TN-X wurde als essenzieller Gewebsbestandtell unter der
Bezeichnung , Flexilin“ isoliert (Lethias et al. 1996; Elfteriou et al. 1997). Burch et al. (1997)
wiesen den Zusammenhang zwischen einer fehlerhaften Synthese des TN-X-Proteins und
dem daraus resultierenden Ehlers-Danlos-Syndrom nach. Bei diesem Syndrom handelt es sich
um eine Bindegewebsschwache, die sich in einer Uberstreckbarkeit der Gelenke, in
Gefarbriuchigkeit und Fehlfunktionen der Haut durch verzogerte Wundheilung &uf3ert (Burch
et a. 1997). Weitere pathologische Veradnderungen durch Rekombinationen im
entsprechenden Genabschnitt des Chromosom 6 oder as Folge von Mutationen des X-
Proteins kdnnen sich in Form eines immunologischen Defizits, einer adrenalen Hyperplasie
und einer juvenilen rheumatoiden Arthritis au3ern (Jaatinen et al. 1999; Rupert et al. 1999;
Yang et a. 1999).
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Im Gegensatz zu den restlichen Familienmitgliedern enthélt Tenascin-Y (TN-Y) eine
zusatzliches Areal, welches durch enen Serin-Prolin-X Abschnitt (X steht fir weltere
Aminosauren) charakterisert ist (Hagios et a. 1996). Im embryonalen und adulten
Huhnergewebe konnte gezeigt werden, dass TN-X im Skelett- und Herzmuskelgewebe das
Zellwachstum beeinflusst (Hagios et a. 1999). Eine Koexpression mit TN-C konnte in Zellen
der Lunge, der Haut und des Nierengewebes beobachtet werden (Hagios et a. 1996, 1999).
Im Nervengewebe wurde das Protein mit enem polyklonalen Antikorper in
Bindegewebsscheiden peripherer Nerven, in der Pia mater und in Blutgefal3en gefunden
(Hagios et al. 1996, Tucker et a. 1999). Die Synthese im neuronalen Gewebe erfolgt durch
Ependymzellen (Tucker et a. 1999).

Das derzeit “jlngste’ Protein der Familie ist das Tenascin-W (TN-W). Es wurde von
Weber et al. (1998) aus dem Gewebe des Zebrafisches isoliert. Es handelt sich hierbei um ein
Protein, dessen Expression wéahrend der Neurarohrentwicklung und wéahrend der Entstehung
des knorpeligen Skeletts erfolgt. TN-W ist neben dem TN-C das einzige Protein dieser
Glykoproteinfamilie, welches im wachsenden Skelett exprimiert wird (Weber et al. 1998).

2.3 Molekulstruktur von Tenascin-C
Der Name Hexabrachion, welcher unter anderem fur TN-C verwendet wurde, basiert auf
elektronenmikroskopischen Beobachtungen und beschreibt die sechsarmige Struktur des
Proteins (Erickson und Inglesias 1984) (s. Abb. 2). Ein zentraler elipsoider Kern dient als
Ausgangspunkt von sechs Armen. Diese homologen Segmente setzen an den
gegenuberliegenden spitzen Enden des elipsoiden Kerns mit je drei Segmenten an. Die beiden
gegenuberliegenden Verzweigungspunkte der drei Arme werden aufgrund ihrer T-dhnlichen
Struktur als Trimer bezeichnet (Erickson und Inglesias 1984; Taylor et a. 1989). Se
vereinigen sich zu einer so genannten gewundenen ,coiled-coil* Helix, deren Struktur
zusatzlich durch Disulfidbriicken stabilisiert wird (Jones et al. 1989; Spring et al. 1989; Nies
et a. 1991). Jenseits dieser Tripelhelix trennen sich die Arme auf, verlaufen weiter in einem
dinneren proximalen sowie einem dickeren distalen Abschnitt und enden jewells in einer
kleinen globuldaren Doméne (Erickson und Inglesias 1984; Chiquet-Ehrismann et a. 1988).

Der proximae Tell jeden Armes beginnt mit einer Amino-(N-) Terminus-Doméne, die
84 Aminosauren aufweist. Dieser Doméne folgen sich wiederholende Sequenzen (Siri et al.
1991), wobei jede dieser Sequenzen aus 31 Aminosauren besteht. Diese sind in ihrem Aufbau
dem epithelialen Wachstumsfaktor (,,epidermal growth factor, EGF) &hnlich. Aus dem
Grund erhielt dieser Proteinabschnitt die Bezeichnung EGF-dhnliche Doméne (EGF-like;
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EGFL) (Bourdon et a. 1983; Jones et a. 1989; Spring 1989; Nies et al. 1991; Siri et a.
1991).

Der Aufbau des TN-C Molekiils weist bei verschiedenen Spezies in der Regel eine
Anaogie von circa 90% auf, lediglich die Anzahl der repetitiven Domanen variiert starker
(Jones et al. 1988; Guicher et a. 1989; Saga et a. 1991). So besitzt das TN-C-Molekil des
Huhns 13 ¥2 EGFL-Doménen (Bourdon et al. 1983; Jones et al. 1988,1989; Spring 1989; Nies
et a. 1991; Siri et al. 1991) und das des Menschen und der Maus 14%2 Domanen (Weller et al.
1991). Diesem EGFL-Abschnitt folgt ein dickerer Tell, der sich ebenfalls aus repetitiven
Einheiten zusammensetzt. Eine der Sequenzen besteht aus 90 Aminosauren (Nies et a. 1991)
und ist den Doménen des Molekiils Fibronektin sehr dhnlich (Pierschbacher et a. 1982, Jones
1989; Nies et a. 1991). Folglich bezeichnete man diese Sequenzen as Fibronektin-Typ-I11-
homologe Doménen (FN-111). Acht dieser FN-111-Segmente (FN1-FN8) bilden sowohl beim
Menschen als auch beim Huhn einen konstanten Bestandteil der TN-C-Struktur (Spring et al.
1989; Erickson et a. 1993b). Zwischen dem 5. und 6. FN-Segment kdnnen zusétzliche, durch
aternatives Spleif3en gebildete, Doménen einfligt werden und dadurch eine VergréfRerung des
Molekils bewirken (Spring et a. 1989; Nies et a. 1991; Sriramaro et a. 1993a). Die
Moglichkeit dieser strukturellen Variabilitét erklart die verschiedenen Isoformen des TN-C-
Proteins (Jones et al. 1988; Spring et al. 1989), dessen Grof3e zwischen 190 kDa — 320 kDa
betragen kann (Erickson und Inglesias 1984; Nies et a. 1991). Das Gesamtgewicht eines TN-
C-Molekiils belauft sich nach Angaben von Taylor et a. (1989) auf 1.9x10° Dalton. Die
Fibronektin-Doméne enthdlt zusétzlich eine spezifische Arginin-Glycin-Asparagin (RGD)-
Sequenz, die wahrend Zelladhdsionsprozessen eine wichtige Rolle spielt (Pierschbacher et al.
1984; Friedlander et al. 1988). Die FN-Doméne wurde sowohl beim Menschen als auch beim
Huhn identifiziert und scheint bel der Maus durch eine RV D-Sequenz ersetzt worden zu sein
(Saga et a. 1991; Weller et al. 1991; Joshi et al. 1993; Prieto et a. 1993, Sririmarao et al.
1993b). Die abschlieffende C-Terminusdoméane des Moleklls dhnelt in ihrer Sequenz dem
Karboxyterminus des Fibrinogenmolektils (fbg) (der Beta (B)- und Gamma(y)-Kette) und
wurde als TN-Cfbg bezeichnet (Joshi et al. 1993).

2.4 Auftreten und Funktion von Tenascin-C in der ECM

Aufgrund seiner Multidoménenstruktur ist TN-C in der Lage Interaktionen mit Zellen der
ECM und anderen Matrixkomponenten einzugehen (Mackie und Ramsey 1996a). Abhangig
vom Zéelltyp kann TN-C Prozesse der Zdlproliferation stimulieren oder hemmen (End et 4.
1992). Viele Studien haben TN-C as ein anti-adh&sives Protein beschrieben (Grumet et al.
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1985; Kruse et a. 1985; Chiquet-Ehrismann et al. 1986; Mackie et al. 1987b; Lotz et al.
1989). Andere Studien betrachteten TN-C eher als Adh&sionsprotein (Chiquet-Ehrismann et
al. 1988; Spring et al. 1989; Friedlander et a. 1988; Bourdon und Ruodahti, 1989; Lightner et
al. 1990; Aukhil et al. 1990; Prieto et al. 1992).
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Abb. 2: Bildliche und schematische Darstellung des TN-C-Molekiils
A: Elektronenmikroskop B: Strukturelle Doménen und einzelne Untereinheiten
(Chiguet-Ehrismann, 1995)

Zu seinen Liganden zahlen auch Mitglieder der Integrinfamilie (Prieto et al. 1992),
einige Zelladhdsonsmolekile, der Transmembranrezeptor Phosphacan (Aukhil et al. 1993;
Barnea et al. 1994; Milev et a. 1997) und Annexin Il (Chung und Erickson 1994; Chung et al.
1996). Weitere Liganden sind das Molekul Fibronektin (Chiquet-Ehrismann et al. 1991;
Chung et a. 1995; Hauzenberger et al. 1999) sowie einige Chondroitinsulfatproteoglykane
(Vaughan et a. 1987; Aspberg et a. 1997). Die Interaktionen der Moleklle untereinander

sind abhangig von der flexiblen Isoform des TN-C-Molekils. Aufgrund der verschiedenen
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Isoformen des Molekiils ist es in der Lage Verbindungen mit bevorzugten Liganden
einzugehen. Es konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, dass eine 190 kDa |soform
des TN-C-Molekils eine starkere Affinitéat zu dem Molekil Fibronektin aufweist als ein TN-
C-Molekil mit einer grofderen Masse (Chigquet-Ehrismann 1991).

Als zellulare TN-C-Rezeptoren dienen unter anderem Oberflachenintegrine (Joshi et
al. 1993; Sririmarao et al. 1993b). Die Adhasion zwischen TN-C und den Integrinen wird zum
Teil durch die RGD — Sequenz des TN-C-Molekils vermittelt.

Zu den adhasiven Segmenten des TN-C, die im proximalen Molekilabschnitt
lokalisiert sind, gehdren die Fibronektinsegmente (FN1 und FN2) und die terminale
Fibrinogendoméne (fbg), die mit einer Kalziumbindungsstelle versehen ist (Friedlander et al.
1988; Norenberg et al. 1992; Prieto et al. 1992; Aukhil et al. 1993; Joshi et al. 1993). Mit der
am Ende des Molekiils gelegenen Fibrinogendoméne kann TN-C an Zellen binden, die mit
Oberflachenproteoglykanen und Integrinen ausgestattet sind, und durch diese Verbindung
werden diese Zellen an einer Verénderung ihrer Zellform gehindert (Aukhil et al. 1993; Joshi
et a. 1993; Sririmarao et a. 1993b). Hingegen scheint dieser hemmende Einfluss bei einer
Adhésion an das proximale FN-Segment des TN-C-Molekdils nicht vorzuliegen (Prieto et al.
1992). Der ebenfalls am Ende gelegene FN 7-8 Abschnitt des TN-C Proteins (TN-Cfn7-8)
kann sowohl einen adhésiven und einen anti-adhasiven Effekt auf Zellen ausiiben, jedoch
scheinen die anti-adhé&siven Eigenschaften zu Uberwiegen (Prieto et al. 1992).

Das Expressonsmuster von TN-C ist abhédngig von dem jeweiligen
Entwicklungsstadium des Gewebes. Die Synthese des Proteins erfolgt im embryonaen
Gewebe an Stellen mesenchymaler-epithelialer Interaktionen und in Gebieten mesenchymaler
Kondensation (Chiquet-Ehrismann et a. 1995). TN-C wird wéhrend der Embryogenese der
Brustdrise, im Zahngewebe (Chiquet-Ehrismann et al. 1986; Thedeff et al. 1987), in der
Tubulogenese der Nieren (Aufderheide et al. 1987), im Urogenitalsinus (Takeda et al. 1988)
und im kleinen Intestinum (Aufderheide und Ekblom 1988) nachgewiesen. TN-C wurde auch
in nicht-epithelialen Geweben wie in Sehnen und Béndern, im Knorpel und im Periost des
wachsenden Knochens (Chiquet und Fambrough 1984a; Crossin et al. 1986; Vaughan et al.
1987, Mackie et a. 1987b; Tan e a. 1987), in der glatten Muskulatur und in
Muskelsehnenverbindungen (Grumet et al. 1985) gefunden. Im Granulationsgewebe der Haut
konnte eine starke Akkumulation des Proteins wahrend der Wundheilungsprozesse beobachtet
werden (Mackie et al. 1988a; Lightner et al. 1989).

Im Nervensystem wurde das Auftreten und die Beteligung von TN-C an

verschiedenen Orten und wéahrend unterschiedlicher Entwicklungsstadien gezeigt (Steindler
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1989; Miragall et a. 1990; Bartsch et a. 1994; Faissner 1996, 1997; Gotz et al. 1997).
Aufgrund der unterschiedlichen Proteindomanen und deren verschiedenen Interaktionen mit
Zelladhasionsmolekilen, beeinflusss TN-C auch die Bildungs, Ausdehnungs- und
Wachstumsprozesse von Neuronen. Es konnte gezeigt werden, dass TN-C ein Sistieren der
Wachstumsprozesse von Nervenzellen hervorruft (Spring et a. 1989; Murphy-Ullrich et al.
1991; Prieto 1992; Chung et al. 1996; Chung und Erickson 1997; Fischer et a. 1997; Jones
und Jones 2000).

Im Rahmen der Regulation der TN-C-Synthese wurden im ZNS weltere Zytokine,
Wachstumsfaktoren und Transkriptionsfaktoren identifiziert (Edelmann und Jones 1992;
Copertino et al. 1995; Gherzi et a. 1995; Mitrovic et a. 1996).

Welterhin konnte wahrend der Entwicklung des peripheren Nervensystems (PNS) im
Vergleich zum ZNS eine verminderte Konzentration des Tenascin-C-Proteins nachgewiesen
werden (Wehrle-Haller et al. 1991; Martini 1994).

Unter pathologischen Bedingungen wurde das Glykoprotein in mesenchymalen
Tumoren und in Karzinomen gefunden (Bourdon et al. 1983; Chiquet-Ehrismann et al. 1986;
Mackie et a. 1987a; Lightner et al. 1989). Hier synthetisierten Stromafibroblasten das TN-C-
Protein. Dieser Prozess wurde durch Zytokine, insbesondere durch TGF-$ induziert (Pearson
et a. 1988; Erickson 1989; Chiquet-Ehrismann 1990). In pathologisch veréndertem
Knochenmark konnte vor allem in Geweben mit verstarkter Fibroseaktivitdt und mit erhéhtem
Gehalt an retikuléren Fasern eine hohe TN-C-Konzentration nachgewiesen werden. Auch im
osteoarthritischen Knorpelgewebe wurde ein erhbhter TN-C-Gehalt nachgewiesen (Chevalier
et a. 1994). Im Gegensatz dazu zeigte sich im aplastischen und hypoplastischen
Knochenmark kein TN-C (Soini et al. 1993).

2.5 Tenascin-R

Tenascin-R (TN-R) wurde erstmals unter dem Namen ,J1 1601180° von Kruse et al. (1985)
erwahnt. Synthetisert wird das Protein im ZNS von Gliazellen, Fibroblasten und Neuronen
(Kruse et a. 1985). Die Expression erfolgt hauptsachlich im adulten Nervengewebe durch
Inter- und Motoneurone und konnte speziell in der Retina, im Cortex, im Cerebellum, im
Hirnstamm und im Rickenmark beobachtet werden (Bartsch et al. 1993; Fuss et al. 1993;
Angelov et al. 1998; Hagihara et a. 1999). Die Anordnung des Proteins erfolgt in Form von
Di- bzw. Trimeren (Pesheva et a. 1989, 2000; Norenberg et a. 1992). TN-R wird nicht im
peripheren Nervensystem und auch nicht in anderen Organen des Korpers gebildet (Pesheva
et a. 1989, 2000). Die Bildung des TN-R-Proteins im ZNS wird unter anderem durch
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Zytokine und Wachstumsfaktoren sowie durch den Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a)
reguliert (Angelov et a. 1998). Wahrend Regenerationsvorgdngen und pathologischer
Prozesse wird die Synthese des Proteins im ZNS reduziert und der Grund dafr scheinen die
anti-adhésiven Eigenschaften des TN-R-Proteins zu sein. Diese Eigenschaften konnen durch
die verminderte Synthese vermindert wirken und somit findet eine Regulation statt (Angelov
et a. 1998).

2.6 Tenascin-C wahrend der Skelettentstehung

Die ECM des Knochens ist nicht nur fir Regulationsvorgange der Zellen von Bedeutung,
sondern gewéhrleistet auch eine der Haupteigenschaften von diesem Gewebe: seine
mechanische Festigkeit und Stutzfunktion (Gehron Robey P. 1989).

2.6.1 Tenascin-C im Knorpelgewebe

In der Arbeit von Chiquet und Fambrough (1984a) wurde erstmals die Hypothese formuliert,
dass TN-C an der Knorpel- und damit auch an der Gelenkentwicklung beteiligt ist. Die
Autoren versetzten die ECM von Hihnerembryonen mit einem monoklonalen Antikérper und
nannten die Struktur, gegen welche der AntikGrper reagierte, ,Myotendinous Antigen“. Sie
stellten fest, dass dieses Antigen auch im Perichondrium und entlang der Diaphyse von
embryonalem Knorpelgewebe in Erscheinung trat. In einem spdteren Entwicklungsstadium
zeigte sich das Molekdl im Muskel- und Sehnengewebe sowie im epiphysdren Bereich des
Knochens. Aus diesen Ergebnissen schlossen die Autoren, dass das Protein ads
Matrixkomponente des Perichondriums eine biomechanische Rolle wéahrend des
Knorpelwachstums sowie der Skelettogenese spielt (Pacifici et al. 1993; Pacifici 1995).

