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1. Einleitung

1.1 Diabetes mellitus

1.1.1 Definition

Der Diabetes mellitus (DM) umfasst mehrere Krankheitsbilder mit metabolischen
Storungen, die als Gemeinsamkeit und wesentliches Merkmal eine Erhohung des
Blutzuckers (Hyperglykadmie) zur Folge haben (Craig et al. 2014). Die wichtigsten und mit
Abstand haufigsten Formen des DM sind der Diabetes mellitus Typ 1 (T1DM) und der
Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM). Der T1DM st auf einen Zelluntergang der
insulinproduzierenden B-Zellen des Pankreas und somit ausbleibender Insulinproduktion
zuruckzufiihren. Der T2DM hingegen ist sowohl durch eine verminderte Insulinproduktion,
als auch durch eine verminderte Insulinwirkung in der Peripherie (Insulinresistenz)
gekennzeichnet (Kerner et al. 2014). Der DM muss dabei im Kontext des metabolischen
Syndroms gesehen werden. Als metabolisches Syndrom wird eine Symptomkonstellation
aus Hypertonie, abdomineller Adipositas, Dyslipiddmie und Hyperglykdmie bezeichnet
(Alberti and Zimmet 1998). Das metabolische Syndrom ist mit einer Vielzahl von
Erkrankungen, vornehmlich aus dem kardiovaskuldren Formenkreis, assoziiert (Report of

the Expert Committee on the Diagnosis and Classification of Diabetes Mellitus 1997).

1.1.2 Epidemiologie

DM st eine der weltweit am schnellsten zunehmenden Erkrankungen. Die weltweite
Prévalenz des DM wird schon jetzt auf etwa 8,8 % geschatzt, was einer Zahl von etwa 415
Millionen Menschen entspricht. Zusatzlich geht man davon aus, dass aktuell etwa 193
Millionen Menschen mit DM nicht diagnostiziert sind, was also nochmal etwa 47 % aller
aktuell bereits diagnostizierten T2DM-Patienten entspricht. Schnelle soziodkonomische
Entwicklungen sowie demographische Verschiebungen lassen dabei einen weiterhin
anhaltenden Prévalenzanstieg vermuten. Es wurde fir das Jahr 2040 eine weltweite
Préavalenz fiir DM von 10,4 % vorausgesagt, was etwa 642 Millionen Menschen bedeutet

(International Diabetes Federation 2015).



Die geographische Verteilung weist dabei groRe Unterschiede auf, wobei einzelne Areale
auf eine Prdvalenz von bis zu 30 % kommen. Besonders deutlich macht die Bedeutung des
DM auch die Untersuchung von Sterberaten in Populationen mit diagnostiziertem DM: Hier
liegt die Sterberate im Vergleich zu Populationen ohne DM um etwa das Doppelte héher

(Ferdinand and Nasser 2015; Centers for Disease Control and Prevention 2014).

Die Gesundheitsbelastung und die damit assoziierte Mortalitat des DM beruht vor allem auf
dessen makro- sowie mikrovaskuldren Komplikationen. Lange Krankheitsdauer sowie
inadéquate Therapie mit hohen Blutzuckerspiegeln tragen maf3geblich zur Entwicklung von
kardiovaskuldren Erkrankungen sowie diabetischer Retinopathie, Nephropathie und
Neuropathie bei (Eschwege et al. 1985; Kostiuk and Zubkova 1993). Hauptursache fur die
hohe Mortalitat sind dabei kardiovaskuldre Erkrankungen (Morrish et al. 2001). Im Jahr
2015 sind etwa 5 Millionen Menschen, in der Altersgruppe zwischen 20 und 79 Jahren,
weltweit an den Folgen des DM verstorben. Dies entspricht etwa einem Todesfall durch DM
alle 6 Sekunden. Dabei ist etwa die Halfte der an DM Verstorbenen unter 60 Jahre alt.
Besondere Bedeutung bekommt diese Zahl im Vergleich zur Mortalitdt anderer
Erkrankungen, die als Todesursache ebenfalls haufig sind: Im Jahr 2013 starben etwa 1,5
Millionen Menschen an Tuberkulose, etwa 1,5 Millionen an den Folgen von HIV/AIDS und
etwa 0,6 Millionen an Malaria (International Diabetes Federation 2015). Die Einschatzung
der Mortalitatsraten des DM sind dabei mit Vorsicht zu betrachten. Die vielfaltigen
Folgeerkrankungen werden haufig nicht der zugrundeliegenden Erkrankung des DM
zugeschrieben. Studien zeigten, dass Statistiken, die auf der reinen Auswertung von
Totenscheinen basieren, die Zahl der Toten durch DM etwa um das Vier- bis Fiinffache

unterschatzen (Fuller et al. 1983).

Die 6konomischen Folgen des DM sind ebenfalls beachtlich und beinhalten unter anderem
den Verlust der Produktivitét, Kosten fur mégliche Invaliditat sowie die Beanspruchung des
Gesundheitssystems. Weltweit wurden im Jahr 2015 etwa 935 Milliarden US Dollar zur
Behandlung von DM und dessen Folgen ausgegeben. Das waren in Deutschland 35
Milliarden US Dollar (aktuell etwa 31,2 Milliarden EURO) und entspricht damit in etwa den
Kosten, die im selben Zeitraum durch alle Krebsentitdten zusammen in Deutschland
angefallen sind, siene Abb. 1-1 (Luengo-Fernandez et al. 2013). Schatzungen der
International Diabetes Federation (IDF) zufolge werden diese Kosten im Jahr 2040 auf etwa

1,1 Billionen US Dollar weltweit steigen (International Diabetes Federation 2015).



Abbildung 1-1: Gesundheitskosten des Diabetes mellitus nach Region pro Jahr in US-Dollar. Aus:
(International Diabetes Federation 2015)

Eine erhohte Morbiditdt und Mortalitat wird jedoch auch aufgrund einer verminderten
Knochenstabilitat mit erhohter Frakturrate beobachtet. Das Risiko, eine Knochenfraktur zu
erleiden, steigt bei gleichzeitig diagnostiziertem DM deutlich an. Abhéngig von
Frakturlokalisation, Krankheitsdauer und Studiendesign liegt dieser Anstieg bei 20 bis hin
zu 300 % (Antonopoulou et al. 2013). Hier muss allerdings erwahnt werden, dass sich in der
Literatur teilweise widerspriichliche Angaben zum Frakturrisiko bei DM finden (van Daele
et al. 1996; Napoli et al. 2014). Dieser Umstand ist wohl der Komplexitat des DM mit seinen
zahlreichen Folgeerkrankungen und Auswirkungen auf den menschlichen Organismus
geschuldet. Nicht nur die gesundheitlichen Konsequenzen jedoch, sondern auch die
6konomischen Aspekte der Knochenfraktur als Folge des DM unterstreichen die Bedeutung
dieser Komplikation. In den USA betragen die, durch Knochenfrakturen entstandenen
Kosten, bereits jetzt mehr als 20 Milliarden US-Dollar jahrlich (Moseley 2012; Tosteson et
al. 2008; Melton et al. 2003). Eine Zahl, die in den nachsten Jahren, angesichts der oben

genannten Préavalenzraten fur DM weiter steigen wird.

Dabei wird die Gesamtheit der pathologischen Veranderungen des Knochens im
Zusammenhang mit dem DM als ,,diabetic bone disease* bezeichnet (Bouillon 1991; Retzepi
and Donos 2010). So ist bei Diabetes-Patienten nicht nur eine erh6hte Frakturrate, sondern
auch eine schlechte Knochenheilung mit vermindertem Knochenregenerationspotential, eine
erhdhte Osteoporoserate sowie ein verringertes Langenwachstum in der Pubertdt zu
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verzeichnen (Vestergaard 2014; Cozen 1972; Salerno et al. 1997; Retzepi and Donos 2010).
Die Dauer der Frakturheilung ist im Vergleich zu gesunden Populationen um bis zu 87 %
verlangert (Loder 1988; Bibbo et al. 2001; Xu et al. 2016). Zudem wurde eine erhohte Rate
an Pseudarthrosenbildung, Redislokationen sowie Wundinfektionen nach Frakturen bei
Diabetes-Patienten beobachtet (Stuart and Morrey 1990; Papa et al. 1993; Tisdel et al. 1995).

Eine Verringerung der Knochendichte, hingegen, zeigt sich, im Vergleich zu gesunden
Populationen, nur bei TLDM-Patienten. Bei T2DM-Patienten wurde dagegen eine erhohte
Knochendichte festgestellt, wobei auch der hohere body-mass-index (BMI) beriicksichtigt
wurde (Oei et al. 2015; Vestergaard 2014). Diese Gegensatzlichkeit wird auf die ungleichen
Insulinkonzentrationen bei TIDM und T2DM, i.e. Hypoinsulindmie vs. Hyperinsulindmie,
zurlckgefuhrt (Thrailkill et al. 2005). Die &tiopathologischen Veranderungen liegen im
Bereich der Balance zwischen Auf- und Abbau des Knochens. In entsprechenden in vivo
Studien konnte eine verminderte Aktivitat von Osteoblasten (siehe unten) bei T1DM
festgestellt werden (Verhaeghe et al. 1990; Botolin et al. 2005). Studien, die auf
histomorphologischen Untersuchungen von unbehandeltem T1DM in Rattenmodellen
basieren, bestatigten diese Erkenntnisse (Goodman and Hori 1984; Verhaeghe et al. 1990).
Es zeigte sich weiterhin eine verminderte Sekretion von Osteoid, welches zudem nur
unzureichend kalzifiziert war (Retzepi and Donos 2010). Diese Veranderungen konnten
auch in Biopsien von humanem T1DM-Knochen nachgewiesen werden (Krakauer et al.
1995).

Neben der Veranderung der Knochendichte, spielt in der ,,diabetic bone disease* auch eine
veranderte Mikroarchitektur des Knochens, mit verminderter Absorptionsfahigkeit von
Energie, verminderter Steifigkeit und erhohter Fragilitat eine Rolle (Dixit and Ekstrom
1980). Dies fuhrt in Knochen von T2DM-Patienten bei gleichzeitig erhdhter Knochendichte
dennoch zu einer erhéhten Frakturrate. Im Rattenmodell zeichnete sich dieser Knochen
durch minderwertige Vernetzung der Spongiosatrabekel sowie eine, um bis zu 48 %
verminderte Kollageneinlagerung aus. Zudem kommt es durch Einlagerung wvon
glykosylierten  Endprodukten an  Knochenproteine wie  Kollagen-Typ-1  zu
Funktionsverlusten. Diese Veranderungen konnten durch Insulingabe teilweise riickgangig
gemacht werden (Einhorn et al. 1988; Hou et al. 1993; Suzuki et al. 2003; Spanheimer et al.
1988; Carnevale et al. 2014).
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1.2 Knochenbiologie

1.2.1 Grundlagen der Knochenbiologie

Die Funktionalitat eines Knochens wird (ber verschiedene Eigenschaften definiert. Zum
einen missen Knochen starr sein, um Lasten tragen zu kdnnen und als Hebel genutzt werden
zu kdnnen. Zum anderen mussen Knochen flexibel sein, dies ermdglicht die Absorption von
Energie durch Deformierung. So kdnnen Knochen verkiirzt und gleichzeitig verbreitert, oder
verlangert und gleichzeitig verjungt werden. Zudem mussen Knochen mdglichst leicht sein,
um eine 6konomische Fortbewegung zu erlauben. Die Grundlage fur diese Fahigkeiten bietet
die Mikroarchitektur und Zusammensetzung des Knochengewebes (Seeman and Delmas
2006). Makroskopisch lasst sich eine &uRere, dichte Schicht, die Kortikalis, von einer
inneren, trabekularen Schicht, der Spongiosa, unterscheiden. Auf molekularer Ebene besteht

Knochengewebe einerseits aus Zellen, andererseits aus der extrazellularen Matrix (ECM).

1.2.2 Extrazellulire Matrix

Die ECM von Knochengewebe besteht zu etwa 90 % aus Kollagenen, vornehmlich
Kollagen-Typ-I. Weitere Bestandteile sind Elastin, Fibronectin, Laminin sowie diverse
andere Proteoglykane und Glykosaminoglykane (Baron 2000; Alford et al. 2015). Die
Zusammensetzung und Anzahl der Verknupfungen der Kollagenfibrillen spielen eine
wichtige Rolle im Erhalt der Knochenfunktion. Hauptaufgabe der Kollagenfibrillen ist das
Absorbieren von Energie. Bei einer zu geringen Anzahl an Verkniipfungen kann es dabei
zur Auflésung der Kollagenhelices kommen. Ist die Anzahl der Verknlipfungen andererseits
zu hoch, nimmt die Fahigkeit der Energieabsorption ab (Baron 2000). Zuséatzlich wird die
notige Steifigkeit des Knochens (ber die Einlagerung von Kalzium in Form von
Hydroxyapatitkristallen (Cas(PO4)30H) gewahrleistet. Ist die Kalzifizierung des Kollagens
dabei Gbermé&Rig hoch, so verschiebt sich das Gleichgewicht zwischen Flexibilitat und
Steifigkeit. Dieser Knochen zeichnet sich zwar durch eine besondere Festigkeit aus, die
fehlende Absorption von Energie fuhrt jedoch zu Frakturen. Es bilden sich zun&chst
Mikrobriiche, die als Abwehrmechanismus die vollstdndige Fraktur des Knochens
verhindern. Kollagen-Typ-1 ist ein fibrill&ar organisiertes Protein. Diese Bezeichnung leitet
sich von den supramolekularen Aggregaten ab, die diese Proteine bilden, den sogenannten
Fibrillen (Tsipouras and Ramirez 1987). Fiir die Funktion des Kollagens im Knochengewebe
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ist dessen extrazellulére Organisation entscheidend. Kollagene lagern sich zu Tripel-Helices
zusammen, was ihnen Stabilitat verleiht. Um diese Struktur zu ermdglichen, bestehen
Kollagen-Proteine aus jeweils zwei pro-a-1 Ketten und einer pro-o-2 Kette. Jede a-Kette
wiederum enthalt zwei terminale Propeptide sowie das zentrale o Segment. Dieses wird auch
Tripel-Helix-Domane genannt, denn es besteht aus einer Aminoséurekette mit einem Glycin
an jeder dritten Position (Gly-X-Y), welches die Verformung zu einer seildhnlichen Struktur
ermoglicht. Die Zusammenlagerung der drei a-Ketten zu einer Tripel-Helix erfolgt
schlielich (ber die Interaktion hydrophober und hydrophiler Aminosdauren. Die
Quervernetzung der Helices untereinander wird schlieBlich durch eine Lysinoxidase
katalysiert (Tsipouras and Ramirez 1987; Valadares et al. 2014; Minor 1980). Die a-Ketten
des Kollagen-Typ-1 werden durch die Gene ,,collagen type 1 alpha 1 (COL1A1) und
,collagen type 1 alpha 2 (COL1A2) determiniert (Liu et al. 2016). Die herausragende
Funktion des Kollagen-Typ-1 im Knochengewebe wird anhand der heterogenen Gruppe von
Kollagen-Typ-I-Gendefekten deutlich. Die Mutation des COL1A1-Genes manifestiert sich
im klinischen Erscheinungsbild der Osteogenesis imperfecta (Ol). Diese Patienten haben
unter normalerweise alltdglichen Belastungsanspriichen des Knochenskeletts eine stark
erhohte Wahrscheinlichkeit, Knochenbriiche zu erleiden (Van Dijk and Sillence 2014).
Grundlage sind dabei Abweichungen in der Struktur des Kollagen-Typ-I, welche zu einer
pathologischen Organisation der Kollagene untereinander und zur tbrigen ECM fihren.
Dies impliziert auch, dass vor allem qualitative Veranderungen des Kollagens fiir das
klinische Erscheinungsbild der Ol verantwortlich sind, wéhrend quantitative Veranderungen
eher zweitbedeutend sind (Rauch and Glorieux 2004; Baljet 2002). Dabei ist bemerkenswert,
dass sogar Mutationen, die eine Bildung der Tripel-Helix noch ermdglichen, ebenfalls mit
einer erhohten Frakturrate einhergehen (Marini et al. 2007). Saito et al konnten am
Tiermodell eine Einschrankung der enzymatischen Quervernetzung der o0ssdren
Kollagenfibrillen bei DM aufzeigen, was bei gleicher Anzahl an Kollagenfibrillen eine
deutliche Einschréankung der Knochenstabilitat und somit ein erhohtes Frakturrisiko birgt
(Saito et al. 2006; Saito et al. 2014).

1.2.3 Zellulire Organisation

Osteozyten bilden die Mehrheit der zellularen Komponente des Knochengewebes.
Osteozyten gehen aus Osteoblasten hervor, die durch neu formierte Knochenmatrix

eingemauert worden sind. Der Bereich, in denen Osteozyten zu finden sind, nennt man
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Lakunen. Zahlreiche dendritische Fortsatze verknupfen Osteozyten im Knochennetzwerk
untereinander, so spielen sie als Mechanotransduktoren eine zentrale Rolle im
Knochenumbauprozess (Marini et al. 2007). Uber mechanosensible Ausstiilpungen der
Osteozyten werden Veranderungen in der Beanspruchung des Knochens detektiert. Die
genaue Lokalisation dieser Signaldetektion ist bisher nicht bekannt (Compton and Lee
2014). Durch die Sekretion von Zytokinen und den Eingriff in die Signalwege der
Knochenhomdostase (siehe unten) wird anschlieBend der Knochenumbau initiiert (Baron
2000).

