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1 Zielsetzung

Saugetiere verfugen Uber drei im Mittelohr lokalisierte, gelenkig miteinander
verbundene Gehodrkndchelchen — Hammer (Malleus), Amboss (Incus) und Steigbugel
(Stapes). Sie leiten akustische Schwingungen des Trommelfells mechanisch auf das
Innenohr weiter. Die Entwicklungsstadien der Gehdrknochelchen zeichnen sich durch
zellulare Besonderheiten aus, welche bei keinem anderen Knochen zu beobachten
sind. So findet die vollstandige Ossifikation der humanen Gehorknochelchen pranatal
statt. In der Entwicklung der Gehdrkndchelchen der Maus zeigt sich im Gegensatz zu
der des Menschen, dass die pranatalen Entwicklungsstadien beim Menschen in der
Maus erst postnatal stattfinden. Somit kann die Maus als Modell fur die
humanmedizinische Forschung dienen, um Knochenentwicklungsprozesse der
Gehorkndchelchen zu analysieren und beeinflussende Faktoren zu untersuchen.

Ziel dieser Arbeit ist die Analyse muriner (,die Maus betreffend®)
Gehorkndchelchen in unterschiedlichen postnatalen Entwicklungsstadien und die
Aufstellung eines histologischen und histomorphometrischen Entwicklungsmodells
sowie die rasterelektronenmikroskopische Analyse des Mineralisationsgrades
(CaMean), der strukturellen Knochenveranderung (Porositat) und der Veranderung
von Anzahl und Erscheinungsbild der Osteozytenlakunen.

Ein weiterer Gegenstand dieser Arbeit ist die Analyse muriner
Gehorkndchelchen des Hyp Mausmodells zur Entschlisselung des Einflusses des
aus dem Knochenfeld bekannten Signalproteins FGF23 auf die Entwicklung und
Mineralisation der Gehorknoéchelchen. Hierdurch soll der Zusammenhang zwischen
der Knochenqualitat der Gehorknochelchen und der bei vielen genetischen

Skeletterkrankungen vorliegenden Horminderung untersucht werden.



2 Einleitung

2.1 Das Skelettsystem

Die Knochen stellen das Endoskelett des Organismus von Wirbeltieren dar.
Sie weisen eine grol3e Varianz in Struktur, Form und Grofe auf. Neben Muskeln und
Sehnen sind sie Hauptorgan des Stutz- und Bewegungsapparates und somit
entscheidend fur das bewegliche Erscheinungsbild. Das Skelett Ubernimmt
weitreichende lebensnotwendige Funktionen. Im menschlichen Korper ist es neben
der Sicherung der Stabilitat und Bewegung essentiell fur den Schutz der inneren
Organe, sowie als Ursprungsort des blutbildenden Systems und als Speicher von
Mineralstoffen unentbehrlich. Der Knochen stellt somit das grofte Reservoir von
Calcium und Phosphat im Korper dar und ist somit bedeutend flr den
Mineralstoffwechsel. Kennzeichnend fur den Knochen ist die Anpassung an seine
effektiven Beanspruchungen, wie bereits 1892 durch Julius Wolff in ,Das Gesetz der

Transformation des Knochens” festgestellt wurde (Wolff, 1892).

2.1.1 Knochenentwicklung

Die Knochenentwicklung im Organismus des Menschen erfolgt auf zwei
unterschiedlichen Wegen. Zum einen Uber den direkten Weg der desmalen
Ossifikation und zum anderen uber den indirekten Weg der chondralen Ossifikation.
Zu Beginn beider Wege der Osteogenese steht eine Verdichtung des embryonalen
Mesenchyms.

Bei der desmalen Ossifikation differenzieren Mesenchymzellen zu
Osteoblasten, welche wiederum uber Zell-Zell-Kanale (Gap-Junctions) verbunden

sind. Diese lagern um ihre Zellkdrper und -auslaufer unmineralisierte Knochenmatrix
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(genannt Osteoid) ab, welches in der Folge zunehmend mineralisiert wird. Einige der
Osteoblasten werden so in die Knochenmatrix eingemauert und differenzieren im
Knochen zu Osteozyten. Die weitere Osteogenese findet durch appositionelles
Wachstum statt, indem in der Peripherie lokalisierte Osteoblasten Osteoid an die
vorhandene Knochensubstanz anlagern. Die desmale Ossifikation ist unter anderem
bei der Osteogenese des Schadeldachs, des Gesichtsschadels und des
Schlusselbeins zu beobachten (Lullmann-Rauch and Paulsen, 2012).

Die chondrale Ossifikation zeichnet sich durch eine anfangliche
Differenzierung des mesenchymalen Bindegewebes zu Chondroblasten, welche
Vorlauferzellen der Knorpelmatrix darstellen, aus. Das Zwischenergebnis ist ein
Primordialskelett, ein Modell des Skeletts vollstandig aus hyalinem Knorpel. Aus
diesem differenziert sich im Weiteren die mineralisierte Knochensubstanz. Die
Prozesse der chondralen Ossifikation sind in peri- und enchondrale Ossifikation zu
unterteilen. Bei der perichondralen Ossifikation bildet sich zunachst eine
Knochenmanschette um die Zirkumferenz des Knorpelmodells herum. Dieses findet
zunachst im Bereich der Diaphyse statt und breitet sich anschliel3end divergent aus.
Aus der Knochenmanschette entwickelt sich spater das Periost, von welchem das
Dickenwachstum appositionell ausgehen wird. Die zellularen Vorgange bei der
perichondralen Ossifikation entsprechen hierbei denen der desmalen Ossifikation
(Welsch and Deller, 2010). Die enchondrale Ossifikation findet im Inneren des
Primordialskelettes statt. Durch die sich bildende Knochenmanschette sprief3en
Blutgefalie mit Chondroklasten, Osteoblasten, Osteoklasten und
Knochenmarkszellen in das Innere des Knorpelskelettes ein (Mackie et al., 2008).
Durch Abbauvorgange der Chondroklasten und Aufbauvorgange der Osteoblasten

wird die Knorpelsubstanz durch ein Knochengeflecht ersetzt.



Es entsteht so die primare Markhohle und die Substantia spongiosa. In der
primaren Markhohle wird sich spater das Knochenmark bilden. In den Epiphysen
kommt es bei dem heranwachsenden Menschen durch standige Prozesse der
enchondralen Ossifikation zum interstitiellen Langenwachstum des Knochens.
Spezifische Punkte, von denen die Ossifikationsvorgange starten, werden hierbei als

Ossifikationszentren bezeichnet (Michels et al., 2007).

2.1.2 Knochenbestandteile und -aufbau

Makroskopisch stellen die Substantia kompakta und die Substantia spongiosa
die zwei Bauformen des Knochens dar. Die Kompakta (Kortikalis; Abbildung 1 A)
fungiert als homogen erscheinende Rindenschicht, welche von auflen von der
aulleren Knochenhaut (Periost) Uberzogen wird. Die Spongiosa liegt im Inneren des
Knochens. Sie ist ein schwammartiges Gitterwerk aus feinen Knochenbalkchen
(Trabekel; Abbildung 1 B). Die Spongiosa ist dabei so angeordnet, dass die Trabekel
auf Zug oder Druck belastet werden. Samtliche Innenflachen des Knochens werden
von der inneren Knochenhaut (Endost) Uberzogen. Je nach Knochen unterscheidet
sich der Anteil von Kortikalis und Spongiosa. So bestehen die langen
Réhrenknochen vor allem aus Kortikalis, wahrend die Wirbelkdrper zu einem
groReren Teil aus Spongiosa aufgebaut sind (Abbildung 1).

Hauptbestandteile des menschlichen Knochens sind die mineralisierte
Extrazellularmatrix ~ (EZM) und  die  verschiedenen  Zelltypen. Unter
knochenspezifischen  Zelltypen  sind  Osteoprogenitorzellen,  Osteoblasten,
Osteoklasten und Osteozyten zusammenzufassen. Die Extrazellularmatrix ist ein
dreidimensionales Konstrukt, welches dem Knochen seine raumliche Organisation

und Struktur gibt. Sie besteht zu 35% aus organischem Material wie Kollagenfibrillen



des Typs |, Proteoglykanen und Knochenproteinen. In diese Matrix werden
anorganische Materialien wie Calciumsalze (Hydroxylapatit) und lonen eingelagert.
Die eingelagerten anorganischen Substanzen stellen hierbei 65% der
Extrazellularmatrix dar.

Die Extrazellularmatrix als strukturgebende Knochenformation kann als
Geflecht- oder Lamellenknochen organisiert sein. Geflechtknochen stellt die primitive
Form des Knochens dar, welcher bei beiden Arten der Ossifikation zunachst gebildet
wird. Die Kollagenfasern des Geflechtknochens liegen ungeordnet vor und die
Knochenbalkchen bilden ein dreidimensionales Konstrukt. Die bindegewebigen und
gefallfihrenden Zwischenrdume dieses Konstrukts bilden das primare Knochenmark
(Welsch and Deller, 2010). Geflechtknochen sind beim erwachsenen Menschen
lediglich im Felsenbein, in den Schadelnahten und in den Gehdrknochelchen zu
finden (Moll and Moll, 2006). Aber auch im Verlauf der Frakturheilung stellt der
Geflechtknochen, in welchem ausgepragte Auf- und Abbauvorgange der
Knochensubstanz ablaufen, einen essentiellen Zwischenschritt dar (Welsch and
Deller, 2010).

Im Laufe des physiologisch stattfindenden Knochenumbaus wird der
Geflechtknochen nach und nach durch Lamellenknochen ersetzt. Lamellen fungieren
als Baueinheiten, welche sich im Gegensatz zum Geflechtknochen durch
charakteristische Anordnungen und Verlaufsrichtungen von Kollagenfibrillen
auszeichnen. Verschiedene Arten von Lamellen werden hierbei unterschieden.
Speziallamellen sind die am haufigsten auftretenden Lamellen. Sie zeichnen sich
durch eine konzentrische, zylindrische Lamellenanordnung aus, in welcher zentral
der Havers-Kanal verlauft, welcher Blutgefal3e und Nervenfasern fuhrt. Eine solche
Baueinheit wird als Osteon bezeichnet. Havers-Kanale sind untereinander Uber

horizontale Volkmann-Kanale verbunden und die Osteone sind ihrerseits durch
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proteoglykanhaltige Zementlinien voneinander getrennt. Die Ausrichtungen der
Kollagenfibrillen wechseln in jedem Osteon. So kdnnen, angepasst an die effektiven
Beanspruchungen, durch biomechanisch sinnvolle Ausrichtungen hohere Stabilitaten
erzielt werden (Jerosch et al., 2002). Zwischen den intakten Osteonen sind
Schaltlamellen vorzufinden. Sie sind schotterartige Ruckstande abgebauter
Knochenlamellen und flllen die Raume zwischen neu entstandenen Osteonen auf
(Petersen, 2013).

Die aulierste und innerste Schicht der Kompakta wird durch Generallamellen
organisiert. Hier liegen die Lamellen nicht als Osteone vor, sondern umfassen
kontinuierlich die ganze innere und auliere Zirkumferenz (Lullmann-Rauch and

Paulsen, 2012).

Abbildung 1: Histologische Ubersichtsaufnahmen von Knochen (von Kossa Farbung). A: Maus Tibia,
schwarzer Pfeil: kortikaler Knochen. B: Maus Wirbelkdrper, schwarzer Pfeil: spongitser/trabekularer

Knochen.

2.1.3 Zellen des Knochens

Zu den knochenspezifischen Zellen zahlen Osteoprogenitorzellen,
Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten. Die drei erstgenannten Zellen gehoren
vom Ursprung her zu einem Zelltyp, befinden sich allerdings in unterschiedlichen
funktionellen Phasen. Osteoprogenitorzellen stellen die friheste dieser Phasen dar.
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Sie sind Vorlauferzellen, welche sich aus mesenchymalen Stammzellen
differenzieren. Aus ihnen bilden sich Osteoblasten. Osteoprogenitorzellen sind auch
noch bei Erwachsenen zu finden und konnen beispielsweise im Prozess der
Frakturheilung aktiviert werden. Sie sind im Endost und Periost lokalisiert (Welsch
and Deller, 2010).

Osteoblasten sind einkernige, kubische knochenbildende Zellen. Sie sind
ebenfalls sowohl im wachsenden als auch im ausgewachsenen Knochen zu finden.
Sie sind aktiv sezernierende Zellen, welche untereinander Uber Nexus verbunden
sind und die noch nicht verkalkte Knochenmatrix — das Osteoid — bilden. Osteoid ist
nahezu uberall auf den Knochenoberflachen eines wachsenden Knochens zu finden
(Florencio-Silva et al., 2015). Mit steigendem Alter nimmt die Anzahl der
Osteoblasten deutlich ab. Sobald die Osteoblasten ihre knochenbildende Funktion
vollendet haben, gehen sie entweder durch Apoptose zugrunde, werden zu, in
Knochenmatrix eingemauerten, Osteozyten oder entwickeln sich zu Saumzellen
(,oone-lining cells®) (Jilkka et al., 1998). Saumzellen befinden sich auf der
Knochenoberflache, an welcher weder Knochenresorption noch Knochenneubildung
stattfindet. Sie befinden sich in einem Status des Ruhezustandes. Untereinander und
zu benachbarten Osteozyten stehen die Saumzellen in Kontakt. So kdnnen von
Saumzellen ausgehende Signale zu Osteozyten in Knochen-Canaliculi und
bestehende Zell-Zell-Verbindungen (Gap junctions) zwischen Saumzellen
untereinander beobachtet werden (Miller et al., 1989).

Osteoblasten, welche sich zu Osteoid-Osteozyten und terminal zu Osteozyten
ausdifferenzieren, liegen schlussendlich eingemauert als einkernige reife Zellen in
Knochenlakunen der Knochenmatrix vor. Wahrend der Differenzierung verlieren die
Zellkorper deutlich an Volumen. So ist eine Abnahme des Zellkérpervolumens von

30% bei Osteoid-Osteozyten und schliel3lich eine Reduzierung des Volumens von
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70% bei ausdifferenzierten Osteozyten zu verzeichnen (Aarden et al., 1994).
Osteozyten sind die haufigste zellulare Komponente des Knochens (Franz-Odendaal
et al., 2006). Sie stellen rund 90-95% der gesamten Knochenzellanzahl dar
(Florencio-Silva et al., 2015) und besitzen stark verzweigte dendritische Fortsatze.
Uber diese Fortsatze, welche sich in Knochen-Canaliculi befinden, stehen die
Osteozyten untereinander und zur Knochenoberflache in  Verbindung.
Durchschnittlich konnen Osteozyten eine Lebensdauer von 25 Jahren erreichen
(Frost, 1963). Osteozyten werden als Mechanosensoren angesehen und kdnnen die
Aktivitat von Osteoblasten und Osteoklasten modulieren (Welsch and Deller, 2010).
Die Anzahl der Osteozyten fallt nach Frost mit steigendem Alter stetig ab. So sinkt
die Anzahl der mit Osteozyten besetzten Knochenlakunen von 95% im Alter von 10
Jahren auf 70% im Alter von 40 Jahren ab (Frost, 1963, Rolvien et al., 2018). Hierbei
konnen die Osteozyten auf zweierlei Art und Weise zugrunde gehen. Zum einen
konnen sie nach einigen Jahren durch Apoptose sterben. Bei diesem Weg kann fur
einige Monate noch ein pyknotischer Zellkern in der Knochenlakune verbleiben, ehe
diese infolge durch mineralisierte Knochenmatrix aufgefullt werden kann.
Lichtmikroskopisch sind die ehemaligen Knochenlakunen zu diesem spaten
Zeitpunkt nicht mehr sichtbar. Zum anderen kdnnen Osteozyten durch Osteoklasten
im Verlauf der Knochenresorption abgebaut werden (Parfitt, 2002).

Osteoklasten sind Knochenmatrix resorbierende Zellen. Sie sind mehrkernige
Zellen, welche bis zu 50 Kerne besitzen kdnnen und treten im Vergleich zu anderen
knochenspezifischen Zellen mit 2-3 Zellen pro Kubikmillimeter selten auf (Miyamoto
and Suda, 2003). Sie entstehen durch die Fusion von einkernigen Vorlauferzellen,
von welchen auch Makrophagen und Blutmonozyten abstammen. Somit
unterscheidet sich dieser Zelltyp fundamental von den Osteoblasten/-zyten.

Anzutreffen sind Osteoklasten zumeist in Einbuchtungen des Knochen - den
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sogenannten Howship-Lakunen (Lullmann-Rauch and Paulsen, 2012). In diesen
Lakunen herrscht ein deutlich erniedrigter pH-Wert (ca. 4,5), der durch aktiven
Protonentransport erreicht wird und dem Abbau der mineralisierten Matrix dient
(Clarke, 2008). Die zum Knochen gerichtete Seite der Osteoklasten ist dabei stark
geriffelt und erzielt auf diese Weise eine bedeutende VergroRerung der

Resorptionsoberflache (Stenbeck, 2002).

