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1 EINLEITUNG

1.1 PHYSIOLOGIE DES KNOCHENS

Knochengewebe gehort zu der Gruppe der Binde- und Stiitzgewebe, wobei es im Spe-
ziellen ein festes und hartes Bindegewebe ist [1]. Die spezifischen Eigenschaften des
Knochens beruhen vor allem auf der Verkalkung der Knochenmatrix. Diese verleiht dem
Knochen eine hohe Zug- und Druckfestigkeit, ermdglicht es ihm aber auch, grof3en
Biege- und Torsionsbelastungen Stand zu halten [2]. Mit seinen besonderen Eigenschaf-
ten dient der Knochen dem Organismus sowohl zur Fortbewegung, indem er eine Ge-

ruststruktur fur die Muskulatur bereitstellt, als auch zum Schutz innerer Organe [3].

Auch fur den Elektrolythaushalt des Koérpers ist der Knochen unabdingbar. So dient er
als das Depot fur Kalzium, wovon er je nach Habitus 1-2 kg speichert. Des Weiteren

speichert der Knochen weitere Elektrolyte wie Phosphat, Magnesium und Natrium [4, 1].

Knochen sind aus einer Substantia compacta und einer Substantia spongiosa aufge-
baut. Das Skelett eines erwachsenen Menschen besteht insgesamt zu 80 % aus Sub-
stantia compacta, auch Kortikalis genannt, und zu 20 % aus Substantia spongiosa, auch
Trabekelknochen oder einfach Spongiosa genannt [5]. Das Verhaltnis Kortikalis/ Spon-
giosa unterscheidet sich dabei je nach Knochen stark. Beispielsweise betragt das Ver-
haltnis im Oberschenkelkopf ungefahr 50:50 [5]. Die Kortikalis besteht aus sehr dichtem,
mineralisiertem Gewebe, welches besonders im Schaftbereich der langen Réhrenkno-
chen, mit bis zu 10 mm Schichtdicke beim Menschen, stark ausgepragt ist [2]. Die Korti-
kalis hat eine auliere/periostale Oberflache. Dieser liegt die Knochenhaut, Periost ge-
nannt, auf. Nach innen wird die Kortikalis durch die endostale Oberflache begrenzt, ihr

liegt die innere Knochenhaut, das Endost, auf [5].

Roéhrenknochen werden anhand drei verschiedener Abschnitte unterschieden (Abbil-
dung 1): Im Schaftbereich, Diaphyse genannt, verdichtet sich die Substantia compacta
und bildet eine Réhre. Im Inneren befindet sich die Markhéhle (Cavum medullare), diese
enthalt das Knochenmark. Der Diaphyse der langen Knochen auf beiden Seiten anlie-
gend folgt die Metaphyse, welche sich als ein aufgeweiteter Bereich darstellt, der die
Diaphyse mit der Epiphyse verbindet. Die Epiphyse liegt der Metaphyse durch eine

Wachstumsfuge getrennt an, von der das Langenwachstum des Knochens ausgeht [3].
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Abbildung 1: Aufbau langer R6hrenknochen.

Im Inneren der Metaphyse und der Epiphyse befindet sich die Substantia spongiosa, die
ein Netzwerk aus kleinen Knochensaulen, den Trabekeln, bildet [2]. Die Substantia spon-
giosa hat trotz ihres geringen Anteils am Gesamtknochen von nur 20 % bei weitem den
grofliten Anteil an Knochenoberflache [5]. Architektonisch ist die Spongiosa so gebildet,

dass die Knochentrabekel Zug- oder Druckbeanspruchung gut standhalten [2].

Die Knochenmatrix besteht zu etwa 30 % aus organischem Material [6]. Den Hauptbe-
standteil hiervon bildet mit ca. 90 % das Kollagen Typ |. Die restlichen 10 % setzen sich
aus Kollagen Typ Ill und V, sowie nicht fibrillarem Kollagen und anderen Proteinen zu-
sammen. Hierzu z&hlen unter anderem Osteokalzin, Osteopontin und Sclerostin [7]. Die
Funktion dieser Proteine ist allerdings bisher oft nur unvollstandig bekannt. Anorgani-
sche Materialien machen rund zwei Drittel des Knochens aus [6]. Diese bestehen aus
Hydroxylapatit, wobei die Hydroxylgruppe 6fter auch durch ein Fluoridion ersetzt wird,
das die Harte des Minerals weiter steigert [1]. Die verbleibenden 5-10 % der Bestandteile

sind Wasser und Lipide [6] .

Die Knochenzellen werden grundsatzlich in Osteoblasten, Osteoklasten und Osteozyten
unterschieden. Die Osteoblasten und die Osteozyten entstammen dabei einer gemein-
samen Entwicklungsreihe. Osteoblasten sind die Vorlauferzellen der Osteozyten und
stammen von mesenchymalen Stammzellen ab, die sich lber verschiedene Zwischen-
stufen (Abbildung 2) ausdifferenziert haben [8, 9]. lhre Form ist abhangig von ihrer Akti-

vitat: Sie sind in ihrer aktiven Form kubisch, in der weniger aktiven Form erscheinen sie



flach und werden dann als Saumzellen bezeichnet. lhre Zellmembran ist reich an alkali-
scher Phosphatase (ALP), welche eine wichtige Rolle bei der Mineralisierung des Kno-

chens spielt.

Die Funktion der Osteoblasten ist es, die vorlaufige, nicht verkalkte Knochensubstanz,
das Osteoid, zu bilden. Anschliel3end sorgen die Zellen fur die Mineralisierung des Os-
teoids [10]. Dies geschieht durch Abschnirung kleiner Matrixvesikel, in denen Apatitkris-
talle gebildet werden. Die Kristalle wachsen in den Vesikeln, bis sie diese aufreifen.
AnschlieRend lagern die Apatitkristalle sich an die Kollagenfasern im Osteoid an und
wachsen dort weiter, bis vollstandig mineralisierter Knochen vorliegt [11]. Des Weiteren
regulieren die Osteoblasten die Osteoklastendifferenzierung und steuern somit indirekt
auch die Knochenresorption [10]. Schlussendlich entstehen aus den Osteoblasten Oste-
ozyten, indem sie sich in der Knochenmatrix einmauern, in der sie sich anfangen mor-

phologisch zu verandern.
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Abbildung 2: Knochenzelllinie von der mesenchymalen Stammzelle bis zum Osteozyten

Osteozyten besitzen lange, schlanke Fortsatze, die in kleinen Knochenkanalen, den so-
genannten Canaliculi, liegen. Uber diese stehen sie mit anderen Osteozyten in Kontakt.
Die Canaliculi der Osteozyten verbinden sich an ihren Kontaktstellen Uber Gap Junc-
tions. Diese Kanale bestehen hauptsachlich aus Connexin 43 (Cx43) und dienen dem
Austausch von intrazellularen Signalen [12]. Die Osteozyten erfiillen sehr vielfaltige Auf-
gaben. Eine davon ist die Anpassung des Knochens an die Belastung, welche sie mittels
mechanosensitiver Membrankanale (Piezo-Kanale) wahrnehmen [13]. In Reaktion auf
Reize modulieren sie die knochenbildenden Osteoblasten und die knochenabbauenden
Osteoklasten. Zum Beispiel schutten die Osteozyten je nach Beanspruchung des Kno-
chens mehr oder weniger Sclerostin aus. Dieses ist in der Lage Osteoblasten und damit

die Knochenbildung zu hemmen [1].

Osteoklasten stammen im Gegensatz zu den anderen Knochenzellen von hamatopoeti-
schen Stammzellen ab und sind mit den Makrophagen verwandt (Abbildung 3). Sie sind
spezialisierte Polykaryonen, welche fiir den Knochenabbau verantwortlich sind [14].
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Abbildung 3: Knochenzelllinie von der multipotenten hamatopoetischen Stammzelle bis hin zu ei-

nem reifen, aktiven Osteoklasten.

Die Zellen sind reich an Tartrat-resistenter-saurer-Phosphatase (TRAP), welche sie zum
Knochenabbau benétigen [15]. Uber eine Versieglungszone, in der Integrine die Memb-
ran der Osteoklasten mit den Matrixkomponenten des Knochens verbinden, bilden die
Osteoklasten einen abgeschlossenen Raum, die sogenannte Howship-Lakune. In diese
sezerniert der Osteoklast unter anderem stark verdinnte Salzsaure, als auch lysoso-
male und nicht-lysosomale Enzyme, welche dazu dienen, den anliegenden, mineralisier-
ten Knochen abzubauen [1]. Ein wichtiges lysosomales Enzym ist dabei Cathepsin K
(CtsK), dessen Funktion es ist, Kollagen und andere Matrixproteine beim Vorgang der

Knochenresorption abzubauen [16].



1.2 SPHINGOLIPIDE

1.2.1 Aufbau und Funktion

Beinahe alle Zellen beinhalten Sphingolipide, welche einen wichtigen Baustein aller zel-
lularen Membranen darstellen, sowie auch als Signalmediatoren fungieren [17]. Sphin-
golipide gehoéren zu der Gruppe der amphiphilen Lipide. Genauer bedeutet dies, sie be-
sitzen eine hydrophile Kopfgruppe, wahrend ihre Fettsdurereste hydrophobe Alkanreste
tragen. Zu der Familie der Sphingolipide gehéren Verbindungen des Aminodialkohols
Sphingosin [18] (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Aligemeine Struktur eines Sphingolipids.

A zeigt die chemische Struktur des Sphingosins. B stellt die allgemeine Struktur eines Sphingolipids da. Wird
R durch ein Wasserstoffatom ausgetauscht, zeigt Abschnitt B den Aufbau eines Ceramids. (Erstellt mit
Kingdraw 3.0)

Der amphiphile Aufbau sorgt dafir, dass sich beim Zusammentreffen mehrerer amphip-
hiler Lipide die hydrophoben Fettsaurereste aneinanderlagern und sich die hydrophilen
Kopfgruppen zur wassrigen Schicht ausrichten. Sphingolipide besitzen wie auch Phos-
phoglyceride reichlich hydrophobe Anteile, sodass sie in der Lage sind, Doppelschichten
zu bilden [18]. Diese Eigenschaft macht sie zu einem wichtigen Bestandteil der zellularen
Plasmamembran, sowie intrazellularer Membranen. Sphingolipide machen etwa 10-

20 % der Lipide innerhalb der Zellmembran aus. Auch an Funktionen der Signaltrans-



duktion intra-, sowie extrazellular, sind sie beteiligt [18, 19]. Am Beispiel des Sphingoli-
pids Sphingosin-1-Phosphat (Sph1P) lassen sich die vielfaltigen Funktionen der Sphin-
golipide gut darstellen. Sph1P wirkt extrazelluldr an einem von finf Sphingosin-1-Phos-
phat-Rezeptoren [18, 20]. Auch intrazelluldre Funktionen des Sph1P werden diskutiert
[21]. Durch seinen amphiphilen Aufbau ist es in der Lage, die Plasmamembran zu ver-
lassen und als intrazellularer, diffusionsfahiger Mediator zu agieren [22, 23]. Sph1P for-
dert die Proliferation in vielen Zellen und wirkt antiapoptotisch [18]. Des Weiteren fungiert
Sph1P auch bei der Regulation der Gefalintaktheit. Sphingosin-1-Phosphat wirkt zum
einen bei der Angiogenese [24], als auch als Regulator der Gefal3permeabilitat bei vas-

kularen Entziindungen [22].

1.2.2 Biosynthese und Abbau

Die de-novo Synthese der Sphingolipide findet intrazellular am endoplasmatischen Re-
tikulum und Golgi-Apparat statt. Zunachst wird das Ausgangsprodukt Ceramid am endo-
plasmatischen Retikulum synthetisiert. Ceramid entsteht durch eine Verknipfung des
Sphingosins mit einem Acyl-CoA [18]. Die weitere Biosynthese der einzelnen Sphingoli-
pide findet im Golgiapparat statt: Hier entstehen eine Vielzahl an verschiedene Subgrup-

pen, wie Sphingomyelin, Ganglioside und verschiedene Glycosphingolipide [18, 25].

Der Abbau wiederum findet in den Lysosomen statt. Hierbei spielen Enzyme, soge-
nannte Hydrolasen eine Rolle. Bestimmte Glykoproteine binden die abzubauenden
Sphingolipide, woraufhin die Hydrolasen die Lipide spalten. Je nach pH-Wert der Umge-
bung wurden bisher drei verschiedene Arten von Sphingolipid-abbauenden Hydrolasen
entdeckt: die neutrale, die saure und die alkalische Sphingomyelinase [17]. Beim Abbau
bildet sich erneut das Ausgangsprodukt Ceramid, welches durch Phosphorylierung und
anschliellender Deacylierung zu Sphingosin umgewandelt werden kann. Sphingosin
wirkt als Inhibitor der Proteinkinase C [18]. Aus Sphingosin kann unter Energieaufwand
mithilfe der Sphingosinkinase Sph1P gebildet werden. Aber auch das Ceramid selbst ist
nicht nur Ausgangsprodukt neuer Sphingolipide, sondern in einigen Zellen auch an der

Einleitung der Apoptose beteiligt [18].
1.2.3 Rolle der Sphingolipide bei der Knochenhoméostase
Fur diese Arbeit ist die Akkumulation von Sphingolipiden von Interesse, da diese bei der

NPC-Krankheit ausschlaggebend flr den Phanotyp der Erkrankung sind. Au3erdem ist
6



bekannt, dass Sphingolipide wichtige Regulatoren der Osteoklasten und Osteoblasten
darstellen und so einen wichtigen Einfluss auf die Knochenhomdéostase haben. Dabei
hat Sph1P sowohl intra- als auch extrazellular verschiedene Funktionen. So férdert bei-
spielsweise Sph1P im Plasma den Eintritt von Osteoklastenvorlaufern aus dem Blut in
den Knochen. Zudem fordert es die Osteoklastendifferenzierung [26-28]. Des Weiteren
fungiert Sph1P in Osteozyten selbst als Messenger zur Veranderung des zellularen Kal-
zium- und Prostaglandin E2 (PGEZ2) Spiegels. Hier sind zwei verschiedene Wege be-
kannt (Abbildung 5): Erstens Uber intrazellular gelegenes Sph1P, welches von Osteozy-
ten als Reaktion auf mechanische Belastung produziert wird. Zweitens Uber G-Protein
gekoppelte Rezeptoren an die Sph1P bindet [29, 30]. So spielt die Sph1P-Produktion in
den Osteozyten eine wichtige Rolle im parakrinen Osteoblasten-Osteoklasten-Crosstalk.
Zudem kann in der Zelle befindliches Sph1P in den Blutkreislauf freigesetzt werden und
dort an Sph1P-Rezeptoren auf Osteoblasten binden. Diese Bindung induziert die Zell-
differenzierung und auch die Receptor Activator of NF-kB Ligand (RANKL)-Expression
[31]. RANKL wird von den Osteoblasten und Osteozyten produziert und bindet an den

RANK-Rezeptor von Osteoklasten, was dazu fihrt, dass diese aktiviert werden.

Spannenderweise ist ein erhéhter Sph1P-Spiegel im Blut von Gber 200 nM eng verbun-
den mit dem Risiko Knochenbriche zu erleiden und eine niedrige Knochenmineraldichte
zu besitzen [32]. Auch konnte gezeigt werden, dass die Synovialflissigkeit bei Patienten
mit rheumatoider Arthritis wesentlich héhere Sph1P-Spiegel aufweist als bei Patienten

mit nicht-entztindlicher Osteoarthritis [33].

Es gibt aber auch sowohl in vivo als auch in vitro Hinweise darauf, dass Sph1P die Os-
teoblasten in ihrer knochenbildenden Funktion beeinflussen kann [34, 35]. Genauer sti-
muliert Sph1P die Differenzierung und das Uberleben, sowie die Osteoblastenfunktion
[36-38] (Abbildung 5). Sph1P fungiert dabei als anaboles von Osteoklasten sezerniertes
Zytokin. Untersuchungen zeigten, dass eine erhéhte Expression von SphK1 und Sph1P
in Osteoklasten, erreicht durch die selektive Deletion von Cathepsin K in Osteoklasten,
zu einem Anstieg der Knochenbildungsrate fuhrt [34]. Zudem zeigten Medien mit Cathep-
sin-K-Knock-out-Osteoklasten, dass sie die Osteoblastendifferenzierung anregen kon-
nen. Diese Induktion konnte wiederum durch die Unterbindung der Sph1P-Signalwege

in den Osteoblasten blockiert werden [34].

Neben Sph1P sind Ceramide wichtig fur die Regulation der Knochenhomoostase. Cera-
mide sind eine Form der Sphingolipide, bestehend aus einem Sphingosin, dass Uber

eine Amidbindung an eine Fettsaure gebunden ist [18]. In vielen Studien konnte gezeigt



werden, dass Ceramide in verschiedenen Zelltypen eine pro-apoptotische Rolle einneh-
men. Dabei wurde auch die Rolle von Ceramid in der Apoptoseregulation von Knochen-
zellen in vitro untersucht [39]. Es konnte gezeigt werden, dass Ceramide am Mechanis-
mus des Stickstoff-induzierten Zelltods von Osteoblastenzellen beteiligt sind. Genauer
konnte in MC3T3-E1-Praosteoblasten, die mit Natriumnitroprussid versetzt wurden, ein
Anstieg der Freisetzung langkettiger Ceramide beobachtet werden, der dann wiederum
die Cytochrom-C Freisetzung stimulierte. Dies aktiviert den intrinsischen Weg der
Apoptose [40]. Auch konnten in MC3TC-E1-Praosteoblasten, die mit Tumornekrosefak-
tor-a (TNF-a) behandelt wurden, einen Anstieg der endogenen Ceramide nachgewiesen
werden. Dieses von TNF-a generierte Ceramid fuhrt zur Aktivierung des Transkriptions-
faktors nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells (NFkB). Was eben-
falls zur Apoptose der Osteoblasten fiihrt. Auch die exogene Behandlung der Zellen mit
synthetischem Ceramid bewirkte einen NFkB Anstieg [41]. In neueren Studien konnte
bestatigt werden, dass C2-Ceramide die Apoptose in Osteoblasten ausldsen. Allerdings
korrelierte eine Behandlung mit niedriger Dosis C2-Ceramid mit einem erhdhten Zell-
Uberleben. Es scheint im Knochen also sowohl proapoptotische, als auch Uberlebens-
férdernde Signalwege zu geben, in denen Ceramide eine Rolle spielen [42].

Osteoklasten werden ebenfalls von Ceramiden beeinflusst. So hemmte die Behandlung
von Osteoklasten mit Ceramid im Hasenmodell die Bildung von F-Actin-Ringen in der
Versieglungszone der Howship-Lakune (Abbildung 5). Dies sorgte flir eine verminderte
Resorptionskapazitat der Osteoklasten [43]. Entgegen der Erwartung férderte die Hoch-
regulierung der Ceramid-Synthese durch TNFa das Uberleben von kultivierten Mauseo-

steoklasten [44] (Abbildung 5). Auch in der Osteoklastogenese scheinen Ceramide eine



wichtige Rolle zu spielen. Zum Beispiel induziert ein Caeramidderivat, das Lactosylce-

ramid, die Expression des Rezeptor-Aktivators von NFkB (RANK) in Osteoklasten [45].

Fordert Survival

Hemmt Bildung von F-Actin
Ringen in Versieglungszone

Osteoklast

Fordert Apoptose

Osteoblast

Aktivierung +

’. Differenzierung

Permeation
AAAARA
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Differenzierung,

Uberleben
Fordert
Knochenbildung
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Abbildung 5: Die Effekte von Ceramid und Sphingosin-1-Phosphat auf Osteoblasten und Osteoklas-

ten.



1.2.3.1 Auswirkungen von Cholesterin auf den Knochenstatus

Beim Morbus Niemann-Pick Typ C kommt es zur Cholesterinansammlung in den spaten
Endosomen und Lysosomen (Kapitel 1.3.2). Die Gesamtcholesterin-konzentration im
Plasma sind bei Npc1”-Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen erhéht, unabhangig
davon, ob fettreiches Futter oder Standardfutter verwendet wird [46]. Bei NPC-betroffe-
nen Menschen sind die Cholesterinwerte sehr variabel. In einer Untersuchung an 32
NPC-Patienten zeigte sich allerdings, dass NPC-Patienten eine hohere Wahrscheinlich-
keit fur niedrige Blutcholesterinspiegel haben im Vergleich zur Gesamtbevoélkerung [47].
Hohe Cholesterinspiegel im Plasma korrelieren ebenfalls positiv mit einem schlechten
Knochenstatus [48, 49]. Ursachlich hierfir sind die Auswirkungen von Serumcholesterin,
aber auch intrazellularem Cholesterin auf die Proliferation und Differenzierung von Os-
teoblasten [50].
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1.2.4 Rolle der Sphingolipide bei Lipidspeicherkrankheiten

Einige erbliche Stoffwechseldefekte lassen sich auf pathologische Lipidansammlungen
zuruckfuhren. Diese Erkrankungen werden unter den Begriffen Lipidspeicherkrankheiten
oder Lipidosen zusammengefasst. Lagern sich vermehrt fehlerhaft zusammengesetzte
Sphingolipide in Geweben des Kérpers ab, so wird die Lipidose auch als Sphingolipidose
bezeichnet [18]. Als Ursache wird heutzutage von genetischen Defekten der lipidabbau-
enden Hydrolasen ausgegangen. Bekannte Sphingolipidosen sind unter anderem Mor-
bus Gaucher, Morbus Niemann-Pick, Morbus Fabry, die GM1-Gangliosidose, sowie

Morbus Sandhoff-Jatzkewitz und weitere.

Morbus Gaucher basiert auf einem Enzymmangel der 3-Glucoceramidase, welche phy-
siologisch Glucose von dem Ceramidgerust abspaltet [18]. Der Mangel der R-Glucoce-
ramidase fuhrt zu einer pathologischen Ablagerung an Glucoceramid in Makrophagen,
woraufhin es zu schweren Stérungen in verschiedenen Organen und Geweben kommt
[51].

Beim Morbus Fabry, einer X-chromosomal vererbten Lipidspeicherkrankheit, kommt es
zur Akkumulation von Globotriaosylceramid, einem Glycosphingolipid [52]. Ursachlich ist
hierflr ein Defekt der a-Galactosidase A. Diese kann entweder wie bei der klassischen
Variante vollstandig funktionslos sein oder wie bei der atypischen Variante eine Restak-
tivitat besitzen [53]. Die Symptome der Krankheit sind vielfaltig und reichen von renalen,
zerebrovaskularen und kardialen Manifestationen [53] bis hin zu fazialen Dysmorphien
und Veranderungen an Rumpf und Extremitaten [54]. Frauen sind in der Regel weniger

stark betroffen als Manner [55].

Die GM1-Gangliosidose beruht auf einem Defekt im GLB1-Gen, das flr die R-Galakto-
sidase kodiert. Folge ist die Akkumulation eines Monosialogangliosids, dem Monosialo-
tetrahexosylgangliosid (GM1) [56, 57]. Dieses ist ein wichtiger Bestandteil der Nerven-
zellmembran. Antikdrper gegen GM1 sind zum Beispiel auch am Guillain-Barré-Syndrom
beteiligt [58]. Es gibt verschiedene Verlaufsformen der GM1-Gangliosidose, die einen
unterschiedlich schweren Verlauf aufweisen. Gezeichnet ist die Krankheit durch variable
neurologische, skelettale und muskulare Beteiligung, sowie eine Hepatosplenomegalie,
Hyperakusis oder auch eine geschwachte Darmperistaltik [59, 60].

Der Morbus Sandhoff-Jatzkewitz zeigt ebenfalls verschiedene Verlaufsformen. Es treten

neurologische plus psychiatrische Symptome, sowie Beteiligungen der inneren Organe
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und des muskuloskelettalen Systems auf [61]. Ursachlich ist ein Defekt der Hexosami-
nidase, die Folge: eine Anreicherung des Tay-Sachs-Gangliosids auch GM2-Gangliosid

genannt [62].

1.2.5 Der Knochenstatus bei anderen Sphingolipidosen

Bei anderen Sphingolipidosen pragt der Knochenstatus haufig das klinische Bild mit. Ein
Beispiel hierflr ist der Morbus Gaucher, eine der haufigsten Lipidspeicherkrankheiten.
Diese durch einen Mangel an Glukocerebrosidase verursachte Erkrankung zeigt sich
klinisch unter anderem durch eine verminderte Anzahl an Blutzellen und durch Ske-
lettanomalien [51]. Die beiden wichtigsten Speicherprodukte das Glucosylceramid und
das Glucosylsphingosin sind dabei entscheidend fir die Entstehung der klinischen

Symptomatik [51].

Ebenfalls scheint bei der Niemann-Pick Typ B Krankheit eine Knochenbeteiligung vor-
handen zu sein. Eine Umfrage an 59 padiatrischen und erwachsenen Niemann-Pick Typ
B Patienten ergab, dass 39 % Uber Gelenk- oder Gliederschmerzen klagte [63]. Zudem
zeigten Knochenscans an 46 NPB-Patienten im Vergleich zu einer Kohorte gesunder,
nicht betroffener Kinder und Erwachsener Auffalligkeiten. Es wurden statistisch signifi-
kante Unterschiede sowohl in Knochenmineralgehalt und -dichte bei padiatrischen NPB-
Patienten gefunden. Erwachsene Probanden zeigten gemal WHO-Klassifizierung an
einer oder mehreren Stellen Zeichen einer Osteopenie oder Osteoporose [64]. Aber auch
weitere Sphingolipidosen zeigen einen pathologischen Knochenstatus. Aufgrund der
Seltenheit und der oft frihen Sterblichkeit der Erkrankungen ist allerdings hierzu nicht

viel bekannt.
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1.3 MORBUS NIEMANN-PICK

Die Niemann-Pick-Krankheit ist eine lysosomale Speicherkrankheit. Erstmalig beschrie-
ben wurde die Erkrankung 1914 vom deutschen Kinderarzt Albert Niemann [65]. Die
Stoffwechselstorung wird heutzutage in die Typen A, B und C eingeteilt. Typ A und B
gehdren zu den Sphingolipidosen, bei denen die Ursache ein Defekt der sauren
Sphingomyelinase ist. Durch diesen Mangel kommt es zur Anhaufung von Sphingomy-
elin sowie weiteren Lipiden in Zellen, die dem Monozyten-Makrophagen- System ange-
horen [66, 67]. Typ C hingegen gilt als Lipidspeicherkrankheit, bei der es sich pathoge-

netisch um einen Defekt des Cholesterinstoffwechsel handelt [68].