Auch Mackie et al. (1987b) wiesen mit Antikdrpern das Auftreten von TN-C im
embryonalen Knorpel- und Knochengewebe wahrend verschiedener Entwicklungsstadien
nach. TN-C wurde in dem verdichteten embryonalen Mesenchym des Knorpels gefunden. Das
umgebende, nicht-knorpelige, mesenchymae Gewebe hingegen war TN-C frei. Mit
fortschreitender Differenzierung des Knorpelgewebes lief3 der Gehalt an TN-C zusehends
nach, blieb jedoch im Perichondrium unverandert (Mackie et a. 1987b). Das embryonale
Perichondrium gilt als Ausgangspunkt fir Zellen, die zu einem spéteren Zeitpunkt zu
Chondroblasten differenzieren. Im Vergleich zum fetalen Perichondrium, welches als
Wachstumsgrundlage fur viele Prozesse gilt, enthdt adultes Perichondrium weniger TN-C, da

dieses lediglich zu Regenerationszwecken im reifen Knorpel dient.
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Untersuchungen an FHugelknospenzellen von Hiuhnerembryonen zeigten eine
Stimulation des Wachstums und der Differenzierung der Knorpelzellen durch exogenes TN-
C, und die TN-C-Antikorper bewirkten eine Hemmung dieser Prozesse (Chiquet und
Fambrough 19844, b; Mackie et a. 1987b; Chuong et a. 1993). Auch Hoffmann et a. (1988)
und Vakeva et al. (1990) fanden das Protein in unreifen Knorpelzellen und im Perichondrium
sowie im Peri- und Endost des intramembrandsen Knochengewebes. Weltere Studien konnten
zeigen, dass TN-C sowohl wéhrend der Entstehung des Knorpels als auch bel postnatalen
Entwicklungsvorgangen einen Einfluss auf das Verhalten der Knorpelzellen ausiibt (Pacifici
et a. 1993; Pacifici 1995). Die Autoren kamen zu dem Schluss, dass die TN-C-Synthese
ausschliefdlich in Zellen ablauft, welche die Gelenkoberflache bilden und keiner weiteren
Knorpeldifferenzierung unterzogen werden (Pacifici et a. 1993). Auch die Ergebnisse von
Mackie und Ramsey (1996a) wiesen darauf hin, dass TN-C bei der frihen Induktion der
Knorpelbildung in vivo eine wichtige Rolle spielt, jedoch nicht bei der Aufrechterhaltung und
Augdifferenzierung der Knorpelzellen (Mackie und Ramsey 1996a).

2.6.2 Tenascin-C im Periost und im Knochen
Das Periost spielt eine Schlussalrolle bei Umbau- und Reparationsprozessen des Knochens
und stellt eine Quelle fir Knochen- und Knorpelvorlauferzellen dar (Enneking 1948; Basset
1962; Hall 1970, Caplan 1988). Die Betelligung an embryonalen Prozessen sowie ein darauf
folgendes Verschwinden von TN-C aus der reifen Matrix ist in verschiedenen Geweben
beschrieben worden. Das Periost ist jedoch eines der wenigen Strukturen, die auch im reifen
Zustand TN-C enthalten (Koyama et a. 1996). Wéhrend der frihen Periostentwicklung
konnte in der inneren Periostschicht in der wachsenden Diaphyse eine erhdhte TN-C-
Konzentration nachgewiesen werden (Koyama et al. 1996). Im epiphysaren Periost wurde
dagegen eine geringe Menge an TN-C nachgewiesen, der metaphysére Bereich schien frel von
TN-C zu sein. Zu einem spateren Entwicklungszeitpunkt konnte kurzzeitig ein Anstieg des
Proteingehalts in allen drei Bereichen des Periosts beobachtet werden, der aber wahrend der
intramembrantsen Ossifikation im diaphyséaren und metaphysdaren Bereich wieder absank
(Koyama et al. 1996). Weiterhin wurde TN-C um die Periostzellen herum und um die vom
Periost her einwandernden Vorlauferzellen nachgewiesen (Mackie et al. 1987b; Vakeva et al.
1990; Lukinmaa et al. 1991).

Die Entwicklung der langen Rohrenknochen durchlduft eine Vielzahl von Stadien, die
Veranderungen der Zellphdnotypen und des morphologischen Erscheinungsbildes sowie der
Zusammensetzung der ECM beinhalten (Fell 1925; Hall 1970). Zu Beginn verdichten sich
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Mesenchymzellen und differenzieren anschlief3end in Knorpelzellen, welche nun knorpelige
Skelettelemente bilden. Daraufhin erfolgt eine Separierung dieser Elemente vom umliegenden
Gewebe durch Perichondrium, welches sich spéter in Periost umwandelt (Fell 1925; Hall
1970; Hinchliffe und Johnson 1983; Pechak 1986). In der Diaphyse beginnen die
Knorpelzellen zu hypertrophieren und werden im Laufe der Entwicklung durch
Knochenvorléauferzellen ersetzt. Diese urspringlich vom Periost her eingewanderten Zellen
bilden spdter das Knochenmark und den trabekuléren Knochen. Die Knorpelzellen der
Epiphyse werden nach und nach zu Gelenkknorpel umgewandelt (Bassett 1962; Hall 1970;
Caplan 1988).

Aufgrund seiner Lokalisation wurde schon zu Beginn der Identifizierung von TN-C
eine Betelligung an den Entwicklungsprozessen der Knochen vermutet (Chiquet und
Fambrough 1984a; Crossin et a. 1986; Mackie et al. 1987b; Vakeva et al. 1990; Mackie und
Tucker 1992; Pacifici et a. 1993). Wahrend der Skelettogenese wurde TN-C im
kondensierten Mesenchym der embryonalen Knochen, in den priméren Ossifikationszentren
des endochondralen Knochens und im Periost des reifen mineralisierten Gewebes
nachgewiesen (Mackie et a. 1987b; Vakéva et a. 1990). Weitere Untersucher fanden das
Protein um die Osteoblasten und deren Vorlauferzellen und zeigten, dass diese Zellen sowohl
invivo asauch in vitro TN-C sezernierten (Mackie et a. 1987b; Mackie und Tucker 1992).

Welterhin wurde die Expresson von TN-C an der Grenze zwischen den
hypertrophierten Knorpelzellen und den Knochenvorléuferzellen nachgewiesen. Es fanden
sich TN-C-Anreicherungen zwischen der Wachstumsfuge und der Epiphyse sowie an der
Trabekeloberflache der sekundéren Ossifikationszentren und in den Osteozytenlakunen
(Mackie und Ramsey 1996a). Da die primére Spongiosa der Knochenmetaphyse TN-C-
negativ war, in den sekunddren Ossfikationszentren jedoch TN-C nachgewiesen werden
konnte, konnte gezeigt werden, dass Osteozyten erst nach einer gewissen Verweildauer in der
Knochenmatrix die Fahigkeit zur TN-C-Synthese erlangen (Mackie und Ramsey 1996a).

Um den Einfluss von TN-C auf die Osteoblasten genauer zu untersuchen, wurde das
Verhalten von Knochenzellen in Gegenwart von TN-C mit dem Verhalten der Zellen in
Gegenwart von Fibronektin und Tenascin-C-Antikdrpern verglichen. Die Zellen ohne TN-C
waren in der Lage ihre Zelform stark zu verdndern und dadurch feste Verbindungen mit
anderen Liganden, wie Fibronektin einzugehen. Es zeigte sich weiterhin eine signifikante
Reduktion der Kollagensynthese und eine erniedrigte Konzentration der akalischen
Phosphatase (Mackie und Ramsey 1996b). Beide Parameter galten in diesem Zusammenhang
as Marker fur den Differenzierungsgrad der Osteoblasten wéahrend ihrer Entwicklung.
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Dagegen wiesen die Zellen in Gegenwart von TN-C kaum Veranderungen ihrer Zellform auf
und bildeten schwache Zellverbindungen aus (Mackie und Tucker 1992; Mackie und Ramsey
1996h).

Abhangig vom jewelligen Entwicklungsstadium der Osteoblasten Ubte TN-C enen
unterschiedlichen Einfluss auf Knochenzellen aus (Mackie und Ramsey 1996b). Die
Proliferation reifer Knochenzellen wurde durch TN-C tendenziell supprimiert. Hingegen
wurde kein hemmender Einfluss auf unreife Osteoblasten nachgewiesen, unabhéngig von
ihrer jewelligen Zellform.

Untersuchungen Uber die Verteilung der TN-C-Isoformen  wahrend der
endochondralen Ossifikation zeigten, dass Fibroblasten und Mesenchymzellen TN-C-
| soformen mit einer Grof3e von 190 kDa, 200 kDa und 230 kDa exprimierten (Vaughan et al.
1987; Prieto et a. 1990; Mackie und Tucker 1992; Derr et a. 1997; Mackie und Murphy
1998). Die grofte Isoform mit 230 kDa wurde im Periost und in den primaren
Ossifikationszentren der Diaphyse gefunden. Chondrozyten exprimierten die 190 kDa und
200 kDa Isoformen. Die peripheren Knorpel- und Knochenvorlauferzellen, welche
hauptsachlich im Periost vorkommen, waren in der Lage alle drei Varianten (190 kDa, 200
kDa und 230 kDa) zu bilden (Mackie und Murphy 1998). Die unterschiedliche Vertellung der
TN-C-Molekile lief3 die Autoren vermuten, dass die verschiedenen Isoformen jeweils andere
Effekte auf die Knochenbildung austiben. Hierflr fehlen jedoch bislang eindeutige Belege
(Mackie und Murphy 1998).

Eine Hemmung der TN-C-Expression im Knochen konnte durch Glukokortikoide
induziert werden. Glukokortikoide beeinflussen unter anderem die Zusammensetzung der
ECM und die Blutbildung im Knochenmark (Ekblom et al. 1993). Hier findet sich TN-C in
den Intersinusoidalraumen entlang der Knochenmarkszellen und in den Arterienwanden der
Gefél3e. Der Einfluss des Proteins im Knochenmark besteht unter anderem darin, die
Adhésion von Monozyten und Knochenmarkszellen an Fibronektin zu unterstiitzen (Chiquet-
Ehrismann et a. 1988, 1991; Erickson und Bourdon 1989). In glukokortikoiddefizienten
Knochenmarkskulturen konnte ein vermehrter Gehalt an TN-C nachgewiesen werden, und es
zeigte sich entsprechend den anti-adhasiven Eigenschaften des Glykoproteins eine verringerte
Adhédsion der hamatopoetischen Zellen zu den Komponenten der ECM und zum Stroma
sowie eine verminderte Hamatopoese (Ekblom et al. 1993).

In der Matrix des reifen Knochengewebes und um die Kollagen Typ Il Fasern im
Knochen konnte fast kein TN-C nachgewiesen werden (Mackie et a. 1987b; Carter et al.

1991). Wéhrend Knochenneubildungs- und -remodellingsprozessen zeigte sich jedoch en
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erneuter Anstieg der TN-C-Konzentration (Mackie et a. 1987b; Mackie und Ramsey 19963a).
In diesem Zusammenhang wurde die Vermutung gedulRert, dass TN-C as Vermittler
zwischen den Knochenzellen und deren Umgebung fungiert, so dass Osteoblasten in ihrer
Differenzierung und Funktion adéguat auf Veranderungen und &ul3ere Einflisse wie
Wachstumsfaktoren, Hormone und mechanische Spannungen reagieren konnen (Mackie und
Ramsey 1996b).

Zusammenfassend weisen die vorliegenden Befunde darauf hin, dass TN-C wahrend
des Wachstums, der Differenzierung und Aufrechterhaltung der Osteoblastenfunktionen eine
wichtige Rolle spielt. Es stellt einen Vermittler zwischen den Zellen und deren Umwelt dar
und scheint somit fir eine optimale Anpassung der Zellen verantwortlich zu sein (Mackie und
Ramsey 1996b). Aufgrund dieser Tatsachen kann man sich vorstellen, dass das Fehlen von
TN-C eine nachweisbare Veranderung in der Entwicklung der Osteoblasten nach sich zieht.

2.6.3 Regulation der TN-C-Expression im Knochen

Die Stimulation der TN-C-Bildung im Skelett erfolgte unter anderem durch den
Wachstumsfaktor ,transforming growth factor beta® (TGF-3) (Pearson et al. 1988; Chiquet-
Ehrismann et a. 1989; Saka et a. 1994). TGF-3 ist im Knochen der am ubiquitdrsten
vorhandene Wachstumsfaktor und gilt as ein Hauptstimulator der Zellproliferation und
Produktion von ECM (Roberts et al. 1988; Hock et al. 1990; Bonewald et a. 1994). In
verschiedenen Arbeiten konnte im Knochen durch exogen zugefihrtes TGF-3 ene
Neubildung von Knochensubstanz induziert werden (Pheilschifter et al. 1987; Noda et al.
1989; Marcelli et al. 1990).

Weitere Wachstumsfaktoren und Zytokine, die neben TGF-I3 an der Regulation der
TN-C-Synthese betelligt waren, sind der ,basic fibroblast growth factor* (bFGF) (Tucker
1993), Activin (Umbhauer et a. 1992), Pléttchen-aktivierender Wachstumsfaktor (PDGF),
das Hormon Angiotensin-11 (Mackie et a. 1992), Interleukin-I, IV (IL-I, 1V) (McCachren et
al. 1992), Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) (Wakabayashi et a. 1997) und verschiedene
Serumfraktionen (Vrucinic-Filipi und Chiquet-Ehrismann  1993). Abhangig von den
jeweiligen Faktoren resultierte eine Synthese verschiedener TN-C-MolekllgroRen. Tucker
(1993) zeigte am Beispiel von embryonalen Mausfibroblasten, dass TN-C-Proteine, deren
Expression aufgrund des bFGF angeregt wurde, eine Molekiilgrofie von 250 kDa aufwiesen,
waéhrend TGF-31 die Bildung von 200 kDa TN-C-Proteinen stimulierte (Tucker 1993).
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2.7 Induktion der TN-C-Synthese durch biomechanische Stimulation

Zellen des muskuloskelettalen Systems sowie andere Gewebearten sind ununterbrochen dem
Einfluss von mechanischen Kraften ausgesetzt und werden wahrend der Entwicklung in ihrem
biologischen Verhalten durch diese Beanspruchung modifiziert (Gooch und Tennant 1997).
Die ECM gilt in diesem Zusammenhang as mechanischer Stabilisator und ist fir die
Aufrechterhaltung der Zellform und des strukturellen Netzwerkes, fur das Einfligen der Zellen
in die Umgebung sowie flr die Weiterleitung von Informationen verantwortlich (Suzuki et al.
1997; Yano et a. 1997). Weiterhin gilt die ECM als Substrat fur Zelladhésions-, Migrations-
und Differenzierungsprozesse (Hay 1992; Adams und Watt 1993). Sie steht mit
Zelloberflachenrezeptoren in Verbindung und spielt bei der Ubermittlung von mechanischen
Signalen eine wichtige Rolle. Integrine stellen als Bestandteile der ECM und als
Membranproteine eine direkte Schnittstelle zwischen ECM und Zellskelett dar und spielen
daher unter Umstdnden eine wichtige Rolle bel der Mechanotransduktion (Ingber 1991,
Hynes 1992). Im Knochen und auch in anderen Geweben konnte as Antwort auf
mechanische Belastung eine Zunahme der ECM und wahrend verminderter Belastung eine
Reduktion verzeichnet werden (Wolff 1892; Chiquet et a. 1996; Mehr et a. 2000). Diese
Prozesse legen nahe, dass die Zellen der ECM as Mechanosensoren fungieren (Brand et al.
1997).

Studien belegen, dass die Expresson des TN-C-Gens von mechanischen Faktoren
beeinflusst wird und damit mechanosensitiv ist (Chiquet-Ehrismann et al. 1994). Webb et al.
(1997) zeigten, dass TN-C im mechanisch beanspruchten Skelett eine gesteigerte Synthese
durch die Osteoblasten erfdhrt und diese Stimulation unabhéngig von den Einfliissen der
Wachstumsfaktoren ist. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Entlastung eines
mechanisch beanspruchten Gewebes eine Reduktion der TN-C-Synthese hervorruft (Jarvinen
et a. 1999). Wie aus friheren Studien bekannt, induzierte TN-C in vielen Geweben eine
Blockade der Zdllinteraktionen (Chiquet-Ehrismann et al. 1988, 1995; Murphy-Ullrich et al.
1991) und da die Kopplung der Zellen an die umliegende Matrix durch Integrine und
Zelloberflachenrezeptoren (Lotz et al. 1989, Ingber 1991, Banes et al. 1995) erfolgt und diese
mit TN-C in Verbindung stehen, kdnnte TN-C in diesem Zusammenhang fir eine reduzierte
Matrixadh&sion sorgen. Mehr et a. (2000) untersuchten den Einfluss von TN-C auf die
Morphologie von Sehnenzellen unter mechanischer Beanspruchung. Es zeigte sich, dass TN-
C fur eine verringerte Anheftung der Sehnenzellen an das umgebende Gewebe sorgte und
dass die Zéellen in Gegenwart von TN-C ihre urspringliche Form nicht veranderten (Mehr et
al. 2000).
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Zusammenfassend scheint TN-C die mechanische Beanspruchung der Zellen in
mechanisch belastetem Gewebe herabzusetzen und die optimale Anpassung der Zellen im
Gewebe zu unterstiitzen (Brand et al. 1997; Webb et al. 1997; Mehr et al. 2000).

2.8 Tiermodelle mit TN-C- und TN-R-Defizienz

Um die Funktionen eines Proteins genauer zu erfassen, bieten sich Studien an Tieren an, in
welchen die Funktion des entsprechenden Gens ausgeschaltet wurde (Knockout, KO). Diese
Tiere konnen phanotypisch im Hinblick auf die Funktion des entsprechenden Proteins
untersucht werden.

Ein so genannter Knockout des TN-C-Gens wurde erstmals von Saga und Mitarbeitern
(1992) beschrieben. Uberraschenderweise zeigten sich keine phénotypischen Auffalligkeiten
der Tiere. Weiterhin untersuchten Mitrovic und Schachner (1995), Forsberg und Mitarbeiter
(1996) und Settlers und Mitarbeiter (1997) TN-C-negative Tiere, und diese schienen ebenfalls
phanotypisch vollig unauffallig zu sein (Mackie und Tucker 1999). Vermutungen, dass bei
TN-C-Knockout-Tieren unter Umstanden doch das TN-C-Protein synthetisiert wird, konnten
Settles und Mitarbeiter widerlegen (Settles et al. 1997).