Die Bestandteile der ECM werden groRtenteils durch Osteoblasten sezerniert. Diese
stammen von mesenchymalen Vorlauferzellen ab. Ein zentraler Transkriptionsfaktor in der
Differenzierung von Osteoblasten ist der ,,Runt Related Transcription Factor 2° (RUNX2)
(Haxaire et al. 2016; Meyer et al. 2014; Long 2012). RUNX2 wird als ,,master gene of
osteoblast differentiation” bezeichnet (Guo et al. 2015). Die Bedeutung dieses
Transkriptionsfaktors wird durch die Auswirkungen von Mutationen dieses Gens deutlich.
Die cleidocranielle Dysplasie ist eine autosomal-dominante Erbkrankheit, die mit einer
Aplasie der Klavikula, offenstehenden Fontanellen, fehlerhaften Zahnentwicklung,
Kleinwuchs und weiteren skelettalen VVeranderungen einhergeht (Lee et al. 1997; Mundlos
et al. 1997). Diese Erkrankung konnte auf verschiedene Mutationen im RUNX2 Gen
zurlickgefuhrt werden. RUNX2 ist jedoch nicht nur in der Embryonalentwicklung essentiell,
sondern auch postnatal an der Regulation der Osteoblastenfunktion beteiligt. Genetische
Verénderungen mit nur teilweise verminderter Expression von RUNX2 im Mausmodell
flhrten zu verringerter Osteoblastenaktivitdt mit Entwicklung einer Osteopenie (Xiao et al.
2005). Etwa 15 % aller reifen Osteoblasten differenzieren im weiteren Verlauf zu Osteozyten
(Baron 2000).

Osteoklasten stehen den Osteoblasten funktionell gegeniiber und sind verantwortlich fir die
Resorption von Knochen. Es handelt sich um knochenspezifische Makrophagen, welche aus
hamatopoetischen Stammzellen hervorgehen und zu mehrkernigen Riesenzellen fusionieren.
Die beiden wichtigsten Mediatoren dieser Differenzierung sind Makrophagenkolonie-
stimulierender-Faktor (MCSF) sowie Rezeptor-Aktivator-von-Nuklearfaktor-« B Ligand
(RANKL), welche grofRtenteils durch Osteoblasten und Osteozyten sezerniert werden
(Charles and Aliprantis 2014; Florencio-Silva et al. 2015).
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Wiederholte Belastungen des Knochenskeletts sind Teil der normalen Alltagsbelastung und
fihren dennoch zur Anh&ufung kleinster Mikrotraumen im Knochengewebe. Um dem
skelettalen System des Korpers eine dauerhafte Stabilitat zu gewéhrleisten, unterliegt das
Knochengewebe daher einem stetigen, dynamischen Umbauprozess. Die zelluldren
Mechanismen dieses Umbaus nennt man ,,Modeling* (dt. Aufbau) und ,,Remodeling* (dt.
Umbau) des Knochens (Seeman and Delmas 2006). Primares Ziel ist in der Wachstumsphase
dabei das Erreichen einer mdoglichst stabilen Knochenstruktur. Im Erwachsenenalter
hingegen liegt die Aufgabe in der Optimierung der Knochenbelastbarkeit bei gleichzeitig
moglichst geringer Knochenmasse. Das Zusammenspiel aus Osteozyten, Osteoklasten und
Osteoblasten gewahrleistet dabei die simultane Resorption sowie Neuformation von
Knochengewebe, wobei Osteoklasten und Osteoblasten in sogenannten ,,basic multicellular
units* (BMU) zusammenarbeiten (Florencio-Silva et al. 2015; McArdle et al. 2015;
Niedzwiedzki and Filipowska 2015). Osteoklasten bilden zundchst ein saures Milieu an der
Knochenoberflache. So werden proteolytische Enzyme aktiviert, welche die Knochenmatrix
anschlieBend resorbieren (Baron 2000). Diese werden durch eine Reihe dichter Podosomen
an der apikalen Membran der Osteoklasten von der umgebenden Knochenstruktur separiert
(Boyle et al. 2003; Charles and Aliprantis 2014; McArdle et al. 2015; Schlesinger et al.
1997). Dabei werden in der Knochenmatrix eingelagerte Zytokine freigesetzt, die Teil der
nicht-kollagenen ECM sind. Hier ist vornehmlich ,,transforming growth factor-beta* (TGF-
B) zu nennen. TGF-B ist ein im menschlichen Korper ubiquitiar vorkommendes Polypeptid,
welches regulierende Eigenschaften in der Proliferation, Differenzierung, Migration und
weiteren Funktionen von Zellen Gbernimmt. Es ist im Knochen malRgeblich an der
Regulierung von Knochenaufbau und —Resorption beteiligt (Massague 1990; Sporn et al.
1986). Es sind drei Isoformen von TGF-B bekannt: TGF-B1, TGF-f2 und TGF-B3. Im
Knochengewebe ist TGF-B1 die vorherrschende Isoform. Es wird dort groftenteils als ,,small
latent complex* (SLC) gespeichert (Janssens et al. 2005). Der SLC besteht aus TGF-1
sowie einem daran gebundenen Latenz-assoziierten Peptid (LAP) (Poniatowski et al. 2015).
Die Abspaltung von TGF-B1 aus der Bindung mit LAP fiihrt zu dessen Aktivierung. Im
Knochengewebe scheint diese Spaltung durch das saure Milieu der Osteoklasten, welches
wahrend der Remodellierung geschaffen wird, katalysiert zu werden (Oreffo et al. 1989).
Sobald TGF-B1 aktiviert ist, wirkt es Uber zwei verschiedene Rezeptorformen auf die
Zielzelle. Uber die Bindung an den Typ-11-Rezeptor kommt es zunichst zur Rekrutierung
und sodann Bindung der Typ-I-Rezeptoren und somit Ausbildung eines trindren Komplexes.

Typ-I1-Rezeptoren werden auch als ,activin receptor-like kinases“ (ALK) bezeichnet
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(Janssens et al. 2005; Nakano et al. 2014). Im Knochengewebe ist ALKS5 der einzige
vorkommende Typ-I-Rezeptor. Schlussendlich fihrt die Aktivierung des TGF-B1-
Signalweges im Knochen unter anderem zur Osteoklastogenese, zur Expression von
RUNX2 sowie zur Proliferation und Differenzierung von Osteoblasten, was sowohl in vitro
als auch in vivo gezeigt werden konnte. In vitro-Modelle sind allerdings stark abhéngig von
Differenzierung, Zelldichte, TGF-B1-Konzentration sowie anderen Kulturbedingungen
(Pilkington et al. 2001). Die TGF-B1-Aktivitat wird Uber negative Feedback-Regelkreise
durch direkte Zielgene des TGF-B-Signalweges reguliert. Ergebnisse von Mausmodellen
konnten die Bedeutung von TGF-B1 im Knochen in vivo deutlich machen. Dies gelang
mittels gezielter Deletion des TGF-B1-Genabschnittes im Erbgut von Ma&usen. Dieses
sogenannte Tgfbl-Knockout-Mausmodell konnte ein vermindertes Langenwachstum sowie
ein Verlust der Kalzifizierung nachweisen (Geiser et al. 1998). Histologisch konnte
weiterhin eine stark verminderte Osteoblastenanzahl, ein Verschieben des Verhaltnisses
zwischen Knochenaufbau und —Resorption sowie eine verminderte Belastbarkeit des
Knochengewebes nachgewiesen werden (Atti et al. 2002; Janssens et al. 2005). In der
Pathogenese der Camurati-Engelmann Krankheit spielt hingegen eine Uberfunktion von
TGF-B1 die entscheidende Rolle. Durch eine gain-of-function Mutation in der Gensequenz
von TGF-Bl1 kommt es zu einer Uberaktivitit von Osteoblasten, wahrend die
Osteoklastogenese eingeschréankt ist. Die Betroffenen weisen eine pathologisch vermehrte
Knochensubstanz mit Sklerosierung der Diaphyse langer Rohrenknochen sowie der
Schdadelbasis auf (Janssens et al. 2000; Sparkes and Graham 1972). Die Rolle des TGF-f1-
Signalweges im Zusammenhang mit der Knochenstabilitdt von Patienten mit T2DM ist
bislang nicht eindeutig geklart. VVorarbeiten unserer Arbeitsgruppe deuten jedoch auf einen
Zusammenhang zwischen  verminderter TGF-B1-Expression bei  vermindertem
Insulinangebot und Glukoseexposition von Osteoblasten hin (Haug et al. 2016). Xu et al.
konnten diese verminderte Expression von TGF-B1 bei diabetischer Stoffwechsellage in vivo
bestatigen (Xu et al. 2016).

Die resorbierende Aktivitat einer BMU dauert im adulten Knochen etwa drei Wochen (Sims
and Martin 2014). Im Anschluss sezernieren Osteoblasten den organischen Teil der ECM,
welcher zunéchst als Osteoid bezeichnet wird. In einem weiteren Schritt wird dieses, wie
oben genannt, durch Kalzifizierung stabilisiert. Die Neuformation des Knochens nimmt etwa
3 bis 4 Monate in Anspruch. So werden jéhrlich etwa 10 % der Knochenmasse eines

Menschen erneuert, womit nach etwa 10 Jahren das gesamte Knochenskelett ersetzt ist.
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Osteocalcin ist ein weiteres Protein, welches eine Verbindung zwischen Energie- und
Knochenstoffwechsel darstellt. Osteocalcin ist das haufigste der nicht-kollagenen Proteine
der ECM und wird von Osteoblasten sezerniert (Hauschka et al. 1989). Hervorzuheben sind
seine Funktionen sowohl im Insulin- und Glukosemetabolismus, als auch im
Knochenstoffwechsel (Clemens and Karsenty 2011). Osteoblasten verfiigen (ber
funktionelle Insulinrezeptoren. Insulin stimuliert hier unter anderem die Synthese von
Kollagen-Typ-I (Kream et al. 1985). Auch die Sekretion von Osteocalcin wird stimuliert und
ermoglicht dem Insulin-Signaling, neben diesen knochenspezifischen Funktionen,
vermutlich aulRerdem die Verbindung zwischen Knochen- und Energiestoffwechsel im
menschlichen Organismus. Anhand von Mausmodellen mit Defekt des osteoblastéren
Insulinrezeptors konnte die Wirkung des Osteocalcins auf den Energiestoffwechsel gezeigt
werden. Im Modell entwickelten die Tiere eine Verringerung der B-Zellen des Pankreas, der
B-Zellproliferation sowie der intrazelluldaren Insulinmenge. Die Folgen waren
Hyperglykamie, insuffiziente Insulinspiegel sowie eine pathologische Glukosetoleranz
(Ferron et al. 2010; Lee et al. 2007). Um die Glukosehomdostase des menschlichen
Organismus zu beeinflussen, reicht die alleinige insulinvermittelte Sekretion des
carboxylierten Osteocalcins jedoch nicht aus. Denn Osteocalcin liegt nach Sekretion in der
Knochenmatrix zunédchst als inaktive, carboxylierte Form, an Hydroxyapatitkristallen
gebunden, vor. Erst durch Decarboxylierung st sich Osteocalcin aus der Knochenmatrix
und ermdglicht so eine Regulation im systemischen Glukosemetabolismus (Clemens and
Karsenty 2011). Die Decarboxylierung wird durch das saure Milieu, welches wéhrend der
Knochenresorption durch Osteoklasten gebildet wird, erméglicht. Tatsachlich konnte durch
in vivo-Mausmodelle gezeigt werden, dass Insulin-Signaling in Osteoblasten zu einer
funktionellen Inhibition von Osteoprotegerin (OPG) flhrt. Dadurch kommt es zu einer
erhdhten Knochenresorption durch Osteoklasten und folglich zu einer vermehrten
Freisetzung von Osteocalcin. Umgekehrt konnte gezeigt werden, dass bei eingeschrankter
Fahigkeit zur Knochenresorption auch die Mdoglichkeit der Regulation des
Glukosestoffwechsels eingeschréankt ist (Ferron et al. 2010). Zusammenfassend lasst sich
also sagen, dass das Insulin-Signaling zu einer vermehrten Osteocalcin-Synthese und
-Sekretion der Osteoblasten fuhrt. AufRerdem kommt es durch die Aktivierung von
Osteoklasten zu einer vermehrten Knochenresorption mit Aktivierung des Osteocalcins.
Dieses wiederum fihrt zu einer erhdhten Insulinsensitivitét in peripheren Zielorganen und

stimuliert die Insulinfreisetzung aus -Zellen des Pankreas (s. Abb. 1-2).
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Abbildung 1-2 Insulin-Signaling in humanen Osteoblasten. EZM: Extrazelluldre Matrix, OPG:
Osteoprotegerin. In Anlehnung an: Ferron et al. 2010

Im menschlichen Organismus konnten in Studien &hnliche Effekte des Osteocalcins
aufgezeigt werden. Erhohte Serumosteocalcinwerte wurden mit einer verbesserten
Glukosetoleranz ~ assoziiert (Hwang et al. 2009). Ebenso korreliert der
Serumosteocalcinspiegel invers mit dem Nichternblutzucker, dem glykosylierten
H&moglobin A (HbA1c) und der Insulinresistenz (Maddaloni et al. 2014; Movahed et al.
2012; Pittas et al. 2009).

Die Veranderung der Insulinsensitivitdt durch Osteocalcin scheint wiederum, zumindest
teilweise, durch erhéhte Adiponectinserumspiegel induziert zu werden (Lee et al. 2007).
Adiponectin wird zu den Adipokinen gezahlt, einer Gruppe von Proteinen, die im
Fettgewebe sezerniert werden und auf unterschiedliche Weise den Stoffwechsel
beeinflussen (Matsuzawa et al. 1999). Im Mausmodell konnte bei dauerhafter
Osteocalcinaktivierung eine Erhéhung der Adiponectinexpression um das Zwei- bis
Dreifache festgestellt werden (Lee et al. 2007). Verminderte Adiponectinserumspiegel
korrelieren sowohl mit Ubergewicht, als auch mit DM (Arita et al. 1999; Hu et al. 1996).
Ebenso konnten im Mausmodell Hyperglykdmie sowie Insulinresistenz durch exogene
Zufuhr von Adiponectin riickgangig gemacht werden. Adiponectin wurde in der Literatur
als ,,insulin-sensitizer* beschrieben (Kadowaki and Yamauchi 2005). Osteoblasten besitzen

Adiponectinrezeptoren. Eine  Aktivierung  dieser  Rezeptoren  fihrt  zu
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Osteoblastenproliferation und stimuliert hier die Sekretion von Osteocalcin sowie Kollagen-
Typ-1 (Kanazawa 2015; Luo et al. 2005). Zudem konnte in vitro gezeigt werden, dass
Adiponectin, Uber die vermehrte Expression von RANKL und die verminderte Expression
von OPG, zu einer Stimulation der Osteoklastenaktivitét fuhrt. Dieser Effekt konnte durch
eine Blockade der osteoblastaren Adiponectinrezeptoren riickgangig gemacht werden (Luo
et al. 2006). Eine Verdopplung des Adiponectinserumspiegels geht mit einer Reduktion der
Knochendichte um 2-3 % einher. Dabei wurden potentielle Risikofaktoren wie Alter, BMI,
Nikotinkonsum und Hormonersatztherapie beriicksichtigt (Richards et al. 2007). Ebenso
zeigte sich, dass hohe Adiponectinserumspiegel mit einem erhohten Risiko fur
Knochenfrakturen einhergehen (Barbour et al. 2011). Zusammenfassend lasst sich sagen,
dass Adiponectin eine entscheidende Rolle in der Bedeutung des Knochens als endokrines

Organ spielt.

Fibronectin (FN) ist ein weiteres nicht-kollagenes Protein der ECM des Knochens (Al-
Qattan et al. 2014). Es spielt, unter anderem, eine wichtige Rolle in der Adhé&sion, Migration,
Differenzierung, Proliferation sowie der embryonalen Entwicklung von Zellen (Steffensen
et al. 2011). FN-knockout Mause verenden noch im embryonalen Stadium (George et al.
1993). Besondere Bedeutung hat FN im adulten Stadium wahrend der Knochenheilung. Es
hat diverse Zell-Matrix-bindende Domé&nen und ermdglicht so eine Verankerung von Zellen
an der Oberflache neu gebildeter Knochenmatrix (Moursi et al. 1996; Ripamonti and Reddi
1992). Diese Bindung wird Uber Integrinrezeptoren, die auf der Zelloberflache prasentiert
werden, ermdglicht. Integrine erlauben ein Outside-In-Signaling, was, neben der reinen
Verankerungsfunktion, weitere Auswirkungen auf die Zellfunktion mdglich macht. In vitro
Versuche konnten zeigen, dass die Bindung von FN ein mdglicher Initiator der
Differenzierung von Osteoblasten ist. Unter Blockade des osteoblastdren Integrinrezeptors,
welcher FN bindet, nahm die Expression von Kollagen-Typ-1 ab. Zudem war die Expression
von Osteocalcin, ein wichtiger Marker der spaten osteoblastdren Differenzierung,
vermindert. Weiterhin konnte die Bedeutung von FN auf ausgereifte Osteoblasten gezeigt
werden. Die Zugabe von FN-Antikorper zu ausgereiften Osteoblasten in vitro fiihrte zu deren
Apoptose (Globus et al. 1998). Neben dieser zelluldaren Form des FN existiert das l6sliche
Plasma-FN, welches in der Leber produziert wird. Inwieweit dieses losliche FN eine Rolle
im Knochenstoffwechsel einnimmt ist zum aktuellen Zeitpunkt nicht eindeutig geklart
(Hynes 1990; Bentmann et al. 2010).
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1.3  Charcot-Arthropathie

1.3.1 Definition

Der Begriff der Charcot Arthropathie (CA) ist bisher nicht umfassend definiert. Vielmehr
umfasst er ein komplexes Syndrom, welches als aseptische Inflammation beginnt und
schlieBlich chronisch progressiv, in variabler Auspragung, mit Destruktion von Knochen-
und Gelenkanteilen verlduft. Der (partielle) Verlust der schitzenden, sensorischen
Innervation ist dem Krankheitsbild regelhaft vorausgehend. Die diabetische Neuropathie ist
dabei die haufigste Atiologie dieses Innervationsverlustes (Rogers et al. 2011; Jeffcoate
2015). Die CA im Rahmen des DM betrifft fast ausschlieBlich den FuB, es finden sich in der
Literatur jedoch auch einzelne Fallberichte anderer Lokalisationen. So wurden bereits tber
eine CA der Handgelenke, der Knie, der Hifte und der Wirbelkorper berichtet (Phillips et
al. 1995; Caglayan et al. 2013; Allo Miguel et al. 2015; Berg 1997).