2.1.4 Knochenstoffwechsel — Remodeling

Der Knochen ist ein dynamisches Gewebe, welches durch hoch koordinierte
Vorgange kontinuierlich einen Prozess des Knochenumbaus erfahrt, welcher das
gesamte Leben Uber stattfindet. Dieser Umbau wird als Knochenremodeling
bezeichnet. Durch das Remodeling wird pro Jahr ungefahr 10% der gesamten
Knochenmenge umgesetzt (Manolagas, 2000). Zweck dieses physiologischen
Prozesses ist zum einen die Umwandlung des infantilen Geflechtknochens in
biomechanisch kompetenteren Lamellenknochen (vor allem im Wachstum) und zum
anderen die standige Erneuerung und Anpassung des Skeletts um beispielsweise
tote  Knochenbereiche  oder  Mikrofrakturierungen zu  erneuern. Das
Knochenremodeling ist somit fur den Organismus unverzichtbar, um sich an
wandelnde Umwelteinflisse aktiv anpassen zu konnen und zusatzlich um ein
funktionierende Calciumhomoostase zu gewahrleisten (Rucci, 2008).

Interessanterweise ist das Knochenremodeling bei den menschlichen
Gehorknochelchen kaum noch aktiv, sobald sie ihre finale Grofde erreicht haben. Sie
verlieren die Fahigkeit des Remodelings (Rolvien et al., 2018, Palumbo et al., 2012),
welches mdoglicherweise auf eine funktionelle Bedeutung bezuglich der

Schallweiterleitung zurtckzufuhren ist.
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Das Remodeling wird durch raumlich und zeitlich koordinierte Cluster von
knochenresorbierenden Osteoklasten und knochensynthetisierenden Osteoblasten
durchgefuhrt. Sie bilden eine temporare anatomische Struktur und stellen die kleinste
zellulare Einheit des Knochens dar, die ,basic multicellular unit® (BMU) (Raggatt and
Partridge, 2010). Im Laufe des Knochenumbaus frisst ein Cluster von Osteoklasten
einen Bohrkanal in die Knochenmatrix, welcher den Durchmesser eines zukunftigen
Osteons besitzt. Dieses geschieht ohne Rucksicht auf bestehende Osteone. Den
Osteoklasten folgt ein Cluster von knochenbildenden Osteoblasten. Sie
synthetisieren an die Wand des Bohrkanals die erste Osteoid-Lamellenschicht.
Weitere Cluster von Osteoblasten folgen und bilden weitere sich nach innen
anschlielfende Lamellenschichten. Bis zur Ausbildung eines vollstandigen Osteons
wiederholt sich dieser Prozess 5-20 mal. Zentral kommt es so zur Ausbildung eines
Hohlraums, dem Havers-Kanal. Die Bildung eines Osteons nimmt mehrere Monate in
Anspruch (Lullmann-Rauch and Paulsen, 2012).

Im Rahmen des Remodelings nehmen Osteozyten eine regulatorische
Funktion ein, indem sie mechanosensorische Signale an Osteoblasten und
Osteoklasten senden. So ist das Sklerostin eine von Osteozyten bei mechanischer
Minderbeanspruchung des Knochens sezernierte Signalsubstanz, welche die
Aktivitat der Osteoblasten inhibiert (Eriksen, 2010).

AuBerdem wird das Remodeling durch Zytokine, wie M-CSF (Macrophage
colony-stimulating factor), RANKL (Receptor Activator of NF-kB Ligand) und OPG
(Osteoprotegerin), reguliert. Alle drei Signalsubstanzen werden durch Osteoblasten
sezerniert. RANKL bindet hierbei an den RANK-Rezeptor, der sich auf Osteoklasten
befindet. Die RANKL/RANK-Interaktion und das Zytokin M-CSF bewirken ihrerseits
eine Proliferation der Osteoklastenvorlaufer. Infolge findet eine vermehrte

Knochenresorption statt. Das Zytokin OPG bindet an RANKL und kann auf diese
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Weise die RANKL/RANK-Interaktion unterbinden. Als Decoy-Receptor (Lockvogel-
Rezeptor) verhindert OPG so eine weitere Knochenresorption. Eine Beendigung der
Knochenresorption wird aul’erdem durch Ephrin-Proteine herbeigefihrt. Diese
binden sowohl an Osteoklasten als auch an Osteoblasten. Sie flihren durch die
Bindung zu einer Verminderung der Osteoklasten-Tatigkeit und zu einer Vermehrung
der Knochenbildung durch Osteoblasten. AuRerdem wird die Knochenbildung durch
TGF-B (transforming growth factor) und durch das Hormon Ostrogen positiv
beeinflusst. Weitere Hormone, wie Parathormon (PTH), Glucocorticoide oder das
Calcitriol (Aktives Vitamin D) beeinflussen ebenfalls das Knochenremodeling, indem

sie in diesen RANKL-OPG-Formenkreis eingreifen.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Remodelings der Knochenstruktur durch
knochenabbauende Osteoklasten, knochenaufbauende Osteoblasten und Osteozyten. (+) Stimulation
und (-) Hemmung. RANKL, M-CSF und OPG stellen durch Osteoblasten synthetisierte Zytokine dar.

PTH: Parathormon. Vit D: 1,25(OH),-Vitamin D3 (Calcitriol).
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2.1.5 Calciumhomoostase

Die Calciumhomobostase dient der Aufrechterhaltung einer konstanten
Calcium-Konzentration im Zytoplasma der Zelle, welches fur die zellulare Funktion
essentiell ist. Stellglieder der Calciumhomdostase sind der Magen-Darm-Trakt zur
Calciumaufnahme, die Niere bzw. der Darm zur Calciumausscheidung und das
Skelett. So stellt das Skelett das wichtigste Depotorgan des Organismus fur Calcium
dar. Es lagert zusammen mit den Zahnen rund 99% des gesamten im Korper
befindlichen Calciums ein (Sunyecz, 2008). Hieraus resultiert eine Gesamtmenge
von rund 1000g Calcium im Skelett. Der Anteil des Calciums, welches in die
Knochenmatrix eingelagert ist, wird durch den Mineralisationsgrad des Knochens
bestimmt und ist malRgeblich mit fur die Knochenqualitat verantwortlich. So stellt
auch die Knochenmineralisation einen bedeutenden Analyseparameter fur die
Analyse der Gehorknochelchen in dieser Arbeit dar. Sie kann herangezogen werden,
um den Grad der Ossifikation in der fruihen Entwicklung des Knochens zu bestimmen
und um die weitere Entwicklung von Mineralisations- und Qualitatsgrad im
steigenden Alter genauer zu untersuchen.

MaRgeblich wird die Knochenmineralisation durch die Hauptregulatoren der
Calciumhomoostase beeinflusst. Hierbei sind hauptsachlich das Parathormon (PTH)
und das aktive Vitamin Ds-Derivat Calcitriol zu nennen. Parathormon (PTH) wird bei
Calciummangel von der Nebenschilddrise gebildet und ins Blut sezerniert.
Umgekehrt wird die Parathormonsekretion bei erhdohten Calcium-Spiegeln inhibiert.
Aulerdem wirkt Calcitriol, dessen Produktion wiederum durch PTH stimuliert wird,
autoregulativ auf die Sekretion des PTH. PTH bewirkt am Knochen eine Steigerung
der Osteoklastenaktivitat und infolge eine stimulierte Osteolyse. Es resultiert ein

steigender Calcium- und Phosphationenspiegel. Die Phosphationen werden nun
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vermehrt renal eliminiert, da ein Zuwachs des Phosphatspiegels wiederum einen
Calciumanstieg entgegenwirkt (Amann-Vesti, 2006).

Calcitriol (1,25(0OH)2-Vitamin Ds) stellt den aktiven Metaboliten des Vitamin D3
(Cholecalciferol) dar, wobei es sich per definitionem nicht um ein Vitamin handelt,
sondern vielmehr um ein Steroidhormon, da der Korper die Fahigkeit der
Eigensynthese dieses Hormons besitzt. Vitamin D3 kann folglich sowohl per Nahrung
aufgenommen und im Darm resorbiert werden oder aber auch eigenstandig im
Korper synthetisiert werden. Hierbei wird zunachst aus dem korpereigenem
Cholesterol in der Leber 7-Dehydrocholesterol gebildet, welches in der Haut unter
UVB-Bestrahlung (Optimum bei einer Wellenlange von 295 nm) (Lehmann et al.,
2001) zu Cholecalciferol umgewandelt wird. Das Cholecalciferol wird folglich durch
eine zweifache Hydroxylierung zunachst in der Leber durch die 25-Hydroxylase zu
Calcidiol (25-(OH)-Vitamin D3) und abschlieBend in der Niere durch die 1a-
Hydroxylase zum aktiven Metaboliten Calcitriol (1,25(OH);D3) umgewandelt
(Christakos et al., 2010). Die renale Produktion von Calcitriol wird stimuliert durch
PTH und durch einen niedrigen Calcium- beziehungsweise Phosphat-Spiegel.
Umgekehrt wird die Calcitriolbildung durch einen hohen Phosphat-Spiegel und durch
FGF23 (fibroblast growth factor 23) gehemmt (genauere Erlduterung zu FGF23 im
Kapitel 2.1.6). Neben dem regulatorischen Einfluss von aktivem Vitamin D auf die
Calciumhomoostase durch die Nieren und dem Darm wird ein direkter Einfluss auf
den Knochenstoffwechsel sowie auf die Knochenmineralisation vermutet. So sind auf
vielen Zellarten, wie zum Beispiel Osteoblasten oder auch Osteoklasten, Rezeptoren
fur Calcitriol vorzufinden. So fuhrt Calcitriol laut Karlson zu einer verbesserten
Knochenmineralisation, besonders in noch nicht mineralisierten neu gebildeten

Knochenarealen (Karlson and Doenecke, 2005). Ein Mangel an Vitamin D fuhrt
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wiederum zu einer erhohten Apoptose von Osteozyten sowie einer Vergrof3erung der
Osteozytenlakunen (Rolvien et al., 2017).

Des Weiteren (iben Steroidhormone, wie Glucocorticoide und Ostrogene einen
Einfluss auf die Knochenmineralisation aus. So fuhren Glucocorticoide hierbei Uber
eine  gesteigerte  Produktion der Osteoklasten zu einer vermehrten
Knochenresorption (Canalis and Delany, 2002), wahrend Ostrogene Uber Wirkungen
auf Osteoblasten und Osteoklasten zu einer Steigerung der Knochenmineralisation
und -masse fiihren. So erflllt Ostrogen, sowohl bei Frauen als auch bei Mannern,

eine wichtige Rolle in der Knochenentwicklung (Vaananen and Harkonen, 1996).

2.1.6 Genetische Knochenerkrankung: Phosphatdiabetes / X-linked
hypophosphatemia (XLH)

Der Phosphatdiabetes beziehungsweise die X-chromosomal vererbte
hypophosphatamische Rachitis (,X-linked hypophosphatemia®, XLH) stellt eine
genetische Stoffwechselerkrankung dar, welche auf eine Mutation im Phex-Gen
(,phosphate regulating gene with homology to endopeptidase on the X
chromosome®) auf dem kurzen Arm des X-Chromosoms zuruckzufuhren ist (Vidmar
et al., 2017). Folge dieser Mutation ist eine vermehrte Bildung von FGF23. FGF23 ist
ein Protein, welches im normalem Knochenstoffwechsel von Osteozyten und
Osteoblasten bei vermehrter oraler Phosphataufnahme oder niedrigem
Calcitriolspiegel gebildet wird (Juppner, 2011) und mit dem Co-Rezeptor Klotho vor
allem in der Niere eine verminderte Expression des Natrium-Phosphat-
Cotransporters bewirkt. Hierdurch resultiert eine verringerte Phosphatrickresorption
und somit eine erhdhte Phosphatausscheidung durch die Nieren (Berndt and Kumairr,

2007). AuRerdem bewirkt FGF23 durch eine Inhibierung der 1a-Hydroxylase eine
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verminderte Hydroxylierung von Calcitriol, was wiederum eine verringerte
gastrointestinale Absorption von Calcium und Phosphat bewirkt (Lane et al., 2013).

Im Falle der XLH fuhrt die vermehrte FGF23 Expression ebenfalls zu einer
verminderten gastrointestinalen Phoshphatresorption und einer vermehrten
Phosphaturie durch die Nieren, welches zu verringerten Phosphatspiegeln im Blut
und im Knochenstoffwechsel fuhrt. Phosphat spielt im Knochenstoffwechsel eine
essentielle Rolle. Es beeinflusst zusammen mit Calcium malgeblich die
Mineralisation. So fuhrt eine chronische Hypophosphatamie Uber eine verringerte
Mineralisation der Knochenmatrix zu einer hypophosphatamischen Osteomalazie
(Kinoshita and Fukumoto, 2018), so auch im Falle der XLH. Die Osteomalazie
manifestiert sich haufig innerhalb der ersten zwei Lebensjahre durch Verbiegungen
der unteren Extremitaten (X- oder O-Beinstellung) mit auffalligem Gangbild. Sie kann
allerdings auch erst im Erwachsenenalter durch eine vorher nicht weitergehend
untersuchte kleinwuchsige korperliche Statur in Erscheinung treten (Ruppe, 1993).
Als weitere Komplikationen der XLH sind neben einer gestorten Zahnentwicklung mit
Neigung zu spontanen Zahnabszessen ein vermehrtes Auftreten von
Nephrokalzinosen, Enthesiopathien (Kalzifikationen von Sehnen, Bandern und
Gelenkkapseln) und Arthritiden zu nennen. Aul3erdem ist ein vermehrtes Auftreten
von Schwerhdrigkeiten sensorineuralen und konduktiven Ursprungs zu verzeichnen
(Chesher et al., 2018).

Zur naheren Untersuchung der Stoffwechselerkrankung XLH spielt das Hyp
Mausmodell eine entscheidende Rolle. Es beruht entsprechend zur XLH auf einer
Spontanmutation im Phex-Gen (Brownstein et al.,, 2010) und weist einige
Charakteristika auf, welche man ebenfalls bei der XLH des Menschen beobachten
kann. Dieses wird im Abschnitt ,3.1.2 Hyp Mausmodell® naher erlautert. In dieser

Arbeit wurden Hyp Mause verwendet, um den Effekt des aus dem Knochenfeld
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bekannten Signalproteins FGF23 an den Gehorknéchelchen genauer zu
untersuchen. Hierbei wurde vor allem die Auswirkung auf die Mineralisation der
Gehorknochelchen naher betrachtet, um Ruckschlisse von der Mineralisation der
Gehorknochelchen der Maus auf die Gehorknochelchen der an XLH erkrankten
Menschen zu gewinnen. Durch die Untersuchung der Gehodrknochelchen bei einer
genetischen Erkrankung mit primaren Mineralisationsdefekt kdnnen maoglicherweise
auch Ruckschliusse auf die mechanistischen Aspekte der Matrixmineralisation der

Gehdorknochelchen gezogen werden.

2.2 Gehorknochelchen des Menschen

Die Gehorknéchelchen (Ossicula auditoria) Hammer (Malleus), Amboss
(Incus) und Steigbugel (Stapes) stellen die kleinsten Knochen des menschlichen
Korpers dar. Sie sind in der luftgefullten Paukenhohle (Cavum tympani) des
Mittelohres lokalisiert und bilden in ihrer Gesamtheit die Gehdrkndchelchenkette. Die
Mittelohren befinden sich hierbei paarig angelegt auf beiden Seiten des Schadels in
den Schlafenbeinen (Os temporale) und stellen die Verbindung zwischen dem
aulleren Gehodrgang (Meatus acusticus externus) und dem Innenohr (Auris interna)
dar. Die Paukenhohle selber ist zum auReren Gehodrgang durch das Trommelfell
(Membrana tympani) abgegrenzt.

Der Malleus ist der am weitesten lateral liegende Knochen der
Gehorknochelchenkette und liegt dem Trommelfell (Membrana tympani), welches
aulleren Gehorgang und Paukenhohle voneinander trennt, an. Auf den Malleus
folgen der Incus in Funktion eines Bindegliedes und schlieBlich der Stapes. Der

Stapes als der am weitesten medial liegende Ossikel der Kette stellt durch die
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Artikulation seiner Fullplatte mit dem ovalen Fenster (Fenestra ovalis), welches
Mittelohr und Innenohr voneinander trennt, die Verbindung zum Innenohr dar.

Die drei Gehorknochelchen des Menschen sind untereinander Uber zwei
diarthrotische Gelenke miteinander verbunden (Treuting et al., 2012). So stellt die
Articulatio incudomallearis die Verbindung zwischen Malleus und Incus und die
Articulatio incudostapedia die Verbindung zwischen Incus und Stapes dar. Durch ihre
Anatomie begrundet erscheinen die Gehorknochelchen als bewegliche Einheit. Auf
das Trommelfell treffende Schallwellen versetzen dieses in Schwingung. Die
Gehorkndchelchenkette verstarkt und Ubertragt die Energie dieser mechanischen
Schwingungen (Waldeyer, 2002). Am Fenestra ovalis findet die mechanische
Weiterleitung auf das Innenohr statt. Die Verbindung zwischen der Basis des Stapes
und dem Fenestra ovalis weist hierbei typische Charakteristika einer Syndesmose

auf (Whyte et al., 2002).