1.3.1 TypAundB

Der Morbus Niemann-Pick Typ B (NPB) entsteht, wie auch die Niemann-Pick Typ A
(NPA), aufgrund eines Mangels an saurer Sphingomyelinase [67]. Es kommt zur Anhau-
fung verschiedener Lipide, wie Cholesterin und Ganglioside. Kennzeichnend fiir diese

Typen sind aber die Anhdufung von Sphingomyelin [69, 70].

Die beiden Typen unterscheiden sich in der Auspragung der Symptomatik [71, 72]. NPA
ist die schwere Form des Sphingomyelinase-Mangels, die ungefahr bis zum Alter von
drei Jahren zum Tod flhrt [67]. Die Patienten fallen innerhalb des ersten Lebensjahres
aufgrund einer Hepatosplenomegalie, sowie Gedeihstérungen auf. Kennzeichnend fir
Typ A ist ein rapider, fortschreitender neurodegenerativer Prozess mit ausgepragter Hy-

potonie und rezidivierenden Atemwegsinfektionen [67, 73].

NPB ist eine leichtere Subform der Niemann-Pick-Krankheit mit einem variableren Pha-
notyp. Es kommt hier im Gegensatz zu NPA zu keiner beziehungsweise einer geringen
Beteiligung des zentralen Nervensystems. Allerdings wurden haufig Verlaufe mit einer
ausgepragten Hepatosplenomegalie und Leberversagen oder schweren Lungenerkran-
kungen beschrieben [74, 63, 75]. Betroffene ohne neurologische Beteiligungen Uberle-
ben in der Regel bis ins spate Kindes- oder Erwachsenenalter [63]. Histopathologisch
sind bei Typ A und B lipidbeladene, grofie Schaumzellen in Organen wie Leber und Milz,

aber auch in Lungenatemwegen, Lymphknoten und dem Knochenmark zu finden [72].
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1.3.2 TypC

Der Morbus Niemann-Pick Typ C (NPC) ist eine lysosomale Speicherkrankheit. Sie be-
trifft etwa 1:100.000-150.000 Lebendgeborene und wird autosomal-rezessiv vererbt. Typ
C unterscheidet sich von Typ A und B, da es sich hierbei um einen Cholesterinvereste-
rungsdefekt handelt [68, 76]. Klinisch zeichnet er sich durch verschiedenste Symptome
aus, die vor allem Leber, Milz, Motorik und Gehirn betreffen und unweigerlich zum vor-
zeitigen Tod fuhren [77]. Die klinische Symptomatik ist auRerst heterogen. So kdnnen die
Symptome beispielsweise schon in der Perinatalperiode oder erst in einem Alter von 50
oder mehr Lebensjahren beginnen. Die Mehrzahl der Betroffenen sterben zwischen 10
und 25 Jahren [78, 79]. Abbildung 6 veranschaulicht die haufigsten Symptome des
Morbus Niemann-Pick Typ C (Abbildung 6).

» Kognitive und
zentralnervose
Beeintrachtigungen

» Dysphagie
» Sprechstérungen

» Hepatomegalie » Splenomegalie

> lkterus

» Anhdufung von
Schaumzellen im
Knochenmark

Abbildung 6: Auswahl an hdaufigen Symptomen des Morbus NPC (Eigenentwurf).

Zusatzlich kommt es haufig zu Ataxien und Anomalien der Bewegungsablaufe, sowie zur
Hypo-, bis hin zur Aplasie der Bauchwandmuskulatur. Die psychiatrischen und neu-
rologischen Symptome kdnnen sehr vielfaltig sein. Haufig zeigen sich zum Beispiel Dy-
sarthrie, Depression, Schizophrenie ahnliche Psychosen, aggressives Verhalten, Spas-

tiken, Apathie und Krampfanfallen oder auch eine Kataplexie [80, 81].

Ursachlich flr NPC ist eine Fehlfunktion in einem Gen auf Chromosom 18q11, dass fir
ein Protein in den spaten Endosomen/Lysosomen codiert: Das NPC1-Gen [53]. Es kann
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aber auch ein weiteres Gen, das NPC2-Gen, bei einer Fehlfunktion pathogenomisch fir
NPC sein [54].

Die Proteine NPC1 und NPC2 agieren zusammen: So sammelt NPC2 innerhalb des
Lysosoms Cholesterin und transportiert es zur N-terminalen Domane von NPC1, wel-
ches in der limitierenden Membran des Lysosoms sitzt [82]. Der Mechanismus mit dem
NPC1 dort den Cholesterinexport abschlie3t, ist nicht vollstandig geklart. Unumstritten
ist allerdings, das mutiertes NPC1 oder mutiertes NPC2 zu einer Akkumulation von Cho-
lesterin in den spaten Endosomen und Lysosomen von NPC-Patienten fihrt (Abbildung
7) [83]. Diese Akkumulation bewirkt eine Verlangsamung des gesamten endozytischen
Prozesses [84, 85], da es zur Interaktion des Cholesterins mit Proteinen kommt, was

funktionelle Beeintrachtigungen mit sich bringt [86, 87].

Genauer erfahren endolysosomale Proteine wie beispielsweise das Oxysterol-Bindungs-
protein (ORP1L) [88] oder die vakuolare H*-Adenosintriphosphatase (vVATPase) [89] auf-
grund des hohen Cholesteringehalts eine Konformationsanderung. Der erwirkte Funkti-
onsverlust des ORP1L fiihrt zu einer Immobilisation der Mikrotubuli, der Funktionsverlust
der vATPase zu einem zu hohen pH-Wert in den Lysosomen [90, 85]. So wurde in Nie-
mann-Pick Typ C-Fibroblasten ein endolysosomaler pH-Wert von 5,4 + 0,3 gemessen.
In der Kontrollgruppe betrug der pH-Wert 4,5 £ 0,1 [89]. Diese Veranderungen fihren
letztendlich zu einem Stoppen beziehungsweise Zusammenbruch des gesamten endo-

lysosomalen System [88, 91].

Infolgedessen kommt es aufgrund von mehreren Faktoren auch zur Anhdufung sekun-
darer Lipide. Diese Faktoren sind zum Beispiel die verringerte Aktivitat der lysosomalen
sauren Lipase [92], gunstige Wechselwirkungen zwischen Lipiden [93, 94] und die verrin-

gerte Enzymaktivitat aufgrund der eingelagerten Lipide [95].

Es existieren flnf verschiedene Verlaufsformen des Morbus-Niemann Pick Typ C [96].
Sie unterscheiden sich vor allem im Manifestationsalter und in der Auspragung der neu-

rologischen Symptome:

Der perinatale Typ zeigt sich bereits im Sauglingsalter anhand einer schweren Hepato-
splenomegalie [97, 98] und ist bereits wahrend der Schwangerschaft per Sonographie
anhand von Leber-, und Gedeihstdérungen des Fétus zu erkennen. Auch eine Lungen-

beteiligung sowie eine Mikrozephalie treten haufig auf. Diese Patienten versterben meist
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im friihen Kindesalter, aufgrund von Leber- oder Lungenversagen. Die Lebenserwartung
liegt bei 5-9 Monaten [79].

Beim zweiten Typ, dem frih-infantilen Verlaufstyp, beginnen die ersten Symptome wie
eine VergroRerung von Leber und Milz zwischen zwei und 12 Monaten. Die Kinder sind
in ihrer motorischen Entwicklung verzogert und verlieren im Verlauf zuvor erworbene
Fahigkeiten [99]. Abzugrenzen hiervon ist die spatinfantile Verlaufsform, welche ahnliche

Symptome zeigt, sich aber erst im Alter von etwa 2-5 Jahren entwickelt [100].

Des Weiteren gibt es noch den juvenilen Verlaufstyp. Dieser zeigt sich in der Regel
erstmalig im Alter zwischen 6 und 15 Jahren. Die Kinder beziehungsweise Jugendlichen
entwickeln sich zunachst normal, fallen aber nach der Grundschulzeit mit progredienten
Problemen bei der Aussprache und im Gangbild auf. Es kommt zu supranuklearen Sak-
kaden- und Blicklahmungen und wie auch bei den zuvor genannten Verlaufsformen zur
Hepatosplenomegalie. Im Endstadium zeigen die Patienten Symptome der Demenz und
eine zunehmende Dysphagie. Betroffene Uberleben normalerweise bis ins Teenager-
oder junge Erwachsenenalter [101, 100]. Die spat-infantile und die juvenile Form des

Morbus NPC machen mit 60-70 % der Falle den gréfiten Anteil an Betroffenen aus [96].

Treten erst im Erwachsenenalter Symptome wie kognitiver Abbau und andere psychiat-
rische Symptome auf, so liegt die adulte Verlaufsform des Morbus NPC vor. Dieser
macht bis zu einem Drrittel aller NPC-Patienten aus. Anfangs dominieren Symptome, wie
Hoérstérungen [100], Psychosen und Depressionen [102, 103], wohingegen im fortge-
schrittenen Stadium auch die klassischen Symptome der vorher genannten Subtypen
wie Bewegungsstérungen auftreten [101]. Die Lebenserwartung liegt beim adulten Typ

bei etwa 10 bis 20 Jahren nach Auftreten der ersten neurologischen Symptome [104].

1.3.3 NPC des verwendeten Npc71”-Mausmodells

Der fur die Untersuchungen verwendete BALB/cNctr-NPC1m1N/-J Jackson [105—-108]
Npc1-Mausstamm ahmt den humanen Morbus Niemann-Pick Typ C naherungsweise
nach. Die prominentesten Folgen sind: Gewichtsverlust, Lipidakkumulation, Ataxie und
progrediente Neurodegeneration. Die Neurodegeneration zeigt sich vor allem durch eine
zerebrale Atrophie, eine Hypomyelinisierung, sensorische Defizite und eine Degenera-
tion der Purkinje-Zellen im Cerebellum [107, 107, 109].
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1.3.4 Behandlungsstrategien des Morbus Niemann-Pick Typ C

Es gibt mittlerweile verschiedene Ansatze wie eine Therapie des Morbus Niemann-Pick
Typ C aussehen konnte. Bisher wird vorallem ein Medikament fur die Behandlung des
NPCs am Menschen eingesetzt. Seit Januar 2009 steht der Wirkstoff Miglustat®
(MIGLU) zur Therapie progressiver neurologischer Symptome bei NPC-Betroffenen zur
Verfligung. Der Imminozucker Miglustat® ist ein Substratreduzierer und wirkt indem er
die Glucosylceramid-Synthase hemmt. Die Glucosylceramid-Synthase katalysiert den
ersten Schritt in der Herstellung von Glykosphingolipiden [110]. Ihre Hemmung verbes-
sert den Lipidtrafficking-Defekt bei NPC-Betroffenen, da weniger Lipide intrazellular ak-
kumulieren und der Lipidtransport der B-Lymphozyten ins periphere Blut normalisiert
wird [111]. Studien zeigten, dass Miglustat® das Fortschreiten der Erkrankung verzégern
und infolgedessen das Uberleben der Erkrankten verlangern kann [112]. Allerdings kla-
gen Patienten, die mit Miglustat® behandelt werden, gehauft Gber gastrointestinale Ne-

benwirkungen wie Gewichtsverlust, Bauschmerzen, Blahungen und Durchfall [113].

Ein weiterer vielversprechender Therapieansatz ist die Gabe des Neurosteroids Allo-
pregnanolon (ALLO), ein Metabolit von Progesteron. Dieses ist bei jungen, an NPC er-
krankten, Mausen in geringerer Menge vorhanden, wobei die Konzentration mit dem Al-
ter der Mause abnimmt. Als Ursache hierflr wird das bei NPC akkumulierte Cholesterin
angenommen, welche die Neurosteroidogenese stort [114]. In murinen Studien konnte
gezeigt werden, dass durch die Zugabe von ALLO zum Trinkwasser die Lebenserwar-

tung von Npc17-Mausen erhoht wird [114].

Interessant fur die Behandlung des NPCs ist zudem der als Lésungsmittel verwendete
Ringzucker 2-Hydroxypropyl-3-Cyclodextrin (HPRCD). HPRCD ist eigentlich ein weit ver-
breitetes Vehikel zur Verabreichung von Arzneimitteln [115, 116]. Es wurde aber beo-
bachtet, dass ALLO, dass aufgrund seiner schlechten Wasserl6slichkeit zusammen mit
HPRCD als Trager verabreicht wurde, die selbe Verbesserung bei Npc1/-Mausen er-
zielte, wie die alleinige Gabe von HPRCD [117-119]. HPRCD erhoéht bei einfacher oder
mehrfacher Applikation die Lebenserwartung im Mausmodell und verbessert sowohl die
ZNS-, als auch die Lebermorphologie [117-121]. Die Wirkung beruht laut Ramirez et al.
auf der Uberwindung des lysosomalen Transportdefekts, welcher die Cholesterinspei-

cherungen im gesamten Tier nahezu normalisiert [122].

Zu erwahnen sind ebenfalls zwei weitere Medikamente die 2024 - nach Abschluss dieser

Arbeit - zur Behandlung des NPCs zugelassen wurden: Arimoclomol (Miplyffa®) und
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Acetylleucin (Agneursa®, Tanganil®). Arimoclomol ist ein Hydroxylamin-Derivat, wel-
ches den vorzeitigen Abbau der NPC1- und NPC2-Proteine verhindern soll. Der genaue
Wirkmechanismus ist hierbei allerdings nicht bekannt [123]. Acetylleucin ist ein Leucin-
Derivat, von dem angenommen wird, dass es sich in die neuronale Zellmembran einla-
gert und dort eine Ntifftormalisierung des Membranpotentials bei NPC Betroffenen be-
wirkt [124, 125].

1.3.5 Sphingolipidakkumulation bei NPC

Der Morbus Niemann-Pick Typ C ist unter den Sphingolipidosen einzigartig, da keine
Mutationen in den fir den Sphingolipidabbau verantwortlichen Enzymen vorliegt. Span-
nenderweise sind gerade Sphingosine aber die Lipide, welche sich bei pharmakologi-
scher Hemmung von NPC1 anreichern [126]. Sie verursachen auch bei Applikation in
den Organismus einen Niemann-Pick Typ C-Phanotyp [127]. Dies fuhrte friiher zur An-
nahme, dass der Morbus Niemann-Pick Typ C, wie der Morbus NPA und NPB durch
einen Defekt im Sphingolipidkatabolismus verursacht wird und nicht durch einen Defekt
im Cholesterintransport. Doch woher kommt die Anhaufung der Sphingosine? Untersu-
chungen zeigten, dass ursachlich fur die erh6hte Konzentration an Sphingoid-Basen und
die verringerte Konzentration an Sph1P eine beeintrachtigte Aktivitat der Sphingosin-1-
Kinase ist [128]. Die Sphingosin-1-Kinase ist ein am Sphingolipid-Abbau beteiligtes En-

zym, welches aus den Lysosomen austretendes Sphingosin zu Sph1P phosphoryliert.
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Sph1P kann dann durch die Sph1P-Lyase entweder abgebaut oder wieder dephospho-
ryliert und fur die Synthese von komplexeren Sphingolipiden oder Ceramid weiterver-
wendet werden [129] (Abbildung 7).
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Abbau oder Umwandlung
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Abbildung 7: Anhdufung von Cholesterin und Sphingosin bei NPC1

(Eigenentwurf modifiziert nach Newton et al. [2018] [130]) Sphingolipide aus der Plasmamembran, die inter-
nalisiert wurden und nicht fir das Recycling bestimmt sind, werden im Lysosom zunachst zu Ceramid und
dann zu Sphingosin abgebaut. Sphingosin wird aus dem Lysosom exportiert und von der SphK zu Sph1P
phosphoryliert. Im endoplasmatischen Retikulum wird Sph1P schlussendlich durch die Sph1P-Lyase abge-
baut oder wieder in Sphingosin verwandelt. Das Sphingosin kann dann wieder verwendet werden. Bei NPC
kommt es neben den ebenfalls links gezeigten charakteristischen Cholesterinanhdufungen auch zur Akku-
mulation von Sphingolipiden [130].

Ursachlich fur die sekundare Verringerung der SphK1 ist wahrscheinlich die Akkumula-
tion von Cholesterin [131]. Das Problem der SphK1 scheint dabei ihre Vascular Endothe-
lial Growth Factor (VEGF) vermittelte Aktivierung zu sein. Normalerweise aktiviert VEGF
die SphK1 durch Bindung an den VEGF-Rezeptor 2. Dies ist bei einem NPC1-Mangel
gestort, da ein NPC1-Mangel die Expression des VEGF deutlich reduziert [132].

Neben der defekten SphK1 sorgt aber ein zweiter gestorter Stoffwechselweg fur die Ak-
kumulation von Sphingolipiden: Der Defekt in der lysosomalen Kalziumaufnahme. Die
lysosomale Kalziumaufnahme bei NPC-mutierten Zellen ist stark reduziert. In einem Zell-
modell fiihrte die arzneimittelinduzierte Speicherung von Sphingosin im Lysosom/spaten

Endosom zu einer Verminderung des Kalziumspiegels in diesen Organellen. Das fihrte
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wiederum zur Speicherung von Cholesterin, Ceramid, Sphingomyelin und Glykosphin-
golipiden in diesen Kompartimenten. Schlussendlich stimuliert Sphingosin also somit
seine eigene Speicherung [126]. Insgesamt ist allerdings der Mechanismus, durch den
sich Sphingolipide bei NPC1 oder NPC2 Defekten anreichert bis heute noch nicht ge-
nauer bekannt. Allerdings ist es offensichtlich, dass die Sphingolipidakkumulation zu ei-
ner Stérung der Kalzium und Sph1P vermittelten Stoffwechselwege fuhrt, was lebens-

wichtige zellulare Prozesse beeinflusst [130].

1.4 ZIEL DER ARBEIT

Es ist bekannt, dass Erkrankungen aus der Gruppe der Sphingolipidosen haufig Stérun-
gen im Knochenstoffwechsel aufweisen. Morbus Niemann-Pick Typ C ist eine solche
Sphingolipidose auch wenn der Zugrunde liegende Pathomechanismus der Sphingolipi-
dakkumulation einzigartig ist. Die Auswirkungen der NPC1 und NPC2 Mutationen auf
den Knochenstatus sind bis heute nicht erforscht. Bekannt ist allerdings, dass Sphingo-
lipide, sowie das bei NPC relevante Sphingosin-1-Phosphat, sich auf den Knochenstoff-
wechsel auswirken. Seit 2009 steht mit Miglustat® ein Wirkstoff fur die Behandlung von
NPC auf dem Markt zur Verfigung, der das Uberleben bei NPC verlangert. Durch das
langere Uberleben und der erfolgreichen Behandlung der bereits bekannten Symptome
koénnten weitere Manifestationen des NPC zukUnftig klinisch eine Rolle spielen. In dieser
Arbeit sollten im murinen Npc7’-Modell des Morbus NPC die folgenden Fragen behan-

delt werden:

1. Ist der Knochenstatus bei Morbus Niemann-Pick Typ C verandert? Gibt es Kovariab-

len, die einen Einfluss nehmen?

2. Hat die medikamentdse Behandlung der an Morbus Niemann-Pick Typ C erkrankten
Mause einen Einfluss auf den Knochenstatus? Verandern die eingesetzten Medika-

mente, vor allem HPRCD, den Knochenstatus beim Gesunden?

3. Welche Unterschiede gibt es in der postnatalen Entwicklung bei Npc1”-M&usen im
Vergleich zum Wildtyp? Wie verandert sich die Expression von krankheits- und knochen-

spezifischen Markern im Zeitraum des Beginns der Symptome?
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Die Analyse des Knochenstatus im murinen Npc1”-Modell soll zur Charakterisierung der
Regulation des Knochenstoffwechsels durch Sphingolipide beitragen. Es soll die Hypo-
these getestet werden, dass die Akkumulation von Sphingolipiden sowie die ebenfalls
vorliegende verminderte Sphingosin-1-Phosphat Konzentration, sich bei Npc1”-Mausen
negativ auf den Knochenstatus auswirkt. Dabei soll der Einfluss bereits bekannter Pa-

thologien auf den Knochenstatus mit betrachtet werden.

Aullerdem sollten durch eine klinische Umfrage Informationen zum Knochenstatus bei
Menschen mit NPC erfasst werden, um diese Daten anschliel3end, vergleichend zu den

Ergebnissen aus Tierversuchen, zu analysieren.
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2 MATERIAL UND METHODE

2.1 MATERIALIEN

2.1.1 Proben

Alle untersuchten Proben stammten aus dem Institut fir Anatomie der Universitatsmedi-
zin Rostock unter der Leitung von Prof. Dr. med. Andreas Wree und aus der Fakultat VI
Medizin und Gesundheitswissenschaften, Abteilung Anatomie der Carl von Ossietzky
Universitat Oldenburg unter der Leitung von Prof. Dr. med. Anja Brauer. Die Proben
wurden dort entnommen und an die Experimentellen Unfallchirurgie der Justus-Liebig-
Universitat Giellen gesendet. Jegliche Tierversuche wurden von den dort 6rtlichen Be-
hérden genehmigt (Landesamt fir Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fischerei
des Landes Mecklenburg-Vorpommern; Genehmigungs-ID: 7221.3-1.1-030/12, 14. Juni
2012 und Niedersachsisches Landesamt fur Verbraucherschutz und Lebensmittelsicher-
heit; Genehmigungs-ID: 33.19-42502-04-18/2828, 17. Dezember 2018). Die institutio-
nellen Richtlinien fur den Tierschutz und die Versuchsdurchflihrung wurden befolgt, so-
wie alle Anstrengungen unternommen, um die 3R-Richtlinien des Tierschutzes nach den
Grundsatzen der Versuchstechniken von William Russel und Rex Burch umzusetzen
[133]. Die weiteren entnommenen Organe der Versuchstiere wurden in Forschungspro-

jekten in Oldenburg und Rostock untersucht.

21.1.1 Proben fir das Histologielabor

Heterozygote Npc1*-Mause wurden als Zuchtpaare von Npc71-Mausen der Jackson La-
boratories (Bar Harbor, Maine, USA) bezogen, um homozygote Npc71”-Mause und
Npc1**-Mause zu erzeugen. Die Mause wurden unter Standardbedingungen mit freiem
Zugang zu Futter und Wasser, bei einem 12-Stunden-Tag-Nacht-Zyklus, einer Tempe-
ratur von 22 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von etwa 60 % gehalten. Die Geno-
typen wurden am postnatalen Tag 7 (P7) durch polymerase chain reaction (PCR)-Ana-
lyse bestimmt. Npc1”-Mause und Npc1**-Kontrollen beider Geschlechter sind fir ver-
schiedene therapeutische Behandlungsschemata verwendet worden. Insgesamt wurden
122 Kontroll- (66 weiblich, 56 mannlich), 117 Npc1”- (62 weiblich, 55 mannlich) und 14
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Npc1*~-Proben (8 weiblich, 6 mannlich) histologisch und histomorphometrische unter-
sucht. Des Weiteren wurden 146 Knochen (70 Npc1”, 66 Npc1** 10 Npc1*™") mikrocom-
putertomographisch untersucht. Die Tiere wurden auf sechs verschiedene Behandlungs-
schemata aufgeteilt (Tabelle 1). Bei der histomorphometrischen Auswertung wurde in 24
Gruppen unterschieden (Tabelle 2). Dabei wurden die Tiere je nach Geschlecht, Geno-
typ und Behandlung untersucht. Alle Mause wurden an Tag 65 postnatal zur Probenent-

nahme euthanasiert.

Tabelle 1: Behandlungsschemata der sechs verschiedenen Gruppen

Gruppe 1 NONE Keine Behandlung

Gruppe 2 | COMBI Kombinationstherapie: An P7 und danach wochentlich
wurde den Mausen HPRCD/ALLO (25 mg/kg ALLO, geldst
in 40 % HPRCD; Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland) in-

jiziert. Zusatzlich erhielten die Mause von P10 bis P23 tag-

lich eine Injektion von MIGLU (300 mg/kg, i. p.; Zavesca;
Actelion Pharmaceuticals, San Francisco, CA), geldst in
Kochsalzlésung. Ab P23 und bis zum Ende der Experimente
erhielten die Mause Standardfutter (V1184-000, Ssniff, So-
est, Deutschland), das MIGLU in einer taglichen Dosis von

1200 mg/kg enthielt.

Gruppe 3 | Sham Scheinbehandlung: Die scheinbehandelten Mause wurden

nach dem gleichen Schema wie die COMBI-Mause behan-
delt, wobei jedoch die Wirkstoffe weggelassen wurden.

Gruppe 4 | HPRCD HPRCD-Monotherapie: HPRCD wurde ab P7 und danach
wochentlich in der gleichen Menge wie in COMBI (4000

mg/kg, i. p.; Sigma Aldrich) den Mausen injiziert.

Gruppe 5 | MIGLU MIGLU-Monotherapie: Vergleichbar mit COMBI wurde den
Mausen taglich MIGLU (300 mg/kg, i. p.) an P10 bis P23
injiziert. Ab P23 erhielten die Tiere Standardfutter (V1184-
000, Ssniff) mit MIGLU in einer taglichen Dosis von 1200
mg/kg.