J.K.  Mitchell hatte 1831 erstmals den Zusammenhang zwischen einer
Ruckenmarksverletzung und der Entwicklung einer Arthropathie beschrieben. Benannt ist
das Krankheitsbild jedoch nach dem franzdsischen Neurologen Jean-Martin Charcot. Dieser
hatte das klinische Bild einer Arthropathie der unteren Extremitét als Komplikation einer
Neurosyphilis erstmals 1868 prasentiert. 1936 wurde die CA erstmals als Komplikation des
DM beschrieben, was heute weltweit als haufigste Ursache angenommen wird (Molines et
al. 2010; Rajbhandari et al. 2002; Sanders 2004; Sanders et al. 2013).

1.3.2 Epidemiologie

Die Erkrankung scheint keine geschlechtsspezifische Verteilung zu haben und zeigt einen
Manifestationsgipfel zwischen der funften und sechsten Lebensdekade. In einer der groRten
publizierten Studien bezlglich der CA, wurde, zwischen 1947 und 1970, in einer Population
von 68000 Diabetespatienten eine Inzidenz von 0,01 % pro Jahr angegeben (Sinha et al.
1972). Eine im Jahr 1947 veroffentlichte Studie an der Joslin Clinic in Boston gab unter
Diabetespatienten eine Inzidenz von circa 0,2 % pro Jahr an (Bailer and Root 1947). Eine
neuere Studie zeigte bereits eine Inzidenz von etwa 0,3 %: 30 aus 10000 Patienten mit DM
pro Jahr (Fabrin et al. 2000; Fauzi et al. 2016; Frykberg and Belczyk 2008; Rajbhandari et
al. 2002).
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Die Angaben zur Pravalenz der CA variieren in verschiedenen Studien und liegen zwischen
1 und 13 % in Populationen von Diabetikern. Es wird angenommen, dass die Variabilitat in
den héufig fehlenden Symptomen in frihen Stadien, nicht eindeutigen Diagnosekriterien
sowie der relativen Seltenheit der Erkrankung begriindet ist. Auch eine unzureichende
Kenntnis und Wahrnehmung der Erkrankung innerhalb behandelnder Berufsgruppen spielt
hier eine Rolle, was impliziert, dass die wahre Prévalenz noch deutlich hoher liegt
(Mascarenhas and Jude 2014).

1.3.3 Klassifikation

Die CA wird Ublicherweise radiologisch diagnostiziert und wird deshalb anhand der
radiographischen Darstellung nach Eichenholtz klassifiziert. Stadium | wird auch als
Fragmentationsstadium bezeichnet. Es zeichnet sich durch einen Verlust der Integritat des
betroffenen Knochen- und Knorpelgewebes aus. Es kommt zu Osteopenie, Fragmentation
sowie Subluxation oder Dislokation. Klinisch imponiert das betroffene Gelenk durch
R6tung, Uberwéarmung, Schwellung sowie vermehrte Laxitat. Der Ubergang in Stadium 11
kann mehrere Wochen dauern. Es kommt dann zur Organisation der entstandenen
Knochendefekte. Knochentrimmer sklerosieren und verschmelzen ungeordnet, ektope
Knochenneubildung findet statt. Das klinische Bild ist durch einen Ruckgang der Rétung,
der Schwellung sowie der Uberwarmung und eine vermehrte Stabilitat des betroffenen
Gelenkes gekennzeichnet. Den Abschluss des stadienhaften Krankheitsverlaufes beschreibt
das Stadium Ill. Durch Rekonstruktionsvorgange kommt es zum Abbau von sklerotischen
Strukturen, Abrundung von Knochenfragmenten sowie knécherner und fibrotischer
Ankylosierung. Dies fiihrt zwar zu Stabilitat des betroffenen Gelenkes, jedoch gleichfalls zu
massiver Funktionseinschrankung mit deformierter Gelenkarchitektur. Stadium Il wird
auch als Rekonstruktionsstadium bezeichnet. Klinisch stellt sich dieses Stadium mit
Deformation, Vergrofierung sowie Fixierung des betroffenen Gelenkes dar (Chantelau and
Grutzner 2014; Gouveri and Papanas 2011; Rosenbaum and DiPreta 2015; Stefansky and
Rosenblum 2005). Die Validitat der Eichenholtz-Klassifikation wurde zuletzt, vor dem
Hintergrund neuerer, genauerer bildgebenden Untersuchungsmethoden, wie der
Magnetresonanztomographie, in Frage gestellt. Insbesondere friihe Stadien der CA kdnnen
ohne radiographisch sichtbare Veranderungen einhergehen. Dennoch ist sie, in der
klinischen Diagnostik der CA, die am hdufigsten verwendete Klassifikation (Hofstaetter and
Trieb 2015).
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1.3.4 Pathogenese

Die Pathogenese der CA konnte bis zum aktuellen Zeitpunkt nur unzureichend geklart
werden. Die CA des FuRes kann nicht auf einen einzigen Ausldser allein zurtckgefihrt
werden. Vielmehr sind es zahlreiche Faktoren, die bei der Pradisposition und Entstehung des
Krankheitsbildes eine Rolle spielen. Momentan wird davon ausgegangen, dass eine
verlangerte, unkontrollierte Inflammation des betroffenen Gelenkes das VVoranschreiten der
Erkrankung unterhélt. So kommt es schlieBlich zu Osteolyse, Destruktion und Dislokation
(Jeffcoate 2015; Rogers et al. 2011).

Die urspriingliche Beschreibung des Krankheitsbildes durch Jean-Martin Charcot bezog sich
auf Patienten mit tertidrer Syphilis und Tabes dorsalis. Weiterhin wird das Auftreten der
Charcot Arthropathie auch bei Patienten mit vorbestehender toxisch, infektids oder
traumatisch bedingter Neuropathie beschrieben (Rogers et al. 2011). Der DM ist also keine
grundsatzliche Voraussetzung zur Entstehung der Erkrankung, wohl aber ein Verlust der
protektiven peripheren Sensibilitat. Dieser Verlust erhéht zunachst die Wahrscheinlichkeit
fur Mikrotraumen im Bereich des Fules, die vom Betroffenen unbemerkt bleiben.
Knochenlasionen filhren sodann, unabhéngig ihrer Atiologie, zur Expression
proinflammatorischer Zytokine, insbesondere Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) und
Interleukin-1p (IL-1p) (Kon et al. 2001).

1.3.4.1 RANKL/ RANK/ OPG-Signalweg

Die Expression dieser Zytokine ermoglicht uber die Ausreifung von Osteoklasten den
ossaren Umbauprozess, der zur Knochenheilung notwendig ist. Diese Ausreifung wird Gber
das RANKL/ RANK/ OPG-System vermittelt. Die vermehrte Zytokinfreisetzung fiihrt zu
einem Anstieg der Expression des Rezeptor-Aktivator-von-Nuklearfaktor-x B Liganden
(RANKL). RANKL wird von zahlreichen Zellen exprimiert, unter anderem von
Osteoblasten, T-Lymphozyten, dendritischen Zellen, Endothelzellen und Fibroblasten.
RANKL wiederum fihrt tber die Bindung an Rezeptor-Aktivator von Nuklearfaktor-x B
(RANK), einem Transmembranprotein der TNF-Familie, zu einer vermehrten Expression
von Nuklearfaktor-k B (NF-xB). NF-«B ist ein Transkriptionsfaktor, welcher schlieBlich die
Ausreifung von Osteoklasten begunstigt (Boyce and Xing 2008; Jeffcoate et al. 2005; Kon
et al. 2001). Dieser Zytokinanstieg mit nachfolgender Signalkaskade ist physiologisch und

normalerweise relativ kurz. Durch den fehlenden Schmerzreiz bei (diabetischer)
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Neuropathie kann es jedoch zu anhaltender Belastung des betroffenen FuBRes mit weiterer
Traumafolge und somit anhaltender Zytokinexpression kommen.

Gleichzeitig fuhrt die Expression von NF-kB jedoch auch zu einer vermehrten Freisetzung
des Glykoproteins Osteoprotegerin (OPG) aus Osteoblasten (Boyce and Xing 2008). OPG
wirkt auf RANKL &hnlich eines Abfangrezeptors und vermindert so dessen beglinstigende
Wirkung auf die Osteoklastogenese. Durch diesen ausbalancierten Prozess wird die
kontinuierliche Remodellierung des Knochens ermdglicht. In verschiedenen Studien konnte
bisher gezeigt werden, dass eine Veradnderung dieses RANKL/ OPG-Quotienten bei diversen
Knochenerkrankungen eine zentrale Rolle spielt (Hofbauer and Schoppet 2004). So konnte
eine erhohte RANKL-Expression in Patientinnen mit postmenopausaler Osteoporose gezeigt
werden (Eghbali-Fatourechi et al. 2003), wohingegen die Produktion von OPG in
Osteoblasten durch Ostrogen stimuliert werden konnte (Hofbauer et al. 1999). Locklin et al.
konnten eine Erhdhung des RANKL/ OPG-Quotienten um das 25-fache durch Anhebung
der Parathormon-(PTH)-Konzentration, wie sie beim priméren Hyperparathyreoidismus
vorkommt, zeigen (Locklin et al. 2003). Die Rolle des Zusammenspiels zwischen RANKL,
RANK und OPG ist bezliglich der CA noch nicht hinreichend geklart. Die oben genannten
pathophysiologischen Uberlegungen legen jedoch einen Zusammenhang zwischen der CA
und einer Veranderung des RANKL/OPG-Quotienten nahe. Die Interpretation von
Forschungsergebnissen bezlglich dieses Signalweges ist jedoch deshalb erschwert, weil
vermutlich weitere, RANKL-unabhangige Signalwege in der Knochenremodellierung eine

Rolle spielen.

1.3.4.2 Wnt-Signalweg

Einer dieser weiteren Signalwege, die in der Knochenmodulation eine Rolle spielen, ist die
Signalkaskade des Wnt. Diese wurde erstmals 1980 in Brusttumorzellen in
Kleintierversuchen entdeckt (Nusse and Varmus 1982). Der Wnt-Signalweg spielt in
zahlreichen biologischen Prozessen in embryonalen, postnatalen sowie ausgereiften
Geweben eine Rolle. Zellwachstum, Zelldifferenzierung, Zellfunktion und Apoptose werden
durch Wnt-Signale koordiniert (Logan and Nusse 2004). Wnts ibermitteln ihre Signale Gber
intrazellulare Transduktionswege. Um diese zu verstehen, muss zwischen kanonischem und

nicht-kanonischem Wnt-Signalweg unterschieden werden.

Als kanonischer Signalweg wird der Wnt/B-Catenin-Signalweg bezeichnet (Monroe et al.

2012). Der entscheidende Mechanismus dieses Signalweges besteht in der Stabilisierung des
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intrazelluldren Effektormolekiils -Catenin. Ohne Aktivierung des Wnt-Signalweges wird
B-Catenin durch Glykogensynthase Kinase 3 beta (GSK3B) phosphoryliert, anschlieR3end
ubiquitiniert und schlieBlich proteosomal abgebaut. Eine vermehrte Zielgenexpression bleibt
aus. Binden Wnt-Liganden, wie Wnt3a, an den Frizzled-Rezeptor und einen der
Korezeptoren, die ,,low-density lipoprotein receptor-related Proteine” 5 (LRP5) sowie
LRP6, so wird der Abbau von [-Catenin verhindert. Durch Freisetzung von ,,dishevelled-
Protein“ (DVL) wird GSK3B inhibiert (Hardt and Sadoshima 2002). AnschlieBend kann
[-Catenin in den Nukleus transloziert werden und dort im Transkriptionskomplex mit dem
,» 1-cell-factor*/,,lymphoid enhancer-binding factor“ (TCF/LEF) verschiedene Zielgene
regulieren. TCF sind eine Gruppe von Transkriptionsfaktoren, die eine wichtige Rolle in der
intrazellularen Regulation des kanonischen Wnt-Signalweges spielen. In Abwesenheit des
Whnt-Signals wirken TCF4/TCF7L2 sowie TCF7 als Repressor der Wnt-Zielgene. B-Catenin
selbst bindet nicht direkt an die Ziel-DNA, sondern wirkt erst tber die Bindung an TCF/
LEF als zweigliedriger Transkriptionskomplex (Clevers 2006; Ye et al. 2009; Grant et al.
2006). Die Bedeutung des TCF/LEF Transkriptionskomplexes in der Regulation der
Knochenhomdostase wird im Zusammenhang mit der Glukokortikoid-induzierten
Ausbildung von Osteoporose deutlich. In grofRen Studien konnte der Zusammenhang
zwischen der Einnahme von Glukokortikoiden und der Ausbildung von Osteoporose mit
folglich erhohter Frakturwahrscheinlichkeit belegt werden (Eom et al. 2011; Hansen et al.
2014; Van Staa et al. 2000). Smith et al. konnten diesen Effekt auf eine Aktivitatsminderung
von TCF/LEF zurtickfuhren (Smith and Frenkel 2005). In Kohortenstudien konnte zudem
gezeigt werden, dass Polymorphismen im TCF7L2-Genlocus mit dem Risiko, einen T2DM
zu entwickeln, einhergehen (Sladek et al. 2007; Zhang et al. 2006). Eine extrazellulére
Regulation des kanonischen Wnt-Signalweges erfolgt tber Sklerostin, Dickkopfproteine
(DkK), Wnt-Inhibitor-Faktor 1/ 2 (Wif-1/ 2) sowie sezernierte ,.frizzled-related Proteine*
(SFRP). Sklerostin und Dkk-1 binden an LRP 5/ 6 und verhindern so kompetitiv die
Fortleitung des Wnt-Signals (Bafico et al. 2001). SFRP und Wif-1/ 2 binden direkt an den
Whnt-Ligand und machen so eine Bindung an Frizzled-Rezeptor und LRP 5/ 6 unmdglich
(Kim et al. 2013). In der Knochenhomoostase spielt der kanonische Wnt-Signalweg eine
entscheidende Rolle. So werden verschiedene Mutationen dieser Signalkaskade mit
Verénderungen im Knochenum- und Aufbau assoziiert. In Osteoblasten fuhrt B-Catenin zu
einer erhdhten Genexpression von OPG. Wei et al. konnten zeigen, dass eine verminderte
Whnt-Aktivierung mit erniedrigten B-Catenin-Spiegeln in osteoklastischen Zellreihen zu

einer beschleunigten Osteoklastogenese sowie osteoporotischem Phénotyp fuhrt (Wei et al.
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2011). Qiang et al. gelang es in in vitro Versuchen, die Osteoklastogenese mittels Wnt3a mit
folglich erhohten B-Catenin-Spiegeln zu supprimieren (Qiang et al. 2010). Dies bedeutet,
dass die Aktivierung des Wnt-Signalweges zu einer Inhibition der Osteoklastogenese fiihrt.
Besonders deutlich konnte der Einfluss des Wnt-Signalweges auf den Knochenumsatz
anhand des Osteoporose-Pseudogliom-Syndroms (OPPG) aufgezeigt werden. Diese
autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung fuhrt zu einer friih einsetzenden Osteoporose mit
geringer Knochendichte. Gong et al. gelang es, diese Erkrankung auf eine loss-of-function
Mutation des LRP5-Gens zuriickzufuhren (Gong et al. 2001). Es gelang andererseits, die
Auspragung eines Phanotyps mit besonders hoher Knochendichte auf eine gain-of-function
Mutation des LRP5-Gens zuruickzufiihren (Boyden et al. 2002).

Der nicht-kanonische Wnt-Signalweg ist weniger genau charakterisiert. Zudem gibt es hier
verschiedene Signaltransduktionswege. Die zwei wichtigsten sind der kalziumabhéangige
Signalweg und der Signalweg der Zellpolaritét. Ersterer ermdglicht Gber eine Aktivierung
des Frizzled-Rezeptors durch Bindung eines Wnt-Liganden, wie Wnt5a, Uber ein
nachgeschaltetes  G-Protein  eine intrazellulare  Kalziumfreisetzung aus dem
endoplasmatischen Retikulum. Es kommt schlieBlich zu einer Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren, wie NF-xB (De 2011). Der Signalweg der Zellpolaritat reguliert
uber die Aktivierung von Frizzled-Rezeptoren und nachfolgend GTPase das Zytoskelett und
somit Zellmigration, Zellmotilitait und Zellteilung (Rao and Kuhl 2010). Der nicht-
kanonische Wnt-Signalweg spielt bezlglich der Pathogenese und des therapeutischen

Potentials von Knochenerkrankungen bisher nur eine untergeordnete Rolle.