2.2.1 Anatomie humaner Gehorknochelchen

Malleus

Der Malleus ist der groldte Ossikel der Gehodrknochelchenkette. Seine
anatomische Struktur besteht aus einem Kopf (Caput mallei), einem Hals (Collum
mallei), einem Hammergriff (Manubrium mallei) und zwei Fortsatzen (Processus
anterior und Processus posterior). Mit dem rundlich erscheinenden Caput mallei
artikuliert der Malleus mit dem Incus. Das Manubrium mallei ist langs vollstandig in
das Trommelfell eingewoben und hierdurch &ufRerst sensibel fur die dort
auftreffenden Schwingungen. Durch Betrachtung des Trommelfells ist das
Manubrium mallei als dul3ere Zeichnung (Stria mallearis) sichtbar zu erkennen. Das

Trommelfell wird auRerdem durch den Processus lateralis leicht nach auf’en
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vorgewolbt, wahrend der Processus anterior, nach vorne unten gerichtet ist

(Waldeyer, 2002, Noussios et al., 2016).

Incus

Der Incus weist eine geringere Grolke auf als der Malleus. Die Grundform des
Incus ahnelt laut Waldeyer der Struktur eines zweiwurzeligen Zahnes. Die Krone wird
hierbei durch das Caput incudis gebildet und die Wurzeln durch die beiden Schenkel
(Crus longum incudis und Crus breve incudis). Der Incus artikuliert Uber zwei
Gelenkoberflachen mit den anderen beiden Gehdrkndchelchen. Zum einen wird die
erste diarthrotische Verbindung mit dem Malleus Uber eine Gelenkoberflache
hergestellt, welche sich auf dem Caput incudis befindet. Die zweite der
Gelenkoberflachen ist am distalen Ende des Crus longum incudis zu finden. Dort liegt
ein ovales Kopfchen, der Processus lenticularis, welcher mit dem Stapes verbunden
ist (Waldeyer, 2002). Der zweite Schenkel, das Crus breve incudis, ist divergent zu

seinem langeren Pendant orientiert.

Stapes

Der Stapes stellt den kleinsten der drei Ossikel dar und besitzt seinem Namen
entsprechend die Grundstruktur eines Steigbugels. Die Basis des Stapes bildet eine
FuBplatte (Basis stapedis). Die seitlichen Komponenten werden durch zwei Schenkel
(Crus anterius, Crus posterius) gebildet. Diese verbinden die Fulplatte mit dem
Caput stapedis, welcher sich gegenuber der Fuldplatte befindet. Mit der sich am
Caput befindenden Gelenkflache artikuliert der Stapes mit dem Incus. Uber die
Fullplatte steht er im Kontakt mit dem Fenestra ovalis (Waldeyer, 2002, Noussios et

al., 2016).
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2.2.2 Embryogenese humaner Gehorknochelchen

Die Gehorknochelchen entstehen wahrend der Embryogenese aus dem
Mesenchym des ersten und zweiten Kiemenbogens. So entstammen Caput und
Collum des Malleus und Corpus des Incus vom ersten Kiemenbogen, wahrend sich
das Manubrium des Malleus, der Crus longum des Incus und der Groldteil des Stapes
aus dem zweiten Kiemenbogen entwickeln. Die Basis des Stapes hingegen besitzt
einen zweifachen Ursprung. So entspringt die Basis des Stapes aus dem zweiten
Kiemenbogen und aus der Labyrinthkapsel (Whyte et al., 2008, Ars, 1989, Bowden,
1977).

Die Ossifikation der Gehorkndchelchen geschieht durch eine chondrale
Osteogenese. Zunachst differenzieren sich die  Mesenchymzellen zu
Chrondroblasten, wodurch sich ein vollstandig knorpelig angelegtes Skelett ergibt.
Die ersten Mesenchymverdichtungen sind bereits am 36. Tag der Schwangerschaft
zu beobachten. Am 41. bis 44. Schwangerschaftstag folgt die Differenzierung der
kondensierten Mesenchymzellen zu Chondroblasten, welche kollagenreiche
Knorpelmatrix sezernieren. Resultat ist das vollstandig aus hyalinem Knorpel
bestehende temporare Primordialskelett. Am 48. Tag ist dieses bereits vollstandig
knorpelig entwickelt (Whyte et al., 2008).

Die weitere Ossifikation der Gehorknochelchen, zu unterteilen in die
perichondrale und enchondrale Ossifikation, startet im zweiten Trimenon der
Schwangerschaft zunachst perichondral mit der Bildung einer das Knorpelgewebe
umgebenen Knochenmanschette (Richany et al., 1954). Der Prozess der
Knochenbildung startet hierbei von Ossifikationszentren ausgehend (Michels et al.,
2007). Sobald der perichondrale Knochen gebildet worden ist, ist das

Grollenwachstum abgeschlossen. Dieser Zeitpunkt ist bei den humanen
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Gehorknochelchen nach der 25. Schwangerschaftswoche (Richany et al., 1954)
erreicht. Zeitlich versetzt zur peripher stattfindenden perichondralen Ossifikation lauft
in den zentralen Bereichen des Knochens die enchondrale Ossifikation ab. Hierbei
wird nun auch im Inneren der Gehdrknochelchen das Knorpelgewebe in
Knochensubstanz umgewandelt. Enchondrale Ossifikationsprozesse konnen bereits
im Falle des Malleus und Incus in der 19. Schwangerschaftswoche und beim Stapes
in der 20. Schwangerschaftswoche beobachtet werden (Richany et al., 1954, Whyte
et al., 2008). Diese Transformation des knorpeligen Kerns der Gehorknochelchen ist
hierbei ein langsam fortschreitender Prozess, wahrend der perichondrale Knochen zu
diesem Zeitpunkt schon grofdtenteils dem eines ausgereiften Knochens entspricht.
Mit der Vollendung der enchondralen Ossifikationsprozesse in der 32.
Schwangerschaftswoche ist die Ossifikation der Gehorknochelchen abgeschlossen
(Dass and Makhni, 1966, Anbuhl et al., 2017). Somit sind die Gehdrkndchelchen die
ersten komplett ossifizierten Knochen des menschlichen Organismus und liegen
bereits zum Zeitpunkt der physiologischen Geburt vollstandig verknochert vor (Enlow,
1990). Bekraftigt wird dieses durch Untersuchungen, welche zeigten, dass postnatal
keine nennenswerten morphologische Grolkenveranderungen der Gehorkndchelchen

zu beobachten sind (Rolvien et al., 2018, Padmini, 2014).
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2.3 Gehorknochelchen der Maus

Wie beim Menschen liegen auch bei der Maus drei Gehorkndchelchen in der
luftgefullten Paukenhdhle vor — Malleus, Incus und Stapes (siehe Abbildung 3). Die
Grundstruktur und Reihenfolge der Gehdrkndchelchenkette verhalt sich aquivalent zu
der des Menschen.

Anders als beim Menschen sind Malleus und Incus bei der Maus allerdings
durch eine knorpelige Synchondrose miteinander verbunden (Articulatio
incudomallearis). Die Synchondrose weist keinen Gelenkspalt auf, sondern stellt eine
kontinuierliche knorpelige Verbindung dar, welche somit nicht als ,echtes Gelenk®
anzusehen ist. Sie ist den ,unechten Gelenken® (Synarthrosen) zuzuordnen. Die
Verbindung zwischen Incus und Stapes ist hingegen, wie beim Menschen, ein

diarthrotisches Gelenk (Treuting et al., 2012).

D Malleus
D Incus
D Stapes

Abbildung 3: Mikro-computertomographische Darstellung des Mittelohres samt Gehdrkndchelchen

durch virtuelle Fensterung des Schlafenbeins (Os temporale).
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2.3.1 Anatomie muriner Gehorknochelchen

A Proc. Orbicular apophysis

muscularis
/ Manubrlum mallei

T Crus breve
\ / Proc. Caput stapedis
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/ posterius
‘. « Crus longum /
L g Corpus ;
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Caput mallei
1mm

Abbildung 4: Lichtmikroskopische Darstellung der anatomischen Strukturen der Gehérkndchelchen.
Grafisch dargestellt der Langenparameter der morphometrischen Analyse. A: Malleus. B: Incus. C:

Stapes.

Malleus

Der Malleus ist der am weitesten lateral gelegene Ossikel. Er besteht aus
einem Kopf (Caput mallei), mit welchem er mit dem Incus artikuliert. An das Caput
mallei schliel3t sich der lange Hals (Collum mallei) an. Dieser verbindet das Caput
mallei mit dem Manubrium mallei. Zwischen Corpus mallei, Collum mallei und
Processus anterior ist eine Lamina (,transversal lamina“) gespannt (Sakamoto et al.,
2017).

Der Hammergriff (Manubrium mallei) stellt einen langen Arm dar, welcher dem
Trommelfell von Seiten der Paukenhodhle anliegt und zur anatomischen
Rotationsachse, welche durch das Caput mallei hindurchfihrt, nahezu parallel
verlauft (Dong et al., 2013).

Des Weiteren weist der Malleus der Maus Processus auf. Der Processus
anterior ist der langste Processus und liegt zumeist dem Trommelfell an

(Mohammadpour, 2010). Sein Ursprung erscheint dem Manubrium mallei nahezu
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rechtwinklig. Der Processus muscularis liegt am Bindestick zwischen dem Hals
(Collum mallei) und dem Hammergriff (Manubrium mallei) des Malleus auf der von
der Membrana tympani abgewandten Seite (medial). Hier inseriert der Musculus
tensor tympani. Dieser zieht den Malleus nach medial und spannt so das
Trommelfell. Beim Processus brevis ist zu beachten, dass dieser eigentlich aus zwei
Strukturen besteht: die ,Orbicular apophysis“ und dem Processus lateralis. In der
Literatur werden diese beiden anatomischen Leitstrukturen haufig als Processus
brevis zusammengefasst (Sakamoto et al., 2017). Der Processus lateralis ist als
lateraler Vorsprung des Manubrium mallei am Trommelfell sichtbar. Er liegt somit
gegenuber dem Processus muscularis. Die ,Orbicular apophysis® ist ein ballférmiger
Fortsatz des Malleus, welcher beim Menschen nicht vorhanden ist. In einem
Hochfrequenzohr, wie es bei der Maus vorliegt, erhoht diese Struktur das
Tragheitsmoment um die anatomische Rotationsachse. Der genauere Zweck ist noch
nicht weitergehend erforscht (Mason, 2013). Es lasst sich jedoch ein bedeutender
Einfluss bei der Erzeugung der Hebelkrafte der Gehorknéchelchen und damit auf

den Ablauf der Schallweiterleitung vermuten.

Incus

Der Incus besteht aus einem Korper (Corpus incudis) und zwei Fortsatzen
(Processus). An dem Corpus incudis ist eine prominente Gelenkoberflache zu
beobachten, welche mit dem Caput des Malleus artikuliert. Die beiden Fortsatze Crus
longum und Crus brevis stehen divergent zueinander und werden Uber den Corpus
incudis miteinander verbunden. An dem Crus longum schlie3t sich der Processus

lenticularis an. Dieser stellt die Verbindung zum Stapes dar.
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Stapes

Der Stapes der Maus verhalt sich von Struktur und Nutzen aquivalent zu dem
des Menschen. Er ist der kleinste und am medialsten liegende Ossikel. Auch bei der
Maus weist er die Grundstruktur eines Steigbugels auf und besteht ebenfalls aus
einer Fullplatte (Basis stapedis), zwei seitlichen Schenkeln (Crus anterius, Crus
posterius) und einem Kopf (Caput stapedis). Am Caput stapedis ist ein Processus
muscularis gelegen, an welchem der Musculus stapedius inseriert (Sakamoto et al.,
2017, Mohammadpour, 2010). Die Artikulationen werden Uber den Caput stapedis

zum Incus und Uber die Basis stapedis zum Fenestra ovalis gebildet.

2.3.2 Embryogenese muriner Gehorknochelchen

Die Gehorknochelchen der Maus entstehen, gleich denen des Menschen, aus
dem ersten und zweiten Kiemenbogen. Der Malleus und Incus entspringen nahezu
vollstandig aus dem ersten Kiemenbogen (Teng et al., 2017). Der Processus brevis
des Malleus entsteht als einzige Struktur des Malleus aus dem zweiten
Kiemenbogen (O'Gorman, 2005). Ebenso entstammt der Stapes aus dem zweiten
Kiemenbogen (Anthwal et al., 2013, Jenkinson, 1911).

Die Ossifikation geschieht ebenfalls, wie bei humanen Gehdrknochelchen,
durch eine chondrale Osteogenese. Im Gegensatz zu humanen Gehoérkndchelchen
zeichnen sich die Gehorknochelchen der Maus vor allem dadurch aus, dass sie
durch eine postnatale Entwicklung gekennzeichnet sind. Sie sind besonders durch
ein postnatales Knochenwachstum charakterisiert. So weisen die Gehodrknochelchen
am 1. postnatalen Tag lediglich 41-45% der endgultigen Gesamtlange auf, am 10.
postnatalen Tag sind jedoch schon 85-91% der Gesamtlange erreicht (Huangfu and

Saunders, 1983). Somit ist die perichondrale Knochenbildung weitgehend bis zum
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10. postnatalen Tag abgeschlossen und eine feine Knochenmanschette um die
Zirkumferenz der Gehorknochelchen ist bereits gebildet. Zeitlich versetzt startet die
enchondrale Knochenbildung im Kern der Gehdrknochelchen. Dieser Teil der
Ossifikation ist derzeitiger Bestandteil der Forschung.

Erkenntnisse Uber GroRen wie zeitliche Entwicklung der Mineralisation oder
die strukturelle Entwicklung der Osteozytenlakunen konnten bisher noch nicht
gewonnen werden, wahrend diese bei humanen Gehorkndchelchen bereits vorliegen

(Rolvien et al., 2018).

2.4 Funktion der Gehorknochelchen

Saugetiere besitzen ein grofles Spektrum von akustisch wahrnehmbaren
Schallwellen. Allerdings unterscheiden sich Saugetiere untereinander in den
horbaren Frequenzbereichen, so auch bei Mensch und Maus. So liegt der
Horbereich des Menschen zwischen 31 Hz und 17.6 kHz (bei einem
Schalldruckpegel (SPL) von 60dB). Schallwellen, welche Uber diesem Bereich liegen,
werden als Ultraschall und jene, welche unterhalb dieses Bereiches liegen, werden
als Infraschall bezeichnet. Sie sind nicht horbar (Heffner and Heffner, 2007). Mit
steigendem Alter ist eine Verringerung des Horbereiches zu verzeichnen. So kommt
es zunachst zu einem Verlust der Wahrnehmung hoher Frequenzen, wahrend im
hoheren Alter eher ein Verlust niedrigerer Frequenzen zu verzeichnen ist (Wiley et
al., 2008).

Im Gegensatz zum Menschen besitzt die Maus ein Horbereich von 2300 Hz
bis 90 kHZ (SPL: 60dB) (Heffner and Masterton, 1980). Die Maus kann also
niederfrequente Wellen, welche fur den Menschen noch horbar sind, nicht

wahrnehmen. Allerdings zeigen Mause eine deutlich bessere Wahrnehmung
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hochfrequenter Tone des Ultraschallbereiches. So befinden sich die wichtigsten
Laute der Maus im Ultraschallbereich. Beispielhaft kann hierfir der Notruf von
Jungtieren im Frequenzbereich von 40 kHz genannt werden (Lawlor, 2003).

Die Weiterleitung der durch den aufleren Gehoérgang auf das Trommelfell
treffenden Schallwellen wird durch die Gehdrkndchelchen garantiert. Durch das
Auftreffen von Schallwellen via Luftleitung wird das Trommelfell in mechanische
Schwingungen versetzt. Diese Schwingungen werden auf die
Gehorkndchelchenkette Ubertragen. Die Gehorkndchelchenkette ist hierbei in ihrer
Gesamtheit als bewegliche, funktionelle Einheit anzusehen. Hierbei wird zunachst
der erste Ossikel, der Malleus, in Schwingung versetzt, welcher die Bewegung auf
die zwei folgenden Ossikel der Gehorknochelchenkette Ubertragt. So folgt auf den
Malleus zunachst der Incus in Funktion eines Bindegliedes. Der Incus Ubertragt die
Schwingung auf den letzten Ossikel, den Stapes. Dieser versetzt wiederum das
ovale Fenster in Schwingung und stellt somit die Verbindung zum Innenohr dar.

Die Schallubertragung von dem luftgefullten Mittelohr auf das
flissigkeitsgefullte Innenohr erfolgt mit einer erheblichen Erhdhung des
Schallwiderstandes (Impedanz) (Kurokawa and Goode, 1995). So wurden in der
Theorie durch den erheblichen ,Impedance Mismatch“ 99,9% der auftreffenden
Schwingungen reflektiert werden (Purves et al., 2000). Unter diesen Bedingungen
ware ein regelrechtes Horen via Luftleitung nicht moglich. Daher fuhren die
Gehorknochelchen nicht nur lediglich zu einer reinen Weiterleitung der
mechanischen Schwingungen, sondern bewirken auflerdem eine bedeutende
Impedanzanpassung, sprich eine Schallverstarkung. Dieses wird durch zwei
Wirkmechanismen gewahrleistet. So wird beim humanen Mittelohr eine
Schallverstarkung zum einen Uber wirkende Hebelkrafte der Gehorknochelchenkette

um das 1,3-fache erreicht. Zum anderen fuhrt die Flachendifferenz zwischen dem
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Trommelfell (ca. 55 mm?) und dem erheblich kleineren ovalen Fenster (3,2 mm?)
sogar zu einer Schalldruckverstarkung um das 17-fache. Multiplikativ durch beide
Mechanismen ergibt sich hierdurch ein um das 22-fache grof3erer Schalldruck am
ovalen Fenster im Vergleich zum Trommelfell (Khurana, 2014).