Gewebearten, welche unter physiologischen Bedingungen hohe TN-C-
Konzentrationen aufwiesen, waren bel diesen Tieren histologisch unaufféllig (Saga et a.
1992). Dazu zé&hlten die Brustdrise (Chiquet-Ehrismann et al. 1986), die wachsende
Zahnglocke (Thedeff et al. 1987), die Tubulogenese der Nieren (Aufderheide et a. 1987) und
das Gewebe des Urogenitalsinus (Takeda et al. 1988). Im Kleinhirn, wo TN-C ein Substrat fur
die Migration der Kornerzellen darstellt (Husmann et a. 1992), erschien das Gewebe
ebenfalls unauffallig. Gleiches gilt fir Muskelsehnenverbindungen und glattes Muskelgewebe
(Grumet et a. 1985), Haarfollikel (Chiquet-Ehrismann et al. 1986), das kleine Intestinum
(Aufderheide und Ekblom 1988), das Gehirn und andere neurale Gewebe (Kruse et a. 1985;
Crossin et al. 1989; Prieto et al. 1990; Bartsch et al. 1992a,b), Gewebe der Flugelknospe
(Wehrle-Haller et a. 1991) und die Haut (Jang und Chuong 1992). Auch biologische
Prozesse, welche normalerweise unter Beteiligung von TN-C ablaufen, wurden auf ihre
Fehlfunktionen hin untersucht. Es zeigte sich weder wahrend der Wundheilung (Mackie et al.
1988) noch wahrend Geburtsvorgangen Abnormalitéten (Castellucci et al. 1991; Saga et al.
1992).

Im folgenden Zeitraum wurde jedoch festgestellt, dass die TN-C-KO Tiere einige
subtile Defizite aufwiesen. Es wurden verschiedenste neurologische Defekte nachgewiesen,

die sich in einem aufféligen Verhalten aulRerten, z. B. Hyperaktivitéa wahrend neurologischer
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Tests, verminderte sensomotorische Koordination und untypisches Benehmen wahrend
Balanceversuchen (Fukamauchi et al. 1996, 1998; Kiernann et al. 1999). Im Nervengewebe
zeigten dch  wdahrend der Myeliniserungsprozesse enige  Auffélligkeiten.  Die
Nervenendigungen der neuromuskuléren Verbindungen und die Reinnervationskapazitét nach
Verletzungen schienen hingegen unaufféllig (Moscoso et a. 1998). Cifuentes-Diaz und
Mitarbeiter (1998) beobachteten nach ener Botulinum-Toxin-Injektion enen signifikant
reduzierten Ausbreitungsprozess des Giftes im Bereich der Nervenendigungen sowie eine
abnormale Reinnervation im Skelettmuskel (Cifuentes-Diaz et al. 2002). Ohta et a. (1998)
konnten eine verzdgerte Wundheilung der verletzten Kornea nachweisen, weiterhin zeigte
sgch en verzogerter Heilungsprozess einer durch  Schlangengift  induzierten
Glomerulonephritis (Nakao et al. 1998).

Untersuchungen der ECM des Nervengewebes von TN-R-defizienten Tieren wiesen
ebenfalls Veranderungen auf. Die Anatomie der Hauptstrukturen und die Bildung sowie der
Aufbau des Myelins erschienen zwar norma (Weber et a. 1999), aber das Protein
Phosphacan, welches in gesundem Nervengewebe ein wichtiger Ligand des TN-R ist, konnte
im Nervengewebe nicht nachgewiesen werden (Weber et a. 1999, Haunso et a. 2000). Es
fanden dich ebenfals Fehler wdahrend der Informationsverarbeitung entlang einiger
Nervenfasern (Weber et al. 1999).

2.9 Denstometrische und strukturelle Analyse der Knochen mit nicht-invasiven
bildlichen Verfahren

2.9.1 Zwe Energie Rontgen Absorptiometrie (DXA)

Das heute gebrauchlichste Verfahren der Knochdichte- bzw. Knochenmassebestimmung ist
die DXA (s. Abb. 3). Durch die Verwendung von Strahlung mit zwe unterschiedlichen
Energien ist es moglich den Knochenmineralgehalt zu bestimmen. Die physikalische Dichte
stellt die entscheidende Grof3e fur die Schwéachung der Rontgenstrahlung in der Materie dar,
Elemente htherer Ordnungszahl (z.B. Kazium) absorbieren mehr Strahlung as solche mit
niedrigerer Ordnungszahl. Aufgrund dieser Tatsache ist es moglich die quantitative
Knochenmasse (Knochenmineralgehalt = BMC = bone mineral content) innerhalb eines
Strahlenganges einer Rontgenrohre zu bestimmen. Die hiermit ermittelte Knochenmasse kann
in der DXA auf die FlachengroRe der Knochen im Strahlengang normiert werden
(flachenhafte Knochendichte = bone mineral density = BMD in mg/cnm?), jedoch ist eine

Bestimmung der volumetrischen Knochendichte (mg/cm?®) nicht mdglich. Dies fuhrt dazu,
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dass grofere Knochen eine hthere BMD aufweisen als kleinere, ohne dass Unterschiede der
volumetrischen Dichte vorliegen missen (Carter et al. 1992; Lochmuller et al. 1999, 2000).

Da das Verhdtnis des umgebenden Weichtellgewebes die quantitative Bestimmung
der Knochenmasse beeinflusst, muss diese in der DXA in einer Region neben dem Knochen
analysiert und fur das Gewebe vor und hinter dem zu messenden Knochen rechnerisch
eingesetzt werden. Diese Vereinfachung kann sich negativ auf die Genauigkeit der Messung
auswirken, da der Korper unter Umstdnden eine inhomogene Vertellung von Fett- und
Muskelgewebe aufweist (Svendsen et al. 1995; Lochmdller et al. 2000, 2001). Weiterhin
kbnnen sich die Postionierung der Knochen relativ. zum Strahlengang oder auch
Verkakungen im Koérper auf die Messgenauigkeit auswirken (Adams 1997). Die Detektoren
sind fur die Absorption der Strahlung nach Durchlaufen des Messobjektes verantwortlich.
Durch die gegenlberliegende Anordnung von Réhre und Detektoren ist es mdglich das
Messobjekt méaanderformig abzufahren. Die Fein-Fokus-Rontgenrbhre des Gerdtes arbeitet
mit einem Brennfleckdurchmesser von 50um (Beschleunigungsspannung: 60 kV) und einem
Anodenstrom von 250 pHA. Aus dem Energiespektrum werden durch Photonenabsorption mit
Hilfe von K-Kanten Filterung (250 pum Sn) zwel schmae Energiegipfel bel 28 KeV
(Kiloelektronenvolt) und 48 keV selektiert.

Die erzeugten Bilder (s. Abb. 4) erlauben es die Skelettelemente darzustellen und in
die fUr die Auswertung interessierenden Bereiche (Region of interest, ROI) abzugrenzen. Eine
adaguate Anpassung der Hard — und Software durch die Herstellerfirma ermdglicht die
Untersuchungen an Kleintieren. Die Messfeldgrofe wurde auf 120 mm x 150 mm reduziert,
damit bietet das Gerdt optimae Bedingungen fir Messungen an Maéausen

(Beschleunigungsspannung 50 = 2 kV, Anodenstrom < 0.3 mA, Brennfleckdurchmesser <
0.05 mm; mittlere Rontgenenergie 38 + 2 KeV; Breite des Energiegipfels 19 + 1 KeV).

2.9.2 Periphere quantitative Computertomographie (pQCT)

Mit Hilfe der Computertomographie werden Querschnittsbilder durch Messungen der
Absorption aus mehreren Projektionen gewonnen (quantitative computer tomography, QCT).
Fur die Anwendung im peripheren Skelett wurden spezielle periphere QCT - Gerédte (pQCT)
entwickelt (s. Abb. 5). Die pQCT dient wie die konventionelle QCT der Bestimmung der
volumetrischen Knochendichte und der strukturellen Geometrie-basierten Eigenschaften im
Schaftbereich der Knochen.
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Abb. 3: DXA-Geréat (pDEXA Sabre, Norland/Stratec
M edizintechnik, Pforzheim, Deutschland)

Abb. 4: Scout-View einer DXA-Messung
a) Ganzkorper b) Femur c) Wirbel L1-L5
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Die ermittelte volumetrische Knochendichte (bone mineral density, BMD), welche auch als
»apparente” Dichte bezeichnet wird, stellt das Verhdltnis aus Knochenmasse (bone mineral
content, BMC) pro Volumeneinheit dar und wird in mg/cm? angegeben. Mit dem pQCT ist im
Unterschied zur DXA auch eine Separierung zwischen trabekuldren und kortikalen Knochen
maoglich und beide Kompartimente kdnnen getrennt untersucht werden.

Als Trandations-Rotations-Scanner ist das pQCT - Geré in der Lage durch radiale,
axiale und transversde Bewegungen Querschnittsbilder entlang der Longitudinalachse des
Messobjektes zu liefern. Die von der Rontgenquelle ausgehenden Strahlen werden nach
Durchlaufen des Objektes vom Detektor aufgenommen. Erzeugt werden Querschnittsbilder
durch die gefilterte Ruckprojektion mit anschlief3ender Analyse der Abschwachungsprofile,
die beim Durchstrahlen des Messobjektes erzielt wurden. Der zu analysierende Messbereich
wird dabei in quadratische Volumeneinheiten (Voxels) unterteilt. Fir jedes der Voxels erfolgt
eine Berechnung des linearen Abschwéachungskoeffizienten. Anhand dieses Koeffizienten
wird anschlief3end in Relation zu einem Phantom der volumetrische Mineralgehalt und die
Mineraldichte bestimmt. Das Phantom aus Hydroxylapatit weist eine integrierte Skala auf.
Anhand von Referenzwerten kdnnen die verschiedenen Voxelinhalte und der volumetrische
Mineralgehalt (volumetric bone mineral content, vBMC) sowie die volumetrische
Mineraldichte (volumetric bone mineral density, vBMD) berechnet werden.

Die Knochendichte (vBMD) benhdtet den Knochenmineragehalt pro
Knochenvolumen (mg/cm®) und ist im Unterschied zu der durch die DXA bestimmten
flachenhaften Knochendichte (mg/cn?) nicht von der Knochengrdf3e abhangig. Zusétzlich
besteht die Mdglichkeit zur Berechnung von geometrischen Parametern des Knochenschaftes,
wie kortikale Querschnittsflache und Tragheitsmoment. Da an der Metaphyse die eigentliche
kortikale Knochenplatte zu dinn ist, kdnnen geometrische Messungen dort nicht erfolgen. Die
dort gemessene aul3ere Region wird als subkortikales Segment angesehen.

Das in dieser Studie verwendete Gerdt erstellt zunachst fir jedes Messobjekt ein
Ubersichtshild (Scout-View, s. Abb. 6). Mit Hilfe dieses zweidimensionalen Ubersichtsbildes
kbnnen anhand charakterisierter anatomischer Markierungspunkte die gewilnschten
Messstellen ermittelt werden. Die Bestimmung der Grenze zwischen Knochen und
umgebendem Gewebe wird mit Hilfe von Schwellenwerten durchgeftihrt. Die Separierung der
trabekuléren von der subkortikalen Region erfolgt mit Hilfe eines Abschdlmodus (Peelmode).
Bei dieser konzentrischen Abschdlung des Knochens orientiert sich das Geré an einer vom
Benutzer festgelegten Schwelle (Schmidt et a. 2003).
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Abb. 5: pQCT-M Research (Stratec)

Abb. 6: pQCT-M esdokalisationen mit Scoutview und Schnittbildern:
a) Femur-Scoutview

b) Femurschnittbild bei 50% (Schaftmitte)

c¢) Femurschnittbild bei 15% (distale M etaphyse)

d) Wirbekorperschnittbild bei 50% (Wirbelkorpermitte)
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3. Studiendesign und Fragestellung

Tenascin-C-Glykoproteine werden als Adh&sionsmolekile in der ECM exprimiert. Die
Glykoproteine sollen an Interaktionen der Zellen mit der Matrix beteiligt sein (Mackie und
Ramsey 1996b) und in den Binde- und Stitzgeweben eine Rolle bel der Vermittlung
mechanischer Stimuli an die Zellen spielen (Webb et a. 1997). TN-C hat im Knochengewebe
wéahrend des Wachstums und der Differenzierung der Knochenzellen eine bedeutende
Funktion (Chiquet und Fambrough 1984a; Crossin et al. 1986; Mackie et a. 1987b; Vakeva et
a. 1990; Mackie und Tucker 1992; Pacifici et a. 1993; Pacifici 1995). TN-C wird wéhrend
der Skelettogenese im embryonalen Knochen von den Osteoblasten und deren Vorlauferzellen
gebildet und wurde auch im Periost des reifen mineralisierten Gewebes nachgewiesen. TN-C
gilt as Vermittler zwischen den Knochenzellen und deren Umwelt, welches Osteoblasten
wéahrend ihrer Entwicklung in die Lage versetzen soll, adaguat auf aufRere Einflisse,
insbesondere mechanische, zu reagieren und sich entsprechend anzupassen (Mackie et al.
1987b; Vakavaet a. 1990; Mackie und Tucker 1992; Mackie und Ramsey 1996b).

Bisher wurde an TN-C-KO-Méausen keine systematische Untersuchung des skelettalen
Phanotyps durchgefiihrt. Da sich ein pathologischer Phanotyp unter Umstanden erst in einem
hoheren Lebensalter &uf3ert, wurden in der vorliegenden Studie die Tiere in einem Alter von
24 Monaten untersucht. Es standen TN-C-KO, TN-R-KO und TN-R/TN-C-Doppe-KO zur
Verfigung, wobel nur fur die Tiere mit TN-C-Defizienz und Doppe-KO-Tiere
Verdnderungen der Knochen erwartet wurden. Die Charakteriserung des skelettalen
Phanotyps wurde mit den oben beschriebenen Methoden der DXA und pQCT vorgenommen.

Wir untersuchten die folgenden konkreten Fragen:
1. Koénnen Verdnderungen der KnochengroRe und  Knochenzusammensetzung
(Knochenmineralgehalt, BMC) bei TN-C- und TN-C/R-defizienten Tieren beobachtet

werden?

2. Gibt es nachweishare Alterationen der trabekuléaren und kortikalen Knochendichte bei
TN-C- und TN-C/R-defizienten Tieren?

3. Gibt es sgnifikante strukturelle Unterschiede in der distalen Femurmetaphyse sowie im
Femurschaft von TN-C- und TN-C/R-defizienten Tieren?
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4. Material und Methoden
41 Tiere
Untersucht wurden 28 weibliche Mause im Alter von 24 Monaten. Darunter befanden sich 7
Kontrolltiere, 6 Tiere mit TN-C-Defizienz, 7 Tiere mit fehlendem TN-R-Protein und 8
Doppelknockout-Tiere (TN-C- und TN-R-Defizienz).

Alle Mause lagen im getoteten Zustand vor und wurden bis zur Untersuchung bei
-20°C aufbewahrt. Die Experimente und die T6tung der Tiere wurden im Einklang mit den
Deutschen Tierschutzgesetzen durchgefihrt.

Um Misshildungen der Tiere auszuschlielen wurde von adlen Tieren eine

Kontaktradiographie angefertigt (Abb. 7), welche keine Veranderungen der Tiere zeigte.

TN-R/C-KO

Abb. 7: Ganzkor perkontaktradiographie einer Kontroll-
maus (KON), TN-C-, TN-C/R-, TN-R-defizienten Maus

4.2 Ganzkorpermessung mit der DXA

Die DXA-Untersuchungen der vorliegenden Studie wurden mit einem Gerdt der Firma
Norland Stratec (pDEXA Sabre, Norland/Stratec Medizintechnik, Pforzheim, Deutschland)
durchgefihrt (s. Abb. 3). Vor Beginn der Messung wurde das Gewicht eines jeden
Tierkorpers mit einer Laborwaage (Mettler Pm 100, Mettler, Giessen) bestimmt. Die Mause
wurden dann in Rickenlage mit abduzieren Extremitdten in dem DXA-Gerdt positioniert.
Zunéchst wurde ein Ubersichtsbild (Scout-View) erstellt (s. Abb. 4). Anhand dieser
zweidimensionalen Repréasentation des Messobjektes bestent fir den Untersucher die
Moglichkeit gewiinschte Interessengebiete (region of interest, ROI) festzulegen und somit

eine Reduzierung der Messzeit zu bewirken. Der eigentliche Messvorgang erfolgte bel einer
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Auflésung von 0,5 mm x 1,0 mm, der Schwellenwert wurde einheitlich bel 0,190 g/cm?
festgelegt. Die Messgeschwindigkeit lag bei 20 mnvs, der gesamte Messvorgang
beanspruchte einen Zeitraum von circa 20 min. Fur den eigentlichen Messvorgang bendtigten
wir, je nach GroRRe des Tieres, etwa 10 — 13 min, weitere 5 min mussten fur die korrekte
Positionierung des Tieres einkalkuliert werden. Die Erstellung und Auswertung des Scout-
Views dauerte circa3 — 4 min.

Auf Bass der Messungen wurde der Knochenmineralgehalt (BMC) des
Gesamtskelettes bestimmt (BMC = bone mineral content), der Fettgehat (fat) und die
Weichtellmasse (lean mass). Gleichzeitig erfolgte eine automatische Berechnung des
Gesamtgewichtes aus der Summe des BMC-Wertes, des Fettgehaltes und der bestehenden

Welichtellmasse, welche mit den Messungen auf der Laborwaage verglichen wurde.

4.3 Praparation und Entnahme der Knochen

Nach der DXA-Messung wurde das Fell entfernt und Kopf und Schwanz vom Korper
getrennt. AnschlieRend erfolgte die Préparation der Wirbelsaule, wobei adle sechs
Lendenwirbel (LWK 1-6) prdpariert wurden. Die Entnahme der Oberschenkelknochen
erfolgte entlang der anatomischen Leitstrukturen. Die Muskulatur wurde distal der Patella und
im proximalen Huftgelenk durchtrennt und das Femur im Knie- und Huftgelenk didoziert.
Durch vorsichtiges Schaben entlang des Knochens wurde das restliche Weichtellgewebe
entfernt. Die Prgparation der Tibia erfolgte nach dhnlichem Muster. Um ein Austrocknen der
Knochen nach der Pr&paration zu verhindern, wurden die Knochen nach Entnahme in eine
befeuchtete Gaze eingewickelt. Dazu wurde eine 0,9%-Natriumchlorid-Losung verwendet,
um ein isotones Milieu in der Knochenumgebung zu schaffen. Die anschlieRende
Aufbewahrung bei —20°C erfolgte in sorgféltig beschrifteten Behéltern.