Die Beeintrachtigung des Wnt-Signalweges bei Patienten mit T2DM konnte in Studien
bereits dargelegt werden. Unabhéngig von Alter und Geschlecht wurden erhéhte Sklerostin-
Level in T2DM-Patienten nachgewiesen. Dabei war der Anstieg abhangig von
Krankheitsdauer und HbAlc-Wert (Garcia-Martin et al. 2012). Durch Behandlung mit
Sklerostin-Antikdrpern konnte in Versuchen an Kleintieren mit T2DM eine Verbesserung
der Knochendefektregeneration erreicht werden (Jahn et al. 2012). Es konnte zudem ein
Zusammenhang zwischen T1DM, verminderter Sklerostin-Expression und vermehrter
Osteozytenapoptose gezeigt werden (Portal-Nunez et al. 2010). Die Rolle des Whnt-
Signalweges im Zusammenhang mit der CA ist bis zum aktuellen Zeitpunkt in nur einer
Studie untersucht worden. Folestad et al. konnten eine, im Vergleich zu DM-Patienten,

verminderte Expression von Sklerostin und Dkk-1 in CA-Patienten feststellen (Folestad et

25



al. 2015). Hier wird eine vermehrte Aktivierung des Wnt-Signalweges in Zusammenhang

mit der Pathogenese der CA gebracht.

1.3.5 Therapie

Die Behandlung der CA besteht zum groliten Teil aus einer symptomatischen Therapie:
Betroffene werden erst nach klinisch apperentem Auftreten der Erkrankung behandelt
ohne dass die physiologische Ursache der Erkrankung therapiert wird. Neben der
medikamentdsen Behandlung stehen dabei die orthopadischen sowie chirurgischen
Therapiemdglichkeiten im Vordergrund. Ein allgemeiner Therapiealgorithmus ist dabei
nicht definiert, es hat sich allerdings eine entlastende Therapie, die oft von einer

chirurgischen Intervention gefolgt wird, durchgesetzt.

Die initiale Behandlung beinhaltet zunéchst eine Entlastung des betroffenen Gelenk- und
Skelettabschnittes sowie die Schienung desselben in einer orthopadischen Einfassung.
Dies reduziert die mechanische Belastung, das Knochentédem sowie die Inflammation
und reduziert héaufig auch die resultierende skelettale Deformitdt. Um einen
Therapieerfolg zu erzielen kommt es dabei auf eine umgehende und moglichst friihzeitige

Entlastung des betroffenen Gelenkabschnittes an (Chantelau et al. 2007).

Sobald der betroffene Gelenkabschnitt einen stabilen Zustand erreicht hat, was dem
Stadium 1l der Klassifikation nach Eichenholtz entspricht, kommen chirurgische
Therapieoptionen in Betracht. Das Ziel ist hier vornehmlich Folgeschaden durch
Gelenkfehlstellungen zu vermeiden sowie eine Versorgung, zum Beispiel durch
orthopadisches Schuhwerk, zu ermdglichen. Hierbei kommen verschiedene Osteotomien
sowie interne und externe Fixationsmethoden zur Anwendung (Smith and Moore 2012;
Alrashidi et al. 2017).

In der pharmakologischen Therapie steht die Anwendung von Bisphosphonaten im
Vordergrund, welche zusatzlich zu oben genanntem Therapieschema verabreicht werden
konnen. Der Wirkungsnachweis in der CA ist allerdings unzureichend (Richard et al.
2012; Petrova and Edmonds 2013).
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriite

Tabelle 2.1-1: Auflistung der fur diese Arbeit benétigten Geréte.

Gerat Typ Firma

-80°C TiefkUhlschrank Forma 905 ThermoFisher Scientific
Inc., Waltham, USA

ChemiDoc ChemiDoc MP Universal Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hood 11 Hercules, USA

Feinwaage Abs 220-4 Kern & Sohn GmbH,
Balingen-Frommern,
Deutschland

Mikroplatten-Reader FLUOstar Omega BMG LABTECH GmbH,
Ortenberg, Deutschland




PCR-Cycler Mastercycler S nexus Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Realtime-PCR-Cycler CFX 96 Touch Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, USA

Schuttelmaschine ST-5 CAT M. Zipperer GmbH,

Staufen, Deutschland

Thermomixer Thermomixer Compact Eppendorf AG, Hamburg,
5350 Deutschland

Zentrifuge 5810 R Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

2
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2.1.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 2.1-2: Auflistung der fur diese Arbeit bendétigten Verbrauchsmaterialien.

Material

Hersteller

96-well PCR-Platten, ohne Rahmen

ALLProtect Tissue Reagent
EDTA-Rb6hrchen S-Monovette 2,7; 9ml
Luer-Knochenzange FO518R, steril
Multiwellplatten

PAXgene Blood DNA Tube

PCR-Reaktionsgefalie Multiply® -Strip
Pipettenspitzen

Polypropylenréhrchen (Falcon Tube) 15
& 50 ml

ReaktionsgefaRe 0,5; 1,5; 2 ml
Safety-Multifly 21G

Serile Einmalpinzetten, anatomisch, 14

cm
Serumroéhrchen S-Monovette 9ml

Sterile Einmalskalpelle, Nr. 10

BRAND GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

Qiagen

SARSTEDT AG, Hamburg, Deutschland
Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland
PAA Lab. GmbH, Pasching, Osterreich

PreAnalytiX GmbH, Hombrechtikon,

Schweiz
SARSTEDT AG, Niimbrecht, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

SARSTEDT AG, Nimbrecht, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
SARSTEDT AG, Nimbrecht, Deutschland

PAUL HARTMANN AG, Heidenheim,

Deutschland
SARSTEDT AG, Hamburg, Deutschland

FEATHER Safety Razor Co., Ltd, Osaka,

Japan
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Sterile Operationshandschuhe,

gepudert

Verschlussfolie Microseal® ,,B” 96-well

leicht Sempermed GmbH, Wien, Osterreich

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA

2.1.3 Software

Tabelle 2.1-3: Auflistung der fur diese Arbeit benotigten Software.

Software

Hersteller

CFX Manager, Version 3.1
EndNote X7, Version 7.3.1
GraphPad Prism, Version 5.01
ImageLab, Version 5.1.1.0
Microsoft Excel, Version 2013
Microsoft Word, Version 2013

OMEGA Software fir FLUOstar,
Version 1.10

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Thomson Reuters, New York, USA
GraphPad Software Inc., La Jolla, USA
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, USA
Microsoft Corporation, Redmond, USA
Microsoft Corporation, Redmond, USA

BMG Labtech, Offenburg, Deutschland
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2.2 Methoden

2.2.1 Gewinnung von Probenmaterial

Die Entnahme humanen Probenmaterials erfolgte grundsétzlich nur nach ausfuhrlicher
Aufklarung sowie Einwilligung des Spenders in Anlehnung an die Deklaration von Helsinki.
Ein positives Votum der Ethikkommission der Technischen Universitdt Minchen wurde
zuvor eingeholt.

2.2.1.1 Gewinnung humaner Blutproben

Zur Entnahme der Blutproben wurden potentielle Spender im Rahmen einer ambulanten
Behandlung in der Klinik und Poliklinik fur Unfallchirurgie im Klinikum rechts der Isar der
Technischen  Universitdt Munchen ausgewéhlt. Bei simultaner Entnahme von
Spongiosafragmenten (siehe unten) wurden die Blutproben praoperativ entnommen. Die
Blutentnahmen erfolgten peripher vends mittels Sarstedt Multifly®-Kanile. Es wurden
jeweils eine Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) S-Monovette®, sowie zwei Serum S-
Monovetten® befillt. Diese Proben wurden anschlielend bei 450 g fur 10 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde zu jeweils 1 ml in 1,5 ml ReaktionsgefaRe uberfiihrt. Bis
zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben bei -80°C aufbewahrt. Zudem wurde zur
Routinekontrolle und zur Erfassung potentieller Ausschlusskriterien eine Blutabnahme mit
der Erfassung von Kalium, Natrium, Kreatinin, Harnstoff-N, Kalzium, HbAlc, HDL-
Cholesterin, LDL-Cholesterin,  Triglyceride, Cholesterin  sowie gegebenenfalls

Nichternglukose durchgefihrt.

2.2.1.2 Gewinnung humaner Knochenproben

22121 Knochenproben gesunder Spender

Alle Spender der Kontrollgruppe wurden im Rahmen von Operationen mit
Knochenresektion in der Klinik und Poliklinik fur Unfallchirurgie sowie in der Klinik und
Poliklinik fiir Orthopédie und Sportorthopadie am Klinikum rechts der Isar der Technischen
Universitat Minchen gewonnen. Voraussetzung zur Aufnahme in die Nicht-Diabetische
Kontrollgruppe war dabei, die Kriterien zur Diagnose eines TIDM oder T2DM nicht zu
erfillen. Dabei betrug das Alter der Patienten groRer oder gleich 60 Jahre um einen noch
nicht manifesten T2DM bei gegebener genetischer Disposition auszuschlieRen.

Ausschlusskriterien waren weiterhin Ursachen einer sekundéren Osteoporose (i.e.
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Neoplasien, Leberinsuffizienz, Niereninsuffizienz, Organtransplantation,
Malabsorptionssyndrom, Hyperthyreoidismus, Hyperparathyreoidismus), Infektionen (lokal
an Knochenprobenentnahmestelle oder systemisch), sowie die Einnahme eines oder
mehrerer  der  folgenden  Medikamente:  Glukokortikoide,  Anti-Epileptika,
Immunsuppressiva. Keiner der Spender in der Kontrollgruppe hatte im Zeitraum von einem
Jahr vor der Probenentnahme eine Operation im Bereich der Knochen oder Gelenke. Die
intraoperativ_entnommenen Knochenresektate wurden unmittelbar anschlieBend mittels
Luer-Knochenzange unter sterilen Bedingungen einer Reinluftwerkbank in etwa
kirschkerngroBe Fragmente zerkleinert und in 15 ml Tubes tberfihrt. Diese wurden mit 2-3
ml ,,Allprotect Tissue Reagent beflllt, welches die Spongiosafragmente vollstandig

bedeckte. Die Tubes wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C aufbewahrt.

22122 Knochenproben diabeteskranker Spender

Alle Spender der Diabetes-Gruppe wurden im Rahmen von Operationen mit
Knochenresektion in der Klinik und Poliklinik fur Unfallchirurgie sowie in der Klinik und
Poliklinik fir Orthopédie und Sportorthopéadie am Klinikum rechts der Isar der Technischen
Universitat Minchen gewonnen. Voraussetzung zur Aufnahme in die DM-Gruppe war dabei
entweder die vollstandige Auspragung eines Metabolischen Syndroms mit abdomineller
Adipositas (Taillenumfang > 94 cm [mannlich] bzw. > 80 cm [weiblich] (Kerner et al.)),
einer Hypertriglyceridamie (> 150 mg/dl), einem HDL-Cholesterinwert von < 40 mg/dl [m]
bzw. < 50 mg/dl [w], sowie einer Hypertonie (RR > 140/90 mm/Hg), oder aber ein bereits
diagnostizierter T2DM gemaR WHO-Kriterien (WHO 2006). Die Ausschlusskriterien
umfassten auch hier die Ursachen einer sekundéaren Osteoporose (i.e. Neoplasien,
Leberinsuffizienz, Niereninsuffizienz, Organtransplantation, Malabsorptionssyndrom,
Hyperthyreoidismus, Hyperparathyreoidismus), Infektionen (lokal an
Knochenprobenentnahmestelle oder systemisch), sowie die Einnahme eines oder mehrerer
der folgenden Medikamente: Glukokortikoide, Anti-Epileptika, Immunsuppressiva. Die
intraoperativentnommenen Knochenresektate wurden unmittelbar anschlieBend mittels
Luer-Knochenzange unter sterilen Bedingungen in etwa kirschkerngroBe Fragmente
zerkleinert und in 15 ml Tubes Uberfuhrt wurden. Diese wurden mit 2-3 ml , Allprotect
Tissue Reagent befullt, welches die Spongiosafragmente vollstandig bedeckte. Bis zur
weiteren Verarbeitung wurden die Tubes bei -80°C aufbewahrt.
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2.2.1.2.3 Knochenproben von Spendern mit Charcot-Arthropathie

Knochenresektate wurden im Rahmen von Operationen der CA des FuRes am Schon-
Klinikum Harlaching in Munchen entnommen. Die Spongiosafragmente wurden aus
unmittelbar betroffenen Arealen enthnommen. Voraussetzung zur Einteilung in die Charcot-
Gruppe war, zusatzlich zu den oben genannten Einschlusskriterien der T2DM-Gruppe, die
Erfullung der Diagnosekriterien der CA. Diese sind, in der vorausgegangenen akuten Phase
der CA eine Schwellung des betroffenen Gelenkes, eine Uberwarmung des betroffenen
Hautareals mit einer Hauttemperaturdifferenz > 2°C, sowie ein radiologischer Nachweis der
skelettalen Destruktionen geméalR Eichenholtz-Klassifikation. Die Ausschlusskriterien
umfassten auch hier die Ursachen einer sekundaren Osteoporose (i.e. Neoplasien,
Leberinsuffizienz, Niereninsuffizienz, Organtransplantation, Malabsorptionssyndrom,
Hyperthyreoidismus, Hyperparathyreoidismus), Infektionen (lokal an
Knochenprobenentnahmestelle oder systemisch), sowie die Einnahme mindestens eines der
folgenden Medikamente: Glukokortikoide, Antiepileptika, Immunsuppressiva. Die
intraoperativ entnommenen Knochenresektate wurden unmittelbar anschlieBend mittels
Luer-Knochenzange unter sterilen Bedingungen in etwa 5mm Kirschkerngrof3e Fragmente
zerkleinert und in 15 ml Tubes Uberfiihrt. Diese wurden mit 2-3 ml ,,Allprotect Tissue
Reagent™ befillt, welches die Spongiosafragmente vollstdndig bedeckte. Die Tubes wurden
bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C aufbewahrt.
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2.2.2 Demographie

Die demographische Verteilung sowie weitere Patientencharakteristika konnen Tabelle 2.2-

1 entnommen werden.

Tabelle 2.2-1: Patientencharakteristika. Es handelt sich um Mittelwerte unter Angabe der
Standardabweichung. Abkirzungen: BMI = Body Mass Index, CA = Charcot-Arthropathie, DM =
Diabetes mellitus, HbAl. = glykosyliertes Himoglobin A, m = mannlich, OE = obere Extremitat, SD

= Standardabweichung, UE = untere Extremitat, w = weiblich

Kontrollen DM CA
\\ 49 62 7
Geschlecht 18 20 4
31 42 3
Alter [Jahre (Min-Max)] 72,2 (60-98) 74,3(56-99) 65,1 (52-71)
Lokalisation Fraktur 39 41 7
10 21 0
HbA1c [%] 535+0,36 6,10+0,69
Triglyceride [mg/di] 129+ 71 197 £ 97
HDL-Cholesterin [mg/dl] 65 + 22 54 +18
LDL - Cholesterin [mg/dl] 118 + 43 125 +51
Lipoprotein A [mg/dl] 5371 5775
Cholesterin gesamt [mg/dl] 198 + 46 205 £ 46
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2.2.3 RNA-Isolierung

Tabelle 2.2-2: Materialien zur Durchfiihrung der RNA-Isolation.

Material CAS-Nummer Hersteller
Agua ad iniectabilia Apotheke MRI
Chloroform 67-66-3 Roth

dH20 7732-18-5 MRI

Ethanol 70% Apotheke MRI
Isopropanol Apotheke MRI
Natriumhydroxid 1M 1310-73-2 Roth
TRI-Reagenz Sigma

Eine der heute am hdufigsten angewandten Methoden zur Isolierung von Ribonukleinsauren
(RNA) aus Zellen und Gewebe ist die Phenol-Chloroform-Extraktion in Verbindung mit der
Ethanol-Ausféllung. Wahrend proteinhaltige Inhaltsstoffe in der organischen Phase
prazipitieren, verbleiben RNA-Strange in der wéssrigen Phase und kdnnen so isoliert werden
(Chomczynski 1993). Dieses Prinzip wurde zur Isolierung der RNA aus den zuvor
gewonnenen Spongiosafragmenten genutzt. Zur Herstellung einer Natriumhydroxid-
(NaOH-) L6sung mit einer Konzentration von 10 mM wurden zunédchst 500 pl 1 M NaOH
mit 49,5 ml destilliertem H>O (dH-O) vermengt. Um eine moglichst feine Zerkleinerung der
Spongiosafragmente in der Schwingmihle zu ermdglichen, wurden die Fragmente in
gefrorenem Zustand verarbeitet. Zundchst wurde ein etwa 5 mm grof3es Spongiosafragment
mittels Schwingmuhle zermahlen. Der Container der Mihle wurde, mit enthaltenem
Spongiosafragment, zunéchst tber zwei Minuten in Flissigstickstoff (LN2) gekihlt. Das
Mahlen selbst erfolgte anschlieend fiir 30 Sekunden bei einer Frequenz von 30 Hertz. Es
wurde 1 ml TRI-Reagenz hinzugefligt und die Losung anschlieBend in ein 2 ml
Reaktionsgefal tberfiihrt. Vor erneuter Verwendung der Schwingmihle wurde dessen

Container mittels Wasser und Seife, sowie 10 mM NaOH gereinigt. Dies diente der
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Inaktivierung von RNasen. Nach Inkubation der Suspension fur finf Minuten auf Eis wurden
200 pl Chloroform hinzugefugt. Nach Vermengung auf dem Vortexmischer (ca. 1 Sekunde,
Stufe 10) folgte die Inkubation der Suspension fiir zehn Minuten auf Eis, sowie anschlieRend
die Zentrifugation (14000 x g, 10 Minuten, 4°C). Die so gewonnene wassrige, obere Phase,
mit enthaltener RNA, wurde in ein mit 500 pl Isopropanol befulltes 2-ml-Reaktionsgefald
abpipettiert. Es folgte erneut die Inkubation der Suspension flr zehn Minuten auf Eis, sowie
anschlieBend die Zentrifugation (14000 x g, 10 Minuten, 4°C). Somit verblieb der
gewonnene RNA-Riickstand als Pellet am Boden des ReaktionsgefaRes und der Uberstand
konnte abgekippt werden. Mittels 1 ml 70% Ethanol erfolgte das Waschen und
Zentrifugieren (14000 x g, 10 Minuten, 4°C) des RNA-Pellets. Dieser Schritt wurde
einmalig wiederholt, bevor zuletzt das Pellet mittels 30 ml Aqua ad iniectabilia (a.i.)

resuspendiert und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C aufbewahrt wurde.