Auch im murinen Ohr findet eine Schallverstarkung aufgrund von wirkenden
Hebelkraften und der Flachendifferenz zwischen Trommelfell und ovalem Fenster
statt (Dong et al., 2013). So verdeutlicht die Abbildung 3, dass ein bedeutendes
Hebelverhaltnis zwischen Malleus und Amboss vorliegt. Dadurch dass der Malleus
einen deutlich langeren Hebelarm aufweist und zusatzlich mit der massiven
,Orbicular apophysis® ein Gegengewicht am Ende des Hebelarmes besitzt, werden
die Schwingungen des Trommelfells Uber den Malleus auf den Incus mit deutlich
kirzerem Hebelarm mit beachtlicher Schallverstarkung weitergeleitet. So resultiert
durch Hebelkrafte eine Schallverstarkung um das 2,2-fache. Durch die
Flachendifferenz zwischen der Pars tensa des Trommelfells (2,67 mm?) und dem
ovalen Fenster (0,082 mm?) wird zusatzlich eine maRgebliche Schallverstarkung
sogar um das 32,5-fache erzeugt (Huangfu and Saunders, 1983). Insgesamt wird
somit im murinen Mittelohr eine Gesamtschallverstarkung um das 71,5-fache
erreicht, welches bedeutend Uber der Impedanzanpassung des humanen Mittelohres
liegt. Folglich resultiert ein deutlich geringerer ,Impedance Mismatch®, wodurch
entscheidend weniger Schallwellen reflektiert und mehr absorbiert werden.

Die Luftleitung stellt postpartal den primaren Ubertragungsweg von
Schallwellen zum Innenohr dar. Allerdings kommt es neben der Luftleitung auch
permanent zu einer Ubertragung von Schallwellen via Knochenleitung. Hierbei wird
abhangig von der Intensitat des Schallereignisses auf den Schadel Schallenergie

Ubertragen und der gesamte Schadel so in Schwingung versetzt. Uber kndcherne
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Fortleitung folgt eine Ubertragung der Schwingungen auf die Cochlea, worauf eine
akustische Klangwahrnehmung induziert wird (Stenfelt, 2011).

Nach fruheren Auffassungen lauft die Schallweiterleitung via Knochenleitung
unter Umgehung der Gehorknochelchenkette ab. Doch es konnte gezeigt werden,
dass die Knochenleitung auf hoch komplexe Mechanismen beruht, welche es
differenziert zu betrachten gilt. So ist die Gehorkndchelchenkette auch bei der
kndchernen Schallweiterleitung von essentieller Bedeutung. Dieses ist durch das
Tragheitsmoment, sprich das physikalische Bestreben an einer Position zu
verharren, der Ossikel zu begrinden (Frost et al., 2010). Aufgrund der an ihrer
Position verharrenden Gehorknochelchen resultieren Relativbewegungen, bei denen
sich der akustisch induziert schwingende Schadel um die ruhenden
Gehorknochelchen bewegt. Infolge werden Schalleindricke erzeugt, welche
grundlegend den akustischen Gesamtschalleindruck mit generieren. Resumierend
sind also auch bei der Schallweiterleitung via Knochenleitung, gleich der Luftleitung,
ebenfalls alle Komponenten des HoOrorgans an der Erzeugung der akustischen
Wahrnehmung mitbeteiligt.

AulRerdem konnte durch weitere Untersuchungen an humanen Ohren gezeigt
werden, dass die Resonanzfrequenz der Knochenleitung bei 1,5-2 kHz liegt. Die
Resonanzfrequenz beschreibt hierbei die Schallwellenfrequenz, welche an den
Gehorknochelchen die grofdte Schwingungsamplitude erzeugt. Diese Frequenz
befindet sich erheblich Uber der Resonanzfrequenz der Luftleitung, welche bei 0,8-
1,2 kHz liegt. Warum eine solch deutliche Differenz vorliegt, ist Bestandteil der
derzeitigen Forschung. Allerdings konnte bereits nachgewiesen werden, dass die
Gehorkndchelchen bei der Schallweiterleitung via Knochenleitung derart bedeutend
sind, dass die Generierung des Schalleindruckes durch Relativbewegungen der

Gehorknochelchen im Bereich der Resonanzfrequenz um 2 kHz den primaren
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Mechanismus darstellt (Homma et al., 2009). Dieses =zeigt, dass die
Gehorknochelchen, entgegen der fruheren Annahme, ebenfalls und sogar
malfdgeblich auch an der Knochenleitung beteiligt sind. Dieses wird bei
fortgeschrittener Otosklerose durch das Phanomen der Carhart-Senke, welche eine
wannenformige Senke in der Knochenleitungsschwellenkurve bei 2 kHz darstellt,
untermauert. Aufgrund der otosklerotischen Stapesfixation im ovalen Fenster und der
daraus folgenden Funktionseinschrankung der Schallweiterleitung durch die
Gehdorknochelchenkette kommt es nachweislich nicht nur zu einer Beeintrachtigung
der Luftleitung, sondern auch zu einer der Knochenleitung. Begrindet durch die
Fixation des Stapes fallt im Resonanzfrequenzbereich von 2 kHz der dominante
Mechanismus der Knochenleitung weg. Hierdurch resultiert eine Senke im
Audiogramm in diesem Frequenzbereich. Sobald die Otosklerose durch eine
erfolgreiche Stapesplastik therapiert worden ist, zeigt sich wieder eine regelrechte
Knochenleitungsschwellenkurve ohne Carhart-Senke.

Im Vergleich zum postnatalen ist aulerdem der pranatale Horvorgang zu
betrachten. Der sich in der Fruchtblase befindliche humane Fetus ist von
Amnionflissigkeit umgeben. Amnionflussigkeit befindet sich auRerdem im &dul3eren
Gehodrgang und ist ebenfalls in der Paukenhdhle zusammen mit mesenchymaler
Matrix zu finden (Priner et al., 2003). Zu fruhen Entwicklungszeitpunkten ist
hierdurch bedingt noch keine gelenkige Bewegung der Gehorkndchelchen maoglich.
Aullerdem ist in diesen Stadien die noch sehr kleine Paukenhohle fur die
Beweglichkeit der Gehdrknochelchen ein limitierender Faktor (Richard et al., 2017).
Die ersten Bewegungen konnen beim Menschen in der spaten Fetalzeit detektiert
werden. So sind hierbei ab dem 8. Schwangerschaftsmonat (Takahara and Sando,
1987), haufig simultan zum Schluckakt, geringe Bewegungen der Gehdrkndchelchen

zu beobachten (Whyte et al., 2008). Pranatal findet hierbei die Schallwahrnehmung
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mafgeblich Uber die Knochenleitung statt. Auf den mdatterlichen Korper treffende
Schallwellen werden Uber das Fruchtwasser auf den Schadel des Fetus
weitergeleitet, um anschlielend Uber die knocherne Weiterleitung zum Innenohr zu
gelangen. Dieses konnte bereits durch Untersuchungen bei Tierfeten bestatigt
werden (Gerhardt et al., 1996).

So kann impliziert werden, dass bereits in utero in der spaten Fetalzeit die via
Knochenleitung Ubertragenen Schallwellen auf die Gehorknéchelchen einwirken und
diese somit akustisch induzierte mechanische Reize erfahren. So wurden die
Gehorkndchelchen bereits in diesem Entwicklungsstadium durch auf sie einwirkende

mechanistische Krafte Bestandteil des HOrvorgangs sein.

2.5 Zellulare Prozesse humaner Gehorknochelchen

In den Gehorknochelchen sind zellulare Prozesse zu beobachten, welche in
dieser Form und diesem Ausmal in keinem anderen Knochen des menschlichen
Organismus zu finden sind. So lassen sich bereits pranatal, sobald die
Gehorknochelchen nach Vollendung der perichondralen Ossifikation ihre finale
GrolRe erreicht haben, abrupt einsetzende apoptotische Prozesse detektieren. Mit
steigendem Alter nehmen diese stetig zu (Palumbo et al., 2012). So ist bereits
frihzeitig ein deutlicher Abfall der Osteozytenanzahl zu beobachten, welcher vor
allem in den ersten Lebensmonaten zu verzeichnen ist (Rolvien et al., 2018). Diese
Prozesse des programmierten Zelltodes finden in den Gehdrknochelchen rasanter
und umfangreicher statt als in den restlichen Knochen des menschlichen
Organismus. So sind im zweiten Lebensjahr bei bereits 40% der Osteozyten,
welches deutlich Uber dem Prozentsatz anderer Knochen liegt, apoptotische

Prozesse oder der bereits eingetretene Zelltod zu beobachten. Ein derartiger
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Prozentsatz wird beispielsweise bei der Klavikula erst bei einem Alter jenseits des
80. Lebensjahres beobachtet. Im Neugeborenenalter hingegen liegt der Prozentsatz
apoptotischer Osteozyten der Klavikulae bei 1% (Marotti et al., 1998).

Entsprechend zu den frih einsetzenden apoptotischen Prozessen ist im
Zeitverlauf unter lichtmikroskopischer Betrachtung eine Zunahme der Anzahl leerer
Osteozytenlakunen und Osteozytenlakunen mit lebensunfahigen Osteozyten, haufig
mit pyknotischen Kernen, zu beobachten (Palumbo et al., 2012).

Aulerdem sind bereits zum Zeitpunkt der Geburt hypermineralisierte
(mikropetrotische) Knochenlakunen zu detektieren. Diese sind mit akkumulierten
kalzifizierten Nanospharen angeflllt, nehmen mit steigendem Alter linear bedeutend
zu und treten vor allem in Bereichen der Gehorknochelchen auf, in denen das
kapillare Gefaldsystem weniger prominent ausgebildet ist. Nennenswert sind hier
anatomische Strukturen wie der Kopf des Stapes oder die Korper des Malleus und
Incus (Marotti et al., 1998). Infolgedessen nimmt die Gesamtanzahl an
Osteozytenlakunen und die Lakunendichte bedeutend ab (Rolvien et al., 2018).

Wahrend dieser Prozesse ist ein altersabhangiger signifikanter Anstieg der
Knochenmineralisation der Gehorknochelchen zu verzeichnen. Dieser ist in den
peripheren Zonen wiederum signifikant hoher ist als in zentralen und findet ebenfalls
vor allem in den ersten Lebensjahren statt. Aullerdem kann in den
Gehorkndchelchen ab einem Alter von einem Lebensjahr kein morphologisches
Zeichen des Knochenremodelings mehr beobachtet werden (Rolvien et al., 2018).
Die Gehorkndchelchen verlieren also die Fahigkeit der Knochenregeneration und des
Knochenumbaus (Palumbo et al., 2012). Hierbei konnte bereits ein Zusammenhang
zwischen dem Abfall der Osteozytenzahl mit dem Auftreten von hypermineralisierten
mikropetrotischen Osteozytenlakunen und der Abnahme, beziehungsweise Verlust,

des Knochenremodelings aufgezeigt werden (Busse et al., 2010).
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Unter Betrachtung dieser Untersuchungsergebnisse kann angenommen
werden, dass fur die Gehorkndchelchen aufgrund ihrer kontinuierlichen und niedrigen
Belastungen und ausbleibender anderer mechanischer Reize eine Fahigkeit der
Anpassung nicht von Nutzen ist. Somit sind sie, nachdem sie ihre finale Grolie
erreicht haben, nicht gezwungen sich an wandelnde Umwelteinflisse anzupassen.
Dieses korreliert mit der von Frost verfassten ,Mechanostat Theorie®, in welcher
kurzauftretende Maximalkrafte das Ausmal} des Knochenumbaus bestimmen (Frost,
1987). In den Gehdrkndchelchen wirde somit das Fehlen von diesen Maximalkraften
ein ausbleibenden Knochenumbau bedingen. Aul3erdem wird vermutet, dass durch
eine sich nicht andernde Knochenarchitektur eine kontinuierliche und gleichbleibende

Schallweiterleitung garantiert werden kann.

2.6 Auswirkung der Knochenqualitait muriner Gehodrknochelchen auf die
Horfahigkeit

Im Temporalknochen der Maus, einschlieBlich der Gehorkndchelchen, findet
ein deutlich langsamerer Knochenumbau statt als in langen Rohrenknochen. Dieses
wiederum basiert moglicherweise zum Teil auf einem hohen Vorkommen von OPG,
dem Decoy-Rezeptor fur RANKL und dem Schlusselregulator der Differenzierung der
Osteoklasten (Kanzaki et al., 2011). Mausmodelle mit defektem OPG (OPG"') zeigen
infolge stark erhohter Osteoklastenpopulationen osteoporotische und verschmalerte
Gehorknochelchen. Folge dieser Knochendeformation und des damit verbundenen
Qualitatsverlustes ist ein signifikanter Horverlust der Mause (Kanzaki et al., 2006)
(Zehnder et al., 2006). AuRerdem kommt es zum Auftreten einer Stapesankylose,
wobei der Stapes mit der Labyrinthkapsel um das ovale Fenster fusioniert (Kanzaki

et al., 2006), welches der Pathologie der Otosklerose entspricht.

36



Gegensatzlich verhalt es sich bei der Modifikation des Zytokins RANKL
(RANKL"') oder dem Transkriptionsfaktors c-Fos (Fos'/'). Hier kommt es zu einer
Einschrankung der Osteoklasten und einer verminderten Knochenresorption. Infolge
sind osteopetrotische Gehorknochelchen vorzufinden, welche eine deutliche
Dickenzunahme erfahren haben und einen hoheren Anteil von knorpeligem Gewebe
beinhalten. Auch hier ist ein signifikanter Horverlust mit eingeschranktem
Vibrationsverhalten der Gehorknochelchen zu beobachten (Kanzaki et al., 2011).

Das in Osteoblastenvorlauferzellen produzierte Signalprotein FGF23 stellt
einen wichtigen Regulator des Knochenstoffwechsels dar. In einer Studie von
Lysaght et al. konnte gezeigt werden, dass eine FGF23-Defizienz mit
einhergehender Hyperphosphatamie und Hyperkalziamie zu dysplastischen
Veranderungen an den Ossikeln fuhrt. Aullerdem wurde eine signifikante
Horminderung bei den FGF23-defizienten Mausen festgestellt. Diese Horminderung
hatte sowohl einen sensorineuralen als auch einen konduktiven Ursprung. Erhohte
FGF23 Konzentrationen, wie man sie bei der XLH bzw. beim dem von uns
untersuchten Hyp Mausmodell vorfindet, wurden von Lysaght et al. nicht analysiert
(Lysaght et al., 2014). Gleichwohl ist die Untersuchung der Gehdrkndchelchen dieses
Mausmodells mit Mineralisationsdefekt besonders interessant, da bisher nicht klar ist,
ob dieser Mineralisationsdefekt auch in den vergleichsweise hoch mineralisierten

Gehorknochelchen zu finden ist.
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3 Material und Methoden

3.1 Mausmodell

3.1.1 C57BL/6-Mausmodell

In den Analysen wurden als Wildtyp-Mause ausschliellich Mause des
Stammes C57BL/6 verwendet. Alle untersuchten Mause stammten aus dem
Mausarchiv des Institutes fur Osteologie und Biomechanik des Universitatsklinikums
Hamburg-Eppendorf. Fur die Aufstellung des Entwicklungsmodells wurden 5
Altersgruppen (3, 6, 12, 24, 52 Wochen) untersucht. Pro Alter umfasste die Anzahl
der Mausgruppe dabei immer mindestens funf Mause.

Mause des Genotypes C57BL/6 sind ein, unter anderem in den
Forschungsgebieten der Entwicklungsbiologie, Immunologie, kardiovaskularen
Forschung und Neurobiologie, weit verbreiteter Inzuchtstamm. Zu den
Charakteristika dieses Stammes zahlen unter anderem Anfalligkeiten fur
Fettleibigkeit, Typ 2 Diabetes und Atherosklerose. Aullerdem neigt dieser Wildtyp-
Stamm zu einer geringen Knochendichte und einer altersabhangigen
Schallempfindungsschwerhdrigkeit, welche fur unsere Untersuchung relevant ist

(Beamer et al., 1996, Ison et al., 2007).

3.1.2 Hyp Mausmodell

Das Hyp Mausmodell wurde erstmals 1976 von Eicher et al. beschrieben
(Eicher et al., 1976). Wie bereits erlautert beruht das Mausmodell auf einer
Spontanmutation im Phex-Gen, welches aquivalent zum Phosphatdiabetes (XLH) zu

einer vermehrten Expression von FGF23 in den Osteoblasten und Osteozyten und
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zu einer vermehrten Phosphaturie durch die Nieren fihrt (Seitz et al.,, 2013,
Miyagawa et al., 2014). Folge ist eine bedeutende Hypophosphatamie in den
Mausen des Hyp Mausmodells. So kommt es, wie bei der XLH beim Menschen, in
den Hyp Mausen zu einer signifikant verringerten Knochenmineralisation mit der
Folge einer hypophosphatdmischen Osteomalazie (Miao et al., 2001) und
Kleinwuchs (Uchihashi et al., 2013, Santos et al., 2013). Aulderdem zeigt sich bei
Hyp Mausen ein signifikant verringertes Korpergewicht, ein haufiges Auftreten von
skelettalen Abnormitaten, welche auch die kraniofazialen Knochen betreffen (Shetty
and Meyer, 1991) und vermehrte Veranderungen im Bereich der Wachstumsfugen
(Fuente et al., 2018). Des Weiteren kommt es wie bei der XLH zu einer Stérung der
Zahnentwicklung in Form von einer Hypomineralisation des Dentins, welches
vermutlich neben der Hypophosphatamie auf einen intrinsischen Defekt in den
Odontoblasten zuruckzufuhren ist (Ogawa et al., 2006).