4.4 Einzelknochenmessungen mit der DXA
Fur die Messung einzelner Knochen wurden die Geréteeinstellungen auf die Grol3e des zu
untersuchenden Objektes angepasst. Das Messfeld wurde auf 25 mm x 15 mm reduziert, die
Auflésung betrug 100 pum x 100 um. Mit einer Messgeschwindigkeit von 5 mmv/s dauerte der
gesamten Messvorgang, einschliefdlich Scout-View, circa 40 min. Die Messungen wurden an
Femur, Tibia und den sechs Lendenwirbeln vorgenommen.

Die einzelnen Knochen (Femur, Tibia, Humerus, Lendenwirbel 1-5) wurden wéhrend
der Untersuchung in einer daflir vorgesehenen Petrischale gelagert. Um ein Austrocknen

wéahrend der Untersuchung zu verhindern, war diese bis auf eine H6he von 5 mm mit
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wassriger Losung gefiillt. Gleichzeitig erleichterte dies die einheitliche Positionierung parallel
zum Boden, wobel die distalen Knochenenden in Richtung Rontgenrohre zeigten. Direkt nach
der Messung wurde die Lange der Knochen sowie der anterio-posteriore Durchmesser auf
Hohe der Schaftmitte mit Hilfe einer Schieblehre (Kaliper) bestimmt.

4.5 Einzelknochenmessung mit der pQCT

Fur die pQCT-Messung wurden die Einzelknochen zwischen der Strahlungsquelle und dem
Detektor mit Hilfe einer speziell fur diese Anforderungen konstruierten Halterung positioniert
(s. Abb. 5). Vor jedem Messdurchgang wurden die Knochen (Femur, Lendenwirbel 2-4) fur
20 min in einem speziellen Gerat entliftet. Innerhalb dieser Zeit wurde ein Vakuum in der
Maschine geschaffen, so dass dem Knochen Luftblasen entzogen wurden. Andernfalls wiirde
die Luft zu einer Verfdschung der Ergebnisse fihren, da sie einen Abschwachungswert von
Null im Knochen erzeugt. Anschlief3end erfolgte die Positionierung der Knochen in einer 5 ml
Spritze. Die Spritze war vollstandig mit Wasser gefillt, um ein Wiedereindringen der Luft

und die Austrocknung der Knochen zu verhindern.

Nach Erstellung des Scout-Views (s. Abb. 6) wurden Querschnittsbilder mit einer
Schichtdicke von 500 um und einer Auflésung in der Bildebene von 100 pum an der Diaphyse
(Schaftmitte) sowie an der distalen Femurmetaphyse erhoben. Mit Hilfe der Referenzlinie
wurden die gewlnschten Schnittpositionen gewahit, die an der distalen Femurmetaphyse bei
15 %, 17,5 % und 20 % Knochenlange lagen. Nachfolgend wurde der Mittelwert aus diesen
Schnittbildern ermittelt. Die Dauer eines Messvorganges betrug circa 20 min.

Die Parameter der Femurmetaphyse wurden mit verschiedenen Peelmodi (P))
ermittelt. Dabel wurde die Grenze zwischen subkortikalen und trabekuldren
Knochenmineralgehalt einmal bei 400 mg/mm (P_400) und einmal bel 600 mg/mm (P_600)
gesetzt. Bei den Wirbelkorpern wurde ein zusétzlicher Peelmode 1 (P_1) verwendet, bei
welchem die inneren 40% zum trabekuldren und die &uleren 60% zum Kortikalen
Knochenkompartiment gezahlt wurden.

Aus den Querschnittsbildern wurde der metaphysére Mineralgehalt, die Flache und die
Dichte des trabekuldren (<400/600 mg/cm?) und des subkortikalen Kompartiments (>400/600
mg/cm?) berechnet. An der Schaftmitte wurde der kortikale Mineralgehalt, die kortikale
Héche, die kortikale Dichte, die kortikale Dicke und das polare Flachentragheitsmoment (1P)
berechnet, welche als Malde fir die mechanische Festigkeit des Knochens bei Torsion

angesehen werden konnen.
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4.6 Statistische Analyse

Alle erhobenen Daten wurden mit dem Programm StatView 4.5 statistisch ausgewertet. Diese

Berechnungen umfassten den Vergleich der Knockout-Gruppen mit der Kontrollgruppe und

der Knockout-Gruppen untereinander (ANOV A post hoc und Bonferroni/Dunn Korrektur).
Die Sequenzniveaus wurden folgendermal3en festgelegt:

a) p<0,05 im Einzeltest, ohne Korrektur fir multiple Testung = grenzwertig signifikant

b) p<0,0166 im Einzeltest = p<0,05 global mit Korrektur fur multiple Testung zwischen den

veschiedenen Gruppen = signifikant

C) p<0,0033 im Einzeltest = p<0,01 globa mit Korrektur fur multiple Testung zwischen

verschiedenen Gruppen = hoch signifikant. Eine Korrektur fir die multiple Testung mehrerer

Messparameter wurde nicht vorgenommen.
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5. Ergebnisse

5.1 Morphologische Veranderungen der Knockout-Tiere

Das durchschnittliche Gewicht der welblichen Kontrolltiere betrug 29,1 + 2,9 g und die
Spannbreite (range) lag bei 24,2 g bis 31,8 g. In der TN-R-defizienten Gruppe konnten keine
signifikanten Abweichungen gegenlber den Kontrolltieren ermittelt werden (TN-R-KO: 29,7
+ 2,7 g; +1,9%; nicht signifikant = n.s)) (s. Tab. 1a/b). Auch die Werte der Doppel-KO-Tiere
wiesen keine Abweichungen auf (28,5 £ 3,1 g; -2,0%; n.s). Die TN-C-defizienten Tiere
wiesen ein dgnifikant reduziertes Korpergewicht auf (24,7 + 2,0 g; -15,0%; p<0,0166 im
Einzeltest) (s. Tab. 1a/b; Abb. 8).

Abb. 8: Ganzkdrpergewicht der Tiere
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** p<0,0166 im Einzeltest = p<0,05 global mit Korrektur fir multiple Testung
zwischen den veschiedenen Gruppen = signifikant

Die Tibiae der Kontrolltiere wiesen eine Knochenlénge von 19,2 £ 0,3 mm auf, die
Parameter in der TN-R-KO- und in der Doppel-KO-Gruppe wichen nur unwesentlich von
denen der Kontrolltiere ab. Grenzwertig signifikant kirzere Tibiae konnten in der TN-C-
defizienten Gruppe ermittelt werden (TN-C-KO: 185 + 0,2 mm; -3,7%; p<0,05 im
Einzeltest). An Femur und Humerus ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Gruppen (s. Tab. 1a/b).

Der Knochendurchmesser der Femora der Kontrollgruppe betrug 1,22 + 0,10 mm. Die
TN-C-defizienten Tiere zeigten keine signifikanten Abweichungen hiervon (1,12 + 0,10 mm;
-8,2%; n.s.). In der TN-R-defizienten Gruppe lag der entsprechende Wert bel 1,33 + 0,13 mm

(+9,2%; n.s.). Die Doppel-KO-Tiere wiesen einen Femurdurchmesser von 1,38 £ 0,1 mm auf,
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was einer grenzwertig signifikanten Differenz von +13,7% (p<0,05 im Einzeltest) entsprach
(s. Tab. 1a/b).

Die Knochendurchmesser der Humeri wiesen in der TN-C- und TN-C/R-defizienten
Gruppe keine signifikanten Abweichungen von der Kontrollgruppe auf, jedoch konnte in der
TN-R-KO Gruppe ein ggnifikant erhdhten Durchmesser gemessen werden (+26,7%,
p<0,0166 im Einzeltest).

Tabelle 1a: Morphologische Parameter fir die Kontrolltiere (KON), TN-C-, TN-R-, TN-C/R-

defizienten Tiere, Messwerte und Standardabweichungen

KON TN-C-KO | TN-R-KO | TN-C/R-KO

Ganzkérper | Gewicht [g] | 29,1+29 247+ 20 29,7 2,7 285+31
Einzelknochen

Lange Tibia 19,2+0,3 185+0,2 19,5+ 0,5 18,9+ 0,8

[mm] Femur 16,9+ 0,4 16,3£0,5 17,2+ 0,3 17,0+ 0,6

Humerus 129+0,2 125+0,2 129+0,3 129+ 04

Durchmesser Femur 1,22+0,10 | 1,12+0,10 | 1,33£0,13 | 1,38+0,1

[mm] Humerus | 0,77+0,05 | 0,78+0,15 | 0,97+0,13 | 0,79+ 0,14

Tabelle 1b: Morphologische Parameter der Kontrolltiere, TN-C-, TN-R-, TN-C/R-defizienten

Tiere, prozentuale Abweichungen der Knockout-Tiere von den Kontrollen und Signifikanz

des Unterschiedes
TN-C-KO TN-R-KO TN-C/R-KO
Ganzkor per Gewicht [q] -15,0%** 1,9% -2,0%
Einzelknochen
Lange Tibia -3,7%* 1,7% -1,1%
[mm] Femur -3,7% 2,1% 0,8%
Humerus -3,4% -0,3% 0,4%
Durchmesser Femur -8,2% 9,2% +13,7%*
[mm] Humerus 2,2% +26,7%** 4,3%
* p<0,05 im Einzeltest, ohne Korrektur fir multiple Testung = grenzwertig signifikant,

** p<0,0166 im Einzeltest = p<0,05 global mit Korrektur fir multiple Testung zwischen den veschiedenen
Gruppen = signifikant
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5.2 Ganzkor permessungen mit der DXA

Der Knochenmineralgehalt (BMC) der Kontrolltiere wies einen durchschnittlichen Wert von
85,4 £ 10,6 mg auf. In den Gruppen der TN-R-KO und der TN-C/R-defizienten Tiere wurden
ahnliche Messwerte des Mineralgehaltes ohne signifikante Abweichungen ermittelt (TN-R-
KO: 87,6 £ 13,2 mg; +2,6%; TN-C/R-KO: 85,0 £ 8,2 mg; -0,4%; n.s). Signifikante
Unterschiede wurden in der TN-C-KO-Gruppe beobachtet, hier zeigte sich eine hoch
signifikante Verminderung des BMC (66,6 £ 3,6 mg; -22,0%; p<0,01 global) (s. Tab. 2alb
und Abb. 9).

Die Ermittlung des gewichtsnormierten Knochenmineralgehalts (=
BMC/Korpergewicht) in der Kontrollgruppe erbrachte einen Wert von 3,2 + 0,2% und wich in
der TN-R- und TN-C/R-KO-Gruppe nicht signifikant davon ab (TN-R-KO: 3,4 £ 0,4%;
+6,0%; TN-C/R-KO: 3,3 = 0,4%; +4,3%; n.s.). Grenzwertig signifikant niedriger zeigte sich
der gewichtsnormierte Knochenmineralgehalt der TN-C-KO-Tiere (3,0 £ 0,2%; -6,7%;
p<0,05 im Einzeltest) (s. Tab. 2a/b).

Die Ganzkorperanalyse mit der DXA ermittelte in der Kontrollgruppe eine
Knochenprojektionsflache (Area) von 14,3 + 1,4 mm?, und sowohl die TN-R-KO als auch die
Doppel-KO-Tiere zeigten hier nur minimale Unterschiede (TN-R: 14,4 = 2,0 mm?; +1,0%;
TN-C/R: 13,2 £ 1,0 mm?; -7,7%; n.s.). Signifikant erniedrigte Parameter wurden in der TN-C-
KO-Gruppe ermittelt (12,4 + 0,5 mn; -13,2%; p<0,05 global) (s. Tab. 2a/b).

Das Gewicht der Weichteilmasse (Lean Mass) der Knockout-Tiere wies in keiner
Gruppe signifikante Veradnderungen im Vergleich zu dem Kontrollkollektiv auf (s. Tab. 2a/b).
Die gewichtsnormierte Weichteilmasse (= Welichtellmasse/Gewicht) zeigte ebenfalls keine
signifikanten Differenzen.

Es konnte ein grenzwertig signifikant erniedrigter Fettgehalt in der TN-C-defizienten
Gruppe ermittelt werden (p<0,05 im Einzeltest), hingegen zeigten sich  beim
gewichtsnormierten Fettgehalt in keiner Gruppe Veranderungen (s. Tab. 2a/b).
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Abb. 9: Knochenmineralgehalt (DXA) der Ganzkor per
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*** p<0,0033 im Einzeltest = p<0,01 globa mit Korrektur fur multiple Testung
zwischen verschiedenen Gruppen = hoch signifikant

Tabelle 2a: Ganzkorper-DXA-Analysen der Kontrollen, TN-C-, TN-R-, TN-C/R-defizienten
Tiere; Messdaten und Standardabweichungen

KON TN-C-KO | TN-R-KO | TN-C/R-KO
DXA BMC [mg] 854+106 | 666+36 | 87,6+132 | 850+82
% BMC [%] 3,2+02 3,0 10,2 34+04 33+04
Area[mm?] 143+14 | 124+05 | 144+20 | 132+10
Weichteilmasse[g] | 21,320 | 191+29 | 202+46 | 204+37
% Weichteilmasse [%]| 795+47 | 84,0+45 | 77,4131 | 787%74
Fettmasse [g] 47+15 29+0,9 51+34 46+18
% Fettmasse [%] 73+46 | 131+44 | 193+128 | 180+7,2

Legende:

BMC = bone mineral content = Knochenmineralgehalt im DXA Scan in mg

% BMC = gewichtsnormierter Knochenmineralgehalt = BMC/Gewicht DXA *100 in %

Area = Knochenflache in mm?2

% Weichteilmasse = gewichtsnormierte Weichtellmasse = Wei chteilmasse/Gewicht DXA *100in %
% Fettmasse = gewichtsnormierte Fettmasse = Fettmasse/Gewicht DXA *100 in %
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Tabelle 2b: Ganzkorper-DXA-Analysen der Kontrollen, TN-C-, TN-R-, TN-C/R-KO-Tiere,
prozentuale Abweichungen der KO-Tiere von den Kontrollen und Signifikanz des

Unterschiedes

TN-C-KO TN-R-KO TN-C/R-KO

DXA BMC [mg] -22,0% *** 2,6% -0,4%
% BMC [%] -6,7% * 6,0% 4,3%
Area[mm?] -13,2% ** 1,0% -1,7%
Weichteilmasse [g] -10,6% -5,2% -4,2%
% Weichteilmasse [%] 5,6% -2,7% -1,1%
Fettmasse [g] -38,7% * 9,1% -1,8%
% Fettmasse[%)] -24,7% 11,4% 4,3%

* p<0,05 im Einzeltest, ohne Korrektur fir multiple Testung = grenzwertig signifikant;

** p<0,0166 im Einzeltest = p<0,05 global mit Korrektur fir multiple Testung zwischen den veschiedenen
Gruppen = signifikant; *** p<0,0033 im Einzeltest = p<0,01 global mit Korrektur fir multiple Testung zwischen
verschiedenen Gruppen = hoch signifikant

Legendes. Tab. 2a

5.3 Einzelknochenmessungen mit der DXA

In der Kontrollgruppe wiesen die Femora einen Knochenmineralgehalt von 2,7 + 0,5 mg auf.
Die Messwerte der TN-C- und TN-R-defizienten Femora waren nicht signifikant verandert
(TN-C-KO: -16,2%; 2,3 £ 0,3 mg; n.s.; TN-R-KO: +4,4%; 2,9 + 0,5 mg; n.s.). Die Doppel-
KO-Tiere zeigten eine grenzwertig signifikante Erhéhung des Knochenmineralgehaltes von
+18,5% (+3,3 £ 0,3 mg; p<0,05 im Einzeltest) (s. Tab. 3a/b).

Die Tibiae der Kontrollgruppe wiesen einen Mineralgehat von 2,0 £ 0,4 mg auf. Die
korrespondierenden Werte der TN-R- und Doppel-KO-Gruppe waren nur moderat erhdht
(TN-R-KO: 2,1 £ 0,4 mg; 4,2%; n.s.; TN-C/R-KO: 2,1 £ 0,4 mg; 4,1%; n.s.). Die Tibiae der
TN-C-defizienten Gruppe zeigten einen um -26,7% dgignifikant erniedrigten Mineralgehalt
(1,5 0,1 mg; p<0,05 global) (s. Tab. 3a/b).

Bei den Humeri der Kontrollgruppe wurde ein Knochmineralgehat von 1,3 £ 0,3 mg
ermittelt. Der Mineralgehalt dieser Knochen zeigte in keiner der Knockout-Gruppen
signifikante Veranderungen (TN-C-KO: 1,0 = 0,1 mg; TN-R-KO: 1,4 + 0,2 mg; TN-C/R-KO:
1,3+ 0,3mg; n.s.) (s. Tab. 3a/b).

Die BMC-Werte der Wirbelkdrper wurden in der Kontrollgruppe mit 5,9 + 1,5 mg
ermittelt. Die Wirbelkdrper der TN-R- und TN-C/R-defizienten Tiere wiesen tendenziell
erhohte Messwerte auf (TN-R-KO: 4,2 £ 2,5 mg; -8,8%; n.s.; TN-C/R-KO: 6,6 + 0,7 mg;
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10,4%;

ns). De Mineralgehat der TN-C-negativen Wirbelkbrper war um -26,8%

grenzwertig signifikant erniedrigt (4,3 £ 1,0 mg; p<0,05 im Einzeltest) (s. Tab. 3a/b).