2.2.4 RNA-Messung

Tabelle 2.2-3: Materialien zur Durchfiihrung der RNA Messung

Material Hersteller

Aqua ad iniectabilia Apotheke MRI

Vor der weiteren Prozessierung der RNA-Proben wurde deren RNA-Gehalt gemessen. Es
wurde dabei das Biophotometer Typ 6131 der Firma Eppendorf AG in Kombination mit der
Spezialkiivette ,,Hellma TrayCell*“ der Firma Hellma Analytics verwendet. Hierbei wurde
der Absorptionswert der Losung bei einer Wellenldnge von 260, 280 sowie 320 nm
verwendet. Das Absorptionsverhdltnis A260/A280 wurde zur Bestimmung der
Probenverunreinigung herangezogen. Zundachst erfolgte eine Leerwertmessung mittels 2 pl
Aqua ultra-pure. Sodann erfolgte die Messung von 2 pl Probenmaterial in einer Verdiinnung
von 1:49 pl mittels eines 0,2 mm Deckels. Es wurde nach den Anwendungshinweisen der
Firma Hellma Analytics vorgegangen. Zwischen jeder Messung wurde die Spezialkuvette

mittels Ethanol gereinigt.
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2.2.5 cDNA

Tabelle 2.2-4: Materialien zur Herstellung von cDNA.

Material Hersteller
Agua ad iniectabilia Apotheke MRI
First Strand cDNA Synthesis Kit: Fermentas

1. Oligo (dT)1s Primer

2. 5fach Reaktionspuffer

3. Ribolock™ RNase Inhibitor (20 U/ul)
4. 10 mM dNTP Mix

5. M-MuLV Reverse Transkriptase (20 U/ul)

Zur weiteren Prozessierung der zuvor isolierten RNA-Strdnge wurden zundchst
komplementare DNA (cDNA)-Strange hybridisiert. Hierzu wurden der Eppendorf
MasterCycler S sowie das ,,First Strand cDNA Synthesis Kit*“ der Firma Fermentas genutzt.
Durch Anellierung eines universalen Primers an die zuvor isolierten RNA-Strange und deren
anschlieBender Transkription mittels reverser Transkriptase werden so cDNA-Stréange
synthetisiert (Wiame et al. 2000). Entsprechend des zuvor gemessenen RNA-Gehalts
wurden maximal 5 pug RNA einer Probe mit 1 pl oligo(dT)1s Primer in einem Eppendorf-
PCR-Gefall vermengt. Das Gefal} wurde wahrend des gesamten Vorganges auf einem Rack
eisgekiihlt. Der Ansatz wurde mit Aqua a.i. auf ein Volumen von 11 pl aufgefillt und im
MasterCycler S fur finf Minuten bei 65°C denaturiert sowie fur den anschliefenden
Arbeitsschritt auf 4°C abgekuhlt. Es folgte die Zugabe von 4 ul 5X Reaktionspuffer, 1 ul
RiboLock™ RNase Inhibitor (20 U/ul), 2 pl dNTP Mix (10mM), sowie 2 pul M-MuLV
Reverse Transkriptase (20 U/ul). Das Gesamtvolumen betrug somit 20 ul pro Ansatz. Es
wurde wahrend des ersten Temperaturzyklus im MasterCycler S ein Mastermix mit den oben
genannten Komponenten angesetzt. In zwei weiteren Schritten erfolgte nun die Synthese von
cDNA im MasterCycler. Zunéchst erfolgte die Inkubation des Reaktionsproduktes fir 60
Minuten bei 37°C. Durch Erhitzen auf 70°C fir finf Minuten wurde die Reaktion
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anschlielend terminiert. Nach Abkihlen der cDNA-Strdnge auf 4°C konnten diese durch
Zugabe von Aqua a.i. auf eine Konzentration von 10 ng/ul verdunnt werden. Bis zu weiteren

Verarbeitung wurden die synthetisierten cDNA-Strange bei -20°C gelagert.

2.2.6 qRT-PCR

Tabelle 2.2-5: Materialien zur Durchfihrung der quantitativen reverse Transcriptase
Polymerasekettenreaktion.

Material Hersteller
2fach SsoFast EvaGreen Supermix BioRad

Agua ad iniectabilia Apotheke MRI
Forward Primer MWG Eurofins
Reverse Primer MWG Eurofins

Die ,,quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction “ (QRT-PCR) ermdglicht
es, tatséchliche Veranderungen im Genexpressionsmuster der zuvor gewonnenen
Spongiosaproben zu detektieren. Das grundsatzliche Prinzip der PCR besteht aus drei
Schritten. Zundchst wird durch Erhitzen auf 95°C ein Aufspalten der Doppelstrang-DNA
erreicht. Im Zweiten Schritt erfolgt das Anlagern der spezifischen Primer. Die optimale
Anlagerungstemperatur (,,annealing temperature) der verwendeten Primer lag zwischen
56°C und 60°C und wurde zundachst fir jeden der verwendeten Primer ermittelt. Die
Sequenzen sowie optimalen Anlagerungstemperaturen der verwendeten Primer konnen
Tabelle 2.2-3 entnommen werden. Im dritten Schritt erfolgt mit Hilfe einer hitzestabilen
DNA-Polymerase (Tag-Polymerase) die Hybridisierung der Komplementérstrange. Diese
Tag-Polymerase entstammt dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus und
synthetisiert die DNA entlang der Region zwischen den oben genannten Primern (Chien et
al. 1976). Mittels des fluoreszierenden Farbstoffes ,,SYBR Green I, welcher ausschlielich
an Doppeltstrang-DNA bindet und somit die DNA-Konzentration direkt messbar macht, ist
in der quantitativen PCR (qPCR) der Konzentrationsanstieg je PCR-Zyklus darstellbar
(Morin and Smith 1995). In unserem Fall wurde der Farbstoff ,,EvaGreen* verwendet. Es

wurden je PCR-Ansatz 40 Zyklen prozessiert, um die Reaktion im exponentiellen Teil des
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Konzentrationsanstiegs Messen zu konnen. Die relative Expression der Gensequenzen
wurde durch die Anzahl der durchlaufenen Zyklen bestimmt. Zur Normierung der
Expressionslevel wurde das, in der Literatur als suffizient beschriebene, Housekeeper-RNA-
Molekdil B-Actin verwendet. Die CT-Daten des PCR-Cyclers wurden mit Hilfe der Software
Excel von Microsoft™ und der 224“T-Methode aufgearbeitet. Diese ermdglichte es, die
relative Expression von Zielgenen, die mit der gRT-PCR detektiert wurden, anzugeben
(Livak and Schmittgen 2001). Untersucht worden sind Adiponectin, ALKS5, B-Catenin,
COL1AL, FN, GSK3B, LRP5, LRP6, OPG, Osteocalcin, RANK, RANKL, RUNX2, TCF4,
TCF7, TCF7L2, TGFB1, WNT3A sowie WNT5A. Abbildung 2-1 zeigt beispielhaft die
Amplifikationskurve fur ALKS.
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Abbildung 2-1: Amplifikationskurve ALKS5 fur diverse Knochenproben. RFU: “relative
fluorescence units®.

Es wurden 96-well Platten verwendet, welche wahrend des Pipettiervorgangs auf einem
Rack eisgekihlt wurden. Es wurde zundchst ein Mastermix erstellt, welcher folgende
Reagenzien enthielt und mit der jeweiligen Probenanzahl multipliziert wurde: 10 pl 2fach
SsoFast EvaGreen Supermix, 0,8 pl Forward Primer (5 uM), 0,8 ul Reverse Primer (5 uM).
Fur die Untersuchung von ALKS5 sowie TGFB1 wurden jeweils 3 pl der cDNA-Probe
hinzugegeben. Fir die Untersuchung von COL1Al, FN, OPG, Osteocalcin, RANK,
RANKL, sowie, WNT5A wurden jeweils 5 pl der cDNA-Probe hinzugegeben Fur die
Untersuchung von Adiponectin, 3-Catenin, GSK3B, LRP5, LRP6, RUNX2, TCF4, TCF7,
TCF7L2, sowie WNT3A wurden jeweils 7 pl der cDNA-Probe hinzugegeben. Um pro
Reaktionsansatz auf ein Volumen von 20 pl zu kommen, wurde der Mastermix entsprechend

mit Aqua a.i. aufgefullt. Nachdem der Pipettiervorgang abgeschlossen worden war, wurde
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die 96-well-Platte mit einer selbstklebenden Verschlussfolie abgedichtet, kurz zentrifugiert
und anschlielend in den PCR-Cycler gegeben.

Fur Adiponectin, ALKS5, B-Catenin, COL1AL, FN, GSK3B, LRP6, Osteocalcin, RANKL,
RUNX2, TCF4, TCF7, TCF7L2, TGFB1, WNT3A, WNT5A wurden folgende

Reaktionsbedinungen festgelegt:

Erhitzen der Proben auf 98°C fir drei Minuten

98°C fir 10 Sekunden

Abkuhlen auf 60°C fiir 15 Sekunden

Fotodetektion.

Die Schritte 2. Bis 4. wurden daraufhin 39 mal wiederholt.
Schmelzkurve: 55°C zu 95°C fur 10 Sekunden und Fotodetektion

2 oA

Abbildung 2-2 zeigt beispielhaft die Schmelzkurve fir ALKS5.
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Abbildung 2-2: Schmelzkurve ALKS5 fiir diverse Spongiosaproben. RFU: relative fluorescence
units*.

Die Reaktionsbedingungen fir LRP5, OPG und RANK wurden wie folgt festgelegt:

Erhitzen der Proben auf 95°C fiir 3 Minuten
95°C fiir 10 Sekunden

Abkuhlen auf 56°C fiir 10 Sekunden
Fotodetektion

o~ w0 DN

Die Schritte 2. bis 4. wurden daraufhin 39 mal wiederholt.
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6. 95°C fir 10 Sekunden

Schmelzkurve: 55°C zu 95°C fiir 10 Sekunden und Fotodetektion

Tabelle 2.2-4: Primer der untersuchten Zielgene.

Primer Vorwartssequenz Ruckwartssequenz Annealing-
Temperatur
[°C]

Adiponectin  5*-TGG TTC TGA TTC 5-GCC CTG ATG TCA 60
CAT ACC AGA G-3¢ GGA GTT TC-3¢

ALKS5 5GCAGAC TTAGGA 5-AGA ACT TCA GGG 60
CTG GCAGTAAG-3* GCCATGT-3°

p-Catenin 5‘-GCT TTC AGT TGA 5-CAA GTC CAA GAT 60
GCT GAC CA-3¢ CAG CAG TCT C-3¢

COL1A1l 5‘-GGG ATT CCC TGG 5°-GGA ACA CCT CGC 60
ACC TAA AG-3¢ TCT CCA-3°

FN 5‘-CTG GCC GAA AAT 5-CCA CAG TCG GGT 60
ACATTG TAAA -3¢ CAG GAG-3¢

GSK3B 5‘“GAC ATT TCA CCT 5°-GTT AGT CGG GCA 60
CAG GAG TGC-3¢ GTT GGT GT-3¢

LRP5 5‘-GCC AAG ACAGAC 5-CAG CGT GAA CCC 56
AAG ATC GAG-3¢ AAA AAT G-3¢

LRP6 5 -AGA ACG CGA 5-TGT TTG CAT AAA 60
GAA GGG AAG AT-3° GCA ACA AAG G-3¢

OPG 5‘-GAA GGG CGC TAC 5-GCA AAC TGT ATT 56
CTT GAG AT-3¢ TCG CTC TGG-3°¢

Osteocalcin  5°-TGA GAG CCC TCA 5-ACC TTT GCT GGA 60

CACTCCTC-3°

CTC TGC AC-3¢
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RANKL 5-TGA TTC ATG TAG 5-GAT GTG CTG TGA 60
GAG AAT TAA ACA TCC AAC GA-3¢
GG-3¢

TCF4 5‘-CAC GGA GAG CCC 5-GTC CCT AAG GCA 60
CTT CTC-3¢ GCC ATT C-3¢

TCF7L2 5-TTG ACC GAC AGA 5-TGT ATG TAG CGA 60
CTT TAT GGT G-3° ACGCACTTT T-3¢

WNT3A 5‘-AAC TGC ACC ACC 5-AAG GCC GAC TCC 60
GTC CAC-3° CTG GTA-3°

4
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2.2.7 Proteinisolation

Tabelle 2.2-5: Materialien zur Durchfiihrung der Proteinisolation.

Material CAS-Nummer Hersteller
»Complete*“ Minitablette Roche
Desoxycholsaure (DOC) 83-44-3 Sigma
Ethylendiamintetraessigsaure 60-00-4 Roth
(EDTA)

Isopropanol Apotheke MRI
Natriumchlorid 7647-14-5 Sigma
Natriumdodecylsulfat (SDS) 151-21-3 Roth
Natriumorthovanadat 13721-39-6 Sigma
Nonidet P40 (NP40) 9016-45-9 Sigma
Pefabloc® 30827-99-7 Roth
Phenylmethylsulfonylfluorid 329-98-6 Sigma
(PMSF)

Trishydroxymethylaminomethan 77-86-1 Sigma
(TRIS)

Es wurde zudem die Isolation von Protein aus den Spongiosaproben durchgefihrt.
Anwendung fand hier das Prinzip des Radio-Immunoprecipitation Assay (RIPA). Dies
ermoglicht die Extraktion von zytoplasmatischen, membrangebundenen als auch nukledren
Proteinen. Zur Herstellung einer RIPA-L6sung wurden zundchst 0,605 ¢
Trishydroxymethylaminomethan (TRIS) mit 1,45 g Natriumchlorid (NaCl), 2000 pl Nonidet
P40 (NP40), 0,3 g Desoxycholsdure (DOC), 0,372 g EDTA sowie 100 mg
Natriumdodecylsulfat (SDS) vermengt und in 50 ml H>O aufgeldst. Der pH-Wert der Losung

wurde auf 7,6 angepasst. Das Gesamtvolumen wurde mit H2O auf 50 ml aufgefillt. Zudem
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wurde eine ,,Complete“-Proteaseinhibitorldsung erstellt, indem eine ,,Complete“-Tablette in
1,5 ml H20 geldst wurde. Eine Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)-Ldsung wurde durch
Auflésen von 87,1 mg PMSF in 10 ml Isopropanol erstellt. Diese diente als Serin- und
Zysteininhibitor. ~ Zur  Herstellung  einer  Pefabloc®-Ldsung,  welche  als
Serinproteaseinhibitor diente, wurden 100 mg Pefabloc® in 8,34 ml H.O gel6st. Als
Phosphataseinhibitor diente aktiviertes Natriumorthovanadat. Es wurden 551,76 mg
Natriumorthovanadat (Nas\VVOa) in 24 ml zweifach destilliertem H2O (ddH20) geldst. Der
pH-Wert dieser Losung wurde mittels Salzsédure (HCI) und 10 M NaOH auf 10,0 eingestellt
und anschlieRend auf 100°C erhitzt, so dass sich die Farbe der Losung von gelb auf farblos
anderte. Nach Abklhlung wurde der pH-Wert erneut, wie oben beschrieben, auf 10,0
eingestellt. Dieser Vorgang wurde wiederholt, bis sich die Farbung dauerhaft von gelb auf
farblos geéndert hatte. Im ersten Schritt der Proteinisolation wurde nun die RIPA-L&sung
mit den Blocklésungen vermengt. Es wurde 1 ml der RIPA-LAsung mit 40 pl ,,Complete*-
Losung, 20 pl Pefabloc®-Losung, 20 pul PMSF-Losung sowie 10 pl NasVOs-Losung
vermengt. Ahnlich der RNA-Isolation wurde, nach Hinzugabe des RIPA-Puffers, jeweils ein
etwa 5 mm groRes Spongiosafragment im Container der Schwingmuhle fur drei Minuten
mittels LN tiefgefroren und im Anschluss gemahlen. Es folgte das Uberfiihren der
Suspension in ein 2 ml grolles Reaktionsgefal} sowie die Zentrifugation (10000 g, eine
Minute, 4°C). Der Uberstand, welcher die Proteine enthielt, konnte anschlieBend mittels
Pipette in ein 2 ml Reaktionsgefall tUberfuhrt werden. Die Proteinproben wurden bis zur

weiteren Verarbeitung bei -80°C aufbewahrt.
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2.2.8 Proteinmessung nach Lowry

Tabelle 2.2-6: Materialien zur Determinierung der Proteinmenge.