In unserer Untersuchung wurden die Gehorkndchelchen einer Gruppe von 5
Hyp Mausen im Alter von 24 Wochen der histologischen und
elektronenmikroskopischen Analyse unterzogen und mit gleichaltrigen Wildtyp-

Mausen des Genotyps C57BL/6 verglichen.

3.2 Probengewinnung

3.2.1 Praparation des Os temporale

Nachdem die bindegewebigen Strukturen an der zu praparierenden Maus
entfernt worden waren, folgte die Abtrennung des Schadels vom restlichen Korper.
Die weiteren Schritte folgten am Schadel. Zunachst wurde mit einer Schere und

einem Skalpell der Kopf von ventral durch parasagittale Schnitte eréffnet und das
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Gehirn entnommen. Die im Bereich des Hirnstammes und Cerebellum liegenden
Knochenstrukturen der Innenseite des Os temporale wurden nun sichtbar. Von
aullen war die genaue ldentifikation des Os temporale durch das Aufsuchen des
aulleren Gehorganges leicht moglich. Nun wurden mittels Skalpell und einer
Spitzpinzette die fibrosen Verbindungen zwischen Os temporale und Schadel
gelockert, sodass man den Temporalknochen vorsichtig isolieren konnte (Bohne and
Harding, 2011). Alle Schritte bis zu diesem Punkt waren makroskopisch madglich. Bis
zu den weiteren Schritten wurden die isolierten Knochen in 1,5 ml

Zentrifugenrohrchen in 80%igem Ethanol konserviert.

40



G H T

»rs " ;
B [t [BEE
AF
2 B . |

Abbildung 5: Lichtmikroskopische Darstellung der Praparationsschritte der Gehoérkndchelchen. A:
Isolierter Mauskopf mit Markierung (*) des linken auf3eren Gehdrganges. B: Kopf in der Sagittalebene
mittig durchtrennt. Nach Entfernung der zerebralen Strukturen freie Sicht von medial auf das Os
temporale. C: VergroRerte Ansicht von ,B“. Gestrichelte Linien kennzeichnen das Os temporale. D:
Isoliertes Os temporale (Sicht von lateral). Pfeil (x) markiert das Trommelfell mit durchscheinendem
Malleus. E: Sicht auf das Os temporale mit reseziertem Trommelfell. Sicht auf den Malleus (1). F:
Knocherne Strukturen des Os temporale entfernt, sodass freie Sicht auf die drei Gehérkndchelchen
gewabhrt ist. G: Vergrofierte Darstellung von Malleus (1), Incus (2) und Stapes (3). H: Malleus bereits
entnommen. Praparat um 180° gedreht. Sicht auf die gelenkige Verbindung von Incus (2) und Stapes
(3). Deutlich zu erkennen die nicht obliterierte Arteria stapedis, welche durch den Stapes hindurchzieht
und der M. stapedis ausgehend vom Processus muscularis stapedis. |: Isolierte Darstellung des

Stapes (3) nach Entnahme des Incus.
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3.2.2 Isolation der Ossicula auditoria

Die weiteren Praparationsschritte erfolgten, unter Zuhilfenahme eines
binokularen Mikroskops, am Os temporale. Bei mikroskopischer Betrachtung des
Trommelfells fiel bereits eine Zeichnung des am Trommelfell in der Paukenhohle
anliegenden Malleus auf. Die Eroffnung der Paukenhohle wurde stets durch die
Entfernung des Processus styloformis durchgefuhrt, ein sich anterior befindender
knocherner Fortsatz des Temporalknochens. Dieser Schritt wurde mit einer Schere
durchgefuhrt. Nun konnten von anterior ausgehend in Richtung posterior vorsichtig
Teile der in der Maus lateral liegenden Seite des Temporalknochens mit Skalpell und
Spitzpinzette herausgetrennt werden. Nachdem nun das Trommelfell vom Malleus
geldst und entfernt worden war, erlangte man freie Einsicht auf die Ossicula
auditoria. Im Folgenden konnte die Isolation der einzelnen Ossikel beginnen. Dieses
musste stets unter grol3er Vorsicht passieren, da die Ossikel auf3erst fragil waren und
leicht zerbrachen. Hierflr wurde eine Prazisionspinzette mit einer extra feinen Spitze
der Dicke 0,01mm verwendet (Dumont-Spitzpinzette No.5). Zunachst wurde der
Malleus entnommen. Die knorpelige synathrotische Verbindung zu dem Incus war
hierbei regelmalig nur schwer zu trennen. Au3erdem musste vor der Entnahme der
Musculus tensor tympani durchtrennt werden, der auf der vom Betrachter
abgewandten Seite an dem Malleus inseriert.

Es folgte die Isolation des Incus. Die diarthrotische Verbindung zum Stapes
war hierbei leicht zu I6sen und der vergleichsweise stabile Ossikel konnte nach
Durchtrennen des Ligamentes, welches den kurzen Arm des Incus mit dem Os
temporale verbindet, enthommen werden.

AnschlieRend wurde als letzter Schritt der Stapes prapariert. Dieser war der

am schwierigsten zu isolierende Ossikel. Zum einen dadurch, dass er stets sehr fragil
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war und zum anderen dadurch, dass er mit der Fulplatte einer kndchernen
Absenkung am ovalen Fenster anlag. So war es vom Vorteil, wenn man mit der
Prazisionspinzette den Stapes vor der endgultigen Entnahme zunachst leicht
mobilisierte. Besonders imponierte bei der Isolation des Stapes die Arteria stapedia,
welche bei Mausen persistiert und inmitten durch die steigbugelartige Form zieht. Als
das Blutgefald entfernt war, konnte nach Durchtrennung des Ligamentes des
Musculus stapedius auch der letzte Ossikel unter Vorsicht enthommen werden. Bis
zu den ersten Schritten der Aufarbeitung wurden die Ossikel in 80%igem Ethanol in

1,5ml Zentrifugenrohrchen konserviert.

3.3 Mikro-Computertomographie (u-CT)

Um die anatomische Lage und die Grolenverhaltnisse der Gehdrkndchelchen
in Bezug auf das Schlafenbein bildlich zu verdeutlichen wurde eine Analyse mittels p-
CT durchgefuhrt. Hierbei wurde ein Bruker Skyscan 1272 high-resolution y-CT

System (Bruker, Kontich, Belgium) verwendet.

3.4 Morphometrische Analyse

Die morphometrische Analyse der Gesamtlange der einzelnen Ossicula
auditoria wurde mittels der Computersoftware ,cellSens® (Olympus, Tokyo, Japan),
verbunden mit einem Lichtmikroskop (Axioskop 40, Fa. Carl Zeiss Vision GmbH,
Deutschland), durchgefuhrt. Mit der Funktion der Linienmessung war es so nach
Einstellung des  VergrolRerung-Grades des  Mikroskops mdoglich, den
Langenparameter zu bestimmen. Dazu wurden alle Ossicula auditoria einzeln unter
das Mikroskop auf einen Objekttrager platziert. Die Uberfiihrung der Ossikel auf den
Objekttrager wurde jeweils mittels einer transparenten 3 ml Transfer-Pipette (BD
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Falcon, Bedford, MA, USA) durchgefihrt. Hierbei wurde der Ossikel aus dem
Zentrifugenrohrchen aufgesaugt und auf den Objekttrager pipettiert. Auf diese Weise
war ein sicheres Ubertragen mit minimiertem Risiko des Zerbrechens méglich.
Anschlieliend wurde Uberschussige Flussigkeit auf dem Objekttrager mittels eines
Papiertuches vorsichtig entfernt und die Lange der Ossikel bestimmt. Die genauen

Ausrichtungen der Ossikel bei der Langenmessung sind in Abb.4 (A-C) dargestellt.

3.5 Histologische Aufarbeitung

Um einen Verlust der kleinen Ossicula in den nachsten Arbeitsschritten zu
vermeiden wurden diese in gefaltetem wasserdurchlassigen Filterpapier in Biopsie-
Einbettkassetten aufbewahrt. Bei dem Falten des Filterpapieres war darauf zu
achten, dass man keinen zu grof3em Druck auf die Ossikel ausubt, um diese nicht zu
zerbrechen. Folgend wurden die sich in den Biopsiekassetten befindenden Praparate
in einem automatisierten Entwasserungsgerat (Modell Nr. 2050/1.5, BAVIMED,
Birkenau, Deutschland) mit aufsteigender Alkoholreihe Uber Nacht dehydriert. Hierbei
wurden die Proben den Alkoholkonzentrationen von 70% bis 100% (Apotheke UKE)
in Funferschritten ausgesetzt. Das zeitliche Management erfolgte Uber eine
Zeitschaltuhr. Die Dehydrierung lief Uber 24h. Nach der Dehydrierung folgte eine
zweimalige Infiltration Uber je 24h in den Infiltrationslosungen | und Il in der Kihlung
unter 4°C. Die Infliltrationslosungen bestanden aus 1000 ml Methylmethacrylat
(Merck800590), 100 ml Nonylphenyl-polyethylenglycolacetat (Fluka-Biochemika
74432) und 3,3 ml Benzoylperoxid (Merck 801641). Die Infiltration diente der
Unterbindung der vorzeitigen Polymerisation beim Ausharten des Acrylates.

Im nachsten Schritt folgte die Einbettung in Acrylat. Dazu wurden die

einzelnen Gehorknochelchen aus den Biopsie-Einbettkassetten und den
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Filterpapieren entnommen und in Rollrand-Schnappdeckelglaser gelegt. Die Glaser
wurden mit einer zuvor angesetzten Giel3losung und der Startlosung (N,N-Dimethyl-
p-Toluidin) im Verhaltnis 200:1 aufgefullt. Die sich in den mit der Losung beflllten
Rollrandschnappglasern befindlichen Ossikel wurden mit einer Spitzpinzette
vorsichtig im Gefald zentriert. Diese Schritte der Einbettung erfolgten allesamt unter
einem Laborabzug. Infolge wurden die Rollrandschnappglaser zum Ausharten
luftdicht verschlossen und zur Unterbindung einer Uberschiel3enden Polymerbildung
far mindestens 12h unter 4°C in ein Wasserbad aufbewahrt.

Nach Ausharten des Acrylates wurden die Blocke aus den Glasern
herausgeldst. Im Folgenden wurden die Oberflachen der Acrylatblocke durch ein
rotierendes  Mikroschleifsystem (Phoenix Alpha; Fa. Buehler, Dusseldorf,
Deutschland) mit einem Nass-Schleifpapier der Kérnung P80 (Fa. Hermes, Hamburg,
Deutschland) in Form eines Sechsecks seitlich abgeschliffen. Dieses diente der
Minimierung der Schnittoberflache und infolgedessen einer geringeren Abnutzung

des Messers beim Anfertigen der histologischen Schnitte in spateren Schritten.
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3.6 Rasterelektronenmikroskopie (Quantitative backscattered electron imaging,
gBEI)

Fir die Analyse der Proben mittels Rasterelektronenmikroskopie
(,Quantitative backscattered electron imaging“, gBEIl) wurden die Acrylatblocke
zunachst planparallel geschliffen. Dieses wurde mit dem EXAKT 400 CS
Tellerschleifgerat (EXAKT-Apparatebau, Norderstedt) durchgefuhrt. Dabei wurde im
ersten Schritt die nicht zu untersuchende Seite 5 Minuten mit dem Nassschleifpapier
Hermes WS Flex (Hermes Abrasives Ltd., Virginia Beach, Virgina) mit dem
Koérnungsgrad 800 planparallel geschliffen. Im Anschluss wurde nun die zu
untersuchende Seite geschliffen. Zunachst lediglich wenige Sekunden mit dem
Silicon-Carbide-Nassschleifpapier der Kérnung 1200 (Allied High Tech Products Inc.,
Rancho Dominguez, California). Die genaue Dauer wurde an die jeweiligen
Gehorkndchelchen angepasst, um einen optimalen Querschnitt des Praparates zu
erzielen. Nachdem die Ebene des Schliffes Uberpruft und fur gut befunden worden
war, wurde nun die zu untersuchende Seite mit dem Silicon-Carbide-
Nassschleifpapier der Kornung 4000 (Allied High Tech Products Inc., Rancho
Dominguez, California) 4 Minuten lang poliert. Nachdem die Blocke getrocknet
waren, wurden die polierten Oberflachen im Anschluss im BAL-TECH CED 030
Carbon Evaporator mit Kohlenstoff bespruht.

Folgend wurde die elektronenmikroskopische Analyse
(Beschleunigungsspannung konstant 20 kV bei 680 pA) durchgefuhrt. Dabei wurden
stets 8 Acrylatblocke zeitgleich auf dem Objekttisch des Elektronenmikroskops (LEO
435 VP, LEO Electron Microscopy Ltd.; Cambridge, England) mit schmalen
Klebestreifen befestigt und infolge die Aufnahmen getatigt. Die Auswertung dieser
Aufnahmen wurde mit der Computersoftware Imaged (National Institutes of Health,

NIH) durchgefuhrt. Hierzu wurde zunachst bei jedem Bild der Mafstab durch
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Zuordnung einer bekannten Strecke auf die Anzahl der Pixel festgelegt und das Bild
durch das ,Threshold“-Werkzeug in ein Schwarz-Weil3-Bild konvertiert. So konnte
nun die zu analysierende Knochenflache markiert und die Untersuchungsparameter

festgelegt werden.

Abbildung 6: lllustration der einzelnen Schritte zur Auswertung der Osteozytenlakunenanzahl und -
groRe mittels des Rasterelektronenmikroskops. A: Originale gBEI-Aufnahme. B: Bearbeitung des
Bildes mittels des Threshold-Werkzeugs (Schwellenwert). C: Isolierte Darstellung in Form von Ellipsen

der einzelnen Osteozytenlakunen der Gréf3e 4-100 um?.

Die Untersuchungsparameter waren hierbei die Flachen der als
Knochenlakunen oder BlutgefalRe/Porositat imponierenden schwarzen Locher im
Knochengewebe. Die Differenzierung dieser beiden Untersuchungsaspekte geschah
Uber die GroRe. So wurden Knochenaussparungen der Grofle 4-100 um? als
Knochenlakunen identifiziert und jene groRer >100 um? unter das Kriterium
BlutgefalRe/Porositat zusammengefasst. Die Knochenlakunen wurden in Bezug auf
ihre GroRe (Lc.Ar in um?) und Anzahl (N.Ot/B.Ar in 1/mm?) ausgewertet. Dadurch,
dass die Software die identifizierte Auswahl im Folgenden stets anzeigt, war eine
Uberprifung im Nachhinein immer mdglich. AuBerdem wurde eine
Durchschnittsgrof3e der Lakunen errechnet.

Als weiterer Parameter wurde zusatzlich der Mineralisationsgrad als mittlerer
Calcium-Gehalt (CaMean in Wt%) bestimmt. Der Mineralisationsgrad wurde aus den
Grauwerten der einzelnen Ossikel mittels eines vorprogrammierten Eichgrads
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abgeleitet. Dieses konnte so durchgefuhrt werden, da ein direktes proportionales
Verhaltnis zwischen Grauwert und Calcium-Gehalt des Knochens besteht (Roschger
et al., 1995). AuRerdem wurde der am haufigsten vorkommende Mineralisationsgrad
im untersuchten Knochenbereich (CaPeak in Wt%) und die Breite der Verteilung der
Mineralisationsgrade (CaWidth in Wt%), welche die Homogenitat der Mineralisation
der Ossikel wiederspiegelt, untersucht. Des Weiteren wurde die Anzahl
hypermineralisierter Knochenlakunen pro Knochenflache analysiert (N.Mn.Lc in
1/mm?). Die hypermineralisierten Lakunen wurden manuell gezahlt und in Relation

zur analysierten Knochenflache gesetzt.