Tabelle 3a: Einzelknochen-Analysen mittels DXA: Kontrollen, TN-C-, TN-R-, TN-C/R-

defiziente Tiere, Messwerte und Standardabweichungen

KON TN-C-KO | TN-R-KO | TN-C/R-KO
BMC Femur 27+05 23+0,3 29+05 33+0,3
[mg] Tibia 2,0+ 0,4 1,5+0,1 21+04 21+04
Humerus 1,3+0,3 1,0+0,1 1,4+0,2 1,3+ 0,3
Wirbel 59+15 43+1,0 42+25 6,6+0,7
AREA Femur 037+0,04 | 035+003 | 039+0,03 | 0,40+ 0,03
[mm?] Tibia 032+0,04 | 028+003 | 034+004 | 0,33+0,03
Humerus | 021+004 | 020+001 | 023+0,02 | 0,22+ 0,02
Wirbel 080+0,06 | 0,75+005 | 084+005 | 0,87+0,08

Legendes. Tab. 2a

Tabelle 3b: Einzelknochen-Analysen mit der DXA: prozentuale Abweichungen zu der

Kontrollgruppe und Signifikanz des Unterschiedes

TN-C-KO TN-R-KO TN-C/R-KO

BMC Femur -16,2% 4,4% +18,5% *
[mq] Tibia -26,7% ** 4,2% 4,1%
Humerus -20,2% 9,3% 2,5%
Wirbe -26,8% * -8,8% 10,4%
AREA Femur 5,3% 6,2% 6,4%
[mm?2] Tibia -13,0% 1,7% 3,5%
Humerus -4,0% 11,5% 5,1%

Wirbe -5,2% 5,3% +9,6% *

* p<0,05 im Einzeltest, ohne Korrektur fir multiple Testung = grenzwertig signifikant;

** p<0,0166 im Einzeltest = p<0,05 global mit Korrektur fir multiple Testung zwischen den veschiedenen
Gruppen = signifikant

Legendes. Tab. 2a
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5.4 Einzelknochenmessung mit der pQCT

5.4.1 Distale Femurmetaphyse

Der  Gesamtknochenmineralgehalt (TOT_CNT) des Kontrollkollektivs betrug im
metaphysaren Femurbereich 1,80 = 0,18 mg/mm. Die Doppel-Knockout-Tiere wiesen einen
tendenziell, aber nicht signifikant erhdhten Knochenmineralgehalt von 2,05 £ 0,23 mg/mm
(12,5 %; n.s.) auf, und die TN-R-KO-Méause erbrachten im Vergleich zum Kontrollkollektiv
moderat erniedrigte Werte (1,76 £ 0,38 mg/mm; -2,4%; n.s.). In der TN-C-defizienten Gruppe
konnte ein signifikant erniedrigter TOT_CNT ermittelt werden (1,51 £ 0,10 mg/mm; -16,3%;
p<0,05 global) (s. Tab. 4a/b und Abb. 10).

Der trabekuldre Knochenmineralgehalt (TRAB_CNT_600) betrug in der
Kontrollgruppe 0,34 + 0,08 mg/mm. Nicht dgnifikant verdndert zeigten sich hier die
Parameter der TN-C-defizienten Gruppe (0,36 = 0,07 mg/mm; +7,5%; n.s.) sowie der TN-
C/R-defizienten Gruppe (0,37 £ 0,11 mg/mm; +10,2%; n.s.). In der TN-R-KO-Gruppe
wurden signifikant erhdhte Parameter beobachtet (0,47 = 0,11 mg/mm; +38,7%; p<0,05
global).

Der Knochenmineralgehalt im subkortikalen Kompartiment (CRTSUB_CNT_600)
betrug in der Kontrollgruppe 1,48 + 0,23 mg/mm. Die entsprechenden Parameter waren in der
TN-R- und TN-C/R-KO-Gruppe nur geringfiigig verandert (TN-R-KO: 1,29 + 0,48 mg/mm; -
11,8%; TN-C/R-KO: 1,68 + 0,32 mg/mm; +13,1%; n.s.) (s. Tab. 4ab). In der TN-C-
defizienten Gruppe wich der subkortikale Mineralgehalt mit einem Wert von 1,14 = 0,15
mg/mm um -21,8% (p<0,05 im Einzeltest) grenzwertig dignifikant von den
Kontrollgruppenparametern ab (s. Tab. 4a/b).

Die Gesamtknochendichte (TOT_DEN) der Kontrolltiere betrug 522 + 33 mg/cn®. Die
Knochendichte der TN-R- und Doppel-KO-Tiere zeigte keine signifikanten Abweichungen
(TN-R-KO: 462 + 95 mg/cm?; -11,5%; TN-C/R: 531 + 67 mg/cm?; 0,4%; n.s.). Jedoch wurde
in der TN-C-defizienten Gruppe signifikant erniedrigte Parameter von 452 + 47 mg/cn? (-
13,3%; p<0,05 global) ermittelt (s. Tab. 4a/b).

Die trabekuldre Knochendichte (TRAB_DEN _600) der Femora lag in der
Kontrollgruppe bei 190 £ 48 mg/cm?, und in keiner der drei KO-Gruppen konnten hier
signifikante Abweichungen ermittelt werden (s. Tab. 4a/b).

Im subkortikalen Bereich der Femurmetaphyse (CRTSUB_DEN_600) des
Kontrollkollektivs betrug die Knochendichte 863 + 73 mg/cm?. Die Parameter der TN-R-
sowie TN-C/R-KO-Gruppen zeigten keine signifikant veranderten Werte (TN-R-KO: 765 +
125 mg/cn®; -11,3%; TN-C/R: 878 £ 95 mg/cnm?; +1,4%; n.s.). In der TN-C-defizienten
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Gruppe waren die Werte um -11,2% grenzwertig signifikant erniedrigt (766 £ 68 mg/cn¥;
p<0,05 im Einzeltest) (s. Tab. 4a/b).

Die Gesamtknochenquerschnittsflache (TOT_A) wies in der Kontrollgruppe Werte um
347 £ 0,25 mnm? auf, und im TN-C-defizienten Kollektiv wurden keine Abweichungen
gefunden (3,36 £ 0,15 mn?; -3,4%; n.s.). Die TN-R- sowie die TN-C/R-defizienten Mause
wiesen grenzwertig signifikant bis signifikant erhdhte Gesamtknochenguerschnittsfléchen
(TN-R-KO: 3,8 + 0,2 mm?; +9,8%; p<0,05 global; TN-C/R-KO: 3,89 + 0,20 mmg; +12,2%;
p<0,05 im Einzeltest) (s. Tab. 4a/b).

Bel Verdnderung des Schwellenwertes auf 400mg/cm® wurden keine prinzipiell
anderen Ergebnisse gefunden (s. Tab. 4a/b).

Abb. 10: Gesamtknochenmineralgehalt (pQCT) der Femur metaphyse
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** p<0,0166 im Einzeltest = p<0,05 global mit Korrektur fur multiple Testung zwischen
den veschiedenen Gruppen = signifikant
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Tabelle 4a: Andysen der distalen Femurmetaphyse mittels pQCT: Kontrollen, TN-C-,
TN-R-, TN-C/R-defiziente Tiere, Messwerte und Standardabweichungen

KON TN-C-KO | TN-R-KO [TN-C/R-KO
TOT_CNT [mg/mm] 1,80+0,18 | 1,51+0,10 | 1,76+0,38 | 2,05+0,23
TRAB_CNT_600[mg/mm] | 0,34+0,08 | 0,36+0,07 | 0,47+0,11 | 0,37 +0,11
TRAB_CNT_400[mg/mm] | 0,20+ 0,01 | 0,21+0,03 | 0,27 +0,06 | 0,24+ 0,05
CRTSUB_CNT 600 [mg/mm] | 1,48+0,23 | 1,14+0,15 | 1,29+ 0,48 | 1,68+0,32
CRTSUB_CNT 400 [mg/mm] | 1,60+0,19 | 1,20+0,13 | 1,48+ 044 | 1,81 +0,27
TOT_DEN [mg/cm?] 522+33 | 45247 | 462+95 | 53167
TRAB_DEN_600 [mg/cm?] 190+48 | 193+19 | 214+29 | 182+30,1
TRAB_DEN_400 [mg/cm?] 134 + 23 135+ 6 151+ 17 | 136+ 16,7
CRTSUB_DEN 600 [mg/cm?] | 863+73 | 76668 | 765125 | 878+95
CRTSUB_DEN 400 [mg/cm?] | 818+82 |7252+69,7 | 721+123 | 838+ 101
TOT_A [mm?] 347+025 | 3,36+015 | 38+02 | 3,80+0,20
TRAB_A_600 [mm? 1,78+0,14 | 1,86+0,22 | 2,18+ 0,36 | 1,99 + 0,29
TRAB_A_400 [mm? 1,51+0,21 | 1,56+0,16 | 1,78+ 0,30 | 1,72+0,20
CRTSUB_A_600 [mm?] 1,69+0,14 | 1,49+0,11 | 1,64+ 040 | 1,91+0,21
CRTSUB_A_400 [mm?] 1,97+0,14 | 1,79+0,13 | 2,03+ 0,35 | 2,17 £0,13
%Tra/Tot_A_600 [mm? 51,3+21 | 55445 | 57,2+9,73 | 51,060
%TRA/TOT A 400[mm? | 432+40 | 464+37 | 468+79 | 44,1+ 3,65

Legende:
TOT_CNT = total bone content = Gesamtknochenmineralgehalt in mg/mm

TOT_DEN = total bone density = apparente Knochendichte in mg/cm?

TOT_A =total bone area = Gesamtknochenguerschnittsflache in mm?
TRAB_CNT_400/600 = trabecular bone content (Peedmode 400/600) = Knochenmineralgehalt im
trabekuléren Knochenkompartiment (im Abscha modus 400/600) in mg/mm
CRTSUB_CNT_400/600 = cortical subcortical bone content = Knochenmineralgehalt im kortikalen und
subkortikalen Kompartiment in mg/mm
TRAB_A_400/600 = trabecular area = trabekul&re Knochenguerschnittsflache in mm?
CRTSUB_A_400/600 = cortical subcortical area = kortikale und subkortikal e Knochenquerschnittsflachein

mm?2

%TRA/TOT_A_400/600 = trabecular area/total area * 100 = prozentuale Anteill der trabekuldren
Knochenquerschnittsflache an der Gesamtquerschnittsflachein %
TRAB_DEN_400/600/p1 = trabecular bone density (Peelmode 400/600/pl) = trabekulére apparente
Knochendichte in mg/cm?3 (im Absché modus 400/600/p1)

CRTSUB_DEN_400/600/pl =

Knochendichte in mg/cm?3 (im Absché modus 400/600/p1)

cortical subcortical density (Peelmode 400/600/pl) = subkortikale
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Tabelle 4b: Analysen der distalen Femurmetaphyse mittels pQCT: Kontrollen, TN-C-, TN-R,

TN-C/R-defiziente Tiere, prozentuale Abweichungen zu den Kontrollen und Signifikanz des

Unterschiedes
TN-C-KO TN-R-KO TN-C/R-KO
TOT_CNT [mg/mm] -16,3% ** -2,4% 12,5%
TRAB_CNT_600 [mg/mm] 7,5% +38,7% ** 10,2%
TRAB_CNT_400 [mg/mm] 6,4% +35,6% ** 19,7%
CRTSUB_CNT_600 [mg/mm] -21,8% * -11,8% 13,1%
CRTSUB_CNT_400 [mg/mm] -19,2% ** -7,3% 11,4%
TOT_DEN [mg/cm?] -13,3%** -11,5% 0,4%
CRTSUB_DEN_600 [mg/cm3] -11,2% * -11,3% 1,4%
CRTSUB_DEN_400 [mg/cm?] -11,3% -11,8% 2,0%
TRAB_DEN_600 [mg/cm?] 1,3% 12,4% -5,1%
TRAB_DEN_400 [mg/cm?] 1,0% 12,3% 0,9%
TOT_A [mm? -3,4% +9,8% ** +12,2% *
TRAB_A 600 [mm? 4,5% +22,1% * 13,2%
TRAB_A 400 [mm?] 3,6% 18,4% 16,4%
CRTSUB_A 600 [mm?] -11,8% * -3,2% 11,1%
CRTSUB_A 400 [mm?] -8,9% ** 3,2% +8,9% *
%Tra/Tot_A_ 600 7,9% 11,4% 0,7%
%TRA/TOT_A_400 [mm?] 7,4% 8,3% 3,8%

* p<0,05 im Einzeltest, ohne Korrektur fir multiple Testung =
** p<0,0166 im Einzeltest = p<0,05 global mit Korrektur fir multiple Testung zwischen den veschiedenen

Gruppen = signifikant
Legendes. Tab. 4a

5.4.2 Femurdiaphyse

grenzwertig  signifikant;

Der  Gesamtknochenmineralgehalt (TOT_CNT) des Femurschaftes belief sich in der
Kontrollgruppe auf 2,10 = 0,19 mg/mm. Die Doppe-KO-Tiere (TN-C/R-KO: 2,28 = 0,19
mg/mm; 9,1%; n.s.) und die TN-R-defizienten Tiere (TN-R-KO: 2,08 + 0,31 mg/mm; -1,2%;
n.s.) zeigten keine signifikanten Abweichungen. Die TN-C-defizienten Tiere erbrachten einen
grenzwertig signifikant reduzierten Mineralgehat von 1,81 + 0,10 mg/mm (-13,8%; p<0,05
im Einzeltest) (s. Tab. 5a/b).

Im kortikalen Kompartiment wiesen die Kontrolltiere einen durchschnittlichen
Knochenmineralgehalt (CRT_CNT) von 1,80 + 0,24 mg/mm auf. Die TN-R- und auch die
Doppel-KO-Tiere zeigten nur geringfligig veranderte Messwerte (TN-R-KO: 1,68 = 0,38
mg/mm; -6,4%; TN-C/R-KO: 1,96 = 0,20 mg/mm; +10,2%; n.s). Die kortikale
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Knochenmasse der TN-C-defizienten Tiere war grenzwertig signifikant erniedrigt (1,54 +
0,10 mg/mm; -14,2%; p<0,05 im Einzeltest) (s. Tab. 5a/b).

In der Kontrollgruppe erbrachten die Diaphysen der Femora eine durchschnittliche
Gesamtknochenquerschnittsflache (TOT_A) von 2,40 + 0,11 mn®. In der TN-C-KO-Gruppe
wurden tendenziell geringere Werte von 2,22 + 0,17 mn¥? (-7,3%; n.s.) ermittelt. Hingegen
wiesen die TN-R-KO und Doppel-KO eine signifikant erhdhte Knochenquerschnittsfléche der
Diaphyse auf (TN-R-KO: 2,70 £ 0,23 mm?, +12,9%; TN-C/R-KO: 2,64 £+ 0,17 mn?; +10,1%;
p<0,05 global) (s. Tab. 5a/b).

Die kortikale Knochenquerschnittsflache (CRT_A) der Kontrollgruppe betrug 1,35 +
0,10 mm?. Hier wiesen sowohl die TN-R-KO als auch die TN-C/R-KO tendenziell hohere
Parameter auf (TN-R-KO: 1,36 + 0,27 mm?, 0,7%; TN-C/R-KO: 1,43 + 0,12 mnm®?, 7,4%;
n.s.). Die kortikale Querschnittsflache der TN-C-KO-Mause war dagegen grenzwertig
signifikant reduziert (1,17 £ 0,05 mn®?, -13,4%; p<0,05 im Einzeltest) (s. Tab. 5a/b).

Die Dicke der Kortikalis (CRT_THK_C) im Bereich der Femurdiaphyse belief sich in
der Kontrollgruppe auf 0,30 £ 0,02 mm, und in der R-KO-Gruppe wurde ein Wert von 0,28 £
0,07 mm ermittelt, was keiner signifikanten Veranderung entsprach (-6,9%; n.s.). In der
Doppe-KO-Gruppe konnten ebenfalls keine signifikanten Abweichungen ermittelt werden
(0,30 = 0,03 mm, 1,8%; n.s.). Signifikant reduziert stellte sich die Kortikalis der TN-C-KO-
Gruppe dar (0,26 + 0,01 mm, -11,4%; p<0,05 global) (s. Tab. 5a/b).

In der Analyse der Geometrie-basierten Parameter wurde ein polares Tragheitsmoment
(I_pol) von 0,62 + 0,08 mm"* im Kontrollkollektiv ermittelt. In der TN-C- und TN-R-KO-
Gruppe wurden nur tendenzielle Veranderungen ermittelt. Die Doppel-KO-Tiere wiesen eine
signifikante Zunahme des polaren Tragheitsmoments um +22,3% (p<0,05 global) auf. Das
Widerstandsmoment (RP_CRT_A) wies in dlen drel Knockout-Kollektiven nur tendenziell
abweichende Werte auf (s. Tab. 5a/b).

Ergebnisse fur weitere pQCT-Parameter sind in Tabelle 5 aund b angegeben.
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Tabelle 5a: Analysen der Femurdiaphyse mittels pQCT: Kontrollen, TN-C-, TN-R-, TN-C/R-
defiziente Tiere, Messdaten und Standardabweichungen

KON TN-C-KO TN-R-KO TN-C/R-KO
TOT_CNT [mg/mm] 2,10+ 0,19 1,81+ 0,10 2,08+0,31 2,28+0,19
CRT_CNT [mg/mm] 1,80+ 0,24 1,54 +0,10 1,68 + 0,38 1,96 + 0,20
TOT_A [mm? 240+£0,11 2,22 +0,17 2,70+£0,23 2,64+0,17
CRT_A [mm? 1,35+ 0,10 1,17 + 0,05 1,36 + 0,27 1,43+0,12
%CRT_A [%] 56,2 + 2,8 52,7+ 35 50,4 + 10,0 544+472
CRT_THK_C[mm] 0,30 £ 0,02 0,26 £ 0,01 0,28 £ 0,07 0,30 £ 0,03
TOT_DEN [mg/cm?3] 876 £ 60 821+ 64 772+ 119 863+ 73
CRT_DEN [mg/cm3] 1328 + 89 1322 + 64 1237 £ 68 1365 + 52
IP_CRT_A/I pol [nm‘]| 0,62+ 0,08 0,52 £ 0,08 0,73+0,14 0,76 £ 0,08
IP.CM_W [mm4] 0,69+0,11 0,57 £ 0,09 0,75+0,15 0,86 £ 0,09
RP_CRT_A [mm? 0,64 £ 0,08 0,56 + 0,06 0,71+0,13 0,74 £ 0,09
RP_CM_W [mm3] 0,72+0,13 0,61 £ 0,07 0,72+0,16 0,85+ 0,09
IX_ CRT_A [mm4] 0,30+ 0,03 0,26 £ 0,05 0,34 £ 0,07 0,37 £ 0,05
1Y _ CRT_A [mm4] 0,32 £ 0,06 0,26 £ 0,04 0,38 £ 0,08 0,40+ 0,04
IXY_ CRT_A 0,01 +£0,03 0,04 £0,01 0,0+ 0,02 0,04 £ 0,03
I min [mm3] 0,28 £ 0,04 0,22+ 0,04 0,33+ 0,07 0,33+ 0,05
I max [mm3] 0,34 £ 0,05 0,30+ 0,04 0,39 £ 0,07 0,43+0,04
Ratio max/min 1,24 + ,017 1,41+ 0,11 1,20+ 0,10 1,31+ 0,12
RX_ CM_W 0,43+0,04 0,36 £ 0,05 0,42+ 0,10 0,49 £ 0,07
RY CM_W 0,39 £ 0,07 0,36 £ 0,05 042+0,11 0,47 £ 0,07
Legende:

TOT_CNT = total bone content = Gesamtknochenmineralgehalt in mg/mm
CRT_CNT = cortical content = kortikaler Knochenmineralgehalt in mg/mm

TOT_A =total bone area = Gesamtknochenguerschnittsflache in mm?