Material CAS-Nummer Hersteller
1 M Natriumhydroxid 7647-01-0 Roth
Di-Natriumcarbonat 497-19-8 Sigma
Di-Natriumtartratdihydrat 6106-24-7 Merck
Folinreagenz 47641
Kupfersulfat-Pentahydrat ~ 7758-99-8 Sigma
Rinderserumalbumin 9048-46-8 Sigma
(BSA)

Zur Determinierung der Proteinmenge in den isolierten Proben kam das hochsensitive
Verfahren nach Lowry zum Einsatz. Hierbei wurde der ,,platereader der Firma BMG
Labtech verwendet. Das Verfahren nach Lowry basiert auf zwei Schritten. Eine
kupferhaltige LOsung bildet einen Komplex mit, in den Proben enthaltenen,
Peptidbindungen. Im zweiten Schritt wird ein Folinreagenz in Abhéngigkeit der Kupfer-
Peptid-Komplexe zu Molybdenblau reduziert. Unter Zuhilfenahme einer Standardkurve
lassen sich so quantitative Aussagen zur Proteinmenge machen (Lowry et al. 1951). Zur
Erstellung der Standardkurve wurde Rinderserumalbumin (BSA)-Losung mit einer
Konzentration von 10 pg/ul verwendet. Es wurden zunéchst 50 mg BSA in 5 ml ddH20
gelost. Zur Herstellung einer di-Natriumtartratlésung wurden 2 g Di-Natriumtartrat-
Dihydrat in 100 ml ddH.O geldst. Zur Herstellung einer Kupfersulfat (CuSOs-) Ldsung
wurden 1 g Kupfersulfat-Pentahydrat (CuSO4-5H20) in 100 ml ddH.O geldst. Zur
Herstellung einer Natriumcarbonat (Na2COz-) Lésung wurden 20 g Na,COz mit 100 ml 1 M
NaOH-Lésung in 900 ml ddH2O vermengt. Anschlielend wurden folgende
Reaktionslosungen angesetzt: Fir die kupferhaltige Reaktionslésung wurden 20 pl der di-
Natriumtartratiésung mit 20 pl der CuSO4-Losung und 1,96 ml der Na,COs-Ldsung
vermengt. Zur Herstellung der Folinldsung wurden 500 pul Folinreagenz mit 1000 ul ddH20
vermengt. Es wurde mit 96-well-Platten gearbeitet. Zunachst wurden die Proteinproben auf
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Eis aufgetaut. Wahrenddessen wurden 2 pul der BSA-L6sung je Reaktionsansatz hinzu
pipettiert. AnschlieBend wurden je Reaktionsansatz 2 pl der Proteinprobe hinzu pipettiert.
Weiterhin erfolgten die Hinzugabe von jeweils 150 ul der kupferhaltigen Losung sowie die
Inkubation fir 10 Minuten bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurden jeweils 30 ul der
Folinldsung hinzugegeben und die 96-well-Platte auf der Schuttelmaschine bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach 60 Minuten wurde die Adsorption mit Hilfe des
,.platereader bei 750 nm gemessen. Die Darstellung erfolgte mit Hilfe der Software Omega
der Firma BMG Labtech. Um testbedingte Abweichungen gering zu halten, wurden mit jeder
Probe jeweils drei Reaktionsansitze (,triplicates®) durchgefihrt und gemessen. Auf jeder
96-well-Platte erfolgte zudem die gleichzeitige Messung sieben verschiedener
Proteinkonzentrationen mit aufsteigender, jeweils bekannter Proteinmenge. Dies
ermoglichte spéater die Erstellung einer Standardkurve und somit die Kalkulation der, in den

Proben gesuchten, Proteinquantitét.

2.3  Statistik

Die Auswertung der generierten Daten erfolgte mittels GraphPad Prism. Fur Daten mit mehr
als zwei unabhangigen Datengruppen wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA)
durchgefihrt. Als Konfidenzintervall wurde 95% festgelegt. Als statistisch signifikanter p-
Wert galt ein Wert kleiner 0,05. Die graphische Darstellung erfolgte als Balkendiagramm

des Medians unter Angabe des Quantilsabstandes.
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3. Ergebnisse

3.1 Genexpressionsanalysen von Patientenspongiosa

Um den Einfluss des T2DM sowie der CA auf die mRNA-Expression in spongiésem
Knochen zu untersuchen und so die Situation in vivo darstellen zu kénnen, wurden RT-g-
PCR durchgefiihrt. Es wurde dabei zwischen drei Gruppen differenziert: Kontrollgruppe,
Diabetikergruppe und Charcotgruppe. Weitere Patientencharakteristika kénnen Tab. 2.2-1
entnommen werden. Es erfolgte zudem ein geschlechts- sowie alterskorreliertes ,,matching*
zwischen den Charcot- und Kontrollproben sowie zwischen den Diabetes- und
Kontrollproben.
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3.1.1 Ergebnisse qRT-PCR TCF7L2

Die Auswertung der gRT-PCR Ergebnisse fur TCF7L2 ergab fur die Diabetikergruppe eine
Verminderung der Expression um 60 % im Vergleich zur Kontrollgruppe (Median: 2,5;
Interquartilsabstand (1IQA): 3,9). Fir die Charcotgruppe ergab die Expressionsanalyse eine
Verminderung um 15 % (Median: 0,3; IQA: 1,35) im Vergleich zur Kontrolle. Die

Ergebnisse erwiesen sich als statistisch signifikant (Abb. 3-1).
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Abbildung 3-1: Genexpressionsanalyse von TCF7L2. Dargestellt ist der Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA), bezugnehmend auf die Kontrollgruppe; p<0,05. N=45, n>2. T2DM:

Diabetes mellitus Typ 2; controls: Kontrollgruppe.

3.1.2 Ergebnisse qRT-PCR B-Catenin

Die Genexpressionsanalyse mittels gRT-PCR bezuglich B-Catenin zeigte eine
Verminderung der Expression in der Diabetikergruppe um 46 % (Median: 0; IQA: 2,3).
Hingegen zeigte sich in der Charcotgruppe eine um 30 % (Median: -1,39; 1QA: 3,29) erhéhte
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Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Ergebnisse erwiesen sich als statistisch

nicht signifikant, eine klare Tendenz zeichnete sich jedoch ab (Abb. 3-2).
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Abbildung 3-2: Genexpressionsanalyse von beta-Catenin. Dargestellt ist der Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels -einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA), bezugnehmend auf die Kontrollgruppe; p>0,05. N=45, n>2. T2DM:
Diabetes mellitus Typ 2; controls: Kontrollgruppe.
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3.1.3 Ergebnisse qRT-PCR LRP5

Die Auswertung der gRT-PCR-Ergebnisse bezliglich LRP5 ergab eine um 20 % (Median:
-5,77; 1QA: 16,39) verminderte Expression von LRP5 in der Diabetikergruppe im Vergleich
zu Kontrollgruppe. In der Charcotgruppe wurde, im Vergleich zur Kontrollgruppe, eine
Expressionsverminderung von 98 % (Median: -5,78; 1QA: 5,76) gemessen. Die Ergebnisse

erwiesen sich als statistisch nicht signifikant (Abb. 3-3).
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Abbildung 3-3: Genexpressionsanalyse von LRP5. Dargestellt ist der Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA), bezugnehmend auf die Kontrollgruppe; p>0,05. N=45, n>2. T2DM:
Diabetes mellitus Typ 2; controls: Kontrollgruppe.

3.1.4 Ergebnisse qRT-PCR Wnt3a

Die Analyse von Wnt3a mittels gRT-PCR ergab eine Reduktion der Expression in der
Diabetikergruppe um 46 % (Median: -5,64; IQA: 2,94) gegeniiber der Kontrollgruppe. Auch
in der Charcotgruppe zeigte sich eine Reduktion der Genexpression von Wnt3a im Vergleich
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zur Kontrollgruppe. Diese lag bei 36 % (Median: -3,27; IQA: 4,42). Die Ergebnisse erwiesen
sich als statistisch signifikant (Abb. 3-4).
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Abbildung 3-4: Genexpressionsanalyse von Wnt3a. Dargestellt ist der Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA), bezugnehmend auf die Kontrollgruppe; p<0,05. N=45, n>2. T2DM:
Diabetes mellitus Typ 2; controls: Kontrollgruppe.
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3.1.5 Ergebnisse qRT-PCR Wnt5a

Die Ergebnisse der gRT-PCR fiir Wnt5a zeigten eine um 44 % (Median: -7,0; IQA: 2,39)
verminderte Expression in der Diabetikergruppe im Vergleich mit der Kontrollgruppe. In
der Charcotgruppe konnte eine Verminderung der Expression von Wnt5a um 39 % (Median:
-6,23; 1QA: 11,24) gegentiber der Kontrollgruppe gezeigt werden. Diese Ergebnisse waren
statistisch signifikant (Abb. 3-5).
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Abbildung 3-5: Genexpressionsanalyse von Wntba. Dargestellt ist der Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels -einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA), bezugnehmend auf die Kontrollgruppe; p<0,05. N=45, n>2. T2DM:

Diabetes mellitus Typ 2; controls: Kontrollgruppe.
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3.1.6 Ergebnisse qRT-PCR Osteocalcin

Die Analyse der gRT-PCR-Ergebnisse ergab fiir Osteocalcin eine Reduktion der Expression
um 65 % (Median: -3,75; IQA: 11,47) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Charcotgruppe
zeigte im Vergleich zur Diabetesgruppe eine Steigerung der Expression um 118% (Median:
3,69; IQA: 2,08). Die Ergebnisse erwiesen sich als statistisch signifikant. (Abb. 3-6)
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Abbildung 3-6: Genexpressionsanalyse fiir Osteocalcin. Dargestellt ist der Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA), bezugnehmend auf die Kontrollgruppe; p<0,05. N=45, n>2. T2DM:
Diabetes mellitus Typ 2; controls: Kontrollgruppe.
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3.1.7 Ergebnisse qRT-PCR COL1A1

Die Auswertung der gRT-PCR Ergebnisse bezuglich COL1AL ergaben eine Reduktion des
Expressionslevels um 52 % (Median: 5,58; IQA: 9,75) gegentiber der Kontrollgruppe. In der
Charcotgruppe war eine Reduktion um 78 % (Median: 5,73; IQR: 10,29) zu verzeichnen.

Die Ergebnisse erwiesen sich als statistisch signifikant. (Abb. 3-7)
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Abbildung 3-7: Genexpressionsanalyse fiur COL1Al. Dargestellt ist der Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels -einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA), bezugnehmend auf die Kontrollgruppe; p<0,05. N=45, n>2. T2DM:

Diabetes mellitus Typ 2; controls: Kontrollgruppe.
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3.1.8 Ergebnisse qRT-PCR FN

Die Untersuchung der Genexpression von FN mittels gRT-PCR ergab eine Verminderung
der Expression um 24 % (Median: 0,62; I1QA: 11,99) im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe. In der Charcotgruppe war die Expression sogar um 75 % (Median: 2,37;
IQA: 1,42) im Vergleich zur Kontrollgruppe vermindert. Die Ergebnisse erwiesen sich als
statistisch signifikant. (Abb. 3-8)
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Abbildung 3-8: Genexpressionsanalyse von FN. Dargestellt ist der Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA), bezugnehmend auf die Kontrollgruppe; p<0,05. N=45, n>2. T2DM:
Diabetes mellitus Typ 2; controls: Kontrollgruppe.

3.1.9 Ergebnisse qRT-PCR Adiponectin

Die Auswertung der qRT-PCR Ergebnisse beziiglich Adiponectin zeigte tendenziell eine
Verminderung der Expression in der Diabetikergruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Die Verminderung betrug 77 % (Median: -12,89; 1QA: 29,66). In der Charcotgruppe betrug
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die Expression von Adiponectin 0 % (-6,94; IQA: 49,27). Die Ergebnisse erwiesen sich
jedoch als statistisch nicht signifikant. (Abb. 3-9)
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Abbildung 3-9: Genexpressionsanalyse flr Adiponectin. Dargestellt ist der Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA); p>0,05. N=45, n>2. T2DM: Diabetes mellitus Typ 2; controls:
Kontrollgruppe.
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3.1.10Ergebnisse qRT-PCR ALKS

Die gRT-PCR Untersuchungen beziglich ALK5 ergaben eine Verminderung der
Genexpression in der Diabetikergruppe um 22 % (Median: -1,98; 1QA: 1,69) im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Hingegen zeigte sich in der Charcotgruppe ein Anstieg der Expression
um 15 % (Median: -2,28; 1QA: 0,72) gegenlber der gesunden Kontrollgruppe. Die

Ergebnisse erwiesen sich als statistisch signifikant. (Abb. 3-10)
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Abbildung 3-10: Genexpressionsanalyse fiir ALKS5. Dargestellt ist der Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA), bezugnehmend auf die Kontrollgruppe; p<0,05. N=45, n>2. T2DM:
Diabetes mellitus Typ 2; controls: Kontrollgruppe.

3.1.11Ergebnisse qRT-PCR GSK3B

Die Auswertung der qRT-PCR Ergebnisse fur GSK3B ergab eine Verminderung der
Expression um 36 % (Median: 13,38; 1QA: 10,05) im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Ahnliche Ergebnisse ergab die Auswertung der Charcotgruppe. Hier lag die Verminderung
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der Genexpression bei 41 % (Median: 4,64; 1QA: 10,78) gegenlber der Kontrollgruppe. Die
Ergebnisse erwiesen sich als statistisch signifikant. (Abb. 3-11)
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Abbildung 3-11: Genexpressionsanalyse fur GSK3B. Dargestellt ist der Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels -einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA), bezugnehmend auf die Kontrollgruppe; p<0,05. N=45, n>2. T2DM:

Diabetes mellitus Typ 2; controls: Kontrollgruppe.
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3.1.12Ergebnisse qRT-PCR OPG

Die Analyse des Expressionslevels von OPG mittels gRT-PCR ergab eine Verminderung
der Expression um 60 % (Median: 0,0; IQA: 10,86) gegeniber der Kontrollgruppe. In der
Charcotgruppe betrug die Verringerung der Expression von OPG 99 % (Median: 1,06; IQA:
2,20) im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Obwohl hier ein klarer Trend erkennbar

war, erwiesen sich die Ergebnisse jedoch als statistisch nicht signifikant. (Abb. 3-12)
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Abbildung 3-12: Genexpressionsanalyse flir OPG. Dargestellt ist der Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA); p>0,05. N=45, n=1. T2DM: Diabetes mellitus Typ 2; controls:
Kontrollgruppe.

3.1.13Ergebnisse qRT-PCR RANK

Die Auswertung der gRT-PCR Ergebnisse bezlglich RANK ergaben in der
Diabetikergruppe eine Verminderung der Expression um 75 % (Median: -18,55; IQA 28,81)
im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. In der Charcotgruppe ergab sich hingegen ein
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Anstieg des Expressionslevels von RANK um 146 % (Median: 2,83; IQA: 1,58) gegentiber
der Kontrollgruppe. Die Ergebnisse erwiesen sich als statistisch signifikant. (Abb. 3-13)
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Abbildung 3-13: Genexpressionsanalyse fir RANK. Dargestellt ist der Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels -einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA), bezugnehmend auf die Kontrollgruppe; p<0,05. N=45, n=1. T2DM:

Diabetes mellitus Typ 2; controls: Kontrollgruppe.
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3.1.14Ergebnisse qRT-PCR RANKL

Die Analyse der gRT-PCR Ergebnisse fur RANKL ergab eine Verminderung der Expression
in der Diabetikergruppe um 97 % (Median: -7,58; 1QA: 22,89) im Vergleich zur
Kontrollgruppe. In der Charcotgruppe war die Expression um 47 % (Median: 7,92; 1QA:
13,24) gegenuber der Kontrollgruppe vermindert. Die Ergebnisse erwiesen sich als
statistisch signifikant. (Abb. 3-14)
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Abbildung 3-14: Genexpressionsanalyse fur RANKL. Dargestellt ist der Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels -einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA), bezugnehmend auf die Kontrollgruppe; p<0,05. N=45, n>2. T2DM:
Diabetes mellitus Typ 2; controls: Kontrollgruppe.

3.1.15Ergebnisse qRT-PCR RUNX2

Die Analyse der Expressionslevel von RUNX2 mittels gRT-PCR ergab fir die
Diabetikergruppe eine Verminderung der Expression um 80 % (Median: 0,73; IQA: 1,68)

gegentiber der Kontrollgruppe. In der Charcotgruppe zeigte sich eine Reduktion der

61



Expression um 41 % (Median: -1,60; IQA: 4,71). Es zeichnete sich hier eine klare Tendenz
ab, die statistisch jedoch nicht signifikant war. (Abb. 3-15)
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Abbildung 3-15: Genexpressionsanalyse fir RUNX2. Dargestellt ist der Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels -einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA), bezugnehmend auf die Kontrollgruppe; p>0,05. N=45, n>2. T2DM:
Diabetes mellitus Typ 2; controls: Kontrollgruppe.
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3.1.16 Ergebnisse qRT-PCR TCF4

Die Ergebnisse der gRT-PCR zeigten in der Diabetikergruppe eine Verminderung des
Expressionslevels von TCF4 um 42 % (Median: -2,14; IQA: 1,77) gegenuber der
Kontrollgruppe. In der Charcotgruppe war die Expression von TCF4 um 28 % (Median: -
3,78; IQA: 1,64) vermindert. Die Ergebnisse waren statistisch signifikant. (Abb. 3-16)
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Abbildung 3-16: Genexpressionsanalyse fir TCF4. Dargestellt ist der Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels -einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA), bezugnehmend auf die Kontrollgruppe; p<0,05. N=45, n>1. T2DM:
Diabetes mellitus Typ 2; controls: Kontrollgruppe.
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3.1.17Ergebnisse qRT-PCR TGFB1

Die Auswertung der gRT-PCR Ergebnisse fir TGFB1 ergab eine Verminderung der
Expression in der Diabetikergruppe um 71 % (Median: -2,21; 1QA: 3,71) im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe. In der Charcotgruppe war die Expression von TGFB1 um 61 %
(Median: -2,89; IQA: 2,04) gegenuber der Kontrollgruppe vermindert. Die Ergebnisse
erwiesen sich jedoch statistisch als nicht signifikant. (Abb. 3-17)
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Abbildung 3-17: Genexpressionsanalyse fir TGFB1. Dargestellt ist der Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Analyse der Daten erfolgte mittels -einfaktorieller
Varianzanalyse (ANOVA); p>0,05. N=45, n>2. T2DM: Diabetes mellitus Typ 2; controls:
Kontrollgruppe.
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4. Diskussion

Im Verlauf dieser Forschungsarbeit konnten ertragreiche Erkenntnisse zur Entwicklung der
CA erlangt werden. Die CA als Folgeerkrankung des DM erhéht sowohl Morbiditat als auch
Mortalitadt der Betroffenen (Gazis et al. 2004). Eine Langzeit-follow-up-Studie konnte
zeigen, dass eine anhaltende CA die Funktionalitdt und ,,quality of life” der Betroffenen

einschréankt (Pakarinen et al. 2009; Rajbhandari et al. 2002).