Gruppe 6 | HPRCDx | HPRCD 1x: Diese Mause erhielten nur eine einzige Injektion
von HPRCD an P7 (4000 mg/kg).
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Tabelle 2: Anzahl der histomorphometrisch untersuchten Versuchstiere unterteilt in die verschiede-
nen Gruppen

Npc1** Npc1" Npc1'*
Gruppe 1 119 89 8¢9
NONE 8J 104 6
Gruppe 2 69 59 09
COMBI 5d 6J 0d
Gruppe 3 79 59 09
SHAM 54 74 0d
Gruppe 4 59 69 09
HPRCD 54 538 0d
Gruppe 5 59 79 09
MIGLU 6J 5J 0d
Gruppe 6 79 69 09
HPRCDx 0d 0d 0J

2.1.1.2 Proben fiir das Molekularbiologielabor

Die Proben flr die molekularbiologischen Untersuchungen stammen ebenfalls aus der
oben genannten Zucht. Es fand fir diese Untersuchungen keine Behandlung der Ver-
suchstiere statt. Ebenfalls wurden hier keine Npc1*"-Mause verwendet. Die Genotypi-
sierung erfolgte ebenfalls mittels PCR-Analyse zwischen P5 und P7. In dieser Arbeit

wurden Proben von Tag 30 und Tag 40 untersucht (Tabelle 3).

Tabelle 3: Anzahl der Versuchstiere in den jeweils molekularbiologisch untersuchten Gruppen.

Npc1 ** Npc1
P30 8 o 12 0

6J 83
P40 69 8 ¢

73 1043
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2.2 METHODIK

2.2.1 Fixation

2.2.1.1 Fixation der Proben fiir die histologische Untersuchung

Die linken Femora der Versuchstiere wurden im Institut fir Anatomie der Universitats-
medizin Rostock entnommen und auf drei verschiedene Weisen fixiert. Ein Teil der
Mé&ause wurde nach der Euthanasie und nach Entnahme des Hirns in 4 % Paraformalde-
hyd (PFA) immersionsfixiert. Der zweite Teil der Tiere wurde nach der Euthanasie mit 4
% PFA perfusionsfixiert und der dritte Teil mit Bodian-Losung (bestehen aus funf Tei- len
4 %-Formaldehyd, finf Teilen Eisessig und 90 Teilen 80 %-Ethanol) perfusionsfixiert. Die
Proben wurden vom 16.12.2010 bis zum 14.04.2020 gesammelt und dann an die

experimentelle Unfallchirurgie Giel3en versendet.

2.2.1.2 Fixation der Proben fiir die molekularbiologische Untersuchung

Die Wirbelkorper fur die molekularbiologische Untersuchung wurden nach der Euthana-
sie der Tiere entnommen und in flissigem Stickstoff eingefroren. Anschlieend wurden
die Proben versendet und in der Experimentellen Unfallchirurgie GieRen bei —80 °C ge-

lagert, bevor sie weiterverwendet wurden.
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2.2.2 Histologische Farbungen

2.2.2.1 Paraffineinbettung

Nach der Entnahme der Proben aus dem Fixationsmittel wurden diese sechsmal mit 0,1
M Natriumphosphatpuffer (NaH2PO4 . Na:HPOQO4; Merck, Darmstadt, Deutschland) ge-
spult. Die Femora der Mause wurden anschlielend sieben Tage in 10 % Ethylendiamin-
tetraessigsaure (EDTA; bestehend aus 3,4 % Tris (Roth, Karlsruhe, Deutschland) und
10 % Titriplex 11l (Merck), zwecks Entkalkung der Praparate, eingelegt. Nach sieben Ta-
gen wurde die Konsistenz der Knochen getestet. Waren die Knochen weich genug, er-
folgte die Gewebeinfiltration. Hierzu wurde der automatische Gewebeinfiltrationsautomat
(TP1020, Leica) bestuckt. Dort durchliefen die Proben Entwasserungsschritte in einer
aufsteigenden Ethanolreihe (Stockmeier, Bielefeld, Deutschland) und wurden schlief3lich
in Xylol (Roth, Karlsruhe, Deutschland) tberfuhrt. Nach diesem Schritt wurden die Pro-
ben in Paraffin (Roth) eingelegt und anschlieRend aus dem Gewebeinfiltrationsautoma-
ten entnommen. Zuletzt sind die Proben in der ParaffinausgieRstation (HistoCore Ar-
cadia H, Leica) in Blécke gegossen worden (Abbildung 8), welche anschliel3end an ei-
nem Rotationsmikrotom (RM 2155, Leica, Wetzlar, Deutschland) in 4-5 um diinne Pro-

ben geschnitten wurden. Die Proben wurden auf einen Objekttrager aufgezogen.
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Tabelle 4: Ablauf der Paraffineinbettung

1. Spllen der fixierten Proben

Sechsmaliges Spulen in 0,1 M Natriump-
hosphatpuffer (pH 7,2-7,4)

2. Entkalkung

7 Tage in 10 % EDTA-LGsung

3. Gewebeinfiltration

1.

2 T i

30 Minuten (min) 70 % Ethanol

1 h 70 % Ethanol

1 h 30 min 80 % Ethanol

1 h 30 min 96 % Ethanol

Dreimal 1 h 30 min 100 % Ethanol
Dreimal 1 h 30 min Xylol

Zweimal 1 h 30 min Paraffin

4. Ausblocken

Eingiel3en der Proben in Paraffinblocke

Abbildung 8: Mausefemur eingebettet in Paraffin.

27




2.2.2.2 Technoviteinbettung

Fur die Untersuchung von mineralisierten Knochenpraparaten wurden weitere Femora
in Technovit 9100 eingebettet (Tabelle 5). Daflir wurden die Proben aus ihrem jeweiligen
Fixierungsmedium enthommen und anschlieend mit Natriumphosphatpuffer, gleich der
Paraffineinbettung, abgespult. Anschlieend wurde eine Entwasserung der Proben in
einer aufsteigenden Ethanolreihe und eine Infiltration mit Xylol durchgefiihrt. Die Mau-
seknochen wurden dabei 8 Tage, bei regelmaRigem Austausch der Lésung, auf einen
Rittler gestellt.

Im Anschluss an die Entwasserung erfolgte die Prainfiltration in drei Schritten. Im ersten
Schritt wurden die Proben flr 4 Tage in stabilisiere Basislésung, bestehend aus Methyl-
methacrylat (Heraeus Kulzer, Hanau, Deutschland) und Xylol (Heraeus Kulzer) in einem
Mengenverhaltnis von 1:1 eingelegt. Im zweiten Schritt erfolgte die Infiltration fur 44
Stunden in stabilisierter Basislésung mit Harter 1 im Mischungsverhaltnis 200 ml Basis-
I6sung je 1 g Harter 1 (Heraues Kulzer). Im dritten Schritt die Infiltration fir 24 Stunden
in entstabilisierter Basislésung und Harter 1 im Mischungsverhaltnis von 250 ml Lésung
und 1,25 g Harter 1. Die entstabilisierte Basislosung wurde zuvor aus stabilisierter Ba-
sisldésung, die durch einen Chromatographen mit 30 g Aluminiumhydroxid lief, gewon-
nen.

An die Prainfiltration schloss sich die Infiltration der Proben ebenfalls in drei Schritten an.
Dabei wurden die Proben im ersten Schritt vier Stunden in Infiltrationsldsung beste- hend
aus entstabilisierter Basislosung vermengt mit Polymethylmethacrylat (PMMA; Heraues
Kulzer) und Harter 1 bei 2-8 °C gelagert (Mischungsverhaltnis: 400 ml Lésung: 20 g
PMMA: 1.2 g Harter 1). Die Infiltrationslésung wurde nach vier Stunden ausge- tauscht.
Danach verblieben die Proben im zweiten Schritt fir einen Tag in Infiltrationsl6- sung bei
2-8 °C, wonach diese wieder ausgetauscht und der Schritt wiederholt wurde.
Schlussendlich wurden die Proben ausgeblockt. Hierfir wurde eine Polymerisations|o-
sung bestehend aus Stammlésung A und Stammlésung B (Mengenverhaltnis 9:1) ange-
setzt. Stammlésung A bestand aus entstabilisierter Basislosung, PMMA und Harter 1
(Mengenverhaltnis 500 ml Basislésung+ 80 g PMMA + 3 g Harter 1). Stammldsung B
aus entstabilisierter Basislosung, Harter 2 (Heraues, Kulzer) und Regler (Heraues Kul-
zer; Mengenverhaltnis 44 ml Basislosung+ 4 ml Harter 2 + 2 ml Regler). Die Proben
wurden in dieser Losung ausgeblockt und fir zwei Tage zur Polymerisation bei -4 °C
gelagert. Die Proben wurden dazu mit Parafilm (Sigma Aldrich) abgedeckt. Gleich der
Einbettung in Paraffin wurden die so eingebetteten Proben am Rotationsmikrotom in

dinne Proben (4-5 um) geschnitten und auf einen Objekttrager aufgezogen.
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Tabelle 5: Ablauf der Technovit 9100 Einbettung.

1. Spllen der fixierten Proben

Sechsmaliges Spulen in 0,1 M Natriump-
hosphatpuffer (pH 7,2-7,4)

Entwasserung auf dem Ruttler

1 Tag in 70 % Ethanol
1 Tag in 80 % Ethanol
1 Tag in 96 % Ethanol
5x 1 Tag in 100 % Ethanol

Infiltration mit Xylol auf dem Rutt-

ler

2 x 12 Stunden

Prainfiltration I-llI

I: 4 Tage in stabilisierter Basislosung mit

Xylol im Verhaltnis 1:1

II: 44 h in stabilisierter Basislésung mit
Harter 1 im Mischungsverhaltnis 400 ml
und 2 g Harter 1

[ll: 1 Tag in entstabilisierter Basislosung
und Harter 1 im Mischungsverhaltnis von
250 ml Lésung und 1,25 g Harter 1

5. Infiltration

I: 4 hin Infiltrationslésung bei 2-8 °C

[I: 1 Tag in Infiltrationslésung bei 2-8 °C

[ll: 1 Tag in Infiltrationslésung bei 2-8 °C

6. Ausblocken

Ausblocken der Proben fir 2 Tage bei

4 °C mit Polymerisationsldsung
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2.2.2.3 Hamatoxylin-Eosin Farbung (HE-Fédrbung) von Paraffinschnitten

In Paraffin eingebettete Proben wurden zweimal 5 min mit Xylol infiltriert und anschlie-
Rend mittels einer absteigenden Ethanolreihe (100 %, 96 % und 70 %; jeweils 5 min)

hydriert. Danach wurden die Proben zweimal 5 min mit Aqua dest. gespdlt.

Es folgte die vierminutige Kernfarbung mit Mayers Hamalaunldsung (Merck). Daraufhin
das Spulen mit Aqua dest. und anschlie®end die Blauung fir 10 min unter flielendem
Leitungswasser. Zur pH-Neutralisation wurden die Probenkassetten hiernach fiir 5 min
in Aqua dest. gegeben, woraufhin das Bindegewebe durch eine 1 % Eosinlésung (Eosin
G; Merck; 1 min) angefarbt wurde. Schlussendlich wurden die Proben, nach Abspllen
des Eosins mit Aqua dest., wieder entwassert. Daflir durchliefen die Proben eine auf-
steigende Ethanolreihe (70 %, 96 %, 100 %; je 20 Sekunden(s)). Danach erfolgte die
Inkubation der Proben mit Xylol (2 x 5 min) und die anschlieRende Eindeckelung mit

Depex (Serva, Heidelberg, Deutschland).

2.2.2.4 Toluidinblau-Farbung (TB-Fdrbung) von Paraffinschnitten

Die Paraffinschnitte wurden im ersten Schritt entparaffiniert und hydriert. Der Farbstoff
Toluidinblau O-Pyronin G wurde aus zwei Lésungen bestehend aus erstens di-Natrium-
tetraborat (Merck), Toluidinblau O (Chroma, Munster, Deutschland) und Aqua dest. (Mi-
schungsverhaltnis 1 g: 1 g: 100 ml), sowie Pyronin G (Merck) und ml Aqua dest. (Merck)
(Mischungsverhaltnis 1 g: 100 ml) angesetzt. Die beiden Ansatze wurden gemischt
(15 min) und anschlieend zweimal filtriert. Die entparaffinierten, hydrierten Proben wur-
den im Anschluss fur 90 s in die fertig gemischte Farbelésung gegeben. Danach wurden

die Proben dehydriert, durch Xylol gezogen und anschlielend mit Depex eingedeckelt.
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2.2.2.5 Giemsa-Féarbung von Paraffinschnitten

Die fertige Gebrauchsldsung wurde aus Giemsa Azur-Eosin-Methylenblau (Merck) und
0,1 M Natriumphosphatpuffer hergestellt (Mischungsverhaltnis 1 ml: 19 ml). Danach
wurde die Gebrauchsldsung filtriert. Die entparaffinierten und hydrierten Proben wurden
zum Farben fur 20 min in die Gebrauchslésung gestellt. Anschlieliend wurden die Pro-
ben mit Aqua dest. gespllt und in aufsteigender Ethanolreihe und Xylol entwassert und

mit Depex eingedeckelt.

2.2.2.6 Kossa-van-Gieson-Fdrbung von T9100-Schnitten

Es wurden im Vorhinein die drei nétigen Farbeldsungen angesetzt: Erstens 10 % (0,942
mol/l) Natriumkarbonat-Formaldehyd aus Natriumkarbonat (Roth), 37 % (3,36 mol/l)
Formaldehyd (Merck) und Aqua dest. (Mischungsverhaltnis 2 g: 5 ml: 20 ml). Zweitens 3
% (0,177 mol/l) Silbernitratidsung aus Silbernitrat (Applichem, Darmstadt, Deutschland)
vermengt mit Aqua dest. (Mischungsverhaltnis 3 g: 100 ml) und drittens die Hdmatoxylin
Lésung nach Weigert durch die Vermengung der beiden Gebrauchslé- sungen (Roth) im
Verhaltnis 1:1.

Im ersten Schritt erfolgte das Entplasten der Technovitschnitte: Dafir wurden die
Schnitte in 2-Methoxyethyl-Acetat (3 x 10 min; Merck) entplastet und anschlielend in
einer absteigenden Ethanolreihe (100 %, 96 %, 70 %; 3 x 5 min), sowie mit Aqua dest.
(5 min) hydriert. Danach wurde auf die Objekttrager 3 % Silbernitrat pipettiert, welches
nach 4 min mit Aqua dest. (3 x 2 min) abgewaschen wurde. Zur Reduktion des Silberni-
trats erfolgte eine zehnminultige Inkubation mit 10 % Natriumkarbonat-Formaldehyd. Es
folgt das Spulen (8 min) unter flieRendem Leitungswasser, sowie die Fixierung der Far-
bung (5 min) mit 5 % Natriumthiosulfat (0,316 mol/l; Merck). Diese Reaktion wurde durch
das Spillen der Proben mit Aqua dest. gestoppt (2 x 2 min). AnschlieRend wurde die
Gegenfarbung der Proben mit Methylgrun (Roth) fir 8 min durchgefuhrt. Es folgte erneut
das Spilen der Proben mit Aqua dest. (3 x 2 min). Daraufhin die Farbung der Zellkerne
in Weigerts-Eisenhamatoxylin Lésung (6 min). Danach das Spulen in Leitungswasser (8
min) und des Versetzten der Objekttrager fur 5 min mit der Van-Gieson-Farbeldsung
(Chroma). Zum Schluss wurden die Proben zwecks Dehydrierung in 96 % Ethanol (3 x)
und in 100 % Ethanol (1 x), fir wenige s und anschlieRend in Xylol (2 x 5 min) gegeben,
sowie mit Depex eingedeckt.
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2.2.2.7 Movat-Pentachrom Farbung von T9100-Schnitten

Die notwendigen Gebrauchsldsungen, zum Farben von Technovitschnitten mit der Mo-
vat-Pentachrom Farbung, wurden hergestellt. Erstens eine 86,4 % (14,8 mol/l) Ethanol-
2,5 % (0,65 mol/l) Ammoniumhydroxidlésung (pH > 8), welche aus 96 % (16,4 M) Etha-
nol und 25 % (7,13 M) Ammoniak (Roth) hergestellt wurde (Mischungsverhalt-
nis 1 ml: 9 ml). Zweitens Hamatoxyilinlésung nach Weigert und drittens Saffron du Gati-
nais (Chroma), welches in 100 % (17,1 mol/l) Ethanol geldst (Mischungsverhalt-
nis 6 g: 100 ml) und anschlieRend bei 50 °C fur 48 h inkubiert wurde. Viertens 5 %
(0,0345 M) Phosphorwolframsaure aus Wolframatophosphorsaure (Merck, Darmstadt,
Deutschland) in Aqua dest. (Mischungsverhaltnis 5 g: 100 ml) und zuletzt die bendtigte
Farbeldésung Brillant-Crocein-Saurefuchsin. Diese setzt sich zusammen aus Berilliant
Crocrein R (Chroma) in Aqua dest. und 0,5 % (0,087 mol/l) Essigsaure (Merck; Mi-
schungsverhaltnis 1 g: 995 ml: 5 ml) gemischt im Verhaltnis 5:1 mit Saurefuchsin

(Chroma) in Aqua dest. und 0,5 % Essigsaure (Verhaltnis 1 g: 995 ml: 5 ml).

Die Farbung begann zunachst mit dem Entacrylieren der T9100-Schnitte. Anschlielsend
wurden die Objekttrager mit Alcainblau (Chroma) gefarbt (10 min) und danach mit Lei-
tungswasser gespult (5 min). Es folgte die Fixierung der Farbung, indem die Proben eine
Stunde in der Ethanol-Ammoniumhydroxidlésung inkubiert wurden. Im Anschluss an die
Stabilisation wurden die Objekttrager unter flieRendem Leitungswasser abgespdult (10
min). Zwecks pH-Neutralisation wurden die Proben in Aqua dest. eingetaucht. Es folgte
die Kernfarbung mit Weigerts Eisenhamatoxylin (10 min) und die Wasserung der
gefarbten Proben in Leitungswasser (15 min). Die Technovitschnitte wurden daraufhin
mit der Brillant-Crocein-Saurefuchsin Farbelésung behandelt (12,5 min) und im An-
schluss in 0,5 % Essigsaure (20 s) und in 5 % Phosphorwolframsaure (20 min) differen-
ziert. Daraufhin wurden die Proben unter Schwenken in 0,5 % Essigsaure gespult (2
min). Danach in 100 % Ethanol inkubiert (3 x 5 min) und zum Schluss mit Safron die
Géatinais gefarbt (60 min). Die gefarbten Objekttrager wurden in 100 % Ethanol (3 x 2

min), sowie in Xylol (2 x 5 min) dehydriert und mit Depex eingedeckelt.
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2.2.2.8 Immunhistochemische Fdrbung von Paraffinschnitten

Fur diese Arbeit wurden zwei verschiedene Antikérper verwendet: Der anti-smooth-
muscle-actin (ASMA) Antikorper (ab124964, Abcam, Cambridge, Grol3britannien) und
der Sphingosin-1-Phosphat Antikérper (ab233386 Abcam). Zu Beginn mussten die Pro-
ben in Xylol (2 x 5 min), Aceton (10 min; Stockmeier, Bielefeld, Deutschland) und 10 min
in einem 1:1 Gemisch aus Aceton und Waschpuffer Tris-NaCl (tris buffered saline (TBS),
pH 7,4) mit 0,025 % Octoxinol 9/Triton-X 100® (Roth) entparaffiniert werden. Die Proben
wurden anschlieend in Waschpuffer gesplilt (2 x 5 min). Danach erfolgte eine 30-minu-
tige Vorbehandlung der Proben in 0,1 M Citratpuffer (pH 6) bei 60 °C. Es folgte ein Kal-
teschock in Eiswasser (5 min), woran sich die Blockierung der endogenen Peroxidase
anschloss. Dazu wurden die Proben in Waschpuffer (2 x 5 min) gespdlt, 5 min in 3 %
(0,882 mol/l) Wasserstoffperoxid (Merck) vermengt mit Waschpuffer (Mengenverhaltnis
1 ml: 7 ml) inkubiert und erneut mit Waschpuffer gewaschen (2 x 5 min). Die Praparate

wurden nun mit einem PapPen® (Kisker, Steinfurt, Deutschland) eingekreist.

Es folgte eine einstindige Benetzung der Proben mit 10 % Ziegenserum (Bio&Sell,
Feucht, Darmstadt). Anschliellend wurde das Ziegenserum mit Waschpuffer abgespuilt
und der primare ASMA-Antikodrper (1:2000 verduinnt in Verdinnungspuffer; Agilent Tech-
nologies, Waldbronn, Deutschland) aufgetragen. Die Praparate wurden in einer feuchten
Kammer uber Nacht bei 4 C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Proben mit Wasch-
puffer gespdlt (3 x 5 min). Es folgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikorper (Vec-
tor, Burlingame, US), wozu eine Gebrauchslésung bestehend aus Ziege-anti-Kaninchen
IgG-Antikérper, 1 % bovine serum albumin (BSA) in TBS und 12,5 % Mauseserum
(Bio&Sell) hergestellt wurde (Mischungsverhaltnis 1 ul: 436,6 pl: 62,5 pl). Nach 30-min{-
tiger Inkubation in einer feuchten Kammer konnte der sekundare Antikorper mit Wasch-
puffer abgespult werden (2 x 5 min). AnschlieRend wurden die Proben in einer feuchten
Kammer mit dem Vectastatin Elite ABC-Kit PK-6100 (Vector) gefarbt (30 min). Das
Vectastatin Elite ABC-Kit PK-6100 ist vorher aus TBS, Reagenz A und Reagenz B an-
gemischt worden (Mischungsverhaltnis 2500 pl: 45ul: 45ul). Es folgte das Abspulen in
Waschpuffer (2 x 5 min). Daraufhin wurden die Proben in Aqua dest. (5 min) gegeben
und danach in Dunkelheit mit dem Peroxidasesubstrat Nova Red SK-4800 (Vector) ge-
farbt (5 min). Fur die Gegenfarbung wurden die Objekttrager mit Aqua dest. abgespllt
(3 x 5 min). Es folgte die Farbung fir 20 s in Shandon Instant-Hamatoxylin (Thermo
Fischer Scientific, Walldorf, Deutschland) und das Blauen in Leitungswasser (10 min).

Zum Schluss wurden die Praparate entwassert und eingedeckelt.
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Fir die immunhistochemische Farbung mit dem Sph1P-Antikérper wurden die Paraffin-
schnitte entparaffiniert, gespdlt, mit einem Tris-EDTA Puffer vorbehandelt und ausge-
kihlt. AnschlieRend wurden die Proben erneut gespult, mit H.O- blockiert und daraufhin
wieder gespllt. Die Blockierung mit Ziegenserum erfolgte nur in einem Teil der Versuche
(Tabelle 6). Es folgte die Inkubation mit dem Primarantikdrper (1:100; 1:250; 1:500;
1:1000). Am folgenden Tag wurden die Proben gespllt und mit dem sekundaren Ziege-
anti-Kaninchen Antikérper inkubiert. Danach wurden die Proben mit dem Vectastatin
Elite ABC-Kit PK-6100 gefarbt, mit Waschpuffer und Aqua dest. gespllt und mit dem
Nova Red SK-4800 gefarbt. Es folgte die Gegenfarbung mit Shandon Instant-Hamatoxy-

lin, die Dehydratation und das Eindeckeln der Proben.

Tabelle 6: Etabierungsmethoden, mit dem Anti-Sphk1-Antikorper.

vPAK | VBH Auskihlen ZSB Serumanteil im Se-

kundarantikorper-
gemisch

M | 1:500 | 2 Stundenbei60°C | 30 min bei Raum- |/ 2% Mausserum

1 in  Tris-EDTA-Puf- | temperatur

fer, pH 9

M | 1:500 | 20 min 100 °C Tris- | 10 min Kalteschock | / 12,5 % Mausserum

2 EDTA Puffer, pH 9

M | 1:500 | 2 Stunden bei | 30 minbei Raum- | 10 % Ziegenserum | 2 % Mausserum

3 60 °C in Tris- temperatur eine Stunde

EDTA- Puffer, pH 9

4 EDTA Puffer, pH 9 eine Stunde

M | 1:100 | 20 min 100 °C Tris- | 10 min Kalteschock | 10 % Ziegenserum | 12,5 % Mausserum

Methode (M), Verdiinnung Primarantikérper (vPAK), Vorbehandlung (VBH), Ziegenserumblockade (ZSB)

2.2.2.9 Enzymhistochemische Fdrbungen von Paraffinschnitten

Fir die Farbung der TRAP wurden die Proben anfanglich entparaffiniert und rehydriert.
Anschliellend wurde ein saures Milieu (pH 5,2) geschaffen, indem die Proben in 0,1 M
Natrium-Acetatpuffer gegeben wurden (10 min). Danach wurden die Schnitte auf dem
Objekttrager mit einem PapPen® eingekreist und die vorher gemischte Farbeldsung auf
die Objekttrager gegeben, welche dann in einer feuchten Kammer bei 37 °C zwei Stun-

den inkubiert wurden.
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Die Farbelésung setzte sich aus zwei Loésungen zusammen: Farbelésung A, bestehend
aus Naphtol-AS-TR-Phosphat (Sigma-Aldrich) und N-N-Dimethylformamid (Sigma-Ald-
rich; Mischungsverhaltnis 280 mg: 1 ml) und Farbelésung B, bestehend aus di-Natrium-
tatrat-Dihydrid (Merck) und Echtrotsalz/ Fast Red TR Salt® (Sigma-Aldrich; Mengenver-
haltnis 1,64 mg: 1 mg). Nach der Inkubation wurden die Objekttrager mit Aqua dest.
gespult (3 x 5 min), die Proben mit Shandon Instant-Hamatoxylin gegengefarbt (1 min),
mit Aqua dest. abgespult und unter flieRendem Leitungswasser geblaut (10 min). Zuletzt
wurden die Proben in Aqua dest. gespilt (5 min) und anschliefend mit Kaisers Glyce-

ringelantine (Merck) eingedeckelt.

Auch fur die Farbung der alkalischen Phosphatase (ALP) wurden die Objekttrager ent-
paraffiniert, gewassert und die Schnitte mit einem PapPen® eingekreist. Zwecks Errei-
chen des pH-Optimums wurden die Objekttrager in 0,1 M Tris-Puffer (pH 9,4; 10 min)
gegeben und anschlielend mit fertigem Phosphatase-Substrat (bestehend aus 5-
Bromo-4-Chloro-Indolyl-Phosphat und Nitro-Blau-Tetrazoliumsalz (KPL, Gaithers-burg,
US) betraufelt. Nach der Inkubation bei 37°C in einer feuchten Kammer (120 min) wurde
das Phosphatase-Substrat mit Aqua dest. abgespilt und die Proben mit Kernechtrot-
Aluminiumsulfat (Roth) gegengefarbt (10 min). AnschlieBend wurden die Proben mit

Aqua dest. gesplilt und zuletzt entwassert und mit Depex eingedeckelt.