3.7 Histologische Analyse

Aus den Acrylatblocken wurden zur histologischen Analyse mittels eines
Rotationsmikrotoms (CVT 4060E, micro Tec, Walldorf, Deutschland) und einem
Mikrotommessers aus Hartmetall (Leica Biosystems, Nussloch, Deutschland)
Schnittpraparate mit einer Dicke von 4 ym angefertigt. Die Schnitte wurden horizontal
zum Praparat angefertigt, sodass sich ein mdglichst groRer Praparatquerschnitt
ergab. Wahrend des Schnittprozesses wurde das Mikrotommesser und die
Praparatoberflache stets mit einer Schneideflussigkeit (WIV Schneideflissigkeit, Fa.
WIV Schwetzingen, Deutschland) befeuchtet. Hierdurch wurde eine Minimierung der
Artefakte erzielt. Die Ubertragung der angefertigten Schnitte auf die Objekttrager
erfolgte mithilfe eines ebenfalls mit Schneideflissigkeit benetzten Haarpinsels. Die
Objekttrager waren zuvor zum Nutzen der besseren Haftung der Praparate mit
Chromalaungelatine gleichmafig beschichtet worden. Die Schnitte wurden hierbei in
Serie aufgezogen, sodass jeder Schnitt auf einen Objekttrager Ubertragen wurde. Pro

Objekttrager wurden hierbei 4 Schnitte aufgezogen. Anschlielend wurden die
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Schnitte mit einer Strecklosung (Isopropanolol, 80%) geglattet und Luftblasen
vorsichtig mit einem seichten Haarpinsel rausgestrichen. Nun wurde eine PE-Folie
auf die Objekttrager aufgebracht und diese in einem Trockenblock vorgetrocknet.
Anschlieliend kamen die Objekttrager bei 60°C Uber Nacht in eine Druckpresse.

Es folgte die Farbung der Schnittpraparate. Die ausgewahlte Standardfarbung
war hierbei die Toluidinblau Farbung. Hierzu wurden die Objekttrager aus der
Druckpresse genommen und die PE Folie entfernt. Zunachst konnten diese ein 3x5
min Entplaster (2-Methoxyethyl-acetat Merck 806061) und eine absteigende
Alkoholreihe (2x100%-, 96%-, 80%-, 70%-, 50%-Ethanol, Aqua dest.; fir je 2 min)
durchlaufen. AnschlieBend wurde die Farbung mit dem Toluidinblau-Farbstoff (1%
pH 4,5) fir 30 min durchgefuhrt, bevor eine aufsteigende Alkoholreihe (Aqua dest.,
50%-, 70%-, 80%-, 96%-, 2x100%-Ethanol) folgte. AbschlieRend folgte die
Behandlung der Schnittpraparate mit Xylol I-1ll fur je 5 min und das Eindecken mit
DXP. AbschlieBend wurde ein mit Harz bestrichenes Deckglaschen mit dem
Objekttrager aufgeklebt.

Die histologischen Abbildungen wurden mittels der Osteomeasure Software
(OsteoMetrics Inc. Atlanta, GA) aufgenommen, welche ebenfalls wie bei der
morphometrischen  Analyse mit dem  Lichtmikroskop  verbunden  war.
Histomorphometrische Untersuchungsparameter waren neben der Osteozytenanzahl
pro untersuchter Knochenfliche (N.Ot/B.Ar in 1/mm?) die bone volume fraction
(BVITV in %) und die osteoid volume per bone volume (OV/BV in %). Hierbei gibt die
bone volume fraction den Anteil mineralisierter Knochensubstanz pro untersuchter
Volumeneinheit an und die osteoid volume per bone volume den den Osteoidanteil

pro untersuchter Knochenflache.
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3.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Computerprogramm
Microsoft Excel. Da in dieser Arbeit stets 5 Altersgruppen mit jeweils mindestens funf
Mausen untersucht wurden, wurden in der Auswertung Mittelwerte und
Standardabweichungen der einzelnen Altersgruppen bestimmt. Diese Werte wurden
anschlieend untereinander verglichen und auf Signifikanzen Uberprift. Dieses
erfolgte mittels eines t-Testes. Eine Signifikanz lag dabei vor, wenn p < 0,05 ergab. In

den grafischen Darstellungen wurden Signifikanzen mit einem Stern gekennzeichnet.
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4 Ergebnisse

4.1 Morphometrische Analyse

Die zunachst durchgefuhrte Analyse der GroRenentwicklung beim Malleus,
Incus und Stapes in den einzelnen Altersklassen zeigten keine signifikanten
Langenveranderungen. Lediglich stellte sich eine Tendenz bezlglich der Abnahme
der Lange beim Malleus dar, allerdings ohne Signifikanz bei p < 0,05 (3 Wochen:
1565,60 + 32,32 ym; 6 Wochen: 1559,80 + 14,92 uym; 12 Wochen: 1549,81 + 16,36
pum; 24 Wochen: 1530,34 + 28,19 um; 52 Wochen: 1527,27 + 31,30 uym) (siehe Abb.7
A). Beim Incus war keine Entwicklungslinie erkennbar. So betrug die Lange bei 3
Wochen 910,64 + 68,74 um, wahrend sie bei 12 Wochen bei 818,60 + 96,97 ym und
bei 52 Wochen bei 896,39 + 74,11 uym lag (siehe Abb.7 B). Im Falle des Stapes lag
nach einem kleinen nicht-signifikanten Anstieg des Langenparameters zwischen den
Altersklassen 3 bis 6 Wochen eine tendenzielle Abnahme des Langenparameters,
zwischen den Altersklassen 6 bis 52 Wochen vor (aquivalent zum Malleus). Fir den
Stapes wurden folgende Werte ermittelt: 3 Wochen: 630,31 £ 12,95 uym; 6 Wochen:
631,04 + 6,14 um; 12 Wochen: 621,92 £ 9,34 ym; 24 Wochen: 622,195 + 6,70 ym;

52 Wochen: 616,814 + 8,15 ym (siehe Abb.7 C).
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Abbildung 7: Kurvendiagramme (A-C) der GroRenentwicklung uber die Altersklassen von 3 bis 52

Wochen (in ym). A: Malleus. B: Incus. C: Stapes.
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4.2 Rasterelektronenmikroskopie (Quantitative backscattered electron imaging,
qgBEI)

Die mittels Rasterelektronenmikroskopie (qQBEI) erhobenen Daten zeigten in
der Analyse fur Malleus, Incus und Stapes ahnliche Entwicklungen. Die qBEI-
Aufnahmen sind in Abbildung 8 dargestellt. In den Entwicklungen des
Mineralisationsgrades (CaMean in Wt%) waren in den Altersklassen von 3 bis 24
Wochen bei allen drei Ossikeln signifikante Zunahmen zu beobachten. Hierbei stieg
der Mineralisationsgrad beim Malleus von 28,77 + 0,52 % (Woche 3) auf 31,48 *
0,43 % (Woche 24) an. Zeitlich parallel war beim Incus ein Anstieg von 28,66 + 0,72
% auf 31,79 £ 0,26 % und beim Stapes ein Anstieg von 27,35 + 0,56 % auf 29,82 +
0,43 % zu beobachten. Im Folgenden kam es bis zur 52. Woche in den Analysen
aller drei Ossikel zu einem signifikanten Abfall der Mineralisationsgrade. So fiel der
Mineralisationsgrad beim Malleus auf 30,54 £ 0,25 %, beim Incus auf 31,13 £ 0,42 %

und beim Stapes auf 28,68 + 0,48 % ab (siehe Abbildung 9).
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Abbildung 8: qBEI-Querschnittsaufnahmen der einzelnen Entwicklungsstadien von Malleus

(anatomische dargestellte Struktur: ,Orbicular apophysis®), Incus und Stapes.
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Abbildung 9: Entwicklung des Mineralisationsgrades (CaMean%). A: Malleus. B: Incus. C: Stapes. D:
Verteilungskurven der Mineralisationsgrade der einzelnen Gehdrkndchelchen in Gegenuberstellung

zur murinen Tibia.

Im Vergleich der Mittelwerte der Mineralisationsgrade der Ossikel
untereinander zeigt sich fur den Incus in der Verteilungskurve die hochste
Mineralisation, gefolgt vom Malleus und dem Stapes. Der Stapes weist hierbei die
geringste Mineralisation der Gehodrknochelchen auf. Im Vergleich zu anderen
Knochen, wie der murinen Tibia von altersentsprechenden Wildtyp Mausen, zeigt
sich in allen Gehorknochelchen eine bedeutend hohere Mineralisation (siehe
Abbildung 9 D).

Im Folgenden wurde eine Analyse der Osteozytenlakunenanzahl pro Flache
(N.Ot.Lc/B.Ar), ebenfalls mittels Rasterelektronenmikroskopie, durchgefuhrt. Auch
hier zeigte sich fur die drei Ossikel eine ahnliche Entwicklung. So nahm die Anzanhl
der Osteozyten jeweils in dem Zeitraum zwischen der 3. und der 24. Woche
signifikant ab, gefolgt von einer Zunahme der Osteozytenlakunenanzahl bis zur 52.

Woche. Hierbei war zunachst beim Malleus ein Abfall von 2382,90 + 177,49 1/mm?
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auf 1474,23 + 95,90 1/mm?, beim Incus von 2296,05 + 189,65 1/mm? auf 1524,79 +
97,43 1/mm? und beim Stapes von 2596,04 + 248,09 1/mm? auf 2201,38 + 256,42
1/mm? zu beobachten, bevor die Osteozytenlakunenanzahl beim Malleus wieder auf
2103,95 + 161,10 1/mm?, beim Incus auf 2154,66 + 115,27 1/mm? und beim Stapes
auf 2488,56 + 278,09 1/mm? bis zur 52. Woche anstieg. In dem Entwicklungsprozess
des Malleus lasst sich Uberdies konstatieren, dass der Endwert der Woche 52 trotz
des erneutem Anstiegs signifikant unter dem Ausgangswert der Woche 3 liegt (siehe

Abbildung 10 A-C).

A B C
3500 3500 3500

3000

2500 .
*

2000

1500

1000
0

3000, —
2000

1500

3000f ——

2500 .
20001
.
1500
1000 1000

10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Alter (Wochen) Alter (Wochen) Alter (Wochen)

N.Ot.Lc/B.Ar (1/mmz2)
N.Ot.Le/B.Ar (1/mm2)
N.Ot.Lc/B.Ar (1/mmz2)

Abbildung 10: Entwicklung der Osteozytenlakunenanzahl pro Flache (1/mm2). A: Malleus. B: Incus.

C: Stapes.

Auch bei der Entwicklung der Osteozytenlakunengrofie (Lc.Ar) stellte sich bei
dem Malleus und Incus ebenfalls, vergleichbar zur Osteozytenlakunenanzahl,
zunachst ein Abfall bis zur 24. Woche mit einem anschlieRendem moderaten Anstieg
bis zur 52. Woche dar. So sank die durchschnittliche Osteozytenlakunengrof3e beim
Malleus von 18,53 £ 0,86 um? auf 15,74 £ 1,05 pym? signifikant ab und stieg
anschlielend auf 17,25 £ 0,85 ym? an. Beim Incus lag der Ausgangswert bei 21,32 +
2,53 ym?, der Tiefpunkt in Woche 24 signifikant verringert bei 16,06 + 1,19 ym? und
der leicht angestiegene Endwert in der Woche 52 bei 17,8 + 0,23 pm?2. Hierbei waren
sowohl beim Malleus als auch beim Incus der Endwert in Woche 52 signifikant

kleiner als der Ausgangswert in Woche 3. |In der Analyse der
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Osteozytenlakunengrofle des Stapes war keine Entwicklungslinie erkennbar. So
bewegten sich die Werte zwischen 19,38 + 1,98 ym? (Maximalwert im Alter von 3

Wochen) und 16,37 + 2,30 pm? (Minimalwert im Alter von 12 Wochen).
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Abbildung 11: Entwicklung der OsteozytenlakunengréfRe. A: Malleus. B: Incus. C: Stapes.

Des Weiteren wurde die Porositat (%) der Ossikel analysiert, sprich der Anteil
nicht mineralisierter Flache an der Gesamtknochenflache. Aufgrund der geringen zu
analysierenden Flache des Stapes wurde diese Untersuchung auf den Malleus und
Incus beschrankt. Bei Malleus und Incus zeigten sich kongruente Entwicklungen.
Wahrend bei Mausen der Altersklasse 3 Wochen noch ausgepragte Leerrdume
erkennbar waren, mineralisierten diese rasch in den ersten Lebenswochen zu. So lag
der Anteil nicht mineralisierter Leerraume in der 3. Woche beim Malleus bei 14,51 +
1,89 % und beim Incus von 11,63 + 5,82 %, wahrend sie bereits in der 6. Woche
beim Malleus auf 4,68 + 1,84 % und beim Incus auf 3,85 £ 1,80 % gesunken waren.
Im Falle des Incus konnte hierbei noch eine signifikante Abnahme der Porositat von
der 6. auf die 24. Woche nachgewiesen werden, in welcher der Prozentsatz bei 1,20
1 0,66 % lag.

Die Entwicklung der Porositatswerte kann hierbei durch eine logarithmische
Kurvenfunktion beschrieben werden, welche zwischen der 12. und 52. Woche,
sowohl beim Malleus als auch beim Incus, keine signifikanten Veranderungen der

Porositat aufwiesen.
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Abbildung 12: Entwicklung der Porositat (%). A: Malleus. B: Incus.

In Hinblick auf frihzeitig einsetzende degenerative Prozesse wurde aul3erdem
eine Quantifizierung von hypermineralisierten (mikropetrotischen) Osteozytenlakunen
(siehe Abbildung 14) durchgefuhrt (N.Mn.Lc 1/mm2). In dieser Analyse der Ossikel
war jedoch keine Entwicklungslinie zu erkennen. So waren hypermineralisierte
Osteozytenlakunen bei den Ossikeln in allen Entwicklungsstadien in gleichem
Haufigkeitsgrad anzutreffen. Im Vergleich der einzelnen Ossikel untereinander wies
der Stapes eine signifikant groBere Anzahl an hypermineralisierter
Osteozytenlakunen als der Incus auf. Der Incus wiederum besal} eine signifikant

groRere Anzahl als der Malleus (siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: Entwicklung der Anzahl der hypermineralisierten (mikropetrotischen)

Osteozytenlakunen. A: Malleus. B:

Incus. C: Stapes.
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niedrig Ca Wt%. hoch

Abbildung 14: gBEI-Aufnahme von der ,Orbicular Apophysis“ des Malleus (20 Tage) mit

VergréRBerung und Kennzeichnung einer hypermineralisierten (mikropetrotischen) Osteozytenlakune.

58



4.3 Histologische Analyse

Bei der Betrachtung der Histologien der Gehdrknochelchen der einzelnen
Altersklassen konnte neben Ubereinstimmungen zu den Analyseergebnissen des
Rasterelektronenmikroskops aufderdem ein der Porositat zugrunde liegender Prozess
in der ,Orbicular apophysis“ des Malleus festgestellt werden. So waren die im
Rasterelektronenmikroskop schwarz erscheinenden nicht mineralisierten und als
Porositat quantifizierten Leerraume hier als vaskulare Strukturen zu identifizieren
(siehe Abbildung 15).
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Abbildung 15: Histologien der ,Orbicular Apophysis* des Malleus in einem Alter von 20 Tagen, 6 und
52 Wochen in Toluidin-Farbung. Mit schwarzem Pfeil gekennzeichnet in der Altersklasse 20 Tage ein
Osteoblast, welcher sich an der Wand eines BlutgefalRes befindet, in der Altersklasse 6 Wochen das

Lumen eines Blutgefales und in der Alterklasse 52 Wochen eine mit Osteoid gefiillte Lakune.

In diesen Blutgefallen waren hierbei neben Erythrozyten und mesenchymalen
Zellen knochenaufbauende Osteoblasten in dem Bereich der Gefallwande zu

erkennen. In den folgenden analysierten Entwicklungsstadien war eine Ruckbildung
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der Blutgefale zu beobachten, bei denen die Blutgefalle durch eine von
Osteoblasten gebildete Knochensubstanz ersetzt wurden. Wahrend in der
Altersklasse 20 Tage noch ausgepragte Blutgefale zu erkennen waren, so waren
bereits in der 6. Woche die Durchmesser der Blutgefallumina deutlich verringert. Bei
Mausen des Alters von 52 Wochen waren lediglich kleine persistierende Blutgefalle
mit wenigen Erythrozyten oder kleine GefalRe mit Osteoid in der ,Orbicular
apophysis“ des Malleus vorzufinden (siehe Abbildung 15). Die knochenaufbauenden
Osteoblasten entwickelten sich derweil zu in Knochensubstanz eingemauerten
Osteozyten, welches in Abbildung 17 schematisch verdeutlicht wurde.

Dieser Prozess spiegelte sich auch anhand der bone volume fraction (BV/TV
in %) wieder. So betrug der Knochenanteil pro untersuchter Flache bei 3 Wochen
alten Mausen noch 84,21 + 7,91 %, wahrend dieser Wert zur 6. Woche bereits auf
96,52 + 2,02 % anstieg. Nach diesem Zeitpunkt wurde ein Plateau erreicht und die
Werte veranderten sich lediglich noch unwesentlich. In der Altersklasse 24 Wochen
wurde mit 98,07 £ 1,17 % der hochste BV/TV-Wert gemessen (siehe Abbildung 16
A). In Hinblick auf die Entwicklung der Osteozytenanzahl zeigte sich ein inverses
Bild. So wurde in der Altersklasse 3 Wochen mit 2575,15 + 579,99 1/mm? der
maximale Wert gemessen, welcher infolge bis zur 24. Woche auf 1490,41 + 158,99
1/mm? abfiel, um bis zur 52. Woche wieder auf 1591,02 + 246,90 1/mm? anzusteigen
(siehe Abbildung 16 B). Bei beiden dieser Untersuchungsparameter waren die

Tendenzen jedoch nicht mit Signifikanzen ausgezeichnet.
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Abbildung 16: Entwicklung der Histomorphometrie: A: bone volume fraction (BV/TV in %). B:

Osteozytenlakunenanzahl (1/mm2) in der ,Orbicular apophysis“ des Malleus.