Trotz dieser Bedeutung flr die Betroffenen und die Folgen fir das Gesundheitssystem ist
die Atiopathogenese der CA bisher nicht hinreichend erklart. Vor allem auf
molekularbiologischer Ebene stecken die Erkenntnisse beziiglich der Krankheitsentstehung
und Aufrechterhaltung noch in den Anfangen.

Bisherige Forschungsarbeiten konnten diesbeziiglich signifikante Verdnderungen im
RANKL/ RANK/ OPG-Signalweg darstellen (Bruhn-Olszewska et al. 2017; Folestad et al.
2015; Ndip et al. 2011). Weiterhin wurden Verdnderungen des Wnt-Signalweges in
Verbindung mit der CA gebracht, wobei zahlreiche weitere Signaltransduktionswege und
deren Mediatoren des Knochens im Hinblick auf die CA bisher noch keine Beachtung fanden
(Folestad et al. 2015).

Der Hintergrund dieser Arbeit ist daher die Entwicklung der CA, auch im Hinblick auf den
Zusammenhang mit der Pathogenese der diabetischen Knochenkrankheit des T2DM. In
diesem Kontext sollte der Einfluss von T2DM und der CA auf den Knochenstoffwechsel vor
dem Hintergrund der vorbeschriebenen Veranderungen des Knochenstoffwechsels in vivo
untersucht werden. Dabei sollte, neben den oben genannten, vorbekannten
Stoffwechselverédnderungen, auch auf bisher in diesem Zusammenhang nicht untersuchte
Mediatoren des Knochenstoffwechsels eingegangen werden. Im Folgenden werden die
Ergebnisse dieser Arbeit diskutiert, wobei zunéchst eine kritische Auseinandersetzung mit
den Ergebnissen der Genexpressionsanalysen und deren Einordnung in die
Knochenphysiologie bei T2DM sowie der CA erfolgt. Weiterhin soll der Wert der erhobenen
Daten im Hinblick auf deren klinische Relevanz beurteilt werden sowie ein Ausblick auf die

therapeutischen Chancen, die sich aus dieser Dissertation ergeben, vermittelt werden.
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4.1 Interpretation der Genexpressionsanalysen in vivo

Als essenzielle Zytokine des Knochenstoffwechsels wurden RANKL und RANK untersucht.
Die Rolle des RANKL/ RANK/ OPG-Signalweges ist hinsichtlich der Atiopathogenese der
CA bisher nur unzureichend analysiert, VVorarbeiten présentierten zum Teil gegensatzliche
Ergebnisse. Die Expression von RANK in der Charcot-Gruppe zeigte sich im Vergleich zur
Diabetikergruppe deutlich gesteigert. Gleiches zeigte sich in der Expressionsanalyse fiir
RANKL. Diese Ergebnisse sind kongruent zu denen von aktuellen VVorarbeiten von Folestad
et al. und sprechen flr eine hohe Aktivitat im Knochenumbau in der Pathogenese der CA
(Folestad et al. 2015). Das Expressionslevel von RANKL sollte jedoch im Zusammenhang
mit dessen Antagonisten OPG gesehen werden (Young et al. 1993). Bis zum aktuellen
Zeitpunkt gibt es nur zwei Studien, die hierzu in Bezug auf die CA Stellung nehmen.
Wahrend Folestad et al. ein Verhaltnis von etwa 1 und somit keine Veranderung feststellen
konnten, haben Ndip et al. einen erhohten RANKL/ OPG-Quotienten bei CA-Patienten im
Vergleich zu gesunden Kontrollen zeigen kdnnen (Folestad et al. 2015; Ndip et al. 2011).
Diese Ergebnisse konnten wir in der vorliegenden Arbeit bestatigen. Wéhrend die gesunde
Kontrollgruppe einen RANKL/OPG-Quotienten von 1,04 aufwies, betrug dieser in der
Charcotgruppe 1,72. Die Expression des RANKL-Abfangrezeptors OPG zeigte sich hier
gegenuber der T2DM-Gruppe tendenziell supprimiert. Ein erhdhter RANKL/ OPG-Quotient
spricht in diesem Zusammenhang fir einen Nettoverlust von Knochenmasse im betroffenen
Knochengewebe bei insgesamt erhdhter Konchenstoffwechselaktivitat. Dies entspricht dem
Klinischen Bild der frihen Phase der CA. Besondere Bedeutung bekommt der erhohte
Quotient im Vergleich zur Diabetikergruppe. Hier betrug der RANKL/ OPG-Quotient
lediglich 0,43 und war somit im Vergleich zur Kontrollgruppe sogar vermindert. Wahrend
manche Autoren gegensatzliche Ergebnisse présentierten (Conte et al. 2015; Tsentidis et al.
2016), sind unsere Ergebnisse beziiglich der Expressionslevel von RANKL bei T2DM-
Patienten kongruent mit Vorarbeiten am Tiermodell. Dieses Modell war unserem
Versuchsaufbau gréRtenteils &hnlich, da die untersuchten Spongiosaanteile aus der Nahe von
frakturierten Arealen der unteren Extremitat entstammten (de Amorim et al. 2008). Diese
Ergebnisse  deuten auf eine  verminderte  Osteoklastenrekrutierung  sowie
Osteoklastendifferenzierung in diabetischer Stoffwechsellage hin. Tatsachlich konnten He
et al. diese verminderte Osteoklastogenese bei T2DM im Tiermodell bestatigen (He et al.
2004). Dies steht im Einklang mit der bei T2DM-Patienten beobachteten unveranderten oder
teilweise erhéhten Knochendichte (nach Berlcksichtigung des BMI) bei gleichzeitig
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erhohter Frakturrate, wahrend bei TIDM eine verminderte Knochendichte beobachtet wird
(Sealand et al. 2013; Ma et al. 2012; Oei et al. 2015; Vestergaard 2014).

Weiterhin hat der RANKL/ OPG-Quotient eine Bedeutung in der Pathogenese der
Monckeberg-Mediasklerose. Die Mdnckeberg-Mediasklerose betrifft haufig T2DM-
Patienten, hier jedoch vornehmlich jene, die zudem an einer peripheren sensomotorischen
Neuropathie leiden (Young et al. 1993). Ndip et al. konnten erhohte Serumlevel fir RANKL
in Zellen aus kalzifizierten Anteilen der A. tibialis im Vergleich zu nichtkalzifizierten
Anteilen feststellen. Die Veranderungen im RANKL/ OPG-Signalweg kdnnten hier einen
Erklarungsansatz fur das gehdufte Auftreten beider Erkrankungen liefern.

Interessanterweise zeigte sich weiterhin, dass das Differenzierungspotential von, aus
peripherem Blut gewonnenen Monozyten zu reifen Osteoklasten bei CA-Patienten erhéht
war. Gleichzeitig zeigte sich, im Vergleich zur Kontrollgruppe, nach Stimulation durch
RANKL eine vermehrte Aggressivitdt und Aktivitat in der Resorptionsféhigkeit der
Osteoklasten bei den CA-Patienten. Zudem war die vermehrte Wirkung von RANKL nur
partiell durch OPG, welches dem Kulturmedium hinzugefigt wurde, reversibel (Mabilleau

et al. 2008), was auf die Beteiligung von RANKL-unabhangigen Signalwegen hindeutet.

In  Vorarbeiten von Sealand et al. wurde Osteocalcin als ein Marker des
Knochenstoffwechsels identifiziert. Eine Verminderung des Osteocalcinserumlevels in
Diabetes-Patienten ist ebenso vorbeschrieben und mit dem Risiko der Erhéhung des
Nichternblutzuckers, des glykosylierten Hamoglobin A (HbA1.) sowie der Verstarkung der
Insulinresistenz verbunden (Sealand et al. 2013; Maddaloni et al. 2014; Pittas et al. 2009;
Movahed et al. 2012; Neumann et al. 2016). Kongruent hierzu konnten wir eine
Verminderung der Osteocalcinexpression in dieser Patientengruppe feststellen. Im
Vergleich hierzu zeigte sich in den CA-Patienten eine Steigerung der Osteocalcinexpression
um 118%. Dies konnte den vermehrten Konchenumbauprozess bei CA-Patienten
widerspiegeln, welcher vor allem im Stadium Il der CA von Bedeutung ist. Durch o.g.
Erh6hung des RANKL/ OPG-Quotienten kommt es durch vermehrte Osteoklastenaktivitét
zu gesteigerte Freisetzung des Osteocalcins aus dem Knochengewebe und folglich zu einer
Steigerung der Osteocalcinexpression. Limitierend muss hier erwéhnt werden, dass keine
Differenzierung zwischen den Serumwerten des aktiven (decarboxylierten) und inaktiven
(carboxylierten) Osteocalcins erfolgte. Insgesamt zeigte sich auch in der CA-Gruppe die

Osteocalcinexpression im Vergleich zu Kontrollgruppe vermindert, was auf eine insgesamt
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eingeschrankte Osteoblastenfunktion/ -anzahl hinweist, wenngleich diese durch eine
gesteigerte Osteoblastenaktivitat im Vergleich zur Gruppe der T2DM-Patienten angepasst

werden kodnnte.

In unserer Arbeit konnten wir zudem zeigen, dass die Expression der Wnt-Liganden Wnt5a
sowie Wnt3a zwischen der Gruppe der T2DM- sowie der CA-Patienten nahezu unveréndert
bleibt, jedoch in beiden Gruppen eine statistisch signifikante Expressionsreduktion
gegenliber der Kontrollgruppe zeigt. Bisher liegt uns nur eine Studie vor, die zu dieser
Assoziation Stellung nimmt. Lu et al. konnten ebenfalls eine Reduktion des Wnt5a-
Plasmalevels in T2DM-Patienten zeigen, diese war jedoch nach Korrelation mit dem HbA1.-
Wert statistisch nicht signifikant (Lu et al. 2013). Die Expression der Wnt-Liganden sollte
indes im Zusammenhang mit der Expression weiterer Wnt-Signalwegproteine gesehen
werden. Daher erfolgte die Bestimmung des Expressionslevels von B-Catenin. Die in unserer
Arbeit gezeigte verminderte Expression des B-Catenin in T2DM-Patienten im Vergleich zu
gesunden Kontrollgruppen ist vorbeschrieben und deckt sich mit den Ergebnissen von
Vorarbeiten (Gaudio et al. 2014; Folestad et al. 2015). Kontrdr dazu zeigt sich in der CA-
Gruppe eine zur Kontrollgruppe gesteigerte Expression von p-Catenin. Dies wiederum
deutet auf eine erhohte Knochenstoffwechselaktivitdt, beziehungsweise vermehrte
Knochenumbauprozesse in dieser Patientengruppe hin. Die bedeutende Rolle des p-Catenin-
Signalweges in der Konchenregeneration konnten Chen et al. zeigen. Wahrend der
Frakturheilung zeigte sich die Transkription von B-Catenin im Knochengewebe verstérkt.
Im Mausmodell mit stark verminderter B-Catenin-Expression zeigte sich die Frakturheilung
hingegen verzogert. Durch aktive Inhibierung des B-Catenin-Signalweges konnte die
Frakturheilung zudem artifiziell verzdgert werden (Kim et al. 2007). Andererseits konnte die
Frakturheilung durch lithiumaktiviertes p-Catenin wiederum beschleunigt werden (Chen et
al. 2007). Die gesteigerte Expression von p-Catenin in der CA-Gruppe ist somit
moglicherweise eine physiologische Folge der zuvor stattgefundenen knochendestruktiven
Prozesse der CA und Ausdruck der stattfindenden Knochenheilung. Eine Erklarung kdnnten
hier die physiologischen Antikorper des Wnt-Signalweges Dkk-1 sowie Sklerostin liefern,
welche Uber Bindung an die Korezeptoren LRP5/6 die p-Catenin-Signalkaskade
beeinflussen (Baron and Kneissel 2013). Tatséchlich konnte in VVorarbeiten eine verminderte
Sklerostin-Expression in CA-Patienten aufgezeigt werden (Folestad et al. 2015). Hier muss
jedoch limitierend erwahnt werden, dass die Expression dieser Antagonisten in der

vorliegenden Arbeit nicht erfasst wurde. Insgesamt scheint der Wnt-/B-Catenin-Signalweg
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bei der CA einen ausbalancierenden Effekt auf den RANKL-/ RANK-/ OPG-Signalweg zu
haben. Eine Interaktion der beiden Signalwege scheint hier maoglich. In einer Vorarbeit von
Li et al. konnte im Mausmodell tatsachlich ein Hinweis auf diese Interaktion gefunden
werden. So zeigte sich bei systemischer Uberexpression von Dkk-1 (und somit
Unterdrtickung der B-Catenin-Wirkung) eine signifikante Verminderung der RANKL/ OPG-
Ratio (Li et al. 2011). In unserer Arbeit zeigte sich in der Gruppe der CA-Patienten in
analoger Weise eine erhohte RANKL/ OPG-Ratio bei vermehrter p-Catenin-Expression.
Zusammenfassend deutet dies auf eine, im Vergleich zu T2DM-Patienten, vermehrte

Knochenremodellierung bei der CA hin.

In diesem Kontext wurde auch die Expression der Transmembranproteine LRP5 sowie LRP6
untersucht. Es zeigte sich interessanterweise eine besonders ausgepragte Reduktion der
Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe. LRP5/6 wirken als Korezeptoren im Wnt/ -
Catenin-Signalweg sowie als Bindungsstelle fiir Antagonisten wie Dkk-1 und Sklerostin.
Wie einleitend genannt, wird vornehmlich LRP5 eine tragende Rolle in der Regulierung der
Knochenhomdostase zugewiesen. Doch auch LRP6 konnte erst kirzlich eine bedeutende
Rolle in der Frakturheilung zugewiesen werden. Bisher war bekannt, dass LRP6-
Polymorphismen mit reduzierter Knochendichte sowie pathologischen Knochenfrakturen
assoziiert sind (van Meurs et al. 2006). Im Mausmodell mit heterozygoten LRP6-Deletionen
konnte kirzlich gezeigt werden, dass eine verminderte LRP6-Expression tatsachlich mit
einer signifikant verminderten Knochendichte sowie -steifigkeit nach Knochenfrakturen
einhergeht (Burgers et al. 2016). Die stark verminderte Expression von LRP5/6 kann im
Rahmen dieser Arbeit als mitverursachender Faktor der CA gedeutet werden, da dies zu
einer Beeintrachtigung des Wnt/B-Catenin-Signalweges fiihren konnte. Analog hierzu
konnten La Fontaine et al. eine signifikante Verminderung der Trabekelanzahl in Knochen
von CA-Patienten finden, wahrend dies im Knochen von T2DM-Patienten nicht gegeben
war (La Fontaine et al. 2011). Ein weiterer Aspekt, der in diesem Zusammenhang diskutiert
werden sollte, ist die Rolle von LRP5/6 in der Mechanotransduktion. Dass LRP5 sowie
LRP6 bei der Transduktion von mechanischer Einwirkung auf die Osteozyten in der
Knochenremodellierung von Bedeutung sind, konnten diverse Vorarbeiten zeigen (Kubota
et al. 2008; Kang and Robling 2014; Sawakami et al. 2006). Robling et al. fihrten dies auf
eine, je nach Art der mechanischen Einwirkung, Verédnderung der Sklerostinexpression
zurtick. Durch mechanische Entlastung konnte im Mausmodell eine vermehrte Expression

von Sklerostin herbeigefuhrt werden (Robling et al. 2008). In der Therapie der akuten CA
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wird ebenfalls die Entlastung des betroffenen Gelenkes herbeigefiihrt, was auch auf unser
Patientenkollektiv angewandt wurde. Dies macht nachfolgend eine vermehrte Expression
von Sklerostin und somit eine Antagonisierung von LRP5/6 mdglich. Die Standardisierung
der Dauer und Art der Entlastung war aufgrund der Akquirierung der Spongiosaproben in

der vorliegenden Arbeit jedoch nicht maglich.

Weiterhin haben wir in der vorliegenden Arbeit die Expression von GSK3B gemessen. Wie
oben genannt ist diese Proteinkinase in der nicht stimulierten Zelle aktiv und fihrt hier zur
Phosphorylierung und somit zum proteosomalen Abbau des B-Catenin. Bisher gibt es nur
wenige Studien, die zum Zusammenhang zwischen diabetischer Knochenkrankheit und
GSK3B-Expressionlevel Stellung nehmen. Qi et al. konnten im Kleintiermodell eine
verminderte GSK3B-Expression in diabetischer Stoffwechsellage mit folglich verminderter
Knochenbildung zeigen. Gleichzeitig konnte durch eine Lithium-Inhibierung von GSK3B
eine vermehrte Knochenbildung induziert werden (Qi et al. 2015). Bezuglich des
Zusammenhangs der CA und GSK3B liegen uns zum aktuellen Zeitpunkt keine Studien vor.
Die vermehrte B-Catenin-Expression in der Gruppe der CA-Patienten deutet jedoch auf eine
verminderte GSK3B-Wirkung hin. Tatséchlich ergab sich flir GSK3B ein signifikant
vermindertes Expressionslevel in der Gruppe der CA-Patienten im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Im Zusammenschau der erhohten B-Catenin-Expression spricht dies fur
erhdhte Remodellierung im Knochen der CA-Patienten, moglicherweise als Folge der oben

genannten destruktiven Knochenprozesse der CA.