Bei allen durchgefuhrten enzymhistochemischen Farbungen wurde jeweils eine Positiv-
kontrolle aus einem anderen Projekt des Instituts mitgefarbt, um den Erfolg der Farbung

spater qualifizieren zu kénnen.

2.2.3 Histomorphometrie

Die Histomorphometrie wurde an den HE-gefarbten Praparaten durchgefiihrt. Diese wur-
den mit dem Axiophot-2 Mikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland) und der Digitalkamera
Leica DC 500 (Leica) in zehnfacher Vergrélierung fotografiert und mit der Software Leica
IM1000 (Version 4.0) akquiriert. Die Bilder wurden unverandert abgespeichert, ein Weil3-
ableich zur Neutralisierung der Farbtemperatur wurde vor jeder Aufnahme durchgefihrt.
Die Vermessung der Fotos und die mafstabgerechte Skalierung wurde mit der Freeware
Image J (v. 1.51w-v. 1.5.30) durchgefuhrt.

Als Region of Interest (ROIl) wurde der trabekulare Bereich in der distalen und proxima-

len Metaphyse der Femora mit einem Abstand von 50 um zur Endokortikalis definiert.
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Dabei wurde darauf geachtet, dass die ROI einen Mindestabstand von 350 ym zum E-
piphysenknorpel einhalt, damit die subepiphysaren Verdichtungen der Trabekel die
Messwerte nicht verfalschen (Abbildung 9). Die Praparate wurden auf ihre Knochenfla-
che und den Trabekelumfang untersucht (Abbildung 10), wobei die Verhaltnisse bone
area/tissue area (BAr.TAr) (tissue area = Flache ROI) und bone surface/tissue area

(BS.TAr) in den Gruppen vergleichend untersucht wurden. GroRere Defekte in den ein-

zelnen Praparaten wurden bei den Messungen von der ROI abgezogen.

Abbildung 9: Schritt 1: Festlegen der Region of interest (ROI).

Ausmessen der ROl im HE-Praparat mit Abstand zur Endokortikalis und einem Mindestabstand von 350 um
zur Epiphyse. Dabei wurden gréRere Defekte im Praparat von der ROI abgezogen.
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Abbildung 10: Schritt 2: Ausmessen der Knochenflache und des -umfangs.

Die einzelnen Trabekel wurden mit dem ,Polygon-Selection” Tool vermessen.
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2.2.4 Mikro-Computertomographie (uCT)

Die yCT-Methodik, die eine hochauflosende 3D-Rekonstruktionen kleiner Objekte im
einstelligen Mikrometerbereich erlaubt wurde entsprechend den Empfehlungen der ,,Gui-
delines for assessment of bone microstructure in rodents using micro-computed tomo-
graphy“durchgefiihrt [134]. Es wurde im Folgenden die Trabekel der distalen Metaphyse

der Mausefemora der verschiedenen Gruppen untersucht (Tabelle 7)

Tabelle 7: Anzahl der Untersuchten Proben im uCT

Gruppe | Gruppe 2 | Gruppe 3 | Gruppe4 | Gruppe5 | Gruppe6

1 Combi Miglu HPRCD MIGLU HPRCDx

NONE
Npc1”, f 6 5 6 5 7 9
Npct1™*,f |7 6 6 4 5 7
Npc1™, f 7 0 0 0 0 0
Npc1”,m |7 8 5 4 4 4
Npc1”, m | 4 7 6 5 5 4
Npc1”, m |3 0 0 0 0 0

2.2.4.1 Bildbeschaffung und Rekonstruktion

Nach Entfernung des Weichteilgewebes wurden die linken Femora gemeinsam mit fi-
xierten Kalibrierungsphantomen vertikal in einem Trinkstrohalm angeordnet. Die Sonden
wurden in einem Probenréhrchen mit Basotect-Schaum (BASF, Ludwigshafen, Deutsch-
land) fixiert. Die Knochendichten wurden anhand von Knochenphantomen mit definierten
Calciumhydroxylapatit-Dichten von 250 mg/cm?® und 750 mg/cm? kalibriert. Es erfolgte
die Spulung der Objekte mit 4 % (1,33 M) phosphatgepufferten PFA (Roth) und anschlie-
Rend der Scan im SkyScan 1173 uCT (Bruker, Kontich, Belgien). Die elektromagneti-
schen Wellen wurden bei einer Rohrenspannung von 40 kV und einem Rohrenstrom von
200 pA erzeugt und durch einen 0,5 mm didnnen Aluminiumfilter gefiltert. Zur Optimie-
rung der Ortsaufldsung und zur Reduktion von Rauschartefakten wurden in festgelegten
Rotationsschritten von 0,25° vier Einzelbilder jeder Position der Probe mit einer Belich-
tungszeit von 1700 Millisekunden aufgenommen. Die Probe drehte sich insgesamt 180°
um die Rontgenrdhre. Die Strahlung, welche durch das Gewebe abgeschwacht worden
ist, wurde mit einem CCD-Flachdetektor mit einer Auflésung von 2240 x 2240 Pixeln

erfasst. Die isotrope Bild-Pixel-Grofe betrug 5,69 um und die Farbtiefe lag bei 16 bit.

Die Rekonstruktion der Projektionsbilder in Querschnittsbilder wurde mithilfe der

NRecon Reconstruction Software (Version 2.2.0.6, Bruker) durchgefihrt. Dabei wurden
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die in den vielen Rotationsschritten erfassten Projektionen gemaf dem Feldkamp-Algo-
rithmus zu axialen Schnittbildern rekonstruiert, in denen die Absorptionsdichte jedes Vo-

xels durch den entsprechenden Grauwert dargestellt wurde.

2.2.4.2 Bildverarbeitung und Analyse

Nach Rekonstruktion der Daten im Data-Viewer (Version 1.7.0.1, Bruker), erfolgte die
Ausrichtung entlang der axialen, frontalen und sagittalen Achse. Mithilfe der CT-Analyser
Software (Version 1.23.0.2+, Bruker) und mit dem Programm Analyze (Version 12.0,
Bruker) wurden die Bilder verarbeitet sowie die dreidimensionale Rekonstruktion durch-
gefuhrt. Um die trabecular thickness darzustellen, wurden farbkodierte Modelle verwen-

det. Diese wurden mit CTvox (Version 3.3.1 (64bit), Bruker) generiert.

Als Referenzlevel fir die Ermittlung des Volume-of-Interest (VOI) des Femurs wurde der
erste proximale Knorpelsteg der Wachstumsplatte der distalen Femurkondylen festge-
legt. Um Verfalschungen der morphologischen Daten durch die primare Spongiosa an
der Wachstumsplatte zu vermeiden, wurde der zu untersuchende Bereich der trabeku-
laren Femurmetaphyse 38 Schichten (entsprechen 0,216 mm) proximal des Referenz-
bereichs gewahlt. Darauffolgenden wurden 308 Schichten (entsprechen 1,753 mm) in
die Auswertung einbezogen. Mit Hilfe der axialen Schnittbilder erfolgte die Aufteilung der
trabekularen von den kortikalen Knochenabschnitten, um das Volume-of-Interest (VOI)
zu bestimmen. Zunachst wurde der kortikale Abschnitt der Femurmetaphyse durch die
Computersoftware herausgerechnet. Nachfolgend wurde die Trabekel-ROI handisch auf

einen kleinen Abstand zur endokortikalen Oberflache erganzt (Abbildung 11).
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308 Schichten F ro nta I e VO I

1,753 mm

Referenzlevel

Abbildung 11: Darstellung eines uCT-Schnitts durch das Femur.

Das zu analysierende Volume-of-Interest (VOI) des Femurs wurde mit einem Mindestabstand zur distalen
Epiphyse (Referenzlevel) und der endostalen Diaphyse gesetzt.

Anschlieend erfolgte mittels Binarisierung die Umwandlung des Graustufenbildes in ein
Schwarz-Weil3-Bild, dadurch wurde der mineralisierte Knochen vom Hintergrundgewebe
differenziert. Die Untersuchung des trabekuldren Knochens fand anhand separater
Schwellenwerte, sogenannter Thresholds statt. Fur die trabekuldaren Zonen des Femurs
wurden Grauwerte von 110-225 analysiert. Fur die strukturbezogene Analyse der

Femurkortikalis Grauwerte zwischen 80-255.

Damit die trabekularen Bereiche der Knochen besser anhand fester Punkte charakteri-
siert werden konnten, wurden folgende Parameter festgelegt: Die trabecular number
(Tb.N) wurde als inverse Funktion des mittleren Abstands zwischen der Achse der Plat-
ten und der Spongiosastange angegeben, die trabecular thickness (Tb.Th) wurde direkt
als Mittelwert der lokalen Dicke aller Knochenvoxel in 3D ohne Modellannahmen gemes-
sen. Die trabecular separation (Tb.Sp) wurde als Mittelwert der Voxel des Abstands zwi-
schen den Trabekeln berechnet. Die Verhaltnisse von bone volume zu tissue volume

(BV/TV) und von bone surface zu bone volume (BS/BV) wurden gemessen, um den vo-
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lumetrischen Teil des Knochens im Verhaltnis zum Gesamtvolumen und den Trabekel-
umfang zum volumetrischen Teil des Knochens zu bestimmen. Die Parameter, die zur
Beschreibung der Knochenarchitektur verwendet wurden, umfassen den trabecular pat-
tern factor (Tb.Pf) und den structure model index (SMI). Der SMI ist ein Modellindex, der
die strukturelle Verbindung von Platten und Staben im Verhaltnis zu ihrer Anzahl quan-
tifiziert. Der Tb.Pf berechnet die Unterbrechung der Trabekel und ist héher, wenn es

weniger Verbindungen gibt.
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2.2.5 Molekularbiologie

2.2.5.1 RNA-Isolation

Im ersten Schritt der RNA-Isolation wurden die Wirbelkérper zusammen mit 1000 ul Ql-
Azol (Qiagen, Venlo, Niederlande) gemischt. Die Wirbelkdrper wurden dann fur 1 bis 2
min, je nach GroRe der Probe, mit Hilfe einer Zirkonoxid Mahlkugel (Kobe, Marburg,
Deutschland) in einer Schwingmuhle (Type MM400, Retsch, Haan, Deutschland) ge-
mahlen. Nach Zugabe von 200 pl Chloroform (Sigma-Aldrich) wurde fur 15 s gevortext
(LLG-unlTexer 1, LLG Labware, Meckenheim, Deutschland) und anschlieend 2 min in-
kubiert. Danach fand die Zentrifugation bei 4 °C und 14000 revolutions per minute (rpm)
statt (15 min). Die abgetrennte wassrige Phase wurde abpipettiert und mit einer Volu-
meneinheit 70 % (12 mol/l) Ethanol versetzt. Das Gemisch aus RNA und Ethanol wurde
anschliefend mit dem Rneasy Mini Kit (Qiagen) weiterverarbeitet. Zuerst wurde dabei
das Gemisch auf eine RNeasy Mini Spin Column aufgetragen und fir 15 s bei 8000 rpm
und Raumtemperatur zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand verworfen und der
Schritt solange wiederholt, bis das komplette RNA-Ethanol-Gemisch die Spin Column
durchlaufen hatte. Die in der Spin Column gebundene RNA wurde anschlieRend mit 700
pl RW1 Puffer und zweimal mit 500 pyl RPE-Puffer aus dem Rneasy Mini Kit in der Zent-
rifuge gewaschen. Zuletzt blieb die reine RNA in dem Filter der Saule zurtck, die bei
einer letzten Zentrifugation mit 30 ul RNase-freiem Wasser (Qiagen) aus dem Filter elu-
iert wurde. Abschlieend wurde spektrometrisch die Reinheit und die Konzentration der
RNA, in ug/ul, im Nanodrop-Spectrophotometer (ND-1000, Nanodrop Technologies, Wil-
mington, US) bestimmt und die Proben bei -80 °C gelagert.
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2.2.5.2 cDNA-Synthese

Die RNA wurde mit dem Quantitect® Reverse Transcription Kit (Qiagen) in cDNA um-

geschrieben. Dafir wurden im Detail folgende Schritte durchgefiihrt:

Erstens wurden 3 ul des Wipeout buffers (Qiagen) mit 1,5 yg RNA vermengt und mit
RNase freiem Wasser auf ein Endvolumen von 21 ul gebracht. Das Gemisch wurde an-
schlief’end bei 42 °C im iCycler Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories, Inc., Kalifornien,
US) inkubiert (5 min). Von dem entstehenden Gemisch wurden 14 pl fir die Reverse

Transkription (RT+) und 7 pl fUr die Negativkontrolle (RT-) verwendet.

Anschlielend wurden 6 pl des RT+- mastermix zu den RT+ beziehungsweise 3 ul des
RT- mastermix zu den RT- Cups gegeben. Der RT+- mastermix fur die cDNA-Synthese
wurde vorher angesetzt aus 1 yl RT-Primer Mix, 4 ul 5x-Quantiscript RT-Puffer und 1 pl
Quantiscript Reverse Transkriptase. Der mastermix fur die Negativkontrollen wurde in
halber Menge, aber dem gleichen Verhaltnis angesetzt. Es wurde anstelle von 0,5 pl
Quantiscript Reverse Transkriptase 0,5 ul RNAse freies Wasser hinzugegeben. Im drit-
ten Schritt fand die Reverse Transkription im iCycler bei 42 °C fir 30 min statt. In einem
letzten Schritt wurde die Reverse Transkriptase bei einer vierminitigen Inkubation bei

95 °C deaktiviert. Die fertig umgeschriebene cDNA wurde bei —20 °C gelagert.

2.2.5.3 Real-time reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion

Fir alle Messungen wurden die cDNA 1:10 verdinnt. Die Primer (Tabelle 7) wurden aus
je 5 ul forward Primer (200 pmol/ul) und 5 pl reverse Primer (200 pmol/pl) mit 40 pl
RNAse-freiem Wasser verdinnt angesetzt. Der fUr die real-time reverse Transkriptase
PCR (RT-PCR) verwendete mastermix setzte sich zusammen aus 0,8 yl RNAse freiem
Wasser, 0,2 yl Primer und 5 pl Qiagenfast SYBR Green mastermix (LOT: 166049404,
Qiagen). Fur den ALP-Primer wurde ein anderer mastermix verwendet, bestehend aus
3,8 ul RNAse freiem Wasser, 0,2 pl Primer und 2 pyl FastStart DNA Master™s SYBR
Green | (Roche, Basel, Schweiz). Diese 6 yl mastermix wurden in Glaskapillaren (Ro-
che) pipettiert und mit 4 yl cDNA versetzt. Die Kapillaren wurden anschlieffend bei 450
rpm fur eine Minute zentrifugiert. Im LightCycler 2.0 (Roche) wurden die Proben nun bei
95 °C denaturiert (5 min). Daraufhin folgten 40 Zyklen in denen nach 10 s Denaturierung

bei 95 °C das Annealing und die Elongation fiir 30 s bei 60 °C erfolgten. Am Ende jedes
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Zyklus wurde die Fluoreszenz der Proben gemessen. Danach erfolgte das Erstellen ei-
ner Schmelzkurve bei kontinuierlicher Temperaturerhéhung um 0,1 °C/s auf 95 °C. Die
real-time RT-PCRs mit dem Primer ALP verliefen aufgrund des anderen mastermix leicht
verandert. Hier wurden 10 min bei 95 °C denaturiert und in den 40 Zyklen wurde jeweils
fur 5 s bei 95 °C denaturiert und 10 s bei 72 °C gehalten, um das Annealing und die

Elongation ablaufen zu lassen.

In den runs wurden immer jeweils die zu untersuchende cDNA in Doppelbestimmung mit
zusatzlich mindestens einer Negativkontrolle verwendet. Bei der Negativkontrolle wurde
anstelle von cDNA RNAse freies Wasser eingesetzt. Zudem wurden bei jedem Primer
RT-Kontrollen in Einfachbestimmung gemessen, bei dem nichtintron-spannenden Cx43
wurden diese bei jeder Probe mitgefihrt, bei den anderen Primern exemplarisch. Nach
jeder PCR-Amplifikation wurde zwecks Uberpriifung der Reinheit und Spezifitat der Pro-
dukte eine Schmelzkurve angefertigt, indem unter schrittweiser Erhéhung der Tempera-

tur die Fluoreszenzintensitat aufgezeichnet wurde.

Mit der LightCylcer-Software (Version 4.1, Roche) wurde flir jede Probe die Analyse
durchgefihrt.

Tabelle 8: Verwendete Primer.

Primer Accessionnum- Sequenz Lange
ber (Basen-

paare)

R-Actin NM_007431.2 F: TCA-GCT-AAT-GCA-CAA-TAT- CAA- 165

intronspan- GG

nend R: TCC-ACA-TCA-GTT-CTG-TTC-TTC-G

Ctsk NM_007802.3 F: GAG-GCG-GCT-ATA-TGA-CCA-CT 119

intronspan- R: CTT-TGC-GGT-GGC-GTT-ATA-CA

nend

ALP NM_007431.2 F: TCA-GCT-AAT-GCA-CAA-TAT-CAA-GG | 87

intronspan- R: TCC-ACA-TCA-GTT-CTG-TTC-TTC-G

nend

Sphk1 NM_025367 F: TGG-TGA-ATG-GGC- TAA-TGG-AAC 244

intronspan- R: CTT- CAT-TAG-TCA-CCT-GCT-CG

nend

Cx43 NM_010288.3 F: TGC-TTC-CTC-TCA-CGT-CCC-AC 127
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nicht R: CGC-GAT-CCT-TAA-CGC-CCT-TG
intronspan-

nend

(F = forward, R= reverse)

2.2.5.4 PCR-Etablierung

Die Primer ALP, CtsK, Cx43 und das Referenzgen R-Actin waren im Labor fir experi-
mentellen Unfallchirurgie bereits etabliert und wurden nach vorhandenem Protokoll ver-
wendet. Der Primer Sphk1 wurde neu durch eine nested PCR etabliert. Fur die Erstellung
einer Standardreihe wurde das 1:1.000.000 verdinnte PCR-Produkt eines anderen
SPHK1-Primers verwendet (Tabelle 9). Dieses wurde in vier weiteren Schritten 1:10 wei-
ter verdinnt, um am Ende fiinf verschiedene Proben unterschiedlicher Konzentrationen

zu erhalten. Mit diesen Verdinnungen wurde eine RT-PCR durchgeflihrt.

Die linear logarithmische Standardkurve ergab fir den SPHK1-Primer eine Effizienz von
2,059 (Abbildung 12).
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Tabelle 9: Zur Etablierung verwendeter SphK1-Primer

Primer Accessionnumber | Sequenz Lange
(Basen-
paare)

Sphk1 NM_025367.7 F: TAC-TCA-CCG-AAC-GGA AGA-AC 321

intronspannend R: CAC-CAG-TGT-AGA GGC-GGG

Abbildung 12: Logarithmische Standardkurve SPHK1-Primer.
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2.2.6 Klinische Umfrage

Um die Ergebnisse aus den murinen Untersuchungen in Korrelation mit dem Knochen-
status von NPC-Patienten zu setzen, wurde eine Umfrage in den NPC-Selbsthilfegrup-
pen ,Niemann-Pick Selbsthilfegruppe Deutschland e.V.* und ,NP Suisse* durchgefihrt.
Fur die Umfragen existiert ein positives Ethikvotum (AZ 234/21) an der Justus-Liebig-
Universitat GieRen. Die Probanden beziehungsweise deren gesetzlicher Vormund be-
statigten schriftlich ihr Einverstandnis zur Verwendung der Daten zu wissenschaftlichen
Zwecken. Es wurden, anhand eines Fragebogens, Daten zum Knochenstatus der NPC-
Betroffenen erhoben (siehe Kapitel 9.1). Es wurden die Symptome der Betroffenen und
deren Beginn, die Frakturinzidenz, das Vorliegen von Knochen- und Gelenkschmerzen,
sowie die Medikamenteneinnahme (insbesondere detailliert die Einnahme, des fur die
Behandlung von NPC zugelassenen Miglustat®) abgefragt. Des Weiteren wurden még-
liche Einflussfaktoren auf den Knochenstatus wie die Menopause, der Nikotinabusus
oder Nebenerkrankungen erfragt. Auch sollten die Betroffenen, wenn maéglich, Aussagen
zu deren Kalzium- und Cholecalciferolwerten machen, wenn bereits Blutuntersuchungen
der Werte stattgefunden hatten. Als Kontrollgruppe wurden Alters- und Geschlechts-ge-
matchte Probanden ausgewahlt, wobei beim Alter eine Differenz von sechs Monaten
toleriert wurde. Da die Mindestzahl an Patienten, die fir eine statistische Analyse not-
wendig ware in funf Jahren Laufzeit nicht erreicht werden konnte, erfolgte die Auswer-

tung der Daten ausschlieRlich deskriptiv.

2.2.7 Statistische Analyse

FUr die statistische Auswertung der Versuche wurde das Programm SPSS (Version 29,
SPSS Institute INC., Chicago, US) und die Software R (Version 4.1.1-4.2.2,R Founda-
tion, Wien, Osterreich) verwendet. Mittels des Kolmogorov-Smirnov Test wurden die Da-
ten auf eine Normalverteilung untersucht. Anschliefend wurden die Daten mithilfe des
nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Tests, bei mehr als zwei Proben verglichen und bei
Signifikanz mithilfe des Mann-Whitney-U Tests, bei zwei zu vergleichenden Datenblo-
cken. Zur Veranschaulichung der verschiedenen Versuchsergebnisse wurden Box-
Whisker-Plots verwendet. Diese Diagramme reprasentierten die Verteilung der Daten

wie folgt: Die rechteckige Box entsprach dem Interquartilbereich, die obere Grenze der
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Box wurde durch das 75. Perzentil und die untere Grenze durch das 25. Perzentil fest-
gelegt. Innerhalb der Box ist der Median durch einen schwarzen Strich dargestellt wor-
den. Eventuelle Ausrei3er wurden mit einem Punkt gekennzeichnet. Signifikanzniveaus
wurden anhand von p-Werten < 0,05 bestimmt und als Striche oberhalb der Diagramme
dargestellt. Um Einflussfaktoren bei der Messung des BAr.TAr und des BS.TAr zu be-
rucksichtigen wurden zudem mehr-faktorielle ANOVAs und post-hoc t-Tests mittels der
Software R berechnet. Aufgrund von Wechselwirkungen der Effekte mit dem Ge-
schlecht, wurden Subgruppenanalysen fur das Geschlecht durchgefiihrt. Diese Berech-
nungen wurden mit Hilfe des Instituts fur medizinische Informatik der Justus-Liebig-Uni-

versitat GielRen unter Betreuung von Frau Dr. Windhorst durchgefinhrt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 HISTOMORPHOMETRIE

Die HE-gefarbten Praparate wurden auf ihre relative Knochenflache und auf ihren rela-
tiven Trabekelumfang untersucht. Dabei wurden 69 Npc1”*-Mause, 70 Npc1'-Mause
und 15 Npc1*-Méause einbezogen. Die genaue Aufteilung in die einzelnen Untergruppen

ist Tabelle 1 (Kapitel 2.1.1.1) zu entnehmen.

Bei den weiblichen (p = 0,03), sowie den mannlichen (p = 0,047) Npc1"-Mausen, die die
NPC-Erkrankung widerspiegeln, wurde eine signifikante Reduktion der relativen Kno-

+/+

chenflache (BAr.TAr) im Vergleich zu den gesunden Npc1”*-Mausen gemessen (Abbil-
dung 13). Dabei wurden nur die Werte der unbehandelten Tiere einbezogen. Die Ana-

lyse der relativen Knochenoberflache ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen

Npc1” und Npc1™ (nicht dargestellt). Ebenso war der Vergleich der Npc1™*- mit den
Npc1*"-Mausen nicht signifikant.
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Abbildung 13: Histomorphometrische Untersuchung der relativen Knochenflache der unbehandel-

ten Mause.
(Punkte stellen Ausreiser dar, BAr.TAr = relative Knochenflache, m = mannlich, f = weiblich)
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Bei der Untersuchung des Knochenstatus der Tiere unter Betrachtung ihres Npc1-Ge-
notyps und ihrer Behandlung, nicht mehr unterschieden nach Geschlecht, zeigte sich in
der Gruppe 1 ebenfalls eine signifikante Verringerung der BAr.TAr bei den Npc1"-Mau-
sen im Vergleich zu den Npc1**-Mausen (p = 0,019). Ebenso zeigte sich die BAr.TAr
der Npc1-Mause in der scheinbehandelten Sham-Gruppe signifikant verringert im Ver-
gleich zu den korrespondierenden Wildtypen (p = 0,003; Abbildung 14). Bei der relativen
Knochenoberflache gab es keine signifikanten Unterschiede (nicht dargestellt). Die
Werte fir die Npc1*-Méuse wurden nicht berechnet. Ebenso wurde Gruppe 6 ,HPRCDx"
aus der Berechnung herausgenommen, da hier nur weibliche Praparate vorlagen. Bei-

des wurde jedoch dennoch in die Grafik mit aufgenommen (Abbildung 14).
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B miGLU
B3 HPBCDx
0.1 ‘
Npc1++* Npc1-- Npc1+-

Abbildung 14: Histomorphometrische Untersuchung von Npc1**-, Npc1/-, Npc1**-Mausen in Abhan-
gigkeit zu ihrer medikamentésen Behandlung.
(Punkte stellen Ausreiser dar, BAr. TAr = relative Knochenflache)

In einer ANOVA-Analyse wurden die BAr.TAr (Abbildung 15) sowie BS.TAr (Abbildung
16) unter Beriucksichtigung des Gentyps, der Behandlung und des Geschlechts unter-
sucht. Aufgrund einer potentiell ungleichmafigen Verteilung der Qualitat in den Subgrup-
pen wurde die TAr als Qualitatsvariable berlcksichtigt. Hierbei traten bei den mannlichen
Tieren sowohl bei der BAr.TAr als auch bei der BS.TAr keine signifikanten Unterschiede
auf. In der Gruppe 1 NONE zeigte sich das Konfidenzintervall allerdings nur sehr knapp
Uberlappend (p = 0,0075) (Abbildung 17). Bei den weiblichen Tieren fielen in jeder
Gruppe eine stark signifikante verringerte BAr.TAr auf (gemittelt Uber die Werte aller
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Gruppen p<0,0001). Dabei wurden die Tiere jeweils nur in ihrer jeweiligen Behandlungs-
gruppe verglichen. Die Werte fiir die BS.TAr von weiblichen Npc1**-M3usen versus
Npc1-Mausen waren zwar signifikant verringert fur die Npc1-Mause (p = 0,0161; ge-
mittelt Gber alle Behandlungsgruppen), allerdings Uberschnitt sich das Konfidenzinter-
vall. Die Werte fiir die Npc1™-Mause wurden zwar in die Grafik aufgenommen, allerdings

nicht mitberechnet.
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Abbildung 15: ANOVA-Analyse des BAr.TAr unter Beriicksichtigung des Genotyps, der Behandlung und des Geschlechts.
Die TAr wurde als Konfounder berlcksichtigt, sodass Knochen mit einer gréReren auswertbaren Gesamtflache eine héhere Wertigkeit zugesprochen bekommen. Es zeigt sich bei den

mannlichen Tieren keine Signifikanz. Bei den weiblichen Tieren zeigt sich gemittelt Giber alle Behandlungsgruppen ein signifikanter Unterschied (p<0.001) zwischen Npc7** und Npc1-
" (m = mannlich, f = weiblich, BAr.TAr = relative Knochenflache, TAr = tissue area, Punkte stellen Ausreiser dar).
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Abbildung 16: ANOVA-Analyse der BS.TAr unter Beriicksichtigung des Genotyps, der Behandlung

und des Geschlechts.