Osteoblast

Endothel ~Knochenmatrix Osteozyt

Abbildung 17: Schematische Darstellung der Ossifikationsstadien anhand eines Modells. A-B: Zu
erkennen die mit dem Endothel assoziierten Osteoblasten, welche perivaskulare Knochenmatrix
sezernieren. Hierdurch nimmt im Verlauf der Lumendurchmesser des Gefafles ab, wahrend die
Knochenmatrix zunimmt. C: In Knochenmatrix eingemauerte Osteozyten mit einem kleinen

persistierenden Blutgefall zu erkennen.
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4.4 Hyp Mausmodell

Die mithilfe des Rasterelektronenmikroskops (qBEIl; siehe Abbildung 18 A-B)
und der Histologie erhobenen Daten der Hyp Mause im Alter von 24 Wochen zeigten
im Vergleich zu den gleichaltrigen Wildtyp-Mausen bedeutende Unterschiede. Diese
waren bei Betrachtung der qBEI- und Histologie-Aufnahmen bereits ersichtlich (siehe
Abbildung 18). So waren in den gBEI-Aufnahmen grof¥flachige intraossikulare nicht
mineralisierte Bereiche zu beobachten, welche in den Histologien als Osteoid

imponierten.

WT Hyp

SRR _:—f-’,
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Abbildung 18: gBEI-Aufnahmen und Histologien der ,Orbicular apophysis® des Malleus. A und C:

Wildtyp-Maus. B und D: Hyp Maus.

Im Bezug auf die Mineralisation zeigten sich bei den Hyp Mausen bedeutend
geringere Mineralisationsgrade. So konnte bei den Hyp Mausen ein Mittelwert der

Mineralisationsgrade (CaMean in Wt%) von 26,52 + 0,40 % festgestellt werden,

62



wahrend im Vergleich hierzu die Ossikel der gleichaltrigen Wildtyp-Mause mit 28,90 +
0,26 % eine signifikant hohere Mineralisation aufwiesen bei p < 0,05 (siehe
Abbildung 19 A). Auch der am haufigsten vorkommende Mineralisationswert
(CaPeak in Wt%) der einzelnen Wildtyp-Mause lag mit 31,68 £ 0,49 % im Mittelwert
signifikant Uber dem der Hyp Mause mit 29,50 £ 0,70 % (siehe Abbildung 19 B).
Diese Ergebnisse spiegeln sich ebenfalls in der Verteilungskurve der
Mineralisationsgrade der beiden Gruppen deutlich wieder (siehe Abbildung 19 D).
Aulerdem zeigte hierzu die Breite der Verteilung der Mineralisationsgrade (CaWidth
in Wt%) der einzelnen Ossikel bei den Hyp Mausen mit 6,10 + 0,05 % signifikant
inhomogenere Mineralisationswerte als die der Wildtyp-Mause mit 5,48 + 0,2 %
(siehe Abbildung 19 C). In Hinsicht auf die Ausbildung der Osteozytenlakunen war
bezuglich der GroRe der Osteozytenlakunen ebenfalls eine Signifikanz festzustellen.
So lag die mittlere Osteozytenlakunengrof3e der Hyp Mause mit 31,13 + 3,43 ym?
signifikant Uber der OsteozytenlakunengrofRe der Wildtyp-Mause mit 19,40 = 1,20
um? (siehe Abbildung 19 E). In Bezug auf die Osteozytenlakunenanzahl waren
zwischen den Hyp Mausen (2115,22 + 575,70 1/mm?) und den Wildtyp-Mausen
(1725,62 + 204,32 1/mm?) hingegen keine signifikanten Unterschiede festzustellen
(siehe Abbildung 19 F). AuRerdem wurde die Porositat analysiert, wobei auch hier
ein bedeutender Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden
konnte. So besalRen die Hyp Mause mit Porositatswerten von 47,31 £ 8,75 %
signifikant weniger Knochenmasse pro untersuchter Knochenflache als die Wildtyp-
Mause mit 3,94 £ 1,35 % (siehe Abbildung 19 G), welches im Falle der Hyp Mause
auf den elektronenmikroskopischen Aufnahmen als grof¥flachige schwarze, nicht
mineralisierte Binnenbereiche imponierte (siehe Abbildung 18 A-B).

Durch die histologische Analyse (siehe Abbildung 18 C-D) war im Folgenden die

nahere Identifikation dieser nicht mineralisierten Bereiche mdglich. Die zuvor in den
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gBEI-Aufnahmen schwarz erscheinenden Bereiche waren als nicht mineralisierte
Knochenmatrix in Form von Osteoid zu identifizieren. Dies muss von den schwarzen
Bereichen der jungen Mause des Entwicklungsmodells abgegrenzt werden, bei dem
diese tatsachlich nicht vorhandenem Knochen entsprechen. Die nahere
Quantifizierung des Osteoid-Anteils der untersuchten Knochenflache durch den
Parameter OV/BV (%) zeigte einen signifikanten Unterschied (p < 0,05) zwischen
den beiden Gruppen. So besallen die Hyp Mause einen Osteoid-Anteil von 55,69 +
5,45 %, wahrend dieser Wert bei den Wildtyp-Mausen lediglich bei 0,00652 + 0,015

% lag (siehe Abbildung 19 H).

. « N
32, 364 6.5
34 N
_. 30 . . N
g . g N g 6.0 *
s e R . =
c 28] 3 ad N £ A
[ O =
s A a 304 R =
8 — S R 8 55 ——
26 A 281 at
24 " : 26 " : 5.0 " :
N & N S < S
3.5, 40 3000
A A
3.0 N
£ 55 304 — ) .
sz _wr - £ 20004 R N
o 201 g < —
B = 209 —ata < N
§ 1.5 hyp < . g N
2 - = = 1000
8 1.0 e}
£ 10 >
0.5
0.0 - : ; 0 : 0 : :
20 25 30 35 40 & & & &
Ca Conc. (Wt%)
60 *
o 80+
.
< 40 R R 60 A:
= N S .
] &
3 5 40-|
€ 20 3
20
A A
0 2 ‘
0 - .
& Q
N &
N AN R\ @\Q

Abbildung 19: Gegenuberstellung der Ergebnisse der einzelnen Untersuchungsparameter zwischen
Hyp und Wildtyp Mausen. A: CaMean (Wt%). B: CaPeak (Wt%). C: CaWidth (Wt%). D:
Verteilungskurven der Mineralisationsgrade. E: Lc.Ar (pmz). F: N.Ot.Lc/B.Ar (1/mm2). G: Porositat (%).

H: OV/BV (%).
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5 Diskussion

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die postnatale morphometrische,
histomorphometrische, histologische und elektronenmikroskopische Untersuchung
muriner Gehorkndchelchen in unterschiedlichen Entwicklungsstadien (20 Tage, 6-,
12-, 24- und 52-wochig) sowie die Analyse der Ossikel im Rahmen eines gestorten
Phosphatstoffwechsels, speziell durch Analyse des Hyp Mausmodells.

Bei Betrachtung der Langenentwicklung der Gehorkndchelchen hat sich in dieser
Arbeit gezeigt, dass keine signifikanten Langenveranderungen, weder im positiven
noch im negativen Sinne, in den untersuchten Altersklassen vom 20. Tag bis zur 52.
postnatalen Woche vorliegen. Somit haben die Gehoérknochelchen bereits zu Beginn
unseres Entwicklungsmodells, in der dritten postnatalen Woche, ihre finale Grolle
erreicht. Dieses deckt sich mit vorherigen Untersuchungen von Huangfu (Huangfu
and Saunders, 1983), bei denen die GroRenentwicklungen anatomischer Strukturen
des Mittelohres in dem Zeitraum vom 1. bis zum 45. postnatalen Tag untersucht
wurden. Hier konnte beim Malleus und Incus gezeigt werden, dass bereits am 20.
postnatalen Tag 98% der Gesamtlange erreicht waren. Dieses Ergebnis konnte in
dem Entwicklungsmodell unserer Untersuchungen bestatigt werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde auflerdem, im Gegensatz zu den bisherigen
Publikationen, ein besonderes Augenmerk auf die Entwicklung der
Gehorkndchelchen bis in das hohere Alter gelegt, um eventuelle degenerative oder
spater einsetzende Entwicklungsprozesse zu detektieren. Aber auch hier liel3en sich,
selbst im hohen Alter, weder positive noch negative GroRenentwicklungen
feststellen.

Nach Stand der jetzigen Forschung kann davon ausgegangen werden, dass mit
der Beendigung des Grollenwachstums ebenso die perichondrale Ossifikation

weitgehend abgeschlossen ist, somit in den murinen Gehorkndchelchen bis zu dem
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Zeitpunkt der 3. postnatalen Woche. Vergleicht man die Grolienentwicklung muriner
Gehorknochelchen mit der des Menschen zeigen sich hierbei bedeutende
Unterschiede. So wird bei murinen Gehorkndchelchen die Vollendung des
Langenwachstums und somit der perichondralen Ossifikation im Vergleich zum
Menschen zu einem deutlich spateren Zeitpunkt erreicht. Wahrend dieser Zeitpunkt
bei murinen Gehorkndchelchen erst postnatal erreicht wird, zeigte sich in
Untersuchungen von Whyte und Richany, dass die perichondrale
Knochenmanschette bei humanen Gehdrknochelchen bereits pranatal in der 24.-25.
Schwangerschaftswoche vollstandig ausgebildet ist (Whyte et al., 2008, Richany et
al.,, 1954). Die perichondralen Ossifikationsprozesse muriner Gehorkndchelchen
laufen also im Vergleich zu den humanen in den entsprechenden
Entwicklungsphasen zeitlich verzogert ab.

Dadurch dass wahrend der enchondralen Ossifikation, welche sich der
perichondralen Ossifikation anschliel3t, die Binnenstruktur und damit das
Trabekelwerk des Knochens gebildet wird, stellt diese einen bedeutenden Prozess
der Ossifikation der Gehorknochelchen dar, um die Biomechanik dieser im
Horvorgang zu gewahrleisten. Durch die Auswahl der untersuchten Altersklassen in
dieser Arbeit konnte eine genaue Analyse vor allem dieses Abschnitts der
Ossifikation durchgefuhrt werden. So konnten die Prozesse der enchondralen
Ossifikation anhand des Analyseparameters der Porositat quantifiziert und in der
histologischen Analyse genauer qualifiziert werden. In den frihen Altersklassen (bis
zur 6. Woche) konnten in der ,Orbicular apophysis® des Malleus die nicht
mineralisierten Bereiche als ausgepragte Blutgefal’e in der Histologie identifiziert
werden. In diesen waren Ansammlungen von Osteoblasten, Erythrozyten und
mesenchymalen Zellen zu beobachten. Diese Beobachtungen lassen sich eindeutig

den Ossifikationsprozessen der enchondralen Ossifikation zuordnen. Die Prozesse
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sind hierbei so zu erklaren, dass vor der enchondralen Ossifikation das
Knorpelmodell avaskular ist. Wahrend der enchondralen Ossifikation hypertrophieren
die Chondrozyten und synthetisieren Signalmolekile, welche die Angiogenese
stimulieren. Hierbei werden Chondroklasten und die Gefalinvasion stimuliert (Yang
et al.,, 2012). Im Folgenden ist davon auszugehen, dass die in den histologischen
Aufnahmen beobachteten Ansammlungen von Osteoblasten im Rahmen der
enchondralen Ossifikation Knochenmatrix in den peripheren Zonen der Blutgefalie
synthetisieren und die Volumina der Blutgefalle somit abnehmen. Die Blutgefalle
werden durch Knochenmatrix ersetzt. So stellten sich die BlutgefalRe der
Gehdorknochelchen bei 6 Wochen alten Mausen im Vergleich zu Mausen im Alter von
20 Tagen bereits deutlich verkleinert dar. Ab der 12. Woche waren lediglich nur noch
kleine mit Osteoid geflllte Zonen oder auch kleine persistierende Blutgefalle zu
erkennen. Ausgepragte Blutgefale waren ab diesem Zeitpunkt nicht mehr zu
beobachten. Matsuo konnte in diesem Zusammenhang gro3lumige und mit
Endothelzellen ausgekleidete Kapillarschleifen in der ,Orbicular apophysis® des
Malleus in den ersten Lebenswochen nachweisen. In naher Umgebung zu diesen
Kapillaren waren hierbei vermehrt matrixproduzierende Osteoblasten zu beobachten.
Durch die Matrixproduktion kommt es, vor allem in dem Zeitraum vom 21. bis zum
35. postnatalen Tag, zu einer rapiden Abnahme des Lumendiameters der Kapillaren.
Am 56. Tag sind die Kapillarlumina weitgehend mit Matrix aufgefullt und mit
eingemauerten Osteozyten besetzt (Matsuo et al., 2015).

In der quantitativen Analyse im Sinne der Porositat waren ab der 12. Woche
keine signifikanten Veranderungen des Anteils nicht mineralisierter Bereiche in den
Gehorknochelchen  festzustellen. Hierbei korrelierte die  Entwicklung der
elektronenmikroskopisch bestimmten Porositdt mit der Entwicklung des in der

Histomorphometrie bestimmten BV/TV-Werts.
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Aufgrund dieser Ergebnisse kann festgestellt werden, dass die enchondrale
Ossifikation muriner Gehorknochelchen, im Gegensatz zu den humanen
Gehorkndchelchen, welche bereits in der 32. Schwangerschaftswoche pranatal
vollstandig ossifiziert sind (Dass and Makhni, 1966, Anbuhl et al., 2017), erst
zwischen der 6.-12. postnatalen Woche als vollendet gelten kann. Mit der
Vollendung der enchondralen Ossifikationsprozesse kann auch die gesamte
Ossifikation der murinen Gehorkndchelchen als abgeschlossen angesehen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte aul’erdem gezeigt werden, dass es auch
nach dem Abschluss der enchondralen Ossifikation zu Veranderungen des
Mineralisationsgrades der Gehorknochelchen und der Eigenschaften der
Osteozytenlakunen kommt. So liegt bei allen murinen Gehorkndchelchen ein stetiger
signifikanter Anstieg des Mineralisationsgrades (Wt%) bis zur 24. Woche vor. Dieses
lasst darauf schlieRen, dass es auch nach Abschluss der enchondralen Ossifikation
in der 6.-12. Woche noch zu bedeutenden Einlagerung von Calcium in die
Knochenmatrix kommt.

Abweichungen von der Knochenbeschaffenheit in den Gehorknochelchen, so
auch im Falle des Mineralisationsgrades, scheinen mit einer verringerten
Schallleitungsfahigkeit einherzugehen. Dieses zeigt sich beim Menschen
eindrucksvoll bei den Krankheitsbildern der Osteopetrose, der Osteoporose oder der
Osteogenesis imperfecta. Es konnte eine direkte Korrelation zwischen der
Knochenqualitat der Gehorkndchelchen und der Horfahigkeit festgestellt werden.
Beim Krankheitsbild der Osteopetrose war sowohl bei der malignen autosomal
rezessiven Form, welche im infantilen Alter bereits auftritt, als auch bei der
autosomal dominanten Form (Kindesalter bis Adoleszenz) eine Haufung von
Schwerhorigkeiten nachzuweisen (Wilson and Vellodi, 2000, Bollerslev et al., 1988).

Bei der genetischen Veranlagung der malignen infantilen Form treten hierbei in 78%
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der Falle Schwerhorigkeiten auf, welche wiederum zu 100% eine konduktive
Komponente, sprich eine Schallleitungsstorung, und zu 26% eine sensorineural
Komponente aufweisen (Dozier et al., 2005). Im Falle der autosomal dominanten
Form wurden neben pathologischen Fibrosierungen der interossikularen Gelenke
aullerdem Verformungen, Verdickungen und abnorme Sklerosierungen der
Gehorknochelchen, vor allem des Stapes, festgestellt. Auch bei der autosomal
dominanten Form lag eine Haufung von Schwerhdrigkeiten vor (Milroy and Michaels,
1990). Ebenso konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorliegen
einer Osteoporose und einer erhdohten Inzidenz eines Horverlust im Rahmen einer
Metaanalyse nachgewiesen werden (Upala et al., 2017). Ursachlich fur diese
Schwerhorigkeit aufgrund von Osteoporose werden multifaktorielle Ursachen
diskutiert, wobei sich allerdings eine konduktive Komponente vermuten lasst, da in
hohen Frequenzbereichen (4-8 kHz) bereits ein signifikanter Zusammenhang
zwischen einem Knochenstatus mit geringer Knochendichte und einer
Beeintrachtigung der Schallweiterleitung gezeigt werden konnte (Ozkiris et al., 2013).
Zuletzt ist auch der haufig anzutreffende Horverlust bei Patienten mit
Glasknochenkrankheit  (Osteogenesis imperfecta) ein  Hinweis auf den
Zusammenhang zwischen der Knochenqualitat der Ossikel und der Horfahigkeit
(Pillion et al., 2011).