CRT_A = cortical area = kortikale Knochenquerschnittsflachein mn2

% CRT_A = cortical area/total area* 100in %

CRT_THK_C = cortical thickness = Dicke der Kortikalisin mm

TOT_DEN = total bone density = apparente Knochendichte in mg/cm?

CRT_DEN = cortical density = kortikale Knochendichte in mg/cm?

IP_CRT_A = polar area moment of inertia= | pol = polares Trégheitsmoment in mm*

IP_CM_W = polar moment of inertia of the cortical bone area = polares Tragheitsmoment der kortikalen
K nochenquerschnittsflache in mm?*

RP_CRT_A = moment of resistance = Widerstandsmoment in mm3

RP_CM_W = moment of resistance = Widerstandmoment/ max. Abstand zum Zentrum in mm3
IX_CRT_A = moment of inertia along x-axis = Tragheitsnoment entlang der x-Achsein mm*

IY_CRT_A = moment of inertia along y-axis = Tragheitsmoment entlang der y-Achsein mm*
IXY_CRT_A = mixed term = gemischter Wert aus den Trégheitsmomenten

| MIN = minimal moment of inertia = minimales Tragheitsmoment in mm*

| MAX = maximal moment of inertia = maximales Tragheitsmoment in mm*

I RATIO max/min = ratio of maximal versus minima moment of inertia = max./min. Trégheitsmoment
RX_CM_W = moment of resistance = axial moment of inertia of the cortical bone area/maximal distanceto
the y-axis = Widerstandmoment = Tragheitsmoment der kortikalen Knochens/max. Abstand zur Y-Achse
RY_CM_W = moment of resistance = axial moment of inertia of the cortical bone area/maximal distanceto
the x-axis = Widerstandmoment = Tréagheitsmoment der kortikalen Knochens/max. Abstand zur X-Achse
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Tabelle 5b: Analysen der Femurdiaphyse mittels pQCT: Kontrollen, TN-C-, TN-R, TN-C/R-

defiziente Tiere: prozentuale Abweichungen und Signifikanzlevel

TN-C-KO TN-R-KO TN-C/R-KO
TOT_CNT -13,8% * -1,2% 9,1%
CRT_CNT -14,2% * -6,4% 10,2%
TOT_A -7,3% +12,9% ** +10,1% **
CRT A -13,4% * 0,7% 7,4%
%CRT_A -6,2% -10,4% -2,2%
CRT_THK _C -11,4% ** -6,9% 1,8%
TOT_DEN -6,4% -11,9% -0,7%
CRT_DEN -0,5% -6,8% 2,9%
IP_CRT_A/I pol -16,1% 17,0% +22,3% **
IP.CM W -17,8% 8,4% +24,3% *
RP_CRT_A -13,7% 10,4% 16,6%
RP_CM_W -14,8% 0,0% 18,8%
IX_ CRT_A -13,2% 12,6% +22,0% **
Y CRT_A -19,3% 19,6% +22,4% *
IXY CRT_A 380,0% -151,4% 280,0%
| min -22,1% 18,4% +20,3% *
| max -11,6% 14,4% +23,7% **
Ratio max/min 13,4% -3,6% 3,0%
RX CM_W -16,7% * -2,3% 15,6%
RY CM_W -9,3% 6,4% 25,8%

p<0,05 im Einzeltest,

ohne Korrektur

multiple Testung

grenzwertig  signifikant;

** p<0,0166 im Einzeltest = p<0,05 global mit Korrektur fir multiple Testung zwischen den veschiedenen
Gruppen = signifikant

Legendes. Tab. 5a

5.4.3 Wirbelkorper (L2-L4)
Der Knochenmineralgehalt (TOT_CNT) der Wirbelkorper betrug in der Kontrollgruppe 0,94
+ 0,10 mg/mm. In dem TN-C- und TN-R-defizienten Kollektiv ergaben sich keine
signifikanten Veranderungen (TN-C-KO: 0,83 £ 0,2 mg/mm; -11,8%; TN-R-KO: 1,04 £ 0,11
mg/mm; +11,3%; n.s). In der Doppe-KO-Gruppe wurde ein sgignifikant erhdhter
Knochenmineralgehalt von 1,12 + 0,12 mg/mm (+19,3%; p<0,05 global) gemessen (s. Tab.
6a/b und Abb. 11).

Im subkortikalen Bereich der Wirbelkérper (SUBCRT_CNT) konnte in der
Kontrollgruppe ein Mineralgehalt von 0,62 + 0,12 mg/mm ermittelt werden, wovon die TN-
C-KO und die TN-R-KO nicht signifikant abwichen (TN-C-KO: 0,53 + 0,16 mg/mm; -15,4%;
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TN-R-KO: 0,73 + 0,14 mg/mm; +17,1%; n.s.). Der Mineralgehalt der Doppel-KO-Gruppe
erwies sich als signifikant erhoht (0,85 £ 0,13 mg/mm; +36,5%; p<0,05 global) (s. Tab. 6a/b).

Der trabekulare Knochenmineralgehalt (TRAB_CNT) der Wirbelkdrper im
Kontrollkollektiv betrug 0,32 + 0,07 mg/mm und wies bei keinem der drei KO-Gruppen
signifikante Abweichungen auf (TN-C-KO: 0,30 £ 0,02 mg/mm; -4,9%; TN-R-KO: 0,32 £
0,04 mg/mm; -0,2%; TN-C/R-KO: 0,27 £ 0,04 mg/mm; -14,6%; n.s.) (s. Tab. 6a/b).

Die apparente Knochendichte (TOT_DEN) der Wirbelkorper (L2-L4) der
Kontrollméuse lag bei 542 + 32 mg/cm?. Die TN-C- und die TN-R-defizienten Tiere zeigten
nur tendenzielle Abweichungen (TN-C-KO: 502 + 64 mg/cn?, -7,4%; TN-R-KO: 551 + 52
mg/cn?, 1,7%; n.s). Lediglich bei den Doppel-KO-Méausen konnte eine grenzwertig
signifikante Dichtezunahme von +11,6% (p<0,05 im Einzeltest) bestimmt werden.

Die Dichte im subkortikalen Knochenkompartiment (CRTSUB_DEN) betrug in der
Kontrollgruppe 644 + 47 mg/cn?, und auch in diesem Bereich wurden keine signifikanten
Veranderungen in der TN-C- und TN-R-defizienten Gruppe beobachtet. Bei den Doppel-KO-
Tieren konnten Parameter von 712 + 33 mg/cnm? ermittelt werden, was einer signifikanten
Zunahme von +10,5% (p<0,05 global) entsprach (s. Tab. 6a/b).

Die trabekuldare Knochendichte (TRAB_DEN) der Kontrollgruppe betrug 404 + 25
mg/cn?.  Im trabekuldren Bereich zeigten ale dre KO-Gruppen keine dgnifikanten
Veranderungen der Messparameter (s. Abb. 12).

Die Gesamtknochenquerschnittsflache (TOT_A) der Kontrolltiere erbrachte Werte
von 1,73 £ 0,11 mm?2. Auch hier zeigten sich in der TN-C- und TN-C/R-defizienten Gruppe
keine signifikanten Veranderungen (TN-C-KO: 1,63 + 0,13 mn®; -5,5%; TN-C/R-KO: 1,85 £
0,16 mm, +6,8%; n.s). Die TN-R-negativen Mause wiesen einen signifikant erhdhten
Gesamtknochenquerschnitt auf (1,88 + 0,09 mm?; +9,1%; p<0,05 global) (s. Tab. 6a/b).
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Abb. 11: Knochenmineralgehalt (pQCT) der LWK L2-L4
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** p<0,0166 im Einzeltest = p<0,05 global mit Korrektur fur multiple Testung zwischen
den veschiedenen Gruppen = signifikant

Tabelle 6a: Analysen der Wirbelkorper (L2-L4) mittels pQCT: Kontrollen, TN-C-, TN-R-,

TN-C/R-defiziente Tiere: Messdaten und Standardabweichungen

KON | TN-CKO | TN-R-KO |TN-C/R-KO
TOT_CNT [mg/mm] | 094+0,10 | 0,83:02 | 1,04+011 | 1,12+0,12
CRTSUB_CNT_600 [mg/mm]| 0,62+0,12 | 0,53+0,16 | 0,73:014 | 0,85%0,13
TRAB_CNT_600 [mg/mm] | 0,32+0,07 | 0,30£002 | 0,32+004 | 0,27+0,04
TOT_DEN [mg/cm] 542+32 | 502+64 | 551452 | 604+48
CRTSUB_DEN_600[mg/cm?]| 64447 | 60664 | 654%55 | 712433
CRTSUB_DEN_400 [mg/cm?]| 59530 | 575%44 | 607449 | 67241
CRTSUB_DEN_pl[mg/cm?| 590+43 | 551+60 | 551+60 | 66040
TRAB_DEN_600[mg/om?] | 40425 | 38534 | 404%31 | 415%35
TRAB_DEN 400 [mg/om?] | 27524 | 276%26 | 277426 | 270%15
TRAB_DEN pl[mglom?] | 469+25 | 428+75 | 482+60 | 521+68
TOT_A [mm? 1,73+0,11 | 1,63+0,13 | 1,88+009 | 1,85%0,16
CRTSUB_A_600[mm? | 095+0,13 | 085£0,19 | 1,10£0,14 | 1,18+0,17
TRAB_A 600[mm3 | 0,77£0,12 | 0,78+0,09 | 0,79+0,12 | 0,66+0,13
TRAB AITOT A 600 | 415.69 | 482:834 | 419:64 | 363+73

[mm?]

Legendes. Tab. 4a
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Tabelle 6b: Analysen der Wirbelkorper (L2-L4) mittels pQCT: Kontrollen, TN-C-, TN-R,

TN-C/R-defiziente Tiere: prozentuale Abweichungen und Signifikanzlevel

TN-C-KO TN-R-KO | TN-C/R-KO
TOT_CNT [mg/mm] -11,8% 11,3% +19,3% **
CRTSUB_CNT_600 [mg/mm] -15,4% 17,1% +36,5% **
TRAB_CNT_600 [mg/mm] -4,9% -0,2% -14,6%
TOT_DEN [mg/cm?] -7,4% 1,7% +11,6% *
CRTSUB_DEN_600 [mg/cm?] -6,1% 1,5% +10,5% **
CRTSUB_DEN_400 [mg/cm?] -3,3% 2,0% +13,00% **
CRTSUB_DEN_p1 [mg/cm?] -6,7% -1,0% +11,8% **
TRAB_DEN_600 [mg/cm?] -4,8% -0,2% 2,5%
TRAB_DEN_400 [mg/cm?] 0,6% 0,9% -1,7%
TRAB_DEN_p1 [mg/cm?] -8,7% 2,9% 11,2%
TOT_A [mm?] -5,5% +09,196 ** 6,8%
CRTSUB_A_600 [mm?] -10,5% 15,4% +24,2% *
TRAB_A_600 [mm?] 0,9% 1,7% -14,2%
TRAB_A_/TOT_A_600 [mm?] 7,7% -6,5% -18,9% *

* p<0,05 im Einzeltest,

Gruppen = signifikant
Legendes. Tab. 4a

ohne Korrektur fir

multiple Testung =

Abb. 12: Trabekulare Dichte der Wirbelkérper L2-L4
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** p<0,0166 im Einzeltest = p<0,05 global mit Korrektur fir multiple Testung zwischen den veschiedenen
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6. Diskussion

6.1 Fragestellung und wichtigste Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Studie war die Charakterisierung des Skelettsystems von TN-C- und
TN-C/R-Knockout-Mausen. Es sollten die folgenden Fragen beantwortet werden:

1. Konnen Verdnderungen der Knochengrofe und  Knochenzusammensetzung
(Knochenmineralgehalt = bone mineral content = BMC) bei M&usen mit TN-C- und TN-
C/R-Defizienz beobachtet werden?

2. Gibt es nachweishare Alterationen der trabekuldaren und kortikalen Knochendichte bei
TN-C- und TN-C/R-defizienten Tieren?

3. Gibt es ggnifikante strukturelle Unterschiede in der distalen Femurmetaphyse sowie in
der Femurdiaphyse (-schaft) von TN-C- und TN-C/R-defizienten Tieren?

In Bezug auf diese Fragen, lassen sich die Ergebnisse folgendermal3en zusammenfassen:

1) Es konnen sowohl in der TN-C-KO-Gruppe as auch in der Doppe-KO-Gruppe
signifikante Veranderungen der Knochengréf3e und des Knochenaufbaus beobachtet werden.
Die Tiere mit TN-C-Defizienz wiesen ein signifikant reduziertes Ganzkorpergewicht auf und
signifikant kirzere Tibiae. Auch zeigte sich der Gesamtknochenmineralgehalt (BMC) der TN-
C-negativen Tiere sowie der gewichtsnormierte Knochenmineralgehalt signifikant reduziert.
Welterhin konnte bei den Tieren der TN-C-defizienten Gruppe eine signifikant erniedrigte
Knochenprojektionsflache (Area) ermittelt werden. Unter den Einzelknochen zeigten sowohl
die Tibiae als auch die Wirbelkorper einen signifikant reduzierten Knochenmineralgehalt.

Die Tiere mit TN-C/R-Defizienz wiesen enen dgnifikant  erhohten
Knochenmineralgehalt sowie einen signifikant hoheren Einzelknochendurchmesser ihrer
Femora auf.

2) Es konnen bei TN-C- und TN-C/R-defizienten Tieren sowohl in der trabekularen
as auch in der kortikalen Knochendichte signifikante Veranderungen beobachtet werden. Die
TN-C-defizienten Tiere wiesen in der Femurmetaphyse eine signifikante Verringerung der
apparenten Knochendichte sowie der subkortikalen Knochendichte auf. Die Wirbelkorper
(L2-L4) der TN-C/R-KO-Gruppe zeigten eine signifikant erhéhte apparente Knochendichte
und eine signifikante Zunahme der subkortikalen Knochendichte.

3) In der distalen Femurmetaphyse der TN-C-defizienten Mause beobachteten wir
einen signifikant verminderten Gesamtknochenmineralgehalt, kortikalen
Knochenmineralgehalt und subkortikalen Knochenmineralgehalt. Die TN-C/R-defizienten
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Tiere wiesen hier keine dgnifikanten Verédnderungen auf. Ebenso konnte in der TN-C-
defizienten Gruppe eine signifikant erniedrigte apparente Knochendichte und subkortikale
Knochendichte der Femurmetaphyse dargestellt werden, in der TN-C/R-Gruppe zeigten sich
jedoch keine signifikanten Veranderungen. Die Gesamtknochenquerschnittsflache der distalen
Femurmetaphyse war in der TN-C/R-defizienten Gruppe signifikant erhdht, nicht jedoch in
der TN-C-defizienten Gruppe. Die Femurdiaphyse der TN-C-KO Tiere wiesen einen
dgnifikant reduzierten Gesamtknochenmineralgehalt, eine dignifikant reduzierte kortikale
Knochenmasse sowie eine signifikant reduzierte kortikale Knochenquerschnittsflache auf.
Auch die Dicke der Kortikalis der Femurdiaphyse erwies sich bel den TN-C-KO-Mausen
signifikant erniedrigt. Die Gesamtknochenquerschnittsflache war in diesem Bereich in der
Doppe-KO-Gruppe dagegen signifikant erhoht. Die abschlief}ende Analyse Geometrie-
basierter Parameter erbrachte in der Doppel-KO-Gruppe eine signifikante Zunahme fir das
polare Tragheitsmoment, jedoch keine erheblichen Verdnderungen bei den TN-C-KO

Mausen.

6.2 Methodikdiskussion

6.2.1 Die Bedeutung der Maus als Knockout-Modell in der Forschung

Die Maus hat als Modell in der medizinischen Forschung in den letzten Jahren immer mehr an
Bedeutung gewonnen, da sie genetisch groRe Ahnlichkeiten mit dem Menschen aufweist
(Ezzell 1996; Gassmann et a. 1998). Veranderungen im Erbmaterial, seien sie zuféllig oder
willkUrlich  herbeigefiinrt, stellen geeignete Modelle dar, um genetische Ursachen
menschlicher Erkrankungen zu untersuchen (Ezzell 1996; Gassmann et al. 1998).

Bel dem hier verwendeten Mausmodell handelt es sich um Knockout-Tiere. Dieses
Tiermodell bietet eine einzigartige Gelegenheit, Alterationen der Knochenarchitektur in
einem TN-C- und TN-R-negativen sowie einem TN-C/R-defizienten Modell mit dem eines
normalen Organismus zu vergleichen. Der Vortell ist dabel die Mdglichkeit der spezifischen
Untersuchung funktioneller Auswirkungen des Fehlens dieser Glykoproteine auf den

Knochen.

6.2.2 Auswahl der Tiere

In verschiedenen Studien wurde die Beteiligung von TN-C an der Knochenentstehung
erlautert (Chiquet und Fambrough 1984a; Crossin et a. 1986; Mackie et al. 1987b; Vakeva et
al. 1990; Lukinmaa et a. 1991; Mackie und Tucker 1992; Pacifici et a. 1993; Koyama et al.
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1996), und somit vermuteten wir nachweisbare Alterationen im Aufbau der Knochen dieser
Tiere, die durch eine genauere Analyse der Knochenstruktur erkennbar werden sollten.