Die Ergebnisse flr die weiblichen Npc1**- und Npc17-Mause, gemittelt Gber die Behandlungen, sind zwar

e e+

signifikant, allerdings Uberschneidet sich das Konfidenzintervall. (m = mannlich, f = weiblich).

Npet1+
Npc1++
Npet1+
Npc1++
Npet1+
Npc1++
Npet1+
Npc1++

Npet1+
Npc1++

Abbildung 17: Konfidenzintervalle fiir BAr von mannlichen WT- und KO-Méausen in den jeweiligen

Behandlungsgruppen.

Gruppe 1 NONE ist zwar mit einem p von 0,0075 signifikant, allerdings Uberlappen die Konfidenzintervalle.

0.10

0.15

Konfidenzintervalle

In den anderen Untergruppen gibt es keine statistisch signifikanten Unterschiede.
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Weiter wurde der Einfluss von HPRCD auf den Knochenstatus der Mause untersucht.
Dazu wurden die Gruppe NONE und die Gruppe ,HPRCD* unter Berlcksichtigung des
NPC-Status vergleichend betrachtet. Hier zeigte sich fur KO-Mause keine relevanten
Unterschiede bei BAr.TAr (p = 0,969) und fur BS.TAr (p = 0,101). Bei den WT-Mausen
war eine signifikant groRere relative Knochenoberflache in der NONE-Gruppe im Verge-
leich zu der ,HPBCD* zu verzeichnen (p = 0,016). Die relativen Knochenflache war mit p
= 0,073 nicht signifikant unterschiedlich (Abbildung 18 + 19). Es konnten jedoch Vari-
anzen bei den Standardabweichungen vom Mittelwert mit 0.1477 + 0.0426 fir NONE
und 0.1194 £ 0.0376 fur HPRCD festgestellt werden. Ebenfalls lag der Median der
HPRCD-Gruppe bei den Npc1™”*-Mausen mit einem Wert von 0,108 unter den Median-
werten der Gruppen NONE, COMBI, Sham und MIGLU, die sich in einem Bereich von
0,121 fr die Gruppe COMBI bis hin zu 0,142 fir die Sham-Gruppe bewegten.

Nﬂl: 1+.-4 N,ﬂcf"_

0257 * p=0,073 " P=0,969

0.20 <

0.10+ EEI

0.05 7

T T
None HPRCD None HPRCD
treat

Abbildung 18: BAr.TAr verglichen zwischen den Behandlungsgruppen NONE und HPRCD.

Dabei wurde der Genotyp der Mause als Variable berlicksichtigt. Es zeigen sich sowohl bei den Npc1*/+- als
auch bei den Npc1/-Mausen keine signifikanten Unterschiede. (Punkte stellen Ausreiser dar)
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Abbildung 19: Relative Knochenoberflache (BS.TAr) der Npc1**- und Npc17-Miuse aus den Behand-
lungsgruppen NONE und HPRCD

Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied bei den Npc1**-Mausen (p = 0,016). Bei den Npc1“-Mausen
wurden keine Differenzen festgestellt. (* = p< 0,005, Punkte stellen Ausreiser dar)
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3.2 DESKRIPTIVE HISTOLOGISCHE UNTERSUCHUNG

3.2.1 Toludinblau und Hamatoxylin-Eosin-Farbung

50 Praparate der Gruppe 1 NONE wurden in sechs Untergruppen unterteilt (Tabelle 10)
und lichtmikroskopisch sowohl in HE-Farbung als auch in Toludinblau-Farbung verblin-

det evaluiert.

Tabelle 10: Unterteilung der Behandlungsgruppe 1 in sechs Gruppen

Gruppe Genotyp + Geschlecht Anzahl
1 Npc*™* | mannlich 7

2 Npc*"* | weiblich 16

3 Npc’-" mannlich 9

4 Npc™’- | weiblich 9

5 Npc*" | mannlich 4

6 Npc*" | weiblich 5

Bei der Betrachtung fiel auf, dass in den Npc1”-Gruppen im Vergleich zu der jeweils
demselben Geschlecht angehérigen Wildtypgruppe die Trabekel bei den meisten Pra-
paraten zarter ausgepragt waren (Abbildung 20). Die Anzahl der Knochenbalkchen
schien leicht reduziert zu sein. Dieser Unterschied konnte, sowohl in der Metaphyse der
Knochen, als auch in den auswertbaren Epiphysen beobachtet werden. Auffallig war
ebenfalls, dass die subepiphysére Verdichtung der Trabekel bei den Npc1”-Mausen we-
niger ausgepragt war (Abbildung 20 E). Die Npc1*” Proben zeigten keine Unterschiede

+/+

zu den Npc1**-Proben. Die Trabekelqualitat bei den Npc1”-Tieren fiel sehr unterschied-

lich aus.
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Abbildung 20: HE-Farbung der Trabekel von Gruppe 1.

(A) Méannliche WT-Maus (Mafistab 500 pym). (A2) Méannliche Npc1**-Maus aus A mit dem MaRstab 200 ym (Mafistab
gilt ebenfalls fiir B-F). (B) Mannliche Npc17-Maus mit deutlich schmaleren Trabekeln. (C) Mannliche, Npc7*-Maus.
(D) Weibliche Npc1**-Maus mit deutlicher Verdichtung der Trabekel in der Nahe der Epiphysenfuge. (E) Weibliche
Npc17-Maus mit reduzierter Trabekelanzahl. (F) Weibliche, Npc1*-Maus.



Ebenfalls zeigte sich, dass das Knochenmark der Npc1”-Mause deutlich weniger dicht
war (vergleiche Abbildung 20 A + D mit B + E). Es fiel ein verbleibender, schaumiger
Anteil in den ausgewaschenen kleinen Léchern auf (Abbildung 21). Die Locher an sich
waren zu klein, um von ausgewaschenen Adipozyten zu stammen. Auflerdem konnten
in allen Proben weitere, groRere Lécher, welche klar auf ausgewaschenen Adipozyten
zurickzufihren sind, in gleicher Anzahl beobachtet werden. Die Relikte der Adipozyten
unterschieden sich auch zwischen den Proben. Allerdings gab es hier innerhalb der
Gruppen eine so groRe Streuung, dass nicht von einem Unterschied zwischen Npc1”

und Npc1** gesprochen werden kann.

100 pum

Abbildung 21 Knochenmark einer mannlichen Npc77-Maus. Ausgewaschene Relikte beispielhaft mit
Pfeil markiert.
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3.2.2 ASMA-Farbung

Es wurden ebenfalls 50 Praparate der gleichen Versuchstiere (Tabelle 10), in einer im-
munhistochemischen Farbung mit dem ASMA-Antikérper verblindet untersucht. Der Fo-
kus lag dabei auf den ASMA-positiven Bereichen, die im Knochen lediglich in den Ge-
fakwanden vorkommt. Ausgenommen hiervon sind postkapillare Venolen, Kapillaren

und Sinusoide, da diese keine glatte Muskulatur in ihrer GefaRwand besitzen [135].

Die lichtmikroskopische Evaluierung ergab keinen Unterschied zwischen den Wildtyp-
und den Npc7”-Proben (Abbildung 22). Es lie sich gut erkennen, dass das Knochen-
mark der Npc1**-Mause viele ASMA-positive Bereiche enthielt (Bsp. Abbildung 22 B).
Bei den Npc1”-Mausen lassen sich im Knochenmark duRerst selten vereinzelt ASMA-
positive Bereiche finden. Limitierend war bei der Beobachtung die Qualitat der Proben,
da diese stark schwankte und sich die intakten Bereiche bei den einzelnen Proben stark
unterschieden. Eine histomorphometrische Untersuchung war somit ausgeschlossen.
Die heterozygoten Versuchstiere wiesen lichtmikroskopisch keinen Unterschied zur

Wildtypgruppe auf.
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Abbildung 22: ASMA-
Immunhistochemie
mit Hamatoxylin-Ge-
genfarbung

(D) Mannliche
Npc1**-Maus
(Mafstab 500 um). (A)
weibliche
Npc1**-Maus  (Mal3-
stab 200 ym; gilt fur A,
B, C, D2, E, F).

(B) Weibliche Npc1--
Maus.

(C) Weibliche
Npc1*-Maus.

(D2) Mannliche
Npc1**-Maus

(E) Mannliche
Npc17-Maus.

(F) Heterozygote
Npc1*-Maus.
Schwarze Pfeile  zei-
gen ASMA-positive
Gefale.



3.2.3 Kossa-van-Gieson und Movat-Pentachrom Farbung

Die Kossa-van-Gieson- und die Movat-Pentachrom-Farbungen wurden durchgefiihrt, um
in den histologischen Schnitten eventuell vorliegende Unterschiede beim Knochen-
mineral festzustellen. Bei der Kossa-van-Gieson-Farbung wurden mineralisierte Berei-
che des Knochens schwarz, das Osteoid hingegen wird rot angefarbt. Abbildung 23 zeigt
Praparate aus Gruppe 1 in der Kossa-Gieson-Farbung. Leider sind die Strukturen wei-
testgehend destruiert und es kdnnen lediglich einzelne Fragmente beobachtet werden
(Abbildung 23 A,C,D,G,H,K,L). In der verblindeten lichtmikroskopischen Untersuchung
zeigten sich keine Unterschiede zwischen Npc1**-, Npc1'- und Npc1*--Mauseknochen.
Die Farbung war aufgrund der Altersdifferenz der Proben sehr heterogen. Das Osteoid,
das durch die rote Anfarbung in der Kossa-van-Gieson Farbung identifiziert wurde,
konnte in allen Epiphysenfugen der Proben nachgewiesen werden. Im Bereich der Spon-
giosa lag nur sehr wenig beziehungsweise oft auch kein rot angefarbtes Osteoid vor. Die
Substantia compacta war in allen Proben Grofdteils ubiquitar schwarz markiert. Aller-
dings wurden Teilbereiche alterer Proben nicht korrekt gefarbt (blauer Pfeil; Abbildung
23 H). Aufgrund des sehr schlechten Gewebeerhalts wurde auf eine histomorphometri-
sche Auswertung der Farbung verzichtet wurde. Die Movat-Pentachrom stellt minerali-
sierten Knochen hellgelb, mineralisierten Knorpel blaugrin, nicht-mineralisierter Knorpel
gelb und nicht-mineralisierter Knochen, elastische Fasern, und Muskelgewebe hellrot
dar. Gleich den Knochenschnitten der Kossa-van-Gieson Farbung zeigten sich aller-
dings auch die Praparate in der Movat-Pentachrom Farbung weitestgehend destruiert.
Die verbliebenen Abschnitte sind in Abbildung 23 (B, E, F, I, J, M, N) dargestellt. Das
Farbemuster der Movat-Pentachrom-Farbung war diffus. So war beispielsweise die
Ephiphysenfuge in manchen Proben stark griin und in anderen gelb angefarbt (Abbil-
dung 23 F versus 23 |). Das Knochenmark war teils rot-, teils braun-, teils gelb-gefarbt.

Nach der Entblindung der Untersuchung konnte dabei kein Muster ausgemacht werden.
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Abbildung 23: Kossa-van-
Gieson Farbung  (links)
und Movat-Pen-
tachrom Farbung.
(rechts) (A) Weibliche KO-
Maus (MaRstab 500 pm).
(B) mannliche KO-Maus
(Vergrofierung entspre-
chend dem Mafstab von A).
(C) und (E) mannliche WT-
Maus. (D) und (F) weibliche
WT-Maus. (G) wund (l)
mannliche KO-Maus. (H)
und (J) weibliche KO-Maus.
(K) und (M) heterozygote,
mannliche Maus. (L) und
(N) heterozygote, weibliche
Maus. (C-N Mafistab 200
um). Pfeil in H markiert
falschlich rot gefarbte Korti-
kalis.



3.2.4 Giemsa-Farbung

Die Giemsa-Farbung sollte fir die Betrachtung zellularer Details im Knochenumfeld ge-
nutzt werden. NPC-charakteristische Makrophagen mit blau-grauem Zytoplasma, soge-
nannte sea-blue-Histiozyten, die in der Giemsa Farbung besonders gut zu beobachten
sind, sollten durch diese Farbemethode detektiert werden. Aufgrund der Fixierung und
der Einbettung der Proben konnten die Praparate in der Giemsa-Farbung nicht verwertet
werden, da jegliche Lipide bereits aus den Praparaten herausgewaschen waren. Leider
war deshalb eine lichtmikroskopische Auswertung der Praparate in der Giemsa-Farbung

nicht moglich.

3.3 pCT-UNTERSUCHUNG

Vor der histologischen Untersuchung wurden die trabekularen Anteile der linken Femora
von einem Teil der Versuchstiere im yCT auf ihre morphologischen und densitometri-
schen Eigenschaften untersucht. Die statistisch signifikanten Unterschiede zwischen
den Npc1” und Npc1™-Versuchstieren sind der (bersichthalber in nachfolgender Ta-
belle (Tabelle 11) dargestellt. Die folgenden Abbildungen 24-26 stellen die signifikanten
Unterschiede graphisch dar. Abbildung 27 illustriert am Beispiel einzelner Praparate ge-
messenen Unterschiede zwischen Npc1” und Npc1**. Hier zeigen die Abbildungen 27
A und 27 B die Mikroarchitektur des Knochens an der distalen Metaphyse des rechten
Femurs am Beispiel zweier Praparate der Gruppe 1. Abbildung 27 C und 27 D zeigen
dieselben Praparate. In diesen Abbildungen wurde die Strukturendickenverteilung der
Trabekel mittels color tresholding farblich dargestellt. Die Farbe Rot entspricht dinnen
Trabekeln im Bereich von 6,89 um bis ca. 35 um. Blau entspricht dem Bereich von ca.
55 um bis 108,1 um. Grin entspricht dem Bereich von ca. 35 ym bis 55 ym Trabekeldi-
cke. Der Balken in Abbildung 27 C visualisiert den Ubergang der Colorierung. 27 E und

27 F erganzen die Darstellung um Praparate der Sham-Gruppe.

63



Zusatzlich zum Vergleich der Npc1- mit den Npc1**-Proben wurden fiir die nichtbehan-
delten Gruppe 1 die Unterschiede zwischen heterozygoten Tieren und Mutanten, bezie-
hungsweise Wildtypen untersucht. Hierbei wiesen die weiblichen Npc1”-Mause im Ver-
gleich zu den weiblichen Npc1™”-Mausen ein signifikant niedrigeres BV/TV auf (p =
0,003). Ebenfalls war die Trabekeldicke bei den weiblichen Npc1”-Tieren stark signifi-
kant verringert im Vergleich zu den heterozygoten Tieren (p < 0,001). Die relative Kno-
chenoberflache zeigte sich in dieser Gruppe bei den weiblichen Npc1”-Méusen signifi-
kant grof3er im Vergleich mit den weiblichen heterozygoten (p = 0,001) Tieren. Des Wei-
teren zeigte sich eine stark signifikant verringerte trabecular number (p = 0,008) im Ver-
gleich zwischen den weiblichen Npc1”-Mausen und den Npc1*--Mausen, sowie stark
signifikant erhdhte Werte der Npc1”- versus den Npc1*--Mausen bei den beiden Kno-
chenkonnektivitatsparametern trabecular pattern factor (p = 0,002) und dem structure
model index (p = 0,013; Abbildung 24).

Es wurde kein signifikanter Unterschied zwischen den méannlichen Npc77-Mausen und
den Npc1*-Mausen beobachtet. Ebenso zwischen den Wildtypgruppen und den hete-
rozygoten Tieren zeigte sich kein signifikanter Unterschied in allen gemessenen Para-

metern bei beiden Geschlechtern.
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Tabelle 11: Uberblick signifikanter Unterschiede der uCT-Analyse

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Gruppe 5 Gruppe 6
NONE Combi Sham HPRCD Miglu HPRCDx
W [M |[W [M |[W [M |[W [M |[W [M |[W [M
Para- Signifikante Unterschiede Npc71/-Mause vs. Npc1**-Mause
BV/
TV p=0,027 p=0,012 p= 0,004 p= 0,009
BS/
TV p=0,007 p=0,02 p=0,004 p=0,005
Tb.Th
Tbsp p=0, p=0, p=0, P=0,f P=0,f
p=0,014 p=0,036 p=0,04
Tb.N
p=0,012 p=0,042 p= 0,041 p= 0,009 p=0,04
TOPE 14 e
SMI T - p=0,05 p=0,009 p=0,005

Betrachtet werden jeweils die signifikanten Unterschiede der Npc1---Mé&use versus den Wildtypen mit dem
Geschlecht als Storvariable. Ein Pfeil nach oben (1) entspricht signifikant héheren Werten der Npc1-Ko-
horte im Vergleich mit den Wildtypen. Ein Pfeil nach unten (|) vice versa. Leere Checkboxen entsprechen

keinem statistisch signifikanten Unterschied.

Verhaltnis bone volume zu tissue volume (BV/TV), bone surface zu bone volume (BS/BV), trabecular thick-
ness (Tb.Th), trabecular separation (Tb.Sp), trabecular number (Tb.N), trabecular pattern factor (Tb.Pf),

structure model index (SMI). Versus (vs.)
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Abbildung 24: Unterschiede im Knochenstatus von Npc1”- und Npc1**-, sowie heterozygoten Mausen der Gruppe
1.

Punkte stellen Ausreiser dar.

Verhaltnis bone volume zu tissue volume (BV/TV), bone surface zu bone volume (BS/BV), trabecular thickness (Tb.Th),
trabecular separation (Tb.Sp), trabecular number (Tb.N), trabecular pattern factor (Tb.Pf), structure model index (SMI),
Weiblich (f), Mannlich (m).
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Abbildung 25: Morphometrische Unterschiede zwischen Npc7”- und Npc1** in der scheinbehandelten Gruppe
3 (Sham).

Punkte stellen Ausreiser dar.

Verhaltnis bone volume zu tissue volume (BV/TV), bone surface zu bone volume (BS/BV), trabecular thickness (Tb.Th),
trabecular separation (Tb.Sp), trabecular number (Tb.N), trabecular pattern factor (Tb.Pf), structure model index (SMI),
Weiblich (f), Mannlich (m).
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Abbildung 26: Gegeniiberstellung der einmalig mit HPRCD behandelten Npc7/-Miusen und den nach gleichem
Schema behandelten Wildtypen.

Punkte stellen Ausreiser dar.

Verhaltnis bone volume zu tissue volume (BV/TV), bone surface zu bone volume (BS/BV), trabecular thickness (Tb.Th),
trabecular separation (Tb.Sp), trabecular number (Tb.N), trabecular pattern factor (Tb.Pf), structure model index (SMI), Weib-
lich (f), Mannlich (m).
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400 um 400 pm

Abbildung 27: Dreidimensionale Knochenarchitektur der Npc1**- und Npc1/-Mause

(A, C) weibliche, unbehandelte Npc1**-Maus. (B, D) weibliche, unbehandelte Npc17-Maus. (E) weibliche, scheinbehan-
delte Npc1**-Maus. (F) weibliche, scheinbehandelte Npc1**-Maus.
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3.4 MOLEKULARBIOLOGIE

Die Proben aus den Wirbelkérpern der 30 beziehungsweise 40-Tage alten Versuchstiere
wurden auf die Expression von Cx43, CtsK, ALP und SphK1 untersucht. CtsK wurde in
allen Proben exprimiert. Zwischen den Gruppen wurden keine signifikanten Unter-
schiede gefunden (p = 0,72; Abbildung 28).

relative CtsK-Expression

Q

Geschlecht d

Npcl -/- +/+ -/- +/+ -/- +/+ -/- +/+
Alter P30 P30 P30 P30 P40 P40 PAO P40

Abbildung 28: relative CtsK-Expression. .
(Px = postnataler Tag x, KO = Npc1#-Mause, WT = Npc1*--Mause, Punkte stehen fiir Ausreiler)
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Eine Cx43 Expression war in jeder untersuchten Probe messbar, allerdings zeigten sich

hier ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (p = 0,988; Ab-

bildung 29).

relative Cx43-Expression

0

]

807 e

Geschlecht i d

Npcl -/- +/+
Alter P30 P30

Abbildung 29: relative Cx43-Expression.

d
-/-
P40

d
+/+

P40

(Px = postnataler Tag x, KO= Npc17-Mause, WT = Npc1*--Mause, Punkte stehen flir Ausreiller)
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Die relative ALP-Expression war bei den weiblichen Npc1”-Mé&use signifikant hoher als
bei den mannlichen Npc1”-Mausen, sowohl bei den 30-tigigen (p = 0,03; Abbildung 30
A), als auch bei den 40-tagigen Mausen (p = 0,026; Abbildung 30 B). Bei den Npc1**-
Méause wurde kein Unterschied zwischen den Geschlechtern ausgemacht. Auch zeigte
der Vergleich der verschiedenen Genotypen, unterschieden nach Geschlecht, keine sig-

nifikanten Unterschiede (nicht dargestellt).

A * B *

relative ALP-Expression
relative ALP-Expression

M F M F

C P30, Npc1-- D P40, Npci--

M A M F

P30, Npc1** P40, Npc1*+*

relative ALP-Expression
relative ALP-Expression

Abbildung 30: relative ALP-Expression.
(M = mannlich, F = weiblich, * = p < 0,005, Punkte stehen fiir Ausreil3er)
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Bei der Untersuchung der SphK-Expression war am postnatalen Tag 30 die Expression
von SphK der weiblichen Npc1”-M&usen signifikant erniedrigt im Vergleich zu den
mannlichen Npc1”-Mausen (p = 0,021). Bei den Npc1”*-Méausen deuten die Mittelwerte
mit 1,05 £ 0,14 bei den ménnlichen und 0,27 + 0,17 bei den weiblichen Tieren ebenfalls
auf einen Unterschied hin. Die statistische Analyse ermittelte mit p = 0,115 jedoch keinen
signifikanten Unterschied. Die signifikante Reduktion der SphK-Expression an P30
wurde an P40 nicht bestatigt (p = 0,665; Abbildung 31). Beim direkten Vergleich der
SphK-Expression der weiblichen Mause an P30 und P40 wurde ein stark signifikanter
Anstieg der Expression bei den Npc1”-Proben gemessen (p = 0,01). Bei den weiblichen
Npc1**-Méausen war kein signifikanter Unterschied zu verzeichnen (p = 0,096; Abbildung
32). Beim Vergleich der mannlichen Mause zeigte sich kein Unterschied (nicht darge-

stellt).

A . B

relative SphK-Expression
relative SphK-Expression

Geschlecht o d =] 2 d d g

Abbildung 31: relative SphK-Expression.
(KO= Npc17-Mause, WT = Npc1**-Mause, * = p < 0,005, Punkte stehen fiir Ausreilier)
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Abbildung 32: SphK-Genexpression

(KO= Npc17-Mause, WT = Npc1**-Mause, ** = p < 0,001)
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3.5 PATIENTENUMFRAGE

Erganzend zu der experimentellen Untersuchung wurde eine Umfrage bei NPC-Patien-
ten durchgeflihrt, die von der Ethikkommission des Fachbereichs Medizin an der Justus-
Liebig-Universitat Gielsien genehmigt wurde (AZ 234/21). Es wurden 6 Patienten, davon
4 mannliche und 2 weibliche, befragt. Zwei der mannlichen Patienten waren Brlider. Die
Alterspanne lag bei 7 bis 38 Jahren. Die Spanne des Symptombeginns lag bei 2 Jahren
bis ca. Mitte 20. Die Symptome wurden vielfaltig abgefragt. Unter anderem Organmani-
festationen wie eine vergroflerte Milz oder Leber, LAhmungen sowie eine Gelbsucht
nach Geburt. Aber auch psychiatrische Symptome der Krankheit wurden einbezogen wie
Verhaltensstérungen, intellektuelle Behinderung oder Psychosen. Die vollstandige
Symptomliste ist dem erstellten Symptomkatalog zu entnehmen (siehe Anhang 9.1). In
der Patientengruppe traten keine weiteren Begleiterkrankungen auf. Allerdings litten drei
der Betroffenen unter chronischer Diarrhé. Davon gaben zwei an, dass es sich bei der
Diarrh6 um eine Nebenwirkung des Miglustat® handelt. Alle Patienten nahmen Miglus-
tat® ein, vier Patienten supplementierten Vitamin D, aulerdem nahmen vier Patienten
Arimoclomol und zwei Patienten regelmaRig Opiate ein. Arimoclomol (Miplyffa®) ist ein
2024 von der FDA zugelassenes Medikament und als Kombinationstherapie mit Miglus-
tat indiziert zur Behandlung der neurologischen Manifestationen des NPC [136].