Wird pB-Catenin nicht phosphoryliert und abgebaut, so bindet es schlielich an
Transkriptionsfaktoren. Einer dieser Transkriptionsfaktoren ist bei Sdugetieren
TCF4/TCF7L2 (MacDonald et al. 2009). Genomweite Studien konnte zeigen, dass
Polymorphismen im TCF4-/TCF7L2-Genlocus eine der mit T2DM am stéarksten
korrelierenden Genomveranderungen berhaupt sind (Zhou et al. 2014). Veranderungen in
der Expression von TCF4/TCF7L2 bei Patienten mit CA sind daher zu erwarten. Wie oben
genannt, zeigt sich das Expressionsmuster fur TCF4/TCF7L2 in der Charcotgruppe im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe vermindert. Es konnte bisher in diversen
Vorarbeiten gezeigt werden, dass die Expression von TCF4/TCF7L2 durch Insulinspiegel
beinflussbar ist. In Adipozyten wird die Expression von TCF4/TCF7L2 durch
Insulineinwirkung herunterreguliert. Yi et al. konnten eine durch Insulin gesteigerter
Expression von TCF7L2 in intestinalen Zellreihen aufzeigen (Ahlzen et al. 2008; Columbus
et al. 2010; Sun et al. 2010; Yi et al. 2008). Bisher liegen uns keine Studien vor, welche die
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Auswirkung des Insulins auf die Expression von TCF4/TCF7L2 untersucht haben. Eine
ahnliche Wirkung des Insulins auf die hier untersuchten Spongiosaanteile ist jedoch moglich

und wiirde in diesem Kontext zu einer Abschwachung der beta-Catenin-Wirkung fihren.

Als wichtigster Transkriptionsfaktor in der Differenzierung von Osteoblasten haben wir das
Expressionslevel von RUNX2 untersucht. Es zeigte sich die oben genannte
Expressionsreduktion im  Vergleich zur  Kontrollgruppe. Vorarbeiten unserer
Forschungsgruppe konnten zeigen, dass eine in vitro-Stimulation von Osteoblasten mittels
5mM Insulin zu einem ahnlichen Expressionsabfall des RUNX2 flhrt. Im Kleintiermodell
konnte dieser Expressionsabfall bei T2DM im Vergleich zu gesunden Kontrollen ebenfalls
gezeigt werden (Hamann et al. 2011; Ehnert et al. 2015). Wir konnten diesen
Expressionsabfall in vivo bei T2DM bestatigen, welcher eine eingeschrénkte
Osteoblastenfunktion in T2DM-Patienten und damit einen tiefgreifenden Einfluss des
Insulins auf die Knochenhomdostase bestétigt. Besonders eindricklich erscheint die
reduzierte Expression des RUNX2 vor allem deshalb, da wahrend der Knochenheilung sogar
eine erhdohte RUNX2-Expression zu erwarten ware (Lienau et al. 2010). Zu ahnlichen
Ergebnissen kamen Fowlkes et al. in vivo in der Osteogenese beim T1DM (Fowlkes et al.
2008). Interessanterweise zeigt sich die Expression von RUNX2 in der Gruppe der CA-
Patienten im Vergleich zu Gruppe der T2DM-Patienten um etwa 100% gesteigert. Dies
konnte auf die oben angefuhrten vermehrten Remodellierungprozesse im Knochen bei CA-
Patienten zuriickzuftihren und gleichzeitig Ausdruck der stattfindenden Knochenheilung im
Stadium Il der CA sein.

Weiterhin untersuchten wir das Expressionsmuster von COL1A1, dem Genlocus der a-Kette
des Kollagen Typ I, einem entscheidenden Bestandteil der ECM. Die herausragende Rolle
des Kollagen-Typ-1 wurde oben anhand des Krankheitsbildes der Ol erldautert. Eine
Mutation des COL1A1-Gens fuhrt hier zur Ausbildung einer vollstandigen
Knocheninstabilitt. Das Expressionsmuster von COL1A1 wiederum steht unter Kontrolle
durch RUNX2. In osteoblastdren Vorlduferzellen triggert RUNX2 die Expression von
COL1A1 und ist essenziell fur die Ausbildung eines stabilen Knochengertistes. Um
schlieBlich eine stabile COL1A1-Expression in ausgereiften Osteoblasten zu erreichen, ist
hingegen eine Herunterregulierung von RUNX2 auf ein niedriges Expressionslevel
notwendig (Komori 2010). Wie unsere Daten zeigen, ist die COL1AL1-Expression bei T2DM
sowie CA im Vergleich zur Kontrollgruppe stark vermindert. Dies ist vermutlich Folge der
reduzierten RUNX2-Expression in beiden Gruppen und koénnte als mitverursachender
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Faktor fur die reduzierte Knochenstabilitat gelten. Insbesondere, da Kollagen-Typ-I etwa
90% der proteinhaltigen ECM ausmacht. Interessanterweise zeigt sich in der CA-Gruppe im
Vergleich zu T2DM-Gruppe eine Expressionsreduktion des COL1A1 um ca. 50%. Dies steht
zundchst im Widerspruch zur hier um 100% gesteigerten RUNX2-Expression. Lienau et al.
konnten jedoch im Grolitiermodell ein &hnliches Expressionsmuster fir COL1Al in
Knochengewebe mit verzdgerter Frakturheilung nachweisen. Somit wére die verminderte
COL1AL-Expression hier Folge der langer bestehenden Knochenlésionen der CA-Patienten.
Jedoch waére auch eine insgesamt reduzierte Anzahl an ausgereiften Osteoblasten im

Knochengewebe der CA-Patienten als Ausltser denkbar.

Die Expression von RUNX2 steht unter dem regulierenden Einfluss des
heilungsunterstiitzenden Wachstumsfaktors TGF-B1, welcher ebenfalls eine herausragende
Rolle in der Knochenheilung einnimmt. Diverse Vorarbeiten konnten physiologisch erhohte
TGF-B1-Expressionslevel wahrend der Knochenheilung feststellen, sowie verminderte
Serumlevel als Pradiktor fiir eine verzogerte Frakturheilung herausarbeiten (Sarahrudi et al.
2011; Zimmermann et al. 2005). Wie oben genannt, gelang Xu et al. der Nachweis einer
verminderten TGF-B1-Expression im Knochen bei T2DM im Kleintiermodell (Xu et al.
2016). Diese Ergebnisse konnten wir nun in humanen Knochenproben bei T2DM bestéatigen.
Die Expression von TGF-B1 scheint auch hier durch T2DM vermindert zu werden, was sich
auch auf nachfolgende Signalkaskaden, hier unter anderem durch RUNX2 reprasentiert,
auswirkt. Hierbei konnten wir keine wesentlichen Unterschiede zwischen den Gruppen der
T2DM- sowie CA-Patienten feststellen, sodass die oben genannte erhohte RUNX2-
Expression wohl nicht auf eine vermehrte Expression des TGF-B1 zuriickzufuihren ist.

Die Wirkung des TGF-B1 wird im Knochengewebe unter anderem (ber dessen Typ-I-
Rezeptor ALK5 vermittelt. Die intrazelluldare Fortleitung erfolgt sodann (ber
Phosphorylierung von SMAD-Rezeptorproteinen. Diese agieren nach Translokation in den
Nucleus als Transkriptionsfaktoren (Shi and Massague 2003; Zhao et al. 2008; Heldin et al.
1997). Die Rolle von ALKS in der Knochenhomdostase bei T2DM ist bisher nicht geklart.
Ebensowenig untersucht sind die Zusammenhange der ALKS5-Expression mit der CA.
Interessanterweise zeigte sich in der vorliegenden Arbeit eine vermehrte ALK5-Expression
in der Gruppe der CA-Patienten bei gleichzeitig verminderter TGF-B1-Expression.
Maoglicherweise reagieren Osteoblasten in der CA auf ein vermindertes TGF-f1-Angebot
mit vermehrter Expression von ALKS5. Dies hatte einen entsprechend angleichenden Effekt
der verminderten TGF-B1-Expression zur Folge. Einen Hinweis auf den verstarkten Effekt
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des TGF-B1 gibt auch die erhohte RANKL-Expression in der Gruppe der CA-Patienten.
Ehnert et al. konnten eine signifikant erhohte RANKL-Expression in Osteoblasten durch
Stimulation derselben mit TGF-p1 nachweisen. Das Einbringen (Transfektion) von
dauerhaft aktiviertem ALKS5 in die Osteoblasten fiihrte zu ahnlichen Ergebnissen (Ehnert et
al. 2010).

FN, als wichtiger nicht-kollagener Bestandteil der ECM, wird im Knochen uberwiegend
durch Osteoblasten gebildet, was wiederum durch TGF-B1 stimuliert wird (Sefat et al. 2014;
Takeda et al. 2010). Es hat neben rein adhé&siven Funktionen auch eine Signalwirkung auf
Osteoblasten. Wie oben genannt, existiert neben dem zelluldren FN zudem das 16sliche
Plasma-FN, welches in der Leber synthetisiert wird. Wahrend Hynes dem l6slichen FN im
Knochen keine Rolle beimisst, konnten Bentmann et al. zeigen, dass dieses an der
Mineralisation sowie Gewaéhrleistung der biomechanischen Belastbarkeit des Knochens
beteiligt ist. Diese Ergebnisse zeigen zudem, dass sowohl die Anzahl als auch
Funktionsfahigkeit von Osteoblasten durch FN beeinflusst wird (Bentmann et al. 2010;
Hynes 1990). Zum aktuellen Zeitpunkt sind uns keine Vorarbeiten bekannt, die zum
Zusammenhang der CA mit der Expression von FN Stellung nehmen. Bei T2DM ist im
Kleintiermodell von verminderter FN-Expression im Knochen berichtet worden (Liu et al.
2015). Unsere Ergebnisse konnten zeigen, dass in der CA eine Verminderung der FN-
Expression im Vergleich zur gesunden Kontrolle vorliegt. Somit wére neben einer
verminderten Mineralisation der ECM auch eine eingeschrénkte Funktionsfahigkeit sowie
verminderte Anzahl von Osteoblasten zu erwarten. Als wesentlicher Marker fur
Osteoblastenanzahl und -funktion konnte, wie oben genannt, in diversen Vorarbeiten
Osteocalcin definiert werden (Hu et al. 2013; Hauschka et al. 1989; Wada et al. 2008).
Tatsachlich zeigte sich in der vorliegenden Arbeit die oben genannte verminderte
Osteocalcinexpression in der Gruppe der CA-Patienten. Dies konnte somit auf die
verminderte FN-Expression zurlickzufiihren sein und auf eine verminderte Anzahl sowie
Funktionsfahigkeit der Osteoblasten hinweisen. Unsere Ergebnisse beziehen sich allerdings
ausschlieBlich auf Veranderungen der FN-Expression in Zellen des spongiésen Knochens
und somit des zellularen FN. Zum aktuellen Zeitpunkt sind uns keine vergleichbaren

Vorarbeiten bekannt.

73



4.2  Ausblick

Die vorliegende Arbeit konnte Veranderungen auf molekularer Ebene im Stoffwechsel des
Knochens bei der Erkrankung der CA aufzeigen und diese in den Kontext der diabetischen
Knochenkrankheit des T2DM stellen. Dabei waren die Veranderungen in der CA-Gruppe
teilweise spezifisch und zu den Veranderungen in der T2DM-Gruppe entgegengesetzt. Dies
spricht flr eine tiefgreifende Einwirkung der Erkrankung auf den Knochenstoffwechsel.
Letztlich lasst sich dabei in unserer Arbeit nicht immer eindeutig zwischen Ausldser und

Auswirkung unterscheiden.

Gegenstand weiterer Untersuchungen sollte daher auch der zeitliche Verlauf der
Expressionsveranderungen im stadienhaften Fortschritt der CA sowie die Auswirkungen

derer auf die Synthese von Proteinen im Knochengewebe darstellen.

Weiterhin stellen die untersuchten Veranderungen der Knochenstoffwechselwege moégliche
Angriffspunkte fur eine pharmakologische Therapie dar. So kénnte im RANKL/ RANK/
OPG-Signalweg auf bereits bekannte Inhibitoren zurlickgegriffen werden, um eine
vermehrte RANK-AKtivitat zu vermeiden. Kritisch zu betrachten ist hier jedoch, dass der
RANKL/ RANK/ OPG-Signalweg im menschlichen Organismus einen ubiquitér
vorkommenden Stoffwechselweg darstellt. Hingegen kénnte die Rolle des RUNX2 einen
interessanten  Ansatzpunkt liefern. Dies wird durch aktuelle experimentelle
Forschungsarbeiten in der unfallchirurgischen Osteoporosebehandlung bestatigt. So konnten
erste Tierversuche eine protektive Wirkung durch direkte Induktion von RUNX2-
Expression im Knochengewebe via Muramyl Dipeptid auf osteoporotischen Knochen
nachweisen (Park et al. 2017).

Als AnstoR zur Gewinnung von neuen pharmazeutische Erkenntnissen, welche zundchst
meist mit einer hohen wirtschaftlichen Belastung einhergehen, ist eine relevante
Problemstellung notwendig. Die Erkrankung des T2DM eignet sich hierzu mit ihrer
besonders hohen Inzidenz sowie Morbiditét, welche mit hohen volkswirtschaftlichen Kosten
einhergehen, besonders. Hingegen wird die Folgekomplikation der CA im Kklinischen Alltag
zu hdufig noch vernachldssigt, was auch mit dem geringen Krankheitsverstandnis
zusammenhéngt. Der Erkenntnissgewinn um dieses Krankheitsbild bietet daher umso
groRere Chancen auf innovative Entwicklungen und therapeutische Moglichkeiten.
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5. Zusammenfassung

Einzelne Vorarbeiten adressieren die bisher ungeklirte Atiopathogenese der CA. In diesen
Studien werden signifikante Erkenntnisse in Stoffwechselwegen des Knochens beschrieben,
welche auch an der Entwicklung der diabetischen Knochenkrankheit beteiligt sind. Es zeigt
sich eine mogliche Mitbeteiligung des RANKL/ RANK/ OPG-Signalweges sowie des Wnt/
[-Catenin-Signalweges, wobei hier teilweise gegenséatzliche Ergebnisse publiziert wurden.
Insgesamt ist die molekularpathologische Grundlage der Krankheitsentstehung noch
weitestgehend  ungeklart. Besser bekannt sind hingegen die unspezifischen
Knochenverdnderungen im Rahmen des T2DM, der sogenannten Diabetischen
Knochenkrankheit.

Das Ziel dieser Arbeit war es daher, die vorbeschriebenen Veranderungen der oben
genannten Signalwege in vivo nachzuvollziehen sowie weitere, an der CA maoglicherweise
beteiligte Transduktionswege und Mediatoren des Knochenstoffwechsels zu untersuchen
und diese mit den Veranderungen bei T2DM zu vergleichen. Zum aktuellen Zeitpunkt liegt
uns keine Arbeit vor, die eine Ubersicht an Signalwegen und -transduktoren im Knochen

von CA-Patienten untersucht hat.

Im ersten Schritt wurden daher Spongiosaproben aus Knochen von Charcot-Patienten,
T2DM-Patienten sowie gesunden Kontrollproben asserviert. Nach RNA-Isolierung sowie
cDNA-Erstellung folgten schlieBlich diverse qRT-PCR-Messungen. So konnte eine Analyse

der Expressionsmuster oben genannter Signalmediatoren in vivo erstellt werden.

Interessanterweise zeigte sich in der Expressionsanalyse des RANKL/ RANK/ OPG-
Signalweges in der Gruppe der CA-Patienten ein erhdhtes Expressionslevel fir RANK sowie
RANKL wohingegen das Expressionslevel von OPG vermindert war. Ein gegensatzliches
Bild zeigte sich in der Gruppe der T2DM-Patienten. Die RANKL/ OPG-Ratio betrug in der
CA-Gruppe 1,72, in der Kontrollgruppe 1,04 und in der T2DM-Gruppe 0,43. Dies deutet auf
einen Nettoverlust von Knochenmasse bei insgesamt erhéhter Knochenstoffwechselaktivitét

im betroffenen Knochen der CA-Patienten hin.

Weiterhin untersucht wurde der Wnt/ B-Catenin-Signalweg. Hier zeigte sich in beiden
Gruppen eine Expressionsreduktion von Whnt-Liganden gegenuber der Kontrollgruppe.
Hingegen war die Expression des B-Catenin in der CA-Gruppe gegeniber der T2DM-
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Gruppe deutlich gesteigert. Dies konnte als Ausdruck einer vermehrten

Stoffwechselaktivitat im Knochen der CA-Patienten zu werten sein.

Weiterhin zeigten sich Veranderungen in der Genexpression wesentlicher Komponenten der
ECM, die als Auswirkung der Genexpressionsveranderungen der beschriebenen
Verénderungen der Transkriptionsfaktoren interpretiert werden kdnnen. So zeigte sich eine
Verminderung der Expression von Osteocalcin in der Gruppe der T2DM-Patienten, wahrend
die Expression in der Gruppe der CA-Patienten erhoht war. Hier ist eine vermehrte
Freisetzung des Osteocalcins aus dem Knochengewebe als Ausdruck der genannten
gesteigerten Osteoklastenaktivitat denkbar. Folglich kommt es so zu einer gesteigerten
Osteocalcinexpression. Weiterhin untersucht wurde die Expression von TCF7L2, LRP5,
COL1AL, Fibronectin, Adiponectin, ALK5, GSK3B, RUNX2, TCF4 sowie TGFB1.

Die so gewonnenen Ergebnisse zeigen ein mogliches Gesamtbild der biomolekularen
Grundlage der CA und setzen dieses dem besser bekannten Krankheitsbild der diabetischen
Knochenkrankheit bei T2DM gegeniiber. Gleichzeitig liefern unsere Ergebnisse neue
Ansatzpunkte flr innovative Entwicklungen zur Behandlung der CA und tragen zur

Verbesserung des Verstandnisses der Atiopathologie dieses Krankheitsbildes bei.
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