Das Alter der in dieser Studie verwendeten Tiere lag bei 24 Monaten, was fir Méuse
ein relativ hohes Alter darstellt. Anhand friherer TN-C-Knockout-Studien ist bekannt, dass
TN-C-defiziente Tiere lebensfahig waren und keine schwerwiegenden Veranderungen in
ihrem Organismus aufwiesen (Saga et a. 1992; Mitrovic und Schachner 1995; Forsberg et al.
1996; Settlers et al. 1997). Wir stellten uns die Frage, ob sich das Fehlen des TN-C-Proteins
wéahrend der Knochenbildung spéter erkennbar macht, zum Beispiel durch schnellere
Abbauprozesse oder ineffektive Umbauprozesse und daraus folgend ene verminderte
Aufrechterhaltung der Knochenmatrix. Wir gehen nicht davon aus, dass jungere Tiere starkere
Veranderungen im Vergleich zu den in dieser Studie verwendeten Tieren aufgewiesen hétten.
Ziel war es vorhandene Defizite oder Veranderungen in Umbau- und Erneuerungsprozessen
bei TN-C und TN-C/R-KO-Tieren im fortgeschrittenen Alter zu untersuchen und
nachzuweisen.

Studien an Mausen mit hohem Alter zeigen, dass Knochenumbauprozesse trotz des
bereits entstandenen Knochenabbaus nicht abgeschlossen sind. An Knochen von 20 Monate
alten Mausen konnten durch Zugabe eines Wachstumshormons anabole Effekte beobachtet
werden, wie zum Beispiel eine Zunahme der Zellproliferation, der Syntheserate notwendiger
Knochenproteine und eine verstérkte Knochenmineralisation (Livne et a. 1997). Andere
Untersuchungen an 12 Monate alten Mausen zeigten eine reduzierte Konzentration und
Aktivitdt des Wachstumsfaktors TGF-f (Gazit et al. 1998). TGF-3 ist ein wichtiger
Wachstumsfaktor im Knochen und gilt als Stimulator ftr Zellproliferation und Produktion der
ECM (Roberts et al. 1988; Hock et a. 1990; Dallas et a. 1995). Auch die Knorpel- und
Knochenbildung wird in erheblichem Mal3e durch TGF-3 beeinflusst (Pfellschifter et a. 1987;
Noda et al. 1989; Marcelli et a. 1990). Es konnte beobachtet werden, dass es anhand von
exogen zugefuhrtem Wachstumsfaktor (TGF-3) zu vermehrter  Knochenbildung,
Volumenzunahme im trabekul&ren Knochenkompartiment und verbesserter Heilungstendenz
nach Knochenfrakturen kam (Gazit et al. 1999).

Anhand solcher Studien wurde gezeigt, dass gesunder Knochen trotz des hohen Alters
und der bereits abgelaufenen Alterungsprozesse mit Hilfe von Stimulatoren in der Lage ist
adaguat auf exogene Stimuli zu reagieren. Weiterhin kdnnen in diesem ,aten” Gewebe
Prozesse ablaufen, die unter physiologischen Bedingungen in solch einem Umfang nicht mehr
nachweisbar sind.
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Weltere Untersuchungen am Knochen verglichen die Reparationsvorgange junger
Tiere (1 Monat) mit denen dterer Tiere (26 Monate) (Kaar et al. 2001). Durch den Einbau
von Titaniumpartikeln wurden in diesen Knochen Osteolysen induziert und die Dauer der
Nachweisbarkeit verglichen. Bel den jungen Tieren waren diese Knochendefekte binnen eines
Monats nicht mehr nachweisbar. Im Knochen der &lteren Tiere waren die Strukturdefekte
nach derselben Zeit um ein Vielfaches starker ausgepragt. Anhand dieser Ergebnisse konnten
Kaar und Mitarbeiter (2001) verdeutlichen, dass Knochensubstanz abhangig von ihrem Alter
unterschiedlich auf exogene Einfliisse reagiert, obwohl dlteres Knochengewebe das Potenzial

hétte in dem Mal3e zu reagieren wie junge Knochensubstanz.

6.2.3 DXA und pQCT als Methoden zur Untersuchung von Knochen

Zur Darstellung von TN-C im Skelettsystem wurden bisher vor alem immunhistochemische
Methoden angewendet. Dabei wurden die TN-C-positiven Strukturen mit Hilfe von
Antikorpern sichtbar gemacht (Chiquet-Ehrismann et a. 1986; 1988; Erickson und Taylor
1987, Aufderheide et a. 1988; Hoffmann et al. 1988). Bisherige Untersuchungen der
Knochen TN-C-defizienter Tiere konnten Verénderungen im Knochenmark zeigen, jedoch
gibt es bisher keine Studie, die sich speziell mit den morphologischen Veranderungen der
Knochenstruktur von TN-C- und TN-C/R-Knockout Tieren befasst hat.

Um den Einfluss genetischer Faktoren auf den skelettalen Phanotyp zu identifizieren
und deren Mitwirken in Differenzierung, Wachstum, Erhalt und Degeneration des
Skelettsystems néher zu untersuchen, it ene Messung von Knochenmineralgehalt,
Knochendichte, Knochenform sowie Knochenaufbau und strukturellen Parametern
erforderlich.

Die bisher gebrauchlichste Methode zur nicht-invasiven Messung des Mineralgehaltes
im skelettalen System ist die Zweienergie-Rontgen-Absorptiometrie (DXA). Bel diesem
Verfahren erhdt der Untersucher eine flachenhafte Knochendichte (mg/cm?), jedoch ist die
Bestimmung der volumetrischen Knochendichte (mg/cm?) nicht moglich (siehe Kapitel 2.9.1).
Diese Technik ist beim Menschen in der Osteoporosediagnostik bereits fest etabliert (Genant
et a. 1996; Adams 1997) und wurde auch im Tiermodell erfolgreich eingesetzt (Rozenberg et
a. 1995; Grier et a. 1996; Makan et a. 1997; Rose et a. 1998). Die Anwendung der
Verfahren be Kleintieren, wie Mausen, ist aufgrund der geringen Korpergrofen eine
Herausforderung gewesen, jedoch haben verschiedene Studien gezeigt, dass moderate bis gute
Ergebnisse erzielt werden konnen (Jilka et al. 1996; Klein et al. 1998; Ferretti 1998; Nagy und
Claire 2000; Lochmller et a. 2001; Eckstein et a. 2002a,b, 2004).
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Der Vortell der DXA liegt darin, dass, im Unterschied zu morphometrischen
Untersuchungen der Knochen, nicht nur die externe Dimension des Skeletts, sondern die
tatschliche Masse an mineralisertem Knochengewebe fir das gesamte Tier quantitativ
erfasst werden kann (Wolf 1991; Eckstein et al. 2002a,b, 2004). Ein weiterer Vorzug ist die
Nichtinvasivitét dieser Methode, die es erlaubt, weiterfihrende Untersuchungen (histologisch,
biochemisch, biomechanisch) an den Knochen durchzufiihren.

Am Beispiel der Maus zeigten Lochmiller et al. (2001), dass sich die Masse an
mineralisiertem Gewebe mittels DXA mit guter Prézison messen lasst und dass skelettale
Unterschiede zwischen verschiedenen Tieren reproduzierbar bestimmt werden kdnnen
(Lochmiiller et a. 2001). Sie ermittelten bei Mausen mit einem Korpergewicht = 40 g einen
Prazisonsfehler (root mean square avarage [RMS] Variationskoeffizient (CV%) der
Wiederholungsmessung) fur die Bestimmung des Ganzkorperknochenmineralgehaltes (BMC)
von 4%. Bei Mausen mit einem Korpergewicht von 20 g ergab sich ein Prézisionsfehler von
bis zu 10% (Lochmuller et a. 2001). Der Prézisonsfehler bel der Bestimmung des BMC der
Einzelknochen war fir das isolierte Mausefemur mit 0,1% bis 4,2% am geringsten. Die
Wiederholungsmessungen der Tibia ergaben Prézisionsfehler mit einer Spannbreite von 1,4%
bis 5,7% und die der Wirbelsdule lagen zwischen 0,7% bis 8,6%.

Eckstein e a. (2002a) vdidierten das Verfahren im  Vergleich zu
Veraschungsanalysen. Die DXA-Parameter zeigten bel grofReren Tieren (> 40 g) einen
genaueren Bezug zum Veraschungsgewicht sowie zum Kaziumgehalt. Eckstein und
Mitarbeiter (2002b) ermittelten den BMC von Karkassen (Mause ohne Kopf), deren
Korpergewicht unter 40 g lag (in-situ), und weiterhin von verschiedenen Einzelknochen (ex-
gtu). Be den in-situ Messungen mittels DXA wurden 34 Wildtyp Méause mit einer
Gewichtsspanne von 20,2 g bis 42,2 g untersucht. (Mit Hilfe von ROl konnten drei
verschiedene Bereiche unabhangig voneinander bestimmt werden: der kopflose Korpertell,
der Kopf und der Gesamtkorper).

Die Ex-gtu-Messungen der Einzelknochen (Tibia, Femur, Lendenwirbel) wurden von
9 Tieren mit einem Korpergewicht von 20 g bis 60 g durchgefuihrt. Gemessen wurden 12
Knochen (4 Tibiae, 4 Femora, 4 Wirbelsaulen). Um die Reproduzierbarkeit der Messungen zu
prufen wurden die Messungen an verschiedenen Tagen nach Kalibration des Gerétes
wiederholt. Eckstein und Mitarbeiter (2002b) konnten eine signifikante Unterschatzung des
Knochenmineralgehaltes gegentber dem Veraschungsgewicht nachweisen (46% bel den
Karkassen, 35% bei den Ganzkdrpern, 4% beim Kopf). Dennoch ergaben die Ergebnisse eine
hohe Korrelation mit einem SEE (standard error of estimate) von nur 6,9% (r = 0,98) fur die
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Karkassen; 6,1% (r = 0,98) fur den Kopf und 5,7% (r = 0,98) fur den gesamten Korper. Es
konnten keine wesentlichen Unterschiede fur die Messgenauigkeit bel Mausen mit
verschiedenen Korpergewichten ermittelt werden (Eckstein et a. 2002b). Auch das
Veraschungsgewicht der Einzelknochen wurde mit Abweichungen von — 49% bis — 7% in der
DXA deutlich unterschétzt. Hier ergab sich jedoch ebenfalls eine hohe Korrelation mit einem
SEE (standard error of estimate) von 6,2% (r = 0,994) fur die Tibia; 3,8% (r = 0,998) flr den
Femur und 5,3% (r = 0,995) fur die Wirbelséule. Der Prazisonsfehler bel der Bestimmung
des BMC der Einzelknochen war fur das isolierte Mausefemur mit 0,1% bis 4,2% am
geringsten. Die Wiederholungsmessungen der Tibia ergaben Prazisonsfehler mit einer
Spannbreite von 1,4% bis 5,7% und die der Wirbelsdule lagen zwischen 0,7% bis 8,6%. Der
root mean square (RMS) average CV% (Gluer et al. 1995) lag fur die gesamten Messungen
bel 4% (Eckstein et al. 2002b).

In einer weiteren Vadidierungsstudie von Eckstein et a. (2002a) wurden die
Ergebnisse der DXA-Anaysen (BMC des Ganzkdrpers sowie des Fett-Gewebe-Antells [Fat-
tissue-content, FTC] von 28 Tieren) mit chemischen Methoden und dem uCT verglichen. Der
BMC (gemessen mit der DXA) wurde im Vergleich zum Veraschungsgewicht um 29% +
6,4% unterschétzt. Der SEE lag bei 8,5% und der Korrelationskoeffizient betrug r = 0,95. Der
Kalziumgehalt der Knochen (gemessen mit der DXA) wurde um 28,1% + 1,6% unterschétzt,
zeigte jedoch mit dem Veraschungsgewicht einen hohen Korrelationskoeffizient von r = 0,97.
Der FTC der Tiere wurde mit der DXA um 27% * 17% unterschétzt, jedoch zeigte der
absolute FTC eine hohe Korrelation mit der chemischen Analyse (SEE 18,6%; r = 0,94). Fur
den relativen FTC wurde ein SEE von 8,8% und ein r = 0,96 ermittelt. Der BMC des Femurs
(DXA) wurde mit dem pCT verglichen und zeigte ebenfals eine hohe Korrelation (SEE
4,3%; r = 0,99).

Zusammenfassend konnten Eckstein et al. (2002a) zeigen, dass die Methode der DXA
den FTC und den BMC (Gesamt- und des Femurs) mit einer grofden Genauigkeit im
Vergleich zu chemischen Analysen, Veraschung oder uCT ermittelt. Obwohl die DXA den
BMC und den FTC unterschétzt, konnte eine hohe Korrelation zwischen den Ergebnissen der
verschiedenen Methoden erzielt werden (Eckstein et al. 2002a).

Ahnliche Ergebnisse erzielten auch Nagy und Claire (2000). Sie vermuteten, dass im
Welichtellgewebe von Mausen ein relevanter Mineralgehalt enthalten sei und dass mittels
DXA die Knochenasche genaustens ermittelt werden kann, die Gesamtkorperasche jedoch

unterschétzt wirde (Nagy und Claire 2000).
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Ein weiterflhrendes Verfahren zur Charakteriserung der Knochenstruktur ist die
periphere quantitative Computertomographie (pQCT). Dieses Verfahren wird erfolgreich in
der Osteoporosediagnostik bel Menschen (Groll et a. 1999) und Ratten (Ferretti 1995)
eingesetzt, wurde aber erst kirzlich fur die Studien an Mausen herangezogen (Breen et al.
1998). Obwohl die réumliche Auflésung nicht so gut ist wie die der Histomorphometrie und
des UCT, bietet die pQCT einige Vorteile. Die Tiere kbnnen in vivo gemessen werden, die
Fertilitat bleibt erhalten, und somit konnen sie ebenfalls fur Longitudinalstudien in Betracht
gezogen werden. Weiterhin fihren die Analysen den zu messenden Strukturen keine Schaden
zu und dadurch kdnnen weitere Untersuchungen vorgenommen werden (Schmidt et al. 2003).
Im Unterschied zur DXA erlaubt die pQCT die Bestimmung der volumetrischen
Knochendichte (mg/cm®) im Bereich der Metaphysen langer Rohrenknochen und der
Wirbelkorper. AuRerdem ermdglicht die pQCT die separate Beurteilung des trabekuléren und
des kortikalen Knochenkompartiments sowie die Beurteilung Geometrie-basierter Parameter
der Knochen (Groll et a. 1999; Schmidt et a. 2003). Die trabekuldre Knochendichte entlang
der langen Knochenachse variiert besonders im Bereich der Wachstumsfuge. Somit kann bei
der pQCT, bel welcher axiale Schnitte durch den Knochen gelegt werden, vor alem im
metaphysdren Bereich die Wachstumsfuge félschlicherweise in die Messung mit einbezogen
werden. Deshalb sollte man versuchen den Schnitt konsequent durch die Metaphyse zu legen,
um die knochendichtere Wachstumsfuge definitiv auszuschlief3en (Schmidt et al. 2003).

Eckstein et a. (2002a,b) und Schmidt et al. (2003) untersuchten die Validitat der
pQCT unter In-vivo- und In-vitro-Bedingungen und verglichen die Ergebnisse mit denen der
Histomorphometrie (Schmidt et al. 2003) und der uCT (Eckstein et a. 2002a,b; Schmidt et al.
2003). Beim Vergleich der drel Methoden sollte man sich verdeutlichen, dass diese Methoden
unterschiedliche physikalische Eigenschaften messen (axiale Schnitte im pQCT; sagittale
Schnitte in der proximalen Tibia, koronare Schnitte in der lumbalen WS be der
Histomorphometrie).

Bei dem Vergleich der pQCT mit dem pCT konnten Eckstein und Mitarbeiter fur die
mikrostrukturellen Parameter hohe Korrelationen (r = 0,95 — 0,99) mit einem SEE von 1,4 —
15% finden. Die genaueste Ubereinstimmung erbrachte die Querschnittsflache (r = 0,99; SEE
= 1,4%) gefolgt von der kortikalen Flache (r = 0,99; SEE = 2,4%). Diese Ergebnisse zeigen
hohe Korrelationen der verschiedenen Methoden untereinander (Eckstein et al. 2002b).

Schmidt und Mitarbeiter (2003) verglichen die Methode der pQCT mit dem uCT
sowie mit der Histomorphometrie. Es wurden Knochen (Tibia, Femur, lumbale WS) von 27

Mausen ex vivo mit alen drei Methoden gemessen und die Daten miteinander verglichen.
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Weliterhin wurden 23 Tiere (12 und 13 Wochen alt) in vivo gemessen. Beim Vergleich von
pQCT mit dem pCT fanden sie enen hohen linearen Zusammenhang zwischen der
trabekuléren Dichte der pQCT und dem BV/TV der uCT (r2 bis 0,94; SEE = 1,0). Jedoch
zeigten die beiden Methoden, besonders bei der Messung kortikaler Parameter (Diaphyse),
systematische Abweichungen. Die Uberschiatzung der pQCT wurde von Schmidt und
Mitarbeitern (2003) mit der geringeren Auflosung und den partiellen Volumeneffekten
erklart. Die Parameter der Knochenquerschnittsflache (CSA), kortikalen Fléche, kortikalen
Knochenmineralgehalts, kortikalen Dicke und Geometrie-basierten Parameter zeigten trotz
dieser Abweichungen eine hohe Ubereinstimmung mit der uCT (r2 > 0,77).

Beim Vergleich von pQCT mit der Histomorphometrie betrug das Bestimmtheitsmal3
in der Tibia und im Femur r2 = 0,79 und der Standardfehler SEE = 1,6/2,4 (Schmidt et al.
2003).

Die pQCT zeigte bei Méausen unter In-vitro-Bedingungen eine gute Prazision, die
jedoch in Abhangigkeit von den zu bestimmenden Parametern und dem verwendeten
Messmodus grofere Schwankungen aufwiesen. Die beste Prézison konnte in vitro fur die
Gesamtknochendichte ermittelt werden. Hierbel wies das Femur, vor allem die Metaphyse,
die hochste Prézison mit Werten von 1% (RMS average CV% fir die Gesamtknochendichte)
bis 4,2% (trabekuldre Dichte PM 1. 40%) auf. Die kortikalen Parameter waren in der
Prazision denen der trabekuldren Uberlegen. In der Tibia lagen die Prézisionsfehler zwischen
1,1% — 1,7% (Tibiametaphyse, CSA 1,1%, kortikale Querschnittsflache (CRT_A) und
kortikale Dicke (CRT_THK) jewells 1,7%) (Schmidt et a. 2003).