Die Symptome der Patienten waren recht unterschiedlich. Die zwei verwandten Patien-
ten litten an zwei (Stérung der Bewegungskoordination, intellektuelle Behinderung), be-
ziehungsweise vier Symptomen (Hepato-, Splenomegalie, Kataplexie, supranukleéare
Blickparese). Die anderen Betroffenen gaben sechs (verzogerte motorische Entwick-
lung, Splenomegalie, Stérung der Bewegungskoordination, supranukleare Blickparese,
Muskelhypotonien, intellektuelle Behinderung), acht (Hepato-, Splenomegalie, supra-
nukleare Blickparese, intellektuelle Behinderung, Psychosen, progrediente Demenz,
Epilepsie), elf (verzégerte motorische Entwicklung, Splenomegalie, Stérung der Bewe-
gungskoordination, supranukleare Blickparesen, Muskelhypotonien, intellektuelle Behin-
derung, Verhaltensstorungen, Krampfanfalle, Kataplexien, progrediente Demenz, Epi-
lepsie) und 14 (Alle der Abgefragten) plus Schluckstérungen an. Der Patient mit voll
ausgepragter Symptomatik beschrieb in seinem Fragebogen einen schweren Krank-

heitsverlauf.

In der Kontrollgruppe gab es keine Person, die an einer Vorerkrankung litt. Auch nahm
kein Teilnehmer regelmaflig Medikamente zu sich. Eine der befragten Personen aus der
Kontrollgruppe war Raucher.
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Die Auswertung (Tabelle 12) ergibt, dass es zu mehr Knochenbriichen im Patientenkol-
lektiv (6) als in der Kontrollgruppe (3) kam. Dabei ist zu beachten, dass die Unfalle, in
Folge derer es zu den Verletzungen kam, bei den Erkrankten energetisch vergleichs-
weise sehr niedrig waren. Bei der Kontrollgruppe hingegen waren zwei Knochenbriche
Folge eines Vollkontaktsports. In der Patientengruppe kam es bei einer der Frakturen zu
einer Frakturheilungsstorung. Eine Person in der Patientengruppe klagte Uber generali-
sierte Knochen- und Gelenksschmerzen. Drei Patienten litten unter einer eingeschrank-
ten Gehfahigkeit. Diese drei Patienten gaben dabei auch an, dass sie an einer Muskel-
hypotonie leiden. Die teilnehmende Person, die an generalisierten Knochen- und Ge-
lenkschmerzen litt, gab allein funf Frakturen an. Diese Person war auch mit 14/14 Symp-
tomen plus einem weiteren angegeben Symptom aus dem betrachteten Kollektiv am
schwersten betroffen. In der Kontrollgruppe gab kein Teilnehmer an, dass generalisierte
Knochen- und Gelenkschmerzen vorlagen. Ebenso subventionierte niemand Vitamin D.

Frakturheilungsstérungen wurden ebenfalls nicht beschrieben.

Tabelle 12: Auswertung der Patientenumfrage.

Patientengruppe | Kontrollgruppe

Personen mit Knochenbrtchen 2 3
Anzahl Knochenbriiche 6 (5)(1) 3(3)(0)
(davon Unfallfolge) Davon zwei Kampfsportler

(Frakturheilungsstoérung)

Generalisierte Knochenschmerzen | 1 0

Eingeschrankte Gehfahigkeit 3

Generalisierte Gelenkschmerzen 1

Vitamin D Mangel oder Subvention | 4 /

76



4 DISKUSSION

Das Ziel der Arbeit war es, Erkenntnisse (ber die Knochenqualitat von Npc1”-Mausen
im Vergleich mit ihren korrespondierenden Npc1**-Mausen zu gewinnen. Des Weiteren
sollte der Knochenstatus von medikamentds behandelten Npc7”-Mausen vergleichend
untersucht werden und die Fragestellung beantwortet werden, ob eine heterozygote
Npc1-Mutation den Knochenstatus beeinflusst. Das Fundament dieser Studie bildeten
histologische, histomorphometrische und uCT-Untersuchungen. Diese wurden an muri-
nen Femora durchgefiihrt. Hierfir wurden die Mause im Alter von 65 Tagen euthanasiert.
Erganzt wurden die Ergebnisse des Mausmodells von real-time RT-PCR Untersuchun-
gen an 30 und 40 Tage alten Mausen, um die Funktion und Aktivitat der Knochenzellen
auf Genexpressionsebene genauer zu definieren und Veranderungen in der Entwicklung
vergleichend zu erfassen. Des Weiteren wurde eine Umfrage bei NPC-Betroffenen

durchgeflhrt, um den Knochenstatus bei Menschen zu evaluieren.

4.1 KNOCHENSTATUS BEI MORBUS NIEMANN-PICK TYP C

4.1.1 Interpretation der histologischen und histomorphometrischen Untersu-
chung

Die Ergebnisse der histomorphometrischen Untersuchungen lassen erstmalig Aussagen
uber den Knochenstatus im murinen Modell bei NPC zu. Die Npc7”-Mause besafien im
Gesamten eine signifikant kleinere, relative Knochenflache als inre pendanten Npc1**-
Mause, wobei die Unterschiede bei den weiblichen Mausen gréflier waren als bei den
mannlichen Mausen. Bei den medikamentds behandelten Npc71”/-Mausen zeigte sich
kein Unterschied. Interessanterweise war die relative Knochenflache der Npc71”-Mause
in der ohne Wirkstoff behandelten Sham Gruppe ebenfalls signifikant schlechter als die
der Npc1-Mause. In der, zur Ausschaltung des limitierenden Faktors der Praparatequa-
litdt, durchgefiinrten ANOVA-Analyse zeigten sich bei den mannlichen Npc1”-M&usen
keine signifikanten Unterschiede in allen Gruppen. Allerdings war das Konfidenzintervall
nur sehr knapp Uberlappend bei den unbehandelten Tieren. Spannenderweise zeigten
die weiblichen Npc1”-Mause hier in allen Gruppen stark signifikant reduzierte Trabekel-

flachen. Bei der relativen Knochenoberflache zeigten sich keine Unterschiede. Diese Er-
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gebnisse werden gestitzt von der verblindeten histologischen Untersuchung der Kno-
chenschnitte. Diese zeigte bei einem Teil der Npc7-Mause eine Dickenabnahme der
Trabekel und eine diskonnektierte Trabekelstruktur. Wobei die Trabekelanzahl und der
Umfang der Trabekel gleich geblieben zu sein schien. Es fiel auch die starke Divergenz
innerhalb der einzelnen Gruppen auf. Vor allem bei den Npc71”-Mausen hauften sich die

Praparate mit einem schlechten Knochenstatus, in folgender Abbildung nochmals bei-

spielhaft binarisiert und hervorgehoben dargestellt, um die Diskussion anschaulich zu
illustrieren (Abbildung 33).

Abbildung 33: Binary mit hervorgehobenen Trabekeln.

((A) weibliche Npc1--Maus; (B) weibliche Npc1** -Maus; Trabekel (pinker Pfeil) in Rot umrandet)

Diese Ergebnisse zeigen, dass ein Defekt im Npc1-Protein den Knochenstatus beein-
flusst. Allerdings lassen sich keine klaren Aussagen dazu treffen, ob die Sphingolipidak-
kumulation im Knochen selbst Ursache fir die Verschlechterung des Knochenstatus ist.
Das liegt an der Komplexitat der Erkrankung, die durch ihre Symptomatik Einflussfakto-
ren mit sich bringt, die in der Kontrollgruppe nicht nachgestellt werden kénnen. So zeig-
ten friihere Untersuchungen, dass gerade Npc7”-Mause aus der NONE- und Sham-
Gruppe beider Geschlechter in den Punkten motorische Koordination, Gleichgewicht und
Ataxie deutlich schlechter abschnitten als die restlichen Gruppen [137]. Interessant ist,
das weibliche Npc17-Mause ihre motorischen Fahigkeiten langer bewahren konnten,

78



als die mannlichen Npc7’-Mause [138]. Da sich Bewegung positiv auf den Knochensta-
tus auswirkt, spricht diese Erkenntnis daflr, dass die fehlende Bewegung der Npc717-
Mé&use im Vergleich zu den WT-M&usen nicht die alleinige Ursache fur die Verschlech-
terung des Knochenstatus der Tiere sein kann. Weitere mogliche Einflussfaktoren sind
zum Beispiel Sexualhormone oder die Folgen der Schadigung von Organen durch die
Krankheit. Spannend ist zudem, dass die Knochenqualitat innerhalb der Untergruppen
zu schwanken scheint. Als Ursache hierflir kommt eine Diskrepanz in der Qualitat der
Praparate infrage. Allerdings beschrieben Morris et al. (1982) in ihren Beobachtungen
zu den BALB/cNctr-NPC1m1N/-J Mausen, dass die Symptome in unterschiedlichen Zeit-
rdumen wahrend des Wachstums auftreten und sich ab Beginn fortschreitend entwi-
ckeln. Es kommt zum vorzeitigen Tod der Mause im Alter zwischen 80 und 120 Tagen
[139]. Alle untersuchten Mause wurden am 65. Tag nach der Geburt euthanasiert. Das
bedeutet, dass trotz identischer genetischer Grundlagen der Mause eine erhebliche Va-
rianz in der Krankheitsauspragung am Tag der Toétung wahrscheinlich ist. Weitere Un-
tersuchungen zeigten, dass genetische Drifts das Sterbealter und auch die Leberbetei-
ligung beeinflussen [140]. Zudem wurde beispielsweise in Untersuchungen an anderen
Sphingolipidosen wie dem Morbus Gaucher ebenfalls beobachtet, dass trotz gleicher

genetischer Grundlage die Knochenbeteiligung weit gefachert auftreten kann [141].

Zu beachten ist ebenfalls, dass die Mause mit 65 Tagen ihr Knochenwachstum noch
nicht abgeschlossen haben. Das Langenwachstum der Knochen endet typischerweise
zwischen der 12. und 14. Lebenswoche, wenn die Epiphysenfugen verknéchern und
keine weitere Verlangerung der Knochen mehr moglich ist. Zu diesem Zeitpunkt erreicht
die Knochenmasse ihre maximale Dichte, und das Skelettwachstum der Tiere gilt als
abgeschlossen [142]. Die hohe Varianz der vermessenen Proben koénnte also ebenfalls
darauf zuriickzufiihren sein, dass die verwendeten Versuchstiere ihr Knochenwachstum
noch nicht vollstandig abgeschlossen hatten, was die Ergebnisse moglicherweise beein-
flusst hat.

Antipova et al. (2022) haben in dem hier verwendeten Modell gezeigt, dass die Femora
unbehandelter Npc17-Mause signifikant kiirzer waren als die der Npc1**-Mause. Bei
weiblichen Npc1”-Mutanten wurden ebenfalls signifikant kiirzere Femora in den medi-
kamentds behandelten Gruppen beobachtet, wahrend bei behandelten mannlichen Tie-

ren kein signifikanter Unterschied festzustellen war.

Obwohl eine Korrelation zwischen diesen statistisch signifikanten Unterschieden und un-

seren Messungen erkennbar ist, liefert die Femurlange keine Informationen Uber die

Qualitat des trabekularen Knochens. Antipova et al. berichtete, dass die Femurlangen
79



der vier unbehandelten Gruppen (None) in der gleichen absteigenden Reihenfolge wie
das jeweilige Korpergewicht folgten: mannliche Npc1**-Mause, weibliche Npc1*/*-
Mause, mannliche Npc1/-Mause und weibliche Npc17-M&use. Dies deutet darauf hin,
dass die Femurlange primar durch das Koérpergewicht bestimmt wird und keine Rlck-

schlisse auf die Knochenqualitat erlaubt.

Um alle genannten Einflussfaktoren auf die Ergebnisse auszuschalten, ware es nétig

Untersuchungen mit sehr grof3en Tierzahlen in allen Gruppen durchzuflhren.

Bei den immunhistochemischen Untersuchungen wurden Femora der Npc1**-, Npc1/-
und Npc1*--Mause der Gruppe NONE mit dem ASMA-Antikorper untersucht. Der ASMA-
Antikorper reagiert spezifisch mit Aktinfilamenten der glatten Muskulatur, den Myo-
fibroblasten und den Myoepithelzellen. Dies ermdéglicht es, in den Knochenschnitten die
glatte Muskulatur der GefaRwande anzufarben und anschliefend zu untersuchen. Limi-
tierend ist dabei, dass kleinere Gefalde, welche lediglich aus einer Endothelzellschicht
bestehen, nicht angefarbt werden [143]. Die lichtmikroskopische Untersuchung der mit
dem ASMA-Antikérper gefarbten Praparate sprechen daflr, dass die Vaskularisierung
des Knochens bei Npc17-Mausen eingeschrankt ist. Dies kann eine weitere Ursache fiir
den verschlechterten Knochenstatus der Tiere sein. Von Lee et al. (2014) wurde gezeigt,
dass niedrige VEGF-Spiegel ursachlich fur Einschrankung der SphK sind [132]. VEGF
reguliert allerdings nicht nur die SphK, sondern auch mehrere Kinasen und lenkt damit
die Angiogenese und Vaskulogenese [144]. In einem murinen Modell wurde bereits ge-
zeigt, dass eine Hemmung des VEGF sich ebenfalls auf den Knochen auswirkt. Eine
anti-VEGF Behandlung fiihrte zu einer verringerten Durchblutung und ebenfalls zu einer
verringerten Knochenfestigkeit. Allerdings waren die Knochendichte, sowie das Kno-
chenvolumen im Vergleich zur Kontrollgruppe unverandert [145]. Das legt die Vermutung
nahe, dass die niedrigen VEGF-Spiegel bei den Npc1"-Mausen zu der beobachteten
Verminderung der Knochenvaskularisierung gefuhrt haben kénnten. Auch ein Einfluss
der Vaskularisierung auf den Knochenstatus der Tiere ist wahrscheinlich. Allerdings ist
der erniedrigte VEGF-Spiegel als alleinige Ursache fur den krankhaften Knochenstatus
der Npc1-Mause, vor allem bei den weiblichen Tieren, unwahrscheinlich, da die beo-
bachteten und gemessenen Veranderung wesentlich gravierender sind als die der anti-
VEGF behandelten Mause.

80



4.1.2 Interpretation der uCT-Ergebnisse

Um die Ergebnisse der histologischen Untersuchung zu verifizieren und um diese mit
densitometrischen Messwerten des Knochens zu erweitern, wurde die Methode des
NCTs angewendet. Hierdurch lasst sich noch spezifischer der Einfluss des NPC, sowie

der mdgliche Einfluss der angewendeten Medikation untersuchen.

Der Vergleich der nichtbehandelten Gruppe 1 Npc1™*- mit Npc1-Tieren bestétigte die
bereits gewonnenen Ergebnisse der histomorphometrischen Untersuchung. Bei beiden
Geschlechtern zeigte sich ein verringertes Knochenvolumen bezogen auf das Gewebs-
volumen. Dies deutet auf eine weniger dichte und instabilere Knochenstruktur hin. Zu-
dem stieg bei den weiblichen Tieren die BS/TV. Hohere Werte sprechen fir eine erhéhte
Porositat des Knochengewebes. Dies bestatigt sich in den erniedrigt gemessenen
Tb.Th-Werten der Weibchen, welche die Annahme zulassen, die Knochen seien deutlich
zerbrechlicher und anfalliger fur Frakturen. Auch die Separierung der Trabekel (Tb.Sp)
ist deutlich gestiegen, was auf groRRere Liicken zwischen den Trabekeln oder Hohlrdaume
schlief3en lasst. Die Tb.N hingegen sank bei beiden Geschlechtern. Die Tb.N gibt die
Anzahl der Knochenbalkchen pro Lange an. Ein erniedrigter Wert bedeutet eine gerin-
gere Anzahl von Trabekel pro Volumeneinheit, was auf eine porosere und instabilere
Knochenstruktur hinweist. Auch der gestiegene Tb.Pf-Wert deutet auf eine fragmentierte
und weniger verbundene Struktur hin. Dies bestatigt auch der als gestiegen gemessene
SMI, welcher auf eine plattchenartige Struktur hinweist, welche vor allem bei kranken
Knochen zu finden ist (12, 118). Auch die scheinhandelte Sham-Gruppe schloss sich den
bei der unbehandelten Gruppe 1 gemachten Beobachtungen an. Nur die BV/TV und die
Th.Sp bei den Npc1”-Weibchen zeigte sich hier nicht gleichermaRen signifikant veran-
dert. Ebenso zeigten die weiblichen Tiere der Gruppe 6 in jedem Parameter signifikante
Veranderungen, die die Interpretation eines deutlich negativ beeinflussten Knochensta-
tus zulassen, wohingegen bei den mannlichen Tieren dieser Gruppe keine Unterschiede
ausgemacht werden konnten. Die aufgetretenen Geschlechts-unterschiede sowie den

Einfluss der Medikation werden in den Kapiteln 4.2 und 4.3 diskutiert.

Am Mausmodell ist bereits bei seniler Osteoporose im uCT ein Anstieg der Werte Tb.Pf
und SMI beobachtet worden [146, 147]. Auch eine Reduktion von BV/TV sowie der Tb.N
sind typische Merkmale einer osteoporotischen Knochenstruktur [148]. Die Ergebnisse

der uCT-Untersuchung sprechen dafiir, dass NPC die Knochenstruktur negativ beein-
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flusst und zudem einer Osteoporose ahnliche Strukturveranderungen im Knochen ver-
ursacht. Ahnliche Veranderungen der gemessenen Werte konnte die Forschungsgruppe

Shim et al. [2022] auch bei Alterungsprozessen der Knochen beobachten [149].

All diese Werte deuten insgesamt auf einen negativen Einfluss auf die Knochen durch

eine Mutation des Npc7-Gens hin.

Limitierend ist bei der Interpretation der Messungen flr die Mineraldichte zu erwahnen,
dass das PCT in Bezug auf Genauigkeit der Knochen- und Gewebedichte Einschran-
kungen aufweist. Obwohl die yCT im Vergleich zu herkémmlichen Methoden wie der
Mikroradiographie eine schnelle und zerstérungsfreie Technik zur Beurteilung der Kno-
chenmineralisierung darstellt, ist sie anfallig fur Artefakte. Diese kénnen unter anderem
durch Scan-Parameter, Strahlhartung, Teilvolumeneffekte, Photonen-mangel, Photo-

nenstreuung und unzureichende Probenahme entstehen [134, 150, 151].

4.1.3 Interpretation der Umfrageergebnisse

Erganzend zu den Untersuchungen im murinen Modell zeigte die Untersuchung des
Knochenstatus bei menschlichen NPC-Erkrankten ebenfalls eine Tendenz zur Knochen-
beteiligung, wobei aufgrund der geringen Teilnehmerzahl keine statistischen Untermau-
erungen dieser Aussage moglich waren. Zudem kommt limitierend dazu, dass alle Pati-
enten Miglustat® und weitere Medikamente einnahmen. Dennoch stehen diese Be-
obachtungen komplementar zu anderen Untersuchungen des menschlichen Knochen-
status bei anderen Sphingolipidosen. Wie zum Beispiel in der bereits zitierten Untersu-
chung von Wasserstein et al. [2013], die eine Skelettbeteiligung als haufige, zuvor nicht
erkannte Manifestation von NPB publizierte [64]. Allerdings ist zu beachten, dass die
generelle klinische Prasentation von NPC sich von der von NPA und NPB unterscheidet.
NPC zeigt sich klinisch in vielen verschiedenen Phanotypen. Diese weite Variabilitat in
Symptomatik und Onset der Krankheit spiegelt sich in den Untersuchungen dieser Arbeit
wider. Die meisten der Teilnehmer sind klinisch tendenziell als leichter betroffen einzu-
stufen. Ein schwer erkrankter Teilnehmer gab allerdings an, dass der Knochenstatus

sein Krankheitsbild klinisch mitpragt.

Andere Sphingolipidosen beeinflussen ebenfalls den Knochenstatus. Bei Morbus Gau-

cher ist die Beteiligung des Skeletts eines der am haufigsten vorkommenden Merkmale
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und pragt sogar meist das Krankheitsbild [152]. Bei der, als einzige x-chromosomal ver-
erbten, Sphingolipidose Morbus Fabry kommt es im Vergleich zur Allgemeinbevélkerung
haufiger zu Osteopenien und Osteoporose. Dabei sind Manner mit der Fabry-Krankheit
haufiger betroffen [153, 154]. Bei der Sphingolipidose GM1-Gangliosidose treten eben-
falls variable Skeletterkrankungen auf. Neben Skelettanomalien, vor allem der Wirbel-
korper, zeigt sich bei Betroffenen ebenfalls eine verringerte Knochendichte. Je nach
Subtyp besitzen die Erkrankten allerdings einen anderen Knochenstatus. So lassen sich
spat-infantile und juvenile Patienten radiologisch zuordnen [59]. Ebenfalls bei GM2-
Gangliosidosen wie dem Morbus Sandhoff-Jatzkewitz werden Beeintrachtigungen des
Skelettsystems beschrieben. Aufgrund der Seltenheit und der friilhen Sterblichkeit sind
die Auswirkungen beim Menschen wenig erforscht, allerdings zeigen Katzen mit Morbus
Sandhoff-Jatzkewitz in einer Untersuchung eine signifikante Reduktion des trabekularen

Knochens in der Metaphyse und eine abnorme Form und GréRe der Epiphysen [155].

Zu beachten ist, dass alle genannten Krankheiten sich als Systemerkrankungen auch
durch neurologische und motorische Beteiligungen auszeichnen, weshalb diese als Ein-
flussfaktoren auf den Knochenstatus berlcksichtigt werden missen. Des Weiteren wei-
sen Sphingolipidosen als gemeinsames Symptom auch eine Veranderung der Niere und
Leber auf, welche ebenfalls einen Einfluss auf die Knochenmorphologie haben kann.
Allerdings zeigen diese Untersuchungen kumuliert, dass Sphingolipidosen in unter-
schiedlichem Ausmalf} den Knochenstatus beeintrachtigen. Spannenderweise scheint es
keine Abhangigkeit zu dem krankheitsausldsenden, defekten Protein oder Enzym zu ge-
ben, da diese sich bei den genannten Krankheiten unterscheiden (Abbildung 34). So
akkumulieren beispielweise bei einem Verlust der NPC1-Funktion in Neuronen GM2-
und GM3-Ganglioside [156]. Zudem wurde berichtet, dass die Sphingomyelinase und die
Glukocerebrosidase bei Npc1-Mausen in ihrer Aktivitat vermindert sind [157]. Des Wei-
teren reichern sich Sphingosin [126], Sphingomyelin [158], Glykosphingolipide [159], so-
wie Cholesterin an [83]. In weiteren Forschungen ware es wichtig, die genaue Auswir-
kung der einzelnen akkumulierten Substanzen auf den Knochenstatus zu untersuchen,

auch um mogliche Storfaktoren zu eliminieren.
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Abbildung 34: Stoffwechselweg der Sphingolipidosen.

(Eigenentwurf modifiziert nach Giulia et al. [2016] [160]) Sphingolipidosen mit beeintrachtigtem Knochen-
status sowie dem dafiir verantwortlichen Enzym. Aus Griinden der Uberschaubarkeit wurden Substrate der
verschiedenen Enzyme vereinfacht beschrieben. (NPA = Morbus Niemann Pick Typ A, NPB = Morbus Nie-
mann Pick Typ B, NPC = Morbus Niemann Pick Typ C)
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4.2 EINFLUSS DER MEDIKAMENTOSEN BEHANDLUNG AUF DEN KNOCHEN-
STATUS

Wahrend Miglustat® schon seit 2009 beim Menschen zur Behandlung des Morbus NPC
eingesetzt wird, sind die anderen Behandlungsstategien noch Teil der Forschung. Beim
Menschen ermdoglicht die Miglustat® Einnahme eine Verlangsamung der Progredienz
der Erkrankung. Des Weiteren verbessern sich die Krankheitssymptome, unter anderem
die Schluckfahigkeit und die Gehfahigkeit [112]. Bei BALB/cNctr-NPC1m1N/-J-Mausen
zeigt Miglustat® ebenfalls positive Effekte auf den Verlauf der Krankheit. Aber auch die
Behandlung mit HPRCD bringt Erfolge [117-119, 137]. Die Forschungsgruppe Holzmann
et. al. [2021], welche die Effekte der Behandlung auf die hier verwendeten Mause publi-
zierte, beschrieb die therapeutischen Effekte in den hier untersuchten Behandlungsgrup-
pen [137]. Dabei wurde das Koérpergewicht als Indikator fir den Verlauf der Krankheit
verwendet. Es zeigte sich, dass alle mit Medikamenten behandelten Gruppen von Npc1
F-Mausen ein hoheres Korpergewicht aufwiesen als die Tiere der NONE- oder Sham-
Gruppe. Es fiel auf, dass weiblichen Npc1”-Mausen ein gréRerer therapeutischer Nut-
zen der Therapie zukommt als mannlichen Npc17-M&usen (67). Bei den in dieser Arbeit
untersuchten Tiere hatte die medikamentdse Behandlung einen positiven Effekt auf den
Knochenstatus (Abbildung 14). Es zeigte sich, dass die relative Knochenflache der Npc1
“-M&use in der NONE und Sham Gruppe signifikant schlechter ist als die der Npc1**-
Mause. In den medikamentés behandelten Gruppen COMBI, HPRCD und MIGLU fiel
kein Unterschied zwischen Npc1**- und Npc1'-Mausen auf. Dies bestatigte sich auch
in der y-CT Untersuchung. Der negative Einfluss des NPC auf BV/TV, BS/TV, Tb.Sp,
Tb.N, Tb.Pf und SMI lief3 sich durch Miglustat® vollstandig aufheben. Auch die HPRCD
behandelten Mause zeigten lediglich in der weiblichen Kohorte eine Verschlechterung
der Tb.Th. Alle anderen gemessenen Werte waren unter dieser Behandlung stabil. Die
HPRCDx Mause zeigten einen deutlichen Geschlechtsdimorphismus, auf welchen in Ka-

pitel 4.3 eingegangen wird.