Fir eine optimale Schallibertragung scheint in den Gehoérkndchelchen die
physiologische Knochenbeschaffenheit das optimale Mischverhaltnis zwischen
Elastizitat und Stabilitat darzustellen. Aufgrund dessen ist davon auszugehen, dass
fur eine physiologische Knochenausreifung der murinen Gehorknochelchen der
postnatale Zeitraum bis zur 24. Woche essentiell ist, um eine volle

Funktionstuchtigkeit der Ossikel mit regelrechter Schallleitung zu erreichen.
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Im Gegensatz zu humanen Gehorknochelchen, bei denen im Verlauf des
Lebens eine logarithmische Steigung des Mineralisationsgrades zu beobachten ist
(Rolvien et al., 2018), zeigt sich interessanterweise im fortgeschrittenem Alter bei
Mausen allerdings eine gegensatzliche Entwicklung. So ist ab der 24. Woche ein
signifikanter Abfall der Mineralisation zu beobachten. Inwiefern hier ein
degeneratives Phanomen vorliegt, kann an dieser Stelle nicht beurteilt werden.
Allerdings zeigte sich aul3erdem, dass murine Gehorkndchelchen im Mittel eine
hohere Mineralisation aufweisen, als die humanen Gehorknochelchen (Rolvien et al.,
2018). Der hochste Mineralisationsgrad der Ossikel unter den Saugetieren wurde
hingegen bei Walen gefunden. Dieser liegt mit rund 35 Wit% deutlich Uber dem
Mineralisationsgrad der Ossikel anderer Spezies und sogar Uber dem der Walzahne.
Dieses stellt die Voraussetzung fur ein exzellentes Horen Uber grof3e Distanzen in
Frequenzbereichen von Uber 30 kHz dar (Schmidt et al., 2018).

Auffallig ist, dass bei den murinen Gehorknochelchen neben dem
Mineralisationsgrad auch bei der Osteozytenlakunengro®e (Lc.Ar) und bei der
Osteozytenlakunenanzahl (N.Ot.Lc/B.Ar) gegensatzliche Entwicklungen ab der 24.
Woche zu beobachten sind. So ist bei allen Ossikeln in Bezug auf die
Osteozytenlakunenanzahl und beim Malleus und Incus ebenfalls bei der
Osteozytenlakunengrofle ein zu der vorherigen abfallenden Entwicklung ein
gegensatzlicher Anstieg der Parameter zu verzeichnen. Auch bei diesen beiden
Parametern ist beim Menschen keine Veranderung der Entwicklungsrichtung zu
beobachten. So ist beim Menschen, sowohl bei der Osteozytenlakunenanzahl als
auch bei der OsteozytenlakunengrofRe im Verlauf des Lebens ein logarithmischer
leichter Abfall zu verzeichnen (Rolvien et al., 2018). Zu der Entwicklung der
Parameter bei murinen Gehorknochelchen ist aullerdem zu bemerken, dass sich der

Verlauf des Mineralisationsgrades genau gegensatzlich zu der
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Osteozytenlakunenanzahl und -gro3e verhalt. Eine gegenseitige Abhangigkeit oder
gar ein direktes Zusammenspiel zwischen diesen Entwicklungen kann hierbei nicht
attestiert, allerdings vermutet werden.

Es lasst sich also bis hierher konstatieren, dass bis zur 24. postnatalen Woche
der Maus eine kongruente Entwicklung zwischen Maus und Mensch in Bezug auf
den Mineralisationsgrad, der Osteozytenlakunenanzahl und der
OsteozytenlakunengrofRe vorliegt. Ab der 24. Woche zeigt sich allerdings bei der
Maus gegenlaufige Entwicklungen, auch im Vergleich zur Verlaufskurve beim
Menschen.

Ein weiterer Analyseparameter stellte die Anzahl der hypermineralisierten
(mikropetrotischen) Osteozytenlakunen dar. Das Phanomen der hypermineralisierten
Osteozytenlakungen war, ebenso wie bei humanen Gehorknéchelchen, auch in den
murinen Gehorkndchelchen zu beobachten. Bei beiden Spezies konnten direkt nach
der Geburt hypermineralisierte Knochenlakunen erkannt werden. Allerdings nahmen
sie beim Menschen mit steigendem Alter linear signifikant zu, wahrend in dieser
Arbeit gezeigt werden konnte, dass bei der Maus uber alle Altersklassen keine
signifikanten Veranderungen (bei hoher Varianz) vorlagen. Dennoch waren in den
murinen Gehorknochelchen in allen Altersklassen Werte zu festzustellen, welche bei
humanen Gehorknochelchen erst im hohen Lebensalter vorzufinden waren.

Dadurch dass beim Menschen bereits ein Zusammenhang zwischen der
Abnahme der Osteozytenanzahl, der Zunahme von hypermineralisierten
Osteozytenlakunen und dem Verlust der Fahigkeit des Knochenremodelings gezeigt
werden konnte (Busse et al., 2010), kann bei dem Auftreten von hypermineralisierten
Osteozytenlakunen in humanen Gehorknochelchen von einem altersbedingtem
degenerativen Phanomen ausgegangen werden. Bei murinen Gehoérkndchelchen

scheinen hierbei differente zellulare Prozesse abzulaufen, welche bereits frihzeitig
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eine hohe Anzahl an hypermineralisierten Knochenlakunen begrinden und bei
denen es im steigenden Alter bei einer gleichbleibenden Anzahl bleibt.

Bezlglich aller Entwicklungsstadien und Analyseparameter dieses
Entwicklungsmodells lasst sich resumieren, dass die Knochenentwicklungen der
murinen und humanen Gehdrknochelchen bedeutende Parallelen aufweisen. Vor
allem konnte gezeigt werden, dass bei murinen Gehorknochelchen die Ossifikation
und zellulare Prozesse postnatal ablaufen, welche bei humanen Gehdorkndchelchen
bereits intrauterin stattfinden. Aullerdem war als bedeutende Gemeinsamkeit eine
zeitweise parallele Entwicklung in den postnatalen Stadien beider Individuen in
Analyseparametern wie Osteozytenlakunenanzahl, OsteozytenlakunengrofRe und
Mineralisationsgrad zu erkennen. Dieses galt fur die frGhen (ab der 3. Woche) bis
mittleren (bis zur 24. Woche) Entwicklungsstufen der Maus, wahrend sich nach der
24. Woche eine differente Entwicklung in den Gehorknochelchen zwischen Mensch
und Maus zeigte.

Bei der Analyse der Ossikel der Phex-defizienten Hyp Mause konnte gezeigt
werden, dass eine erhohte Konzentration des Signalproteins FGF23 auch bei den
sonst hoch mineralisierten Gehorknochelchen einen grof3en Einfluss auf die
Zusammensetzung dieser hat. So konnten wir in unserem Hyp Mausmodell zeigen,
dass es durch eine FGF23 vermittelte Hypophosphatamie zu einer signifikanten
Steigerung der Porositat der Gehorknéchelchen kommt, welches mit einem deutlich
gesteigertem intraossikularen Vorkommen von nichtmineralisiertem Osteoid
einhergeht. AulRerdem lag eine bedeutende Verminderung der
Knochenmineralisation vor, welches durch signifikante Veranderungen der
Analyseparameter CaMean (Wt%) und CaPeak (Wt%) gezeigt werden konnte. Durch
die hierdurch bedingte Herabsetzung der Knochenqualitat ist davon auszugehen,

dass es zu einer erheblichen funktionellen Einschrankung der Gehorkndchelchen
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kommt. Dieses wirde sich im Ho6rvorgang im Sinne einer konduktiven
Schallweiterleitungsstorung wiederspiegeln. Bei erniedrigten FGF23-Konzentrationen
und folglich erhdhten Phosphatspiegeln konnte Lysaght bereits eine signifikante
Schwerhorigkeit mit konduktiver Komponente bei Mausen nachweisen (Lysaght et
al., 2014).

Neben Veranderungen in Bezug auf die Knochenmineralisation zeigten sich in
den Ossikeln der Hyp Mause im Vergleich zu den Wildtypmausen signifikant
vergroRerte Osteozytenlakunen. Eine Zunahme der Osteozytenlakunengrofe konnte
ebenfalls bereits bei laktierenden Mausen in Tibia, Femur und Wirbelkorper gezeigt
werden. Dieses Phanomen zeigte sich reversibel und konnte lediglich bis zum 7. Tag
nach Entwohnung der Laktation nachgewiesen werden. Wahrend der Laktation dient
das Skelett als wichtige Quelle von Calcium, sodass Mause wahrend der Laktation
20-30% des Knochenminerals verlieren. Fruhere Studien bei laktierenden Mausen,
bei welchen die Osteoklasten mittels Pamidronat inaktiviert wurden, zeigten jedoch
lediglich eine Blockierung des Riuckgangs der Knochenmineraldichte von 60% (Qing
et al., 2012). Dieses liel3 auf andere knochenabbauende Mechanismen schliel3en.
Durch den Nachweis von Osteoklasten-spezifischen Markern, wie TRAP (Tartrate-
resistant acid phosphatase), Cathepsin K oder MMP-13 (Matrix Metalloproteinase-
13), welche durch Osteozyten exprimiert wurden, konnte auf ein durch die
Osteozyten initiiertes transientes perilacunares Remodeling des Knochens
geschlossen werden. Hierdurch stellen die Osteozyten einen bedeutenden Regulator
des Calcium Metabolismus dar. Das Phanomen der osteozytaren perilacunaren
Osteolysen konnte durch gezieltes Blockieren des PTHR1 (Parathormon Rezeptor 1)
verhindert werden. Die Gabe vom PTHrP (Parathormon-related Protein) induzierte
eine erhohte TRAP-AKktivitat und eine vermehrte Expression von Cathepsin K in den

Osteozyten, was zu einer vermehrten Osteolyse fuhrte (Qing et al.,, 2012). Ein
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aquivalenter Mechanismus der osteozytaren Osteolyse ist auch im Hyp Mausmodells
bereits gezeigt worden. So konnten in vorherigen Untersuchungen von Tibia und
Schadelkalotte bei Hyp Mausen ebenfalls vergroRerte Osteozytenlakunen mit
gleichzeitigem Vorkommen von Markern wie Cathepsin K und MMP-13
nachgewiesen werden. Eine Behandlung dieser Hyp Mause mit Calcitriol bzw. mit
FGF23Ab (FGF 23 blocking antibody) zeigte eine Reversibilitat der osteozytaren
Osteolyse, sodass die GroRe der Osteozytenlakunen in Tibia und Schadelkalotte
wieder sank und die canaliculare Konnektivitat stieg (Tokarz et al., 2018). Diese
Untersuchungen geben Anlass zur Annahme, dass auch die signifikant vergroRerten
Osteozytenlakunen in unserer Analyse der Gehorkndchelchen des Hyp Mausmodells
auf dem Mechanismus der osteozytaren Osteolyse entstanden sind. Im Hinblick
darauf sollten nun in den Gehorkndchelchen der Hyp Mause die Reversibilitat der
Osteozytenlakunengrofe mittels Behandlung der Mause mit Calcitriol bzw. FGF23Ab
und der Nachweis von Osteoklasten-spezifischen Markern wie Cathepsin K, MMP-13
oder TRAP untersucht werden.

Auch bei Vitamin D Mangel konnte bereits das Phanomen der osteozytaren
Osteolyse bei gleichzeitigem Vorkommen von signifikant vergrol3erten
Osteozytenlakunen und Osteoklasten-spezifischen Markern wie Cathepsin K mit
einer verringerten lacunaren Konnektivitat gezeigt werden (Rolvien et al., 2017,
Tsourdi et al., 2018).

Die Erkenntnisse dieses Entwicklungsmodells geben Anlass zu der Hoffnung,
dass murine Gehorknochelchen in  der humanmedizinischen Forschung
stellvertretend zur Analyse von Knochenentwicklungsprozessen und derer
beeinflussender Faktoren bei der Entwicklung humaner Gehdrknochelchen
eingesetzt werden konnen. Aufgrund der bedeutenden Parallelen zum Menschen in

den frGhen Entwicklungsstadien der Maus bis einschlieBlich der 24. postnatalen
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Woche, lasst sich vermuten, dass murine Gehorknochelchen vor allem fur die
Analyse friher ossarer Entwicklungsprozesse besonders geeignet sind.

So stellt das vorliegende Entwicklungsmodell muriner Gehorknéchelchen von
Wildtyp-Mausen die Normentwicklung dieser Gehdrknochelchen dar und kann als
Referenzobjekt und Hilfsmittel in der Humanforschung bei der Untersuchung der
Einflussnahme von Noxen, Medikamenten sowie bei Erforschung von genetischen
Knochenerkrankungen, wie des Phosphatdiabetes (XLH) anhand des Hyp
Mausmodells, dienlich sein. Daruberhinaus sollte bei diesen Untersuchungen mittels
Hortests analysiert werden, ob die beobachteten strukturellen Veranderungen des
Knochens eine Horminderung im Sinne einer konduktiven
Schallleitungsschwerhdrigkeit verursachen und ob bei entsprechender Behandlung

eine Reversibilitdt dieser Phanomene erreicht werden kann.
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6 Zusammenfassung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die postnatale morphometrische,
histomorphometrische, histologische und elektronenmikroskopische Untersuchung
muriner Gehorkndchelchen in unterschiedlichen Entwicklungsstadien (20 Tage, 6-,
12-, 24- und 52-wiOchig). Bei der Untersuchung der Entwicklung des
Langenwachstums zeigten sich keine Veranderungen in den verschiedenen
Altersklassen. Bereits am 20. postnatalen Tag war die maximale Grofe erreicht,
welches gleichzusetzen ist mit dem Abschluss der perichondralen Ossifikation.

Die enchondrale Ossifikation muriner Gehorknochelchen zeigte sich im Zeitraum
von der 6. bis zur 12. Woche postnatal vollendet. Ab diesem Zeitpunkt konnte keine
signifikante Abnahme der Porositat mehr festgestellt werden. Die Mineralisation der
Gehorknochelchen nahm jedoch bis zur 24. Woche weiter zu, um anschliel3end
abzufallen. Ein gegensatzlicher Verlauf zeigte sich bei der Entwicklung der
Osteozytenlakunenanzahl sowie der OsteozytenlakunengrofRe. Diese fielen bis zur
24. Woche zunachst ab, zeigten dann jedoch steigende Tendenzen. Die Anzahl
hypermineralisierter (mikropetrotischer) Osteozytenlakunen zeigte keine signifikanten
Veranderungen im Beobachtungszeitraum.

Es konnte daruberhinaus durch die Analyse von Phex-defizienten Hyp Mausen
gezeigt werden, dass die normalerweise sehr hohe Matrixmineralisation der Ossikel
durch erhdhte Spiegel des Signalproteins FGF23 im Sinne einer verringerten
Mineralisation und erhohten Porositat beeinflusst werden kann. Aufierdem waren
signifikant vergrolRerte Osteozytenlakunen zu beobachten. Im Ausblick auf weitere
Analysen sollte nun untersucht werden, ob die verringerte Mineralisation der Ossikel
im Hyp Mausmodell folglich mit einem herabgesetzten Horvermodgen aufgrund einer

verringerten konduktiven Schallleitung einhergeht.
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The subject of the present study is the postnatal morphometric,
histomorphometric, histological and electron microscopic examination of murine
ossicles in different developmental stages (20 days, 6, 12, 24 and 52 weeks). In the
study of the development of longitudinal growth no changes in the various age
groups were observed. The maximal size was already reached on 20" day postnatal,
which is equivalent to the completion of perichondral ossification. Whereas,
completion of the endochondral ossification of murine ossicles was observed
between the 6™ and 12th week postnatal. From this point on no further significant
decrease in porosity could be detected. However, the mineralization of the ossicles
continued to increase until the 24™ week and dropped afterwards. An opposite
development was noticed regarding the number of osteocytes and the sizes of the
osteocytes lacunae. These decreased until the 24" week, but then showed
increasing tendencies. The number of hypermineralized osteocyte lacunae showed
no significant changes during the observation period.

In addition, analysis of Phex-deficient Hyp mice has shown that the normally
very high matrix mineralization of the ossicles can be influenced by signal proteins
such as FGF23 in terms of reduced mineralization and increased porosity. Moreover,
significantly enlarged osteocyte lacunae were observed. Focus of upcoming research
should be to analyze wether reduced mineralization of the ossicles in the Hyp mouse

model is accompanied by a reduced hearing due to a reduced conduction of sound.
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7 Abkirzungsverzeichnis

Abb.
BMU
BV/TV
CaMean
EZM
FGF23
FGF23Ab
(k)Hz
Lc.Ar
M-CSF
MMP-13
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OPG
ov/BV
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PTH
PTHrP
qBE
RANKL
SPL
TGF-B
TRAP
XLH

p-CT

Abbildung

basic multicellular unit

bone volume fraction

mittlerer Calciumgehalt (QBEI, wt%)
Extrazellularmatrix

fibroblast growth factor 23

FGF 23 blocking antibody

(Kilo-)Hertz

mittlere Lakunenfliche (um?)

macrophage colony-stimulating factor
Matrix Metalloproteinase-13
Osteozytenzahl pro Knochenflache (N/mm2)
Osteoprotegerin

osteoid volume per bone volume
phosphate  regulating gene with homology to
endopeptidase on the X chromosome
Parathormon

Parathormon-related Protein

quantitative backscattered electron imaging
Receptor Activator of NF-kB Ligand
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transforming growth factor
Tartrate-resistant acid phosphatase
X-linked hypophosphatemia
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