Unter In-vivo-Bedingungen waren die Préazisionsfenler am distalen Femur und der
Tibiaschaftmitte groRer as unter Ex-vivo-Bedingungen. Am distalen Femurende betrug der
RMS CV% 2,3% (subkortikale Dichte; PM 2, 600 mg/cn®) bis 5,1% (trabekulére Dichte; PM
20, 40%). Am Tibiaschaft lag der Prazisonsfehler zwischen 2,2% (fur die relative kortikale
Héche) und 7,1% (fir das polare Trégheitsmoment). Zusammenfassend konnte gezeigt
werden, dass die pQCT im Vergleich zum pCT und zur Histomorphometrie genaue und
reproduzierbare Parameter von Mauseknochen liefert (Schmidt et al. 2003).

6.3 Ergebnisdiskussionen und Interpretationen

Die Présenz und die Beteiligung des Glykoproteins TN-C wahrend der Skelettentstehung und
Skeletterneuerung konnte in zahlreichen Studien nachgewiesen werden (Mackie et al. 1987b;
Vékava et a. 1990; Mackie und Tucker 1992). TN-C wird im Skelett mit hoher Syntheserate
produziert (Mackie und Ramsey 1996a,b). Das Protein soll eine wichtige Rolle wahrend der



6. Diskussion -53-

Knorpelentstehung spielen und die Differenzierung der heranwachsenden Knorpelzellen
beeinflussen (Chiquet und Fambrough 1984ab; Mackie et a. 1987b; Hoffmann et al. 1988;
Vékava et a. 1990; Chuong et a. 1993; Pacifici et a. 1993; Pacifici 1995; Mackie und
Ramsey 1996b). Im Knochen konnte die Prédsenz von TN-C im kondensierten embryonalen
Mesenchym, in den priméren Ossifikationszentren des endochondralen Knochens, an der
gesamten Trabekeloberflache sekundarer Ossifikationszentren, an der Grenze zwischen den
hypertrophierten  Knorpelzellen und den Knochenvorlauferzellen, zwischen  der
Wachstumsfuge und der Epiphyse sowie in Osteozytenlakunen nachgewiesen werden
(Mackie et a. 1987b; Vakéva et al. 1990; Mackie und Ramsey 19964). Auch das Periost
gehort wéahrend seiner Entwicklung zu den TN-C-positiven Strukturen. Im Gegensatz zu
anderen Geweben verschwindet TN-C beim Erwachsenen nicht aus dem Periost, welches
wéhrend der Knochenneubildung als Reservoir fir Knochenzellen dient (Mackie und Ramsey
1996a, b). TN-C wurde um die Osteoblastenvorlauferzellen und die Osteoblasten, die das
Glykoprotein sowohl in vivo as auch in vitro sezernierten, nachgewiesen (Mackie et al.
1987b; Mackie und Tucker 1992). Es beeinflusste nachweidich die Differenzierung und
Entwicklung der Osteoblasten und deren Vorlauferzellen. In  TN-C-negativen
Knochenzellkulturen konnten Defizite der Osteoblastenfunktionen nachgewiesen werden
sowie eine verminderte Kollagensynthese und eine reduzierte Aktivitdt der alkalischen
Phosphatase (Mackie und Ramsey 1996b). Weiterhin konnten Ohta und Mitarbeiter (1998) im
Knochenmark TN-C-defizienter Tiere eine herabgesetzte Koloniebildung der Knochenzellen
finden .

Aufgrund der Tatsache, dass TN-C wéahrend des Wachstums, der Differenzierung und
Aufrechterhaltung der Osteoblastenfunktionen eine wichtige Rolle spielt und dass es einen
Vermittler zwischen Knochenzellen und deren Umgebung darstellt und fUr eine optimale
Anpassung der Zellen verantwortlich zu sein scheint, ist es erstaunlich, dass die skelettalen
Veranderungen der TN-C-defizienten Tiere unserer Studie sehr schwach waren und kein
nachweidicher Zusammenhang zwischen den Ergebnissen und dem Fehlen des Glykoproteins
TN-C- herzustellen war.

Unsere Ergebnisse zeigten bei den TN-C-KO-Mausen ein signifikant geringeres
Korpergewicht und kirzere Knochen. Es fand s€ich ein  dgnifikant  niedrigerer
Gesamtknochenmineralgehalt und en  tendenziell reduzierter  gewichtsnormierter
Knochenmineralgehalt. Weiterhin wies die TN-C-KO Gruppe ein signifikant reduzierter

Knochenmineralgehalt der Tibiae sowie der Wirbelkorper auf.
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In der pQCT fand sich ein ggnifikant reduzierter Gesamt- und subkortikaler
Knochenmineralgehalt sowie eine dgnifikant reduzierte apparente und subkortikale
Knochendichte. Die Messungen an der Femurdiaphyse ergaben in dem TN-C-negativen
Kollektiv einen signifikant verminderten Gesamt- und kortikalen Knochenmineralgehalt.

Fur den TN-C/R-Doppel-KO wurde eine signifikant hthere Knochendichte an den
Wirbelkdrpern beobachtet. Geometrische und kortikale Parameter (kortikale Flache und
Dicke, mechanisches Tragheitsmoment) zeigten eine signifikante Erniedrigung bei den TN-C-
KO und tendenziell hdhere Werte bel TN-R- und bel Doppel-KO Tieren.

Anhand der Ergebnisse ist zu erkennen, dass sich bei den TN-C- und TN-C/R-
defizienten Tieren in der phéanotypischen Charakterisierung des Skelettsystems nur relativ
geringe Unterschiede zu den Kontrollen aufwiesen. Diese waren in der TN-C-negativen
Gruppe in erster Linie auf das verminderte Korpergewicht der Tiere sowie kirzere Knochen
zurtickzufUhren. Eine Erklérung fUr das reduzierte Gewicht dieser Tiere und die klrzeren
Knochen gibt es bisher nicht, dieses Ph&nomen wurde in der Literatur bisher auch nicht
beschrieben. Es muss beachtet werden, dass das Kollektiv mit TN-C-Defizienz aus 6 Tieren
bestand und es dementsprechend auch ein Zufallsbefund sein kénnte, dass diese 6 Tiere ein
niedrigeres Gewicht aufwiesen als die Mause ohne TN-C-Defizienz. Die Doppel-KO Tiere
zeigten, aulBer einem sSignifikant erhdhten Einzelknochendurchmesser der Femora, keine
weiteren phanotypischen Auffalligkeiten, so dass die inkonsistenten Ergebnisse fur die TN-C-
und TN-C/R-Knockout Tiere eher fir ein statistisches Artefakt als einen tatséchlichen Effekt
durch TN-C-KO am Knochen sprechen.

TN-C-Defizienz wurde bereits in anderen Organsystemen untersucht, so z. B. in der
Brustdrise (Chiquet-Ehrismann et al. 1986), in der wachsenden Zahnglocke (Thedeff et al.
1987), in den Tubuli der sich bildenden Nieren (Aufderheide et al. 1987), im Gewebe des
Urogenitalsinus (Takeda et a. 1988), im Klenhirn (Husmann et a. 1992), in
Muskelsehnenverbindungen und im glatten Muskelgewebe (Grumet et a. 1985), in
Haarfollikeln (Chiquet-Ehrismann et al. 1986), im kleinen Intestinum (Aufderheide und
Ekblom 1988), im Gehirn (Kruse et a. 1985; Crossin et al. 1989; Prieto et a. 1990; Bartsch et
a. 1992a,b), im Gewebe der Fligelknospe (Wehrle-Haller et al. 1991) und in der Haut (Jiang
und Chuong 1992). In al diesen Geweben konnte kein pathologischer Phénotyp bei TN-C-
Defizienz beobachtet werden. Auch biologische Prozesse, wie die Wundheilung und der
Geburtsvorgang, wurden unter TN-C-Defizienz auf ihre Fehlfunktionen hin untersucht und als
nicht pathologisch befunden (Mackie et al. 1988; Castellucci et al. 1991; Saga et al. 1992).
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Aufgrund der Betelligung an vielfdtigen Prozessen des TN-C im gesamten
Organismus und dem Fehlen der phénotypischen Verédnderungen bei dessen Defizienz, kam
es zu interessanten Interpretationen der Negativergebnisse. Erickson formulierte in diesem
Zusammenhang, dass die komplexe Bildung von TN-C im Organismus und der fehlende
Phanotyp bel dessen Defizienz ein Beispiel fur eine Uberfliissige Expression von Genen in der
Evolutionsgeschichte darstellt (Erickson 1993a). Andere Untersucher postulierten, dass der
Organismus selbststandig in der Lage ist die Imbalance von Adhasionskréften zu regeln. Sie
belegten dies mit einem reduzierten Gehalt des gegentellig zu TN-C (namlich adhésiv)
wirkenden Proteins Fibronektin unter TN-C-Defizienz (Chiquet-Ehrismann et al. 1994b,
Oberhauser et a. 1998; Mackie und Tucker 1999). Weitere Erklarungen diesbeztiglich
versuchten Mackie und Murphy (1998) zu geben. Sie wiesen 3 I soformen des TN-C-Molekils
nach, die wéarend der Entwicklung durch die peripheren Knorpel- und
Knochenvorléauferzellen exprimiert wurden und die Knorpel- und Knochenentwicklung auf
unterschiedliche Art und Welse zu beeinflussen schienen. Die Untersucher stellten die
Hypothese auf, dass andere Knochenproteine mit dhnlicher Struktur und Funktionsweise
Substituenten fur TN-C und dessen Isoformen in Knockout-Mausen darstellen konnten
(Mackie und Murphy 1998). Hierfir kommen Proteine in Frage, die einen vergleichbaren
Molekulaufbau wie das fehlende TN-C aufweisen und zugleich in &hnlichen Gewebearten
sezerniert werden (Erickson et al. 1993a; Mackie und Murphy 1998). In der unmittelbaren
Tenascinfamilie schien nur das TN-W in ndhere Auswahl zu kommen. Das bisher jlingste
Protein dieser Glykoproteinfamilie wurde aus dem Gewebe des Zebrafisches isoliert, und
seine Bildung findet unter anderem wahrend der Entstehung des knorpeligen Skeletts statt
(Weber et a. 1999). Tenascin-W ist damit das Protein dieser Glykoproteinfamilie, welches
neben TN-C im wachsenden Skelett gefunden wurde und as Substituent in TN-C-defizienten
Wirbeltieren in Frage kommen kénnte (Mackie und Murphy, 1998).

Die Tiere mit TN-R-Defizienz wiesen keine konsstenten Veranderungen der
Knochenstrukturen auf. Jedoch ist aus friheren Studien bekannt, dass die Expression von TN-
R hauptsachlich im adulten Nervengewebe erfolgt und dass TN-R nicht im peripheren
Nervensystem und auch nicht in anderen Organsystemen, wie zum Beispie dem
Skelettsystem, synthetisiert wird (Pesheva et a. 1989; Bartsch et al. 1993; Fuss et al. 1993).
Aufgrund dieser Tatsache konnten wir bei den Tieren mit TN-R-Defizienz keine Auswirkung
auf den Knochen erwarten und daher kann die Gruppe der TN-R-defizienten Tiere auch als

eine Kontrollgruppe betrachtet werden.
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6.4 Schlussfolgerung

TN-C qilt as en grolRes Glykoprotein der extrazellularen Matrix und wurde als erstes
Mitglied einer expandierenden Glykoproteinfamilie beschrieben (Mackie et a. 1998). Das
Protein konnte sowohl im embryonaen als auch im adulten Gewebe nachgewiesen werden,
und seine Présenz im wachsenden und adulten Knochengewebe konnte in vielen
unabhéngigen Studien bestétigt werden (Erickson et al. 1989).

Die Betrachtung der Ergebnisse lasst deutlich werden, dass die diteren Tiere mit TN-
C-Defizienz in der phénotypischen Charakterisierung des Skelettsystems nur relativ geringe
Unterschiede zu den Kontrolltieren aufweisen. Trotz der vielen Prozesse, an denen TN-C
wéahrend der Skelettentstehung betelligt ist, konnte nur ein geringer phanotypischer
Unterschied an diesen Tieren beobachtet werden. Frihere Studien, welche eine Differenz
zwischen dem veréanderten Genotyp und dem nahezu unauffélligen Phanotyp zeigten,
versuchten Erklarungen fur die fehlende phanotypische Auspréagung bel TN-C-Defizienz zu
finden. Erickson postulierte, dass die komplexe Bildung des Proteins im Organismus ein
Beispiel fur eine redundante Expression von Genen in der Evolutionsgeschichte sei (Erickson
1993a). Es ist daher wahrscheinlich, dass der Organismus in der Lage ist, fehlende Proteine
durch &hnliche Molekile funktionell zu ersetzen oder Uber eine Reduktion von Antagonisten
die notwendige Balance herzustellen (Erickson et al. 1993a; Chiquet-Ehrismann et al. 1994b,
Mackie und Murphy 1998; Oberhauser et al. 1998; Mackie und Tucker 1999).
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7. Zusammenfassung

Tenascin-C ist ein Glykoprotein, welches hauptséchlich wahrend der Embryonalentwicklung
in der ECM als Antiadhéasionsmolekill eine wichtige Rolle spielt. Aufgrund der Lokalisation
des Glykoproteins schon zu Beginn seiner Identifizierung wurde vermutet, dass TN-C bel der
Skelettogenese eine Rolle spielt. Untersuchungen von embryonalem und adultem Knochen
haben schlief3lich ergeben, dass TN-C vor alem wéahrend des Wachstums, aber auch wahrend
mechanischer Beanspruchung von den Knochenzellen synthetisiert wird. Unklar ist jedoch, ob
das Fehlen dieses Glykoproteins wahrend der Entwicklung und nach Wachstumsabschluss im
Knochen nachweisbare strukturelle Alterationen verursacht. Wir Uberpriften die Fragen, ob
1) Veranderungen der Knochengrof3e und Knochenzusammensetzung (Knochenmineralgehalt,
BMC) bel TN-C- und TN-C/R-defizienten Tieren beobachtet werden konnen, 2) ob es
nachweisbare Alterationen der trabekuldren und kortikalen Knochendichte bei TN-C- und
TN-C/R-defizienten Tieren gibt und ob 3) dgnifikante strukturelle Unterschiede in der
distalen Femurmetaphyse sowie im Femurschaft von TN-C- und TN-C/R-defizienten Tieren
nachweisbar sind.

Es wurden insgesamt 28 weibliche Méause im Alter von 24 Monaten untersucht.
Darunter befanden sich 7 Kontrolltiere, 6 TN-C-defiziente Tiere, 7 TN-R-defiziente Tiere und
8 Doppelknockout-Tiere. Die Messung des Knochenmineralgehaltes der Ganzkdrper und der
Einzelknochen (Femur, Tibia, Humerus, Wirbelkorpern) erfolgte mittels Zwel-Energie-
Rontgen Absorptiometrie (DXA), die Bestimmung der volumetrischen Knochendichte, des
trabekuléren und des subkortikalen Knochenkompartiments sowie ene Untersuchung
Geometrie-basierter  Knochenparameter  wurde  mittels  peripherer  quantitativer
Computertomographie (pQCT) am Femur und den Lendenwirbelkorpern durchgefhrt.

Die Ergebnisse zeigen, dass das Korpergewicht der TN-C-defizienten Tiere signifikant
erniedrigt ist (-15%). Es ergab ein hoch signifikant erniedrigter absoluter BMC fir das
Gesamtskelett (-22%), eine nicht signifikante Reduktion fir die Einzelknochen (-16% bis
—27%) sowie ein tendenziell reduzierter relativer BMC (% Korpergewicht: -7%). In der pQCT
zeigten sich bei den Einzelknochen der TN-C-defizienten Gruppe eine signifikant niedrigere
Knochendichte am distalen Femur (-13%) und ene tendenzielle Verringerung der
Knochendichte der Wirbelkdrper. Die TN-C/R-defizienten Tiere wiesen in der pQCT ene
signifikant erhohte Knochenquerschnittsflache des Femurs (+10%) sowie eine grenzwertig
signifikant erhdhte Knochendichte der Wirbelkorper (+11,6%) auf.

Anhand der inkonsistenten Befunde bei TN-C- und TN-C/R-Knockout sowie den nur

relativ geringfligigen Abweichungen gegentiber den Kontrolltieren kénnen wir zeigen, dass
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im Knochen dterer Mause keine schwerwiegenden Alterationen unter TN-C-, TN-R- und TN-
C/IR-Defizienz zu erkennen sind. Wie auch in anderen Studien mit TN-C-defizienten Tieren
formuliert, it zu vermuten, dass der Organismus dieser Lebewesen in der Lage ist,
Antagonisten dieser Molekile zu reduzieren oder einen Ersatz durch funktionell vergleichbare

Proteine zu schaffen.
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08/2002 Praxis Dr. B. Herberholz, Geringswalde
Famulatur im Bereich Hals-Nasen-Ohrenkrankheiten
10/03 - 02/04 Stédtisches Krankenhaus M tinchen — Neuperlach
Praktisches Jahr, 1. Tertial: Abteilung fir Innere Medizin
02/04 — 05/04 Stadtisches Krankenhaus M inchen — Harlaching
Praktisches Jahr, 2. Tertial: Abteilung fur Chirurgie
06/04 —09/04 Stadtisches Krankenhaus Kinderklinik Dritter Orden, M inchen

Praktisches Jahr, 3. Tertial: Abteilung fir Kinder- und Jugendmedizin

LEHRTATIGKEITEN und WISSENSCHAFTLICHE TATIGKEITEN

WS 03/04; WS 04/05

Préparierassistentin im Kursus der Makroskopischen Anatomie
(Anatomische Anstalt LMU Minchen)

PERSONLICHESLITERATURVERZEICHNIS

M. Herberholz, T. Deller, R. Fasder, F. Eckstein

Kelettaler Phanotyp von Tenascin-Knockout-Mausen mit hohem Lebensalter,
Posterdemonstration, 19. Arbeitstagung der Anatomischen Gesellschaft,

1. - 4. Oktober 2002 in Wirzburg

M. Herberholz, T. Ddller, R. Fasder, F. Eckstein

Kelettaler Phanotyp von Tenascin-Defizienten-Mausen mit hohem Lebensalter,
Posterdemonstration, Deutsche Gesellschaft fir Biomechanik, Anatomische Anstalt
Minchen, 29.05. - 31.05.2003 in MUnchen