In der ANOVA-Analyse wurde die relative Knochenflache in Abhangigkeit von Ge-
schlecht und Behandlungsgruppe betrachtet und die Qualitat des Praparates als Kon-
founder berlcksichtigt. Hier zeigte sich, dass die BAr.TAr der weiblichen KO-Mause in
allen Gruppen signifikant verringert war im Gegensatz zu der der WT-Mause in der glei-
chen Gruppe. Bei den mannlichen Mausen gab es hier keine signifikanten Unterschiede.

Allerdings Uberlappte das Konfidenzintervall der Gruppe NONE nur sehr knapp. Das
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spricht dafir, dass der Einfluss des Npc1 Defekts sich, je nach Geschlecht des Tieres,
unterschiedlich auf den Knochen auswirkt. Mannliche Npc7-Mause scheinen einen
besseren Knochenstatus aufrecht erhalten zu kdnnen als ihre weiblichen Pendants. Es
ist bereits bekannt, dass Miglustat® bei der Gaucher Krankheit Knochenschmerzen re-
duziert und die TMD verbessern kann [161, 162]. Die hier vorliegenden Ergebnisse legen
nahe, dass Miglustat® auch in der Lage ist, den Knochenstatus bei Morbus NPC zu
verbessern. Spannend sind die Auswirkungen von HPRCD auf den Knochen. So wurde
in Untersuchungen an Ratten festgestellt, dass die Langzeitverabreichung von HPRCD
in der taglichen Dosis von 200 mg/kg zu vermehrtem Knochenabbau und anschlief3en-
dem Knochenverlust flhrte. Auch bei einer Dosis von 50 mg/kg wurde eine geringfligige
Veranderung im Knochenstoffwechsel beobachtet [163]. Die Mause in den Versuchs-
gruppen wurden in der Gruppe COMBI und in der Gruppe HPRCD mit einer Dosis von
4000 mg/kg ab P7 und danach wdchentlich parenteral therapiert. Es ist also davon aus-
zugehen, dass diese Behandlung einen negativen Effekt auf den Knochenstatus der
Tiere gehabt haben wird. Die Untersuchung konnte keine gravierenden Effekte der
HPRCD Behandlung auf den Knochenstatus ermitteln. Bei den Npc1”-Mausen zeigte
sich kein signifikanter Unterschied bei der BAr. TAr und BS.TAr zwischen den nicht be-
handelten und den mit HPRCD behandelten Tieren. Bei den WT-Mausen zeigte sich ein
signifikanter Unterschied bezogen auf die relative Knochenoberflache. Die Werte fur die
BAr.TAr waren zwar nicht signifikant, allerdings konnte eine deutliche Reduktion in den
Standardabweichungen fir HPRCD im Vergleich zu der Gruppe NONE festgestellt wer-
den. Ebenfalls lag der Median der HPRCD-Gruppe bei den Npc1**-Mausen weit unter
den Medianwerten der Gruppen NONE, COMBI, Sham und MIGLU. Obwohl die Ergeb-
nisse also kein Signifikanzniveau erreichten, ist dennoch eine klare Tendenz erkennbar.
Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen somit die Aussagen vorheriger Untersuchun-
gen, wenn auch der Effekt bei den hier untersuchten Tieren nicht so ausgepragt war.
Zwar ist bekannt, dass oral aufgenommene Cyclodextrine nicht in signifikanten Mengen
in den Kreislauf gelangen (45), allerdings sollte aufgrund dieser Beobachtung und des
sehr breiten Einsatzes von R-Cyclodextrinen zum Beispiel als Lebensmittelzusatzstoff
der Nummer E 459 in der EU (41) und der Verbreitung von HPRCD als Vehikel zur Ver-
abreichung von Arzneistoffen (73, 204), der Einfluss von HPRCD auf den Knochenstatus
dringender Gegenstand zukunftiger Forschungsarbeiten sein. Vor allem wenn HPRCD

als Injektion direkt in den Kreislauf verabreicht wird.

Der Effekt von ALLO auf den Knochenstatus ist bisher nicht bekannt. Da ALLO in dieser

Arbeit nur in der Gruppe mit der Kombinationsbehandlung (COMBI) zusammen mit
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MIGLU und HPRCD Anwendung fand, war es nicht mdglich gezielte Rickschlisse zu

ziehen.

Trotz aller potentiellen Artefakte legen diese Beobachtungen nahe, dass eine pharma-
kologische Intervention, vor allem mit Miglustat®, den Knochenstatus bei NPC verbes-
sern kann. Die Auswirkungen von HPRCD auf den Knochenstatus muss bei der Behand-
lung des NPC dieser Studie nach nicht berlcksichtigt werden, da bei den KO-Mausen
keine Verschlechterung des Knochenstatus aufgrund der alleinigen Medikation mit
HPRCD festgestellt werden konnte. Beim Gesunden sollte diese unerwinschte pharma-
kologische Nebenwirkung bei langfristiger Applikation von HPRCD allerdings beachtet

werden.

Die beobachtete positive Auswirkung von Miglustat® auf den Knochenstatus konnte, wie
bereits erwahnt, ebenfalls bei Morbus Gaucher festgestellt werden. Hier ergab eine ge-
poolte Analyse von drei offenen Studien, dass eine Miglustat®-Monotherapie Knochen-
schmerzen reduzieren und die BMD bei Patienten mit Morbus Gaucher Typ 1 verbessern
kann [162]. Bei Kindern mit NPB erhdht eine Enzymersatztherapie die Knochendichte

und verbessert die Wachstumscores fir die Altersperzentilen [164].

Insgesamt lasst dies die Aussage zu, dass eine Manipulation des zugrunde liegenden
Transportdefekts in den Zellen der Npc1”-Mause den Knochenstatus dieser verbessern
kénnen. Das unterstitzt auch die These, dass die Lipidakkumulation mitverantwortlich

fur die Verschlechterung des Knochenstatus ist.

Auch wenn NPC historisch betrachtet eine Cholesterinspeicherkrankheit ist, weil® man,
dass eine reine cholesterinsenkende Therapie, mit beispielsweise Nikotinsaure, Nifedi-
pin, Cholestyramin und anderen, klinisch kein Nutzen fir Patienten oder KO-Mause hat
[165, 166]. Miglustat® wirkt, indem es Glycosphingolipide anreichert, es hat keinen direk-
ten Einfluss auf den Cholesterinstoffwechsel. Laut Lachmann et al. [2004] ist dies daftr
beweisend, dass die Akkumulation von Sphingolipiden und nicht die Cholesterinspeiche-
rung das wichtigste pathogenetische Ereignis beim Morbus NPC ist [111]. Anhand der
vorliegenden Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass eine Substratreduktionstherapie
mit Miglustat® den Knochenstatus bei Npc1/-Mausen verbessert. Die Mause in der nur
mit Miglustat® behandelten Gruppe hatten mit einem Wert von 0,127 den héchsten Me-
dianwert bei der relativen Knochenflache. Aufgrund dieser Ergebnisse ist naheliegend,

dass die Sphingolipidakkumulation der zentrale Einflussfaktor auf den Knochenstatus ist.
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HPRCD bewirkt eine Freisetzung des in Lysosomen gespeicherten Cholesterins ohne
den Cholesterinspiegel im Blut zu erhéhen [167]. Ebenso wird durch die Monotherapie
mit HPRCD die Speicherung von Sphingolipiden, insbesondere Monosialo-gangliosiden
verringert, was die zuvor genannte Vermutung, dass Sphingolipidakkumulationen den
Knochenstatus negativ beeinflussen, stitzt [117]. Spannend ist, dass ALLO in einem
Versuch mit einem anderen Trager als HPRCD keine Veranderung in Krankheitsbeginn
und Lebensdauer im Vergleich zur Kontrollgruppe brachte. Auch zeigte die Analyse von
Cholesterin und Sphingolipiden keine nachweisbaren Unterschiede [117]. Da die hier un-
tersuchten Mause ALLO lediglich in einer Kombinationstherapie erhielten, kann zur al-

leinigen Behandlung mit diesem Neurosteroid keine Aussagen getroffen werden.
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4.3 EINFLUSS DER SEXUALHORMONE AUF DEN KNOCHENSTATUS BEI NPC

Die Geschlechtsunterschiede im Knochenstatus der Mause sind eine interessante Be-
obachtung, da klinisch keine Unterschiede zwischen mannlichen und weiblichen Er-
krankten auffallt. Auch im BALB/cNctr-Npc1m1N/-J Npc71-Mausstamm konnten hierzu
keine direkten Beobachtungen angestellt werden. Allerdings gab es auch bei vorherigen
Untersuchungen an diesem Mausstamm interessante Auffalligkeiten. So bendtigten
weibliche Npc1”-Mause mehr Medikamente, um eine Anasthesie einzuleiten als mann-
liche Npc1”-Mause. Zudem fiel in der vergleichenden Untersuchung der motorischen
Koordination und des Gleichgewichts auf, dass bei Npc7”-Mausen bei den mit Miglus-
tat® behandelten Tieren die Weibchen signifikant besser abschnitten (p < 0,01) [137].
Auch die Ergebnisse dieser Studie weisen eindeutig auf Geschlechterunterschiede beim
Knochenstatus der Npc7”- Mause hin. Vor allem der deutlich schlechtere Knochenstatus
der weiblichen Tiere im Vergleich zu den mannlichen sticht in der histomorphometri-
schen Untersuchung ins Auge.

In der u-CT Untersuchung bestatigte sich dies vor allem in den Gruppen 1 und 6. In
Gruppe 1 zeigten die weiblichen Mause bei allen gemessenen Werten eine signifikante
Veranderung in Richtung eines impaktierten Knochenstatus, wohingegen bei den mann-
lichen Tieren lediglich in BV/TV und Tb.N eine signifikante Verringerung, sowie im SMI
eine signifikante Steigerung der Messwerte beobachtet werden konnte. Der SMI bewer-
tet das Verhaltnis von Platten zu Staben im spongiésen Knochen [168]. Mit zunehmen-
dem Alter wandelt sich das plattenartige Netzwerk zunehmend in eine stabartige Struktur
um [169]. Ein idealer Plattenaufbau entspricht einem SMI-Wert von 0, ein stabférmiger
einem Wert von 3. In realen Trabekelnetzweken liegt der Wert dazwischen und wird
durch die Analyse der triangulierten Knochenoberflache ermittelt [168]. Ein erhdhter SMI-
Wert ist typisch fir gealterte oder osteoporotische Knochen [170]. Somit lassen die
signifikant hdheren SMI-Werte der Npc1/-Mannchen es auch hier zu einen negativ be-
einflussten Knochenstatus anzunehmen, wenn auch weniger deutlich als bei den weib-

lichen Tieren.
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Am ausdricklichsten zeigte sich der Sexualdimorphismus in der Gruppe HPRCDx: Hier
wiesen die weiblichen Mause in jedem gemessenen Wert eine signifikante Veranderung
auf, die mit einem negativ veranderten Knochenstatus einhergeht, doch die mannliche
Kohorte in keinem. Hingegen in der Gruppe HPRCD zeigte sich bis auf die signifikant
verschlechterte Tb.Th der Weibchen bei keinem der Geschlechter eine Verschlechte-
rung des Knochenstatus. Dies ist interessant und konnte daran liegen, dass die
HPRCDx- Gruppe nur eine Injektion des Medikaments HPRCD erhielt und damit eine
geringere Kumulativdosis HPRCD als die andere Gruppe. Die Ergebnisse lassen die
Vermutung zu, dass aufgrund der geringen Dosis lediglich die mannlichen, als weniger
schwer betroffenen angenommenen Mause ansprachen, wohingegen die haufigere In-
jektion (Gruppe HPRCD) die Verschlechterung des Knochenstatus bei beiden Ge-
schlechtern verhindern konnte. Das eine relativ hohe Dosis HPRCD notwendig ist, um
eine signifikante Verbesserung des NPC bezogen auf die Uberlebenszeit zu erreichen
konnte die Forschungsgruppe Vite et al. [2015] zeigen. In ihren Untersuchungen konnte
erst ab einer Dosis von mehr als 1000 mg/kg HPRCD eine langere Uberlebenszeit beo-
bachtet werden[171].

Eine mdgliche Erklarung fur die Geschlechtsunterschiede waren die Veranderungen des
Sterolstoffwechsels aufgrund des fehlerhaften Npc1-Proteins. Npc1 Mutationen beein-
flussten die steroidhormonproduzierenden Organe und deren Steroidogenese [172, 173].
Dies zeigt sich in einer unzureichenden Expression renaler und hepatischer Proteine.
Auch die sekundaren Geschlechtsmerkmale der Mause sind beeintrachtigt, sodass
weibliche Mause unfruchtbar sind [172, 174] . In einer Untersuchung von Gévry et al.
[2004] wurde gezeigt, dass es bei weiblichen Npc7”-Mausen zu einer Reduktion der
Ostrogensynthese kommt [175]. Ursache hierfiir ist eine erhebliche Beeintrachtigung der
Aromatase und des steroidogenen akuten regulatorischen Proteins. Der Ostrogengehalt
in den Eierstdcken der getesteten BALB/cNctr-Npc1m1N/-J Mausen lag unter den Nach-
weisgrenzen des verwendeten Assays [175]. Ostrogen ist einer der wichtigsten Regula-
toren des Knochenstoffwechsels. Seine Hauptaufgabe besteht darin, den Knochenum-
bau und die Knochenresorption herunter zu regulieren und gleichzeitig fir einen Aufbau
von neuem Knochen zu sorgen [176]. Die niedrigen Ostrogenlevel der weiblichen Npc1-
F-Mause konnten also Ursache daflr sein, dass gerade bei den weiblichen Tieren in
dieser Arbeit der Knochenstatus so stark verandert war. Fur die zukinftige Forschung
wird es wichtig sein, dass Studien nicht in geschlechtsiibergreifenden Gruppen ausge-
wertet werden. Auch liegen noch keine Daten vor, die die Sexualhormonkonzentration

der Npc1”-Mause unter medikamentdser Therapie untersuchen.

90



4.4 INTERPRETATION DER GENEXPRESSIONSANALYSE

Die Erkenntnisse der histomorphometrischen Auswertung weiterfihrend, war es Ziel die-
ser Arbeit, den Knochenstatus bei NPC auf Genexpressionsebene zu untersuchen. Hier-
fur wurde die Methode der real time RT-PCR verwendet. Als Material dienten zerstoRene
Wirbel der Versuchstiere. Diese wurden auf Parameter, die laut aktueller Literatur in Dis-
kussion stehen, den Knochenstatus maoglicherweise zu beeinflussen, getestet. Vergli-
chen wurden Npc1”-Mause mit ihrer Wildtypkohorte. Zudem wurden zwei verschiedene
Altersgruppen der Versuchstiere (30 und 40 Tage) betrachtet und gegeneinander ge-
messen, da in vorangegangenen Studien beobachtet werden konnte, dass erste Symp-
tome des Morbus Niemann-Pick Typ C zwischen Tag 30 und 35 auftraten (125). Es war
von groldem Interesse, an verschiedenen Zeitpunkten Unterschiede in der Genexpres-

sion fur den Knochenstatus wichtiger mMRNA zu erkennen und genauer zu definieren.

Die Cysteinprotease CtsK gilt als die wichtigste spezifische Protease der Osteoklasten
und Makrophagen [177]. Hohe CtsK-Werte zeigten sich bereits in vorangegangenen Stu-
dien bei einer Vielzahl an Erkrankungen wie Sarkoidose, Tuberkulose oder Granulo-
matose mit Polyangiitis [178]. Da eine Knochenresorption durch das Unterbinden der
CtsK-Aktivitat gestoppt werden konnte, ohne die Knochenneubildung zu beeinflussen,
ist CtsKk momentan ein attraktives Forschungsziel auch in Hinsicht auf die Entwicklung
antiresorptiver, knochenprotektiver Medikamente [179-181]. In Bezug auf die hier unter-
suchte Erkrankung NPC konnte die Forschungsgruppe Sun et al. [2004] bereits an Mak-
rophagen mit einer NPC1-Mutation eine erhéhte Expression von CtsK zeigen [182]. Ob
sich die erhdhte CtsK-Expression bei der Untersuchung der Vertebrae widerspiegelt, galt
es in dieser Arbeit herauszufinden. Es zeigten sich in der CtsK-Genexpressionsanalyse
keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen. Anhand dieser
Ergebnisse lasst sich vermuten, dass Morbus Niemann-Pick keinen Einfluss auf die Ex-
pression von CtsK im Knochen hat. Allerdings gilt es zu beachten, dass hierbei nur P30
und P40 untersucht wurden. Ein spaterer Zeitpunkt sollte in zuklnftigen Studien einbe-

zogen werden, um umfassendere Ergebnisse zu generieren.

Ein weiteres fur den Knochenumsatz wichtiges Protein ist Cx43. Die Expression dieses
Botenstoffs besitzt grole Bedeutung fur die Knochenentwicklung und Differenzierung
[183-185]. Zudem spielt es fiir das Uberleben [186] und die Funktion der Osteoblasten
[187, 183] eine grofle Rolle. Cx43 dient den Osteozyten als Vermittler intrazellularer Sig-

nale [12, 188]. Ein Mangel des Proteins kann zu einer verzdgerten Ossifikation fihren
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[186]. Durch den in den histologischen Praparaten beobachteten, qualitativ geringeren
Knochenstatus bei NPC (siehe Kapitel 4.1), war es von Interesse, die Expression von
Cx43 diesbezlglich zu untersuchen. Es konnten allerdings keine signifikanten Unter-
schiede innerhalb der verschiedenen Gruppen festgestellt werden, woraus sich schlie-
Ren lasst, dass die Expression von Cx43 héchstwahrscheinlich keine Relevanz fir den
krankhaften Knochenstatus bei NPC hat.

Das Enzym ALP ist bekannt fir seine Funktion bei der Gewebemineralisierung [189]. Ein
angeborener Mangel des Enzyms kann zur Stoffwechselstérung Hypophosphatasie fuh-
ren [190], welche durch schlechte Knochenmineralisierung Symptome wie Knochen-
schmerzen und -beugung, Frakturen und Mobilitats-einschrankungen mit sich zieht [191].
Bei Erkrankungen wie Osteoporose oder Osteomalazie zeigen sich erhdhte Werte der
ALP im Serum [192, 193]. Literatur zum Einfluss der ALP, auf den in dieser Arbeit beo-
bachteten, schlechteren Knochenstatus bei NPC, lag zu diesem Zeitpunkt nicht vor. In-
teressanterweise bestatigte sich der bereits in der histologischen Betrachtung gesehene,
deutliche Sexualdimorphismus in der Analyse der ALP-Genexpression der Npc1”-
Mause: Sowohl bei der Gruppe der 30-tégigen als auch bei den 40-tagigen Npc1”-M&u-
sen liel} sich eine signifikant héhere (30 Tage: p = 0,03; 40 Tage: p = 0,026) ALP-Gen-
expression der weiblichen Genotypen beobachten. Die Wildtypen zeigten im Gegensatz
hierzu keine Unterschiede zwischen den Geschlechtern in der ALP-Expression. Die ALP
ist bereits bei Mineralisierungsstérung wie Osteomalazie in der klinischen Anwendung
ein wichtiger Parameter, um den Schweregrad der Erkrankung und die Effektivitat der
Therapie abzuschatzen (187). Die in dieser Arbeit beobachtete, erhdhte Expression der
ALP kénnte flur einen schlechteren Knochenstatus im Sinne einer Knochemineralisie-
rungsstoérung bei Niemann-Pick Typ C sprechen. Angesichts der Veranderungen in den
steroidhormonproduzierenden Organen, aufgrund der NPC-Mutation (53, 159), welche
bei weiblichen Npc71-Mausen zu einem Rickgang der Ostrogensynthese fiihrt (52),
kénnte die gesteigerte ALP-Expression hier als mogliche Folge einer durch Ostrogen-
mangel bedingten Osteoporose betrachtet werden. Osteoporose ist eine typische Fol-
geerscheinung der postmenopausal bedingten, verminderten Ostrogensynthese von
Frauen nach den Wechseljahren (78, 160, 49, 46). Es kommt hierbei zu Knochenschaden
im Sinne einer verminderten Knochendichte und Verschlechterung der Knochenge-
websarchitektur (137). Grund hierfir ist ein durch Ostrogenmangel bedingter verstarkter
Knochenumbau, mit einem Ungleichgewicht zwischen Ab- und Aufbau des Knochens
(156, 152, 99). Dieser erhdhte Knochenumbau erklart wiederum die messbare Erhdhung

der ALP (127). Inwiefern der schlechtere Knochenstatus bei weiblichen, Npc1-Mausen
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in ein bestimmtes Stérungsbild einzuordnen ist, gilt es in folgenden Studien herauszu-
finden. Doch abgesehen von der Einteilung der Knochenschadigung ware es laut diesen
Ergebnissen therapeutisch von groRem Wert die ALP bei NPC-Patienten zu bestimmen,
um Aussagen Uber das Fortschreiten der Knochenschadigung treffen zu kénnen. Ein-
schrankend muss allerdings gesagt werden, dass es sich hierbei um murine Gewebe-
proben handelt und die hier ermittelte, erhdhte ALP-Expression direkt aus Knochenge-
webe stammt. Hier gilt es in zuklnftigen Studien, diese Erkenntnisse in Forschungsmo-
dellen am Patienten, zum Beispiel im Sinne der Untersuchung der ALP in humanen Se-

ren, weiter zu verfolgen.

Die Untersuchung der relativen SphK-Expression zeigte in der KO-Kohorte der 30-tagi-
gen Mausen einen signifikanten (p = 0,021) Unterschied zwischen den beiden Ge-
schlechtern. Die Expression der weiblichen Mause war deutlich erniedrigt gegenlber der
der mannlichen Npc1’-Artgenossen. Uberraschenderweise zeigte sich hierbei, dass
sich diese Differenz zwischen den Geschlechtern nicht am 40. Lebenstag reproduzieren
lieR. Die weiblichen Mause wurden anschliefend mit Augenmerk auf die SphK-Genex-
pression hinsichtlich der Lebenszeit untersucht. Hierbei zeigte sich eine stark signifi-
kante Erhéhung (p = 0,01) der SphK-Genexpression von Tag 30 zu Tag 40 der Npc1”-
Mause. Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlieRen, dass im Mausmodell die Npc1”-
Mutation keinen Einfluss auf die SphK-Expression beim Mannchen hat. Die fehlerhafte
Aktivitat der SphK gilt als ursachlich fir den Pathomechanismus der verringerten Kon-
zentration an Sph1P und Akkumulation der Sphingolipide (130). Durch die hier festge-
stellten Ergebnisse kann diese von Newton et al. [2020] aufgestellte These bestatigt

werden, da nicht eine verringerte Expression der SphK ursachlich sein kann.

In Hinsicht auf den Ausbruch der Erkrankung zwischen Tag 30 und 35 [139] sind die hier
festgestellten Daten bezlglich der weiblichen Kohorte nicht sinnvoll. Hier benétigt es
neue Studien und Forschungsmodelle, um dies weiter abzuklaren. Als Ursache der feh-
lerhaften Aktivitat der SphK wurde bereits an Purkinje-Neuronen von Npc1”-Méausen
eine verminderte Expression des Wachstumsfaktor VEGF festgestellt (94). Hinsichtlich
der hier festgestellten Ergebnisse ware es interessant, die VEGF-Expression im Kno-

chen und Ursachen einer mdglichen SphK-Reprimierung bei NPC zu untersuchen.
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4.5 EINFLUSS DER ORGANSCHADIGUNGEN BEI NPC AUF DEN KNOCHEN-
STATUS

Bei Npc1-Mausen sammelt die Leber Cholesterin, was zu einer Hepatomegalie mit Le-
berschaden, Entziindungen, Apoptosen und Fibrose fiihrt. Auch das Gallengangsystem,
sowie die Nieren der Tiere in den verschiedenen Teilen des Tubulussystems sind von
erhdhten Cholesterinablagerungen betroffen [174]. Dies legt eine Stérung in der endo-
genen Synthese von Vitamin D nahe, da Cholecalciferol hauptsachlich in der Leber zu
25-Hydroxycholecalciferol hydroxyliert und anschliefiend in der Niere am C1-Atom zu
1,25-Dihydroxycholecalciferol (= Calcitriol) umgewandelt wird. Untersuchungen, die eine
Stoérung in diesem Stoffwechselweg demonstrieren, haben gezeigt, dass Calcitriol eine
herausragende Rolle in der Mineral- und Skeletthomdstase innehat. Verringerte Spiegel
an Calcitriol verursachen Wachstums-, Matrixmineralisierungs-, und Knochenbildungs-
stérungen [194]. Endokrine Stérungen stehen bei NPC1-Mutationen zwar nicht im Mittel-
punkt der Forschung, dennoch lassen die Schaden an den Vitamin D produzierenden
Organen einen Einfluss jener auf den Knochenstatus vermuten. In der hier erfolgten kili-
nischen Untersuchung hatten vier der sechs Befragten NPC-Patienten einen Vitamin D

Mangel oder substituieren dieses.

HPRCD senkt den Cholesteringehalt in der Leber und verbessert damit die Lebererkran-
kung bei NPC [195]. Dies kdnnte ebenfalls ein Grund fiir den verbesserten Knochensta-
tus der mit HPRCD behandelten Tiere sein.

4.6 LIMITATIONEN DER STUDIE

Diese Studie wurde mit Uber Jahrzehnte gesammelte Mausproben durchgefiihrt. Daraus
resultiert eine teilweise sehr lange Lagerung der untersuchten Knochen in ihrem jeweili-
gen Fixationsmedium. Es resultierte eine schlechte Probenqualitat, was die enzym- und
immunhistochemische Untersuchung stark begrenzte. Die Untersuchung der Proben
nach einer Einbettung in T-9100 war aufgrund der langen Lagerung nicht mehr moglich,
da die Knochen zu fragil waren. Auch die Proben, welche in Paraffin eingebettet wurden,

zeigten vereinzelt eine schlechte Probenqualitat, weshalb in die Auswertung der histo-
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morphometrischen Messungen die untersuchte, intakte Flache als Konfounder einge-
schlossen wurde. Dennoch sind Verfalschungen des Ergebnisses nicht ausgeschlossen.
Aulerdem konnten die Proben aufgrund der Lagerung nicht in der Giemsa-Farbung auf

zellulare Veranderungen im Knochenmark untersucht werden.

Im Tiermodell mit Mausen in Kafighaltung gibt es des Weiteren generell das Problem,
das die physiologische Aktivitdt und damit die Belastung der Mause verandert sein
koénnte. Auch fihrt die Niemann-Pick Typ C Krankheit zu einer Neurodegeneration und
Fortbewegungseinschrankungen, was gerade bei den Npc1”-Mausen eine verringerte
Belastung des Skelettsystems zur Folge haben wird (67). Organspezifische Effekte sind
aufgrund von nervalen, hormonellen und humoralen Einfliissen erschwert zu konkreti-
sieren. Generell ist es nicht mdglich, bei einer solch komplexen Systemerkrankung auf
genaue Ursachen zu schlielen. In dieser Arbeit wurde versucht, moglichst viele Ein-
flussfaktoren zu diskutieren. Dennoch ist es nicht moéglich, bei der vorliegenden Unter-
suchung alle moglichen Variablen zu kalkulieren. Auch bei den Untersuchungen des
Knochenstatus anderer Sphingolipidosen konnte das Ausmal3, in dem dieses durch die
Krankheit im Vergleich zu anderen Faktoren, wie Medikamenten oder Vitamin D, beein-
flusst wird, nicht endgultig geklart werden. Die Bewegungsunfahigkeit oder niedrige Vi-
tamin D-Spiegel wurden friiher bereits beim Morbus Fabry als Ursache fur die verringerte
Knochenmenge diskutiert (101). Es ist sehr wahrscheinlich, dass diese beiden Faktoren

auch die Ergebnisse dieser Arbeit beeinflusst haben.

Bei NPC akkumulieren im Knochenmark sogenannte sea-blue Histiozyten, sessile Mak-
rophagen mit groflen Ansammlungen von Lipiden im Zytoplasma [196, 197]. Der Name
sea-blue stammt von ihrem typischen aussehen in der Giemsa-Farbung. Es wurde ver-
sucht sea-blue Histiozyten in den verwendeten Praparaten zu untersuchen. Aufgrund
der Fixierung und der Einbettung der Proben konnten die Praparate in der Giemsa-Far-
bung allerdings nicht bewertet werden. In der lichtmikroskopischen Untersuchung fielen
ausgewaschene Bereiche auf (Abbildung 21), die von sea-blue Histiozyten stammen
kénnten. Diese beobachteten Relikte kamen nur bei Npc1”-Tieren vor. Lipidbeladene
Makrophagen spielen in der Pathogenese des Morbus Gaucher eine grof3e Rolle (112,
69, 8, 51). Sie verursachen eine chronische Inflammation mit der Produktion diverser Zy-
tokine, die ursachlich sind fir den Knochenumbauprozess (51). In zuklnftigen Arbeiten
zur Knochenbeteiligung bei NPC sollte die Auswirkung der bekannten Akkumulation von
sea-blue Histiozyten im Knochenmark zum Gegenstand der Forschung gemacht wer-

den.
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4.7 SCHLUSSFOLGERUNG UND AUSBLICK

Die Beteiligung des Knochens bei NPC scheint von vielen Parametern abzuhangen. In
dieser Arbeit wurden einige mogliche Faktoren erortert. Trotz aller potentiellen Artefakte
konnte gezeigt werden, dass ein Defekt des Npc1-Proteins bei der Maus negative Ef-
fekte auf den Knochenstatus hat. Beim Menschen kdnnen aus den hier erhobenen Daten
aufgrund der geringen Teilnehmerzahl keine Rickschliisse gezogen werden. Es zeigt
sich aber dennoch die Tendenz, dass mit ansteigender Schwere der Krankheit der Kno-
chenstatus klinisch auffallig wird. Aufgrund des gezeigten Sexualdimorphismus im
Mausmodell, sollte in weiteren Forschungsprojekten zum Morbus NPC Riicksicht auf das

Geschlecht genommen werden.

Diese Arbeit hat gezeigt, dass die medikamentdse Behandlung des NPC den Knochen-
status positiv beeinflusst. Da die hier eingesetzten Medikamente, vor allem Miglustat®,
an den pathologischen Sphingolipidakkumulationen ansetzten, ist davon auszugehen,
dass diese Akkumulationen ursachlich fir den schlechten Knochenstatus bei NPC sind.
Diese Vermutung wird unterstitzt von vorherigen Untersuchungen, die einen negativ
beeinflussten Knochenstatus bei anderen Sphingolipidspeicher-krankheiten zeigten
[152-154, 59, 155]. Hinsichtlich der Medikamente wurde ein Einfluss von HPRCD auf den
Knochenstatus bei WT-Mausen gemessen. In Zukunft wird es wichtig sein, diesen Ein-
fluss von HPRCD auf den Knochen weiter zu untersuchen. Die Genexpressionsanalyse
der erkrankten Knochen konnte eine erhéhte Expression von ALP bei weiblichen Npc1
F-Mausen feststellen. Hier sollte weiter angesetzt werden, die mdgliche Prasenz einer
Erhéhung auch am Menschen zu untersuchen, da die ALP-Erhdhung ein wichtiger Ver-
laufsparameter bezlglich des Knochenstatus im klinischen Alltag sein kdnnte. Auch
sollte im Hinblick auf zuklnftige Forschungsvorhaben, bei denen die medikamentdse
Therapie des NPC eine Rolle spielt, das 2024 zur Behandlung des humanen NPC zu-
gelassene Medikament Arimoclomol in die Untersuchungen eingeschlossen werden.
Arimoclomol war zur Zeit der Beantragung des Tierversuchs noch nicht in Verwendung

und wurde deshalb nicht in die Untersuchungen aufgenommen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Der Morbus Niemann-Pick (NPC) ist eine autosomal-rezessiv vererbte atypische Sphin-
golipidose, deren Ursprung ein Gendefekt des Cholesterolstoffwechsels ist. Bei an NPC
erkrankten Patienten reichern sich Lipide wie Cholesterin, Glykolipide und Sphingolipide
im endosomalen/lysosomalen System an. Bei anderen Sphingolipidosen fuhrt diese Ak-
kumulation zu Stérungen des Knochenstoffwechsels. Vor diesem Hintergrund war es
das Ziel der vorliegenden Arbeit die Hypothese zu testen, dass die Akkumulation von
Sphingolipiden einen negativen Einfluss auf den Knochenstatus hat. Hierfur wurde der
Knochenstatus in einem NPC-Mausmodell, sowie begleitend durch eine klinische Um-
frage an NPC-Patienten untersucht. Weiterhin wurde analysiert, inwiefern Medikamente,
die zur Behandlung von NPC eingesetzt werden, einen Einfluss auf den Knochenstatus
haben. Dazu wurden Femora von weiblichen und mannlichen betroffenen Npc17-, kon-
troll-Npc1**- und heterozygoten Npc1*--Mausen verwendet, die histologisch, computer-
tomographisch, sowie histomorphometrisch untersucht wurden. Um zusatzlich Erkennt-
nisse Uber die postnatale Entwicklung (P) bei NPC zu erhalten, wurden Wirbelkdrper von
Mausen an P30 und P40 mittels realtime RT-PCR untersucht.

Die histomorphometrischen Untersuchungen zeigten eine signifikante Reduktion der re-
lativen Knochenflache der Npc1'-Mause im Vergleich zu den Wildtypen. Nach der me-
dikamentdsen Behandlung der Tiere war dieser Unterschied nicht mehr nachweisbar.
Wurde die gesamte untersuchte Flache als Konfounder bertcksichtigt, so waren die sig-
nifikanten Unterschiede nur bei den weiblichen Versuchstieren nachzuweisen. Hier war
die Knochenflache bei den medikamentds behandelten weiblichen Mausen ebenfalls
signifikant reduziert. Die pCT-Untersuchungen komplementierten diese Ergebnisse in
Bezug auf das relative Knochenvolumen. Zudem zeigte sich eine verringerte Trabekel-
dicke und -nummer. Die relative Knochenoberflache, die trabecular seperation, der tra-
becular pattern factor, sowie der structure model index, zeigte sich bei den unbehandel-
ten Npc1”-Mausen deutlich erhoht. Vor allem bei den weiblichen Mausen zeigen sich
die Ergebnisse vergleichbar mit yCT-Untersuchungen von murinen Proben mit Osteo-

porose.

Die Ergebnisse der RT-PCR zeigten signifikante Unterschiede zwischen mannlichen und
weiblichen Npc71”/-Mause fir den Primer alkalische Phosphatase. Zudem war die Ex-
pression der Sphingosin-Kinase 1 an P30 bei den weiblichen Npc71”-Mausen im Ver-

gleich zu den mannlichen Mausen signifikant erniedrigt war.
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Zusammenfassend zeigen die Npc1”-Méause in ihrer Gesamtheit einen schlechteren
Knochenstatus als der Wildtyp und die heterozygoten Mause. Dabei scheint das Ge-
schlecht der Tiere eine EinflussgrofRe zu sein. Die medikamentdse Behandlung, vor al-

lem das Verhindern der Sphingolipidakkumulation, konnte den Knochenstatus der Tiere
verbessern.
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6 SUMMARY

Niemann-Pick disease (NPC) is an autosomal recessively inherited atypical sphingolip-

idosis originating from a genetic defect in cholesterol metabolism. In patients with NPC,
lipids such as cholesterol, glycolipids and sphingolipids accumulate in the endosomal/ly-
sosomal system. Other sphingolipidoses show that this accumulation can lead to dis-
turbances in bone metabolism. In this work, bone status was investigated in an NPC-
mouse model supplemented with a clinical survey of NPC-patients. The aim was to test
the hypothesis that sphingolipid accumulation has a negative effect on bone status in
NPC. Furthermore, the influence of drugs used to treat NPC on bone status was ana-
lyzed. For this purpose, femora from affected Npc717-, wildtype Npc71**- and heterozy-
gous Npc1*-mice were used from the NPC mouse model, which were examined histo-
logically, by computed tomography (UCT) as well as histomorphometrically. Additionally,
to gain insights into the postnatal development (P) in NPC, vertebral bodies from mice at
P30 and P40 were analyzed by realtime RT-PCR.

The histomorphometric examinations showed a significant reduction in the relative bone
area in samples of the Npc7’-mice compared to the wild types. After drug treatment of
the animals, this difference was no longer detectable. When the total area was consid-
ered as a confounder, the significant differences were only detectable in the female Npc1
~animals. Here, the bone area was also significantly reduced in the drug-treated female
Npc1” mice. The uCT investigations complemented these results regarding the relative
bone volume. Additionally, a decreased trabecular thickness and number were observed.
The relative bone surface, trabecular separation, trabecular pattern factor, and structure
model index were significantly increased in the untreated Npc71”-mice, espe- cially in the
female mice. These results are comparable to uCT investigations of murine samples with
osteoporosis. The results of the RT-PCR showed significant higher expres- sion in male
than in female Npc7”-mice for the primer alkaline phosphatase. In addition, the
expression of sphingosine kinase 1 was found to be significantly decreased in the female

Npc1”-mice compared to the male mice at postnatal day 30.

In summary, the Npc1’-mice showed a decline in bone status compared to Npc7**- and
Npc1*--mice. The gender of the animals seems to be an influencing factor. Drug treat-
ment, especially preventing sphingolipid accumulation, was able to improve the bone

status of the animals.
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7 ABKURZUNGS-, ABBILDUNGS-UND TABELLEN-
VERZEICHNIS

7.1 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ALLO

ALP

ASMA

BAr

BAr. TAr

BMD

BS

BS.TAr

BSA

BV

Ctsk

Cx43

EDTA

GM1

HE

HPRCD

MIGLU

NFkB

NPA

NPB

NPC

Allopregnanolon

alkalische Phosphatase
anti-smooth-muscle-actin

bone area, Knochenflache
relative Knochenflache

bone mineral densitiy, Knochenmineraldichte
bone surface, Trabekeloberflache
relative Knochenoberflache
bovine serum albumin

bone volume, Knochenvolumen
Cathepsin K

Connexin 43
Ethylendiamintetraessigsaure
Forward
Monosialotetrahexosylgangliosid
Hamatoxylin-Eosin
2-Hydroxypropyl-R-Cyclodextrin
Miglustat®

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells
Niemann-Pick Typ A
Niemann-Pick Typ B
Niemann-Pick Typ C

100



ORP1L
PX
PCR
PGE2

PMMA

RANK
ROI
RT-PCR

mm

SMI
Sph
Sph1P
SphK
SphK1
TAr
B
Tb.Th
Th.Pf
TBS
Tb.Sp

TMD

Oxysterol-Bindungsprotein

postnatalen Tag X

polymerase chain reaction

Prostaglandin E2

Polymethylmethacrylat (PMMA)

Reverse

Rezeptor-Aktivator von NFkB

region of interest

reverse Transkriptase polymerase chain reaction
revolutions per minute

Negativkontrolle der reversen Transkription
reverse Transkription

Sekunden

structure model index, Struktur-Modell-Index
Sphingosin

Sphingosin 1 Phosphat

Sphingosin-Kinase

Sphingosin-Kinase-1

tissue area, Gewebsflache

Toluidinblau

trabecular thickness, Tabekeldicke
trabecular pattern factor, trabekulérer Musterfaktor
tris buffered saline

trabecular separation, Trabekel Separation

tissue mineral density, Mineralanteil des Gewebes
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TNFa
TRAP
vV
vATPase
VEGF
VOI

WT

MCT

Tumornekrosefaktor-a
Tartrat-resistente-saurer-Phosphatase
tissue volume, Gewebsvolumen
vakuolare H*-Adenosintriphosphatase
vascular endothelial growth factor
Volume of interest

Wildtyp

Mikro-Computertomographie
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Patienteninformation und Einwilligung zum Forschungsvorhaben
»Untersuchung des Knochenstatus bei Morbus Niemann-Pick Typ C*

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient, sehr geehrte Studienteilnehmer*innen,

wir von der experimentellen Unfallchirurgie GieRen fiihren derzeit eine Studie durch, bei der
wir den Knochenstatus bei Patienten mit Morbus Niemann-Pick-Typ C untersuchen. Daher
wirden wir Sie um lhre Einwilligung zur Teilnahme an dieser wissenschaftlichen Untersuchung
bitten.

Die experimentelle Unfallchirurgie ist eine nach SO 9001:2015 =zertifizierte
Forschungseinrichtung der  Klink und  Poliklinik fir Unfall, Hand- und
Wiederherstellungschirurgie des Universitatsklinikum GieRRen. Die seit 1995 bestehende
Experimentelle Unfallchirurgie wird von Prof. Dr. Katrin Susanne Lips geleitet. Derzeit werden
dort auf einer Gesamtflache von 500 m? ca. 8 wissenschaftliche Angestellte, sowie mehrere
arztliche Mitarbeiterinnen der Klinik und Poliklinik fir Unfall, Hand-, und
Wiederherstellungschirurgie beschaftigt sowie eine Vielzahl von medizinischen Doktoranden
ausgebildet.

Ausfuhrlichere Informationen zur Studie erhalten Sie im Folgenden.

Far lhre Rickmeldung ist lediglich der beiliegende Fragebogen auszufiillen und mit Hilfe des
beiliegenden frankierten Riickumschlags zuriickzusenden.

Die Studie wird von Frau Prof. Dr. Lips und Herrn Nick Mattern durchgefiihrt. Frau Prof. Dr.
Lips ist die Leiterin der Experimentellen Unfallchirurgie. Sie leitet eine Vielzahl an Projekten in
den Fachgebieten Unfallchirurgie, Regeneration, Osteologie, Zellbiologie, Anatomie,
Materialwissenschaften und Toxikologie und konnte bereits eine Reihe wissenschaftlicher
Publikationen verdffentlichen. Der Schwerpunkt ihrer Arbeiten liegt auf der Identifizierung
molekularer und zellularer Mechanismen von Erkrankungen, bei denen das muskuloskelettale
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System mitbetroffen ist. Herr Nick Mattern ist Student und Doktorand der Humanmedizin an
der Justus-Liebig Universitat GieRen und beschéftigt sich in seiner Dissertation mit den
Auswirkungen der bei Morbus Niemann-Pick Typ C anfallenden Lipiden auf den
Knochenstatus. Hierbei untersucht er die molekularen Mechanismen des Morbus Niemann-
Pick Typ C in einem Mausmodell. Die Befunde dieser experimentellen Untersuchung méchten
wir nun mit Daten von Patienten mit Morbus Niemann-Pick Typ C korrelieren und méchten
deshalb um Ihre Mitarbeit bei der hier vorliegenden Umfrage bitten.

Sollten Sie weitere Fragen zu der Untersuchung haben, steht Ihnen als Ansprechpartner Herr
Nick Mattern unter folgender E-Mail-Adresse zur Verfligung:

E-Mail: I

Telefon: 0170-3711882

Wir bedanken uns fur Ihre wertvoll investierte Zeit, die uns bei der Erforschung des Morbus
Niemann-Pick-Typ C Hilft

Mit freundlichen GruRen

Prof. Dr. Katrin Lips Nick Mattern

Leiterin experimentelle Unfallchirurgie Doktorand experimentelle Unfallchirurgie
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Patienteninformation:

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient, sehr geehrte Studienteilnehmer*innen,

Wir von der experimentellen Unfallchirurgie beschéftigen uns in unseren momentan
laufenden Forschungsprojekten mit dem Knochenstatus bei Niemann-Pick-Typ C. Unser
Projekt befindet sich gerade in der Phase, in der es um Knochenveranderungen bei NPC
Erkrankten und nicht-Erkrankten geht. Hierbei liegt auch ein wichtiges Augenmerk auf dem
Knochenstatus unter dem Einfluss verschiedener Medikamente, die zur Therapie eingesetzt
werden. Ebenso interessant ist es fur unsere Forschung, wie sich der Knochenstatus klinisch

bei den Betroffen manifestiert.

Ziel ist es in den Forschungsarbeiten Erkenntnisse uber die Auswirkung des Morbus
Niemann-Pick Typ C auf den Knochen zu gewinnen. Dabei sollen der individuelle
Symptomkomplex und die persénliche Medikation mit in die Auswertung einbezogen werden.
Neben der genaueren Erforschung der Krankheit sollen durch die Studie gegebenenfalls
weitere Ansatze zur Behandlung und Therapie der Erkrankung gewonnen werden.

Dafiir benétigen wir bei dieser seltenen Erkrankung lhre Mitarbeit, indem Sie die
beiliegenden Fragebdgen ausfiillen und an uns zurticksenden. lhre Daten werden nach
Eingang pseudonymisiert und auch nur in pseudonymisierter Form (d.h. Ihr Name wird durch
eine Kenn-Nummer ersetzt) gespeichert, sowie ausschliefilich in dieser ausgewertet. Die
Daten werden im Tresor der Experimentellen Unfallchirurgie vor fremden Zugriff geschutzt.
Zugang zu lhren Daten haben nur Mitarbeiter der Studie. Diese Personen sind zur

Verschwiegenheit verpflichtet.

Die personenbezogenen Daten werden nach Ende des Forschungsvorhabens, spatestens
jedoch nach 10 Jahren, geldscht. Die Studienergebnisse werden ohne Bezug zu lhrer

Person (anonymisiert) veréffentlicht.
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lhre Teilnahme an dem Forschungsvorhaben ist ganz und gar freiwillig. Sie kénnen jederzeit
und ohne Angabe von Griinden ihr Einverstéandnis zur Teilnahme zuriicknehmen, ohne dass
Ihnen hieraus irgendwelche Nachteile entstehen. Sollte Sie Ihre Teilnahme erst dann
widerrufen, wenn die statistischen Analysen bereits durchgefiihrt wurden, wird es nicht mehr
moglich sein |hre bereits verarbeiteten Daten zu I6schen. Alle anderen Daten werden
naturlich sofort nach Widerruf geléscht. Die statistischen Analysen und die wissenschaftliche
Veréffentlichung (internationale Publikationen, Dissertation) der Ergebnisse erfolgt

ausschlieBlich anonymisiert.
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Einwilligungserklarung:

Name des Patienten in Druckbuchstaben

geb. am

Ich bin ausfiuhrlich und verstandlich Gber die geplante Umfrage und die Bedeutung und
Tragweite der klinischen Studien aufgeklart worden. Ich habe dariiber hinaus den Text der
Patienteninformation, sowie die darin enthaltene Datenschutzerklarung gelesen und

verstanden.

Ich hatte ausreichend Zeit, mich zu entscheiden.

Méglichkeit zu Dokumentation zuséatzlicher Fragen seitens des Patienten sind jederzeit

schriftlich unter der oben angegebenen Emailadresse oder telefonisch gegeben.

Mir ist bekannt, dass ich jederzeit ohne Angabe von Griinden meine Einwilligung zu
Teilnahme an der Umfrage zuriickziehen kann (mundlich oder schriftlich), ohne dass mir

daraus Nachteile entstehen.

Zusatz zur Studienteilnahme nicht einwilligungsfahiger Personen:

Bitte beachten Sie:

- Hat der Patient, als er noch zustimmungsfahig war, eine Studienteilnahme pauschal
abgelehnt so ist diesem Willen selbstverstandlich nachzukommen.
- Angehdrige kénnen nur tber die Studienteilnahme bestimmen, wenn sie zu

Betreuern bestellt worden sind.
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- Mit lhrer Unterschrift bestatigen Sie, dass Sie diese Hinweise zur Kenntnis
genommen haben, ausfihrlich Gber die Umfrage informiert wurden und Ihnen keine
WillensauRerung des Patienten/der Patientin bekannt ist, mit der bekundet wurde, an

einer solchen Studie nicht teilnehmen zu wollen.

Zusatz zur Studienteilnahme von minderjahrigen Personen:

- Minderjahrige durfen nur dann in klinische Prifungen einbezogen werden, wenn die
Sorgeberechtigten ihre Einwilligung dazu erteilt haben.

- Ist der Minderjahrige einwilligungsfahig, ist auch seine Einwilligung erforderlich.

Ich erkldre mich bereit an der oben genannten Umfrage freiwillig teilzunehmen.

Name des Patienten in Druckbuchstaben

Datum Unterschrift des Patienten

(Bei Minderjahrigen Unterschrift des Erziehungsberechtigten)

(Bei nicht einwilligungsfahigen Personen Unterschrift des gesetzlichen Betreuers)
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Fragebogen zu ,,Knochenstatus bei Morbus Niemann-Pick Typ C

Alter: Geschlecht:

Gewicht: KérpergrofRe:

Wann war der Beginn lhrer Symptome (Bitte ungefahres Datum angeben)?

Unter welchen Symptomen leiden/litten Sie? Zutreffendes bitte
ankreuzen:

Gelbsucht nach der Geburt:
Verzdgerte motorische Entwicklung:
VergroRerte Milz:

VergroRerte Leber:

Ataxie/Stoérung der Bewegungskoordination

Vertikale supranukleére Blickparese/Lahmung der Augenmuskulatur:

Muskelhypotonie/ Mangel an Muskelspannung:
Intellektuelle Behinderung:

Verhaltensstorung:

Krampfanfalle

Kataplexie/Emotionsbedingter Verlust des Muskeltonus:
Psychosen:

Progrediente Demenz:

Epilepsie:

Weitere:

Ja

Jdoudboobdobudnod
Jodobooobtodbtdn
Joooooootoobtdn

Nein

Keine Angabe
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Ja Nein Keine Angabe

Ist Ihre Gehfahigkeit eingeschrankt?
Leiden Sie unter Gelenkschmerzen?

Leiden Sie unter generalisierten Knochenschmerzen?

oo
oo
oo

Hatten Sie schon einmal einen Knochenbruch?

Wenn ja:

wie viele?

Waren die Frakturen die Folge eines Unfalls?

Gab es bei Probleme bei der Frakturheilung?
Wenn ja:

Welche? (z.B.: verzdgerte Heilung oder Pseudarthose)

Wurde bei Ihnen bereits in Blutuntersuchungen der Calcium- und/oder der Vitamin D-Wert
bestimmt?

Wenn ja:

Was waren die Ergebnisse der Untersuchung?

Wenn Frakturen vorlagen, ware es fiir unsere Forschung relevant genaueres zur
Krankengeschichte zu wissen. Dafiir wirden wir Sie bitten, uns mitzuteilen wer die
behandelnde unfalichirurgische Abteilung war. Des Weiteren waren wir lhnen sehr
verbunden, von Ihnen eine Erlaubnis zu bekommen die Einrichtung zu kontaktieren, um
genaueres uber die Behandlung zu erfahren.

Behandelnde Unfallchirurgie:

Anschrift:

Ich willige ein, dass die experimentelle Unfallchirurgie GieRen den Krankheitsverlauf und
weitere Daten zum Knochenstatus bei der genannten behandelnden Institution erfragt und
die Daten fir seine Tatigkeiten im Bereich der Erforschung des Knochenstatus bei Niemann-
Pick-Typ C nutzt.

Ort, Datum: Unterschrift:
8

133



Nehmen Sie Miglustatpraparate (z.B. Zavesca®) ein?
Wenn ja:

Seit wann?

Wurde die Behandlung seit Beginn schon unterbrochen?

Sind Ihnen Nebenwirkungen aufgefallen?

Zum Beispiel: Ja Nein Keine Angabe

Thrombozytopenie/ Blutplattchenarmut
Gewichtsverlust:
Verminderter Appetit:

Magen-Darm-Stérungen (insb. Durchfall):

ERNRERNEE
ARNRERNEN
Joooo

Tremor/Muskelzittern:

Weitere:

Nehmen Sie weitere Medikamente?

Wenn ja welche?

Ja Nein Keine Angabe

Rauchen Sie? D l:] D

Fir Frauen:

Befinden Sie sich in der Menopause? D \:| |:|

Leiden Sie an einer weiteren Erkrankung neben Morbus Niemann-Pick Typ C?
Zum Beispiel:

Schilddrisenerkrankung?

Chronischer Durchfall?

Rheumatische Erkrankungen?

Sonstige:
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