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1. Einleitung

1. Einleitung

Osteoporose ist eine Erkrankung des Skelettsystems, bei der die Knochenmasse ab-
nimmt und die Mikroarchitektur verschlechtert ist. Dies fihrt dazu, dass die Knochen
fragiler werden und somit das Risiko fliir einen Knochenbruch erhéht ist [72, 82]. Die
genauen pathophysiologischen Mechanismen sowie die biochemischen Vorgange, die
zu diesem Krankheitsbild fihren, sind noch Teil der aktuellen Forschung. Fest steht
jedoch, dass ein Ungleichgewicht im Knochenmetabolismus mit verstarktem Knochen-
abbau und verringertem Knochenanbau die Hauptursache fir alle Formen der Osteo-
porose darstellt. Eine zentrale Rolle spielt dabei sowohl bei der Frau als auch beim
Mann ein Ostrogenmangel, infolge der Wechseljahre oder altersbedingt [112].

In den Landern der Europaischen Union tritt die Osteoporose durchschnittlich mit einer
Pravalenz von 21% bei Frauen und 6% bei Mannern im Alter von 50 bis 84 Jahren auf.
Damit sind insgesamt 27,5 Mio. Menschen in der EU von Osteoporose betroffen. Die
Hauptkonsequenz der Erkrankung ist das Eintreten sogenannter Fragilitatsfrakturen,
die schon bei sehr geringem Trauma, wie dem Sturz aus dem Stand oder sogar spon-
tan ohne aulere Einwirkung auftreten kénnen. Weltweit treten pro Jahr etwa 8,9 Mio.
solcher Knochenbriiche auf. Das macht im Durchschnitt knapp tGber 1000 Frakturen
pro Stunde [72]. Das Lebenszeit-Risiko jemals an einem mit Osteoporose assoziierten
Knochenbruch zu erkranken, betragt flir Frauen 40% bis 50% und fiir Manner 13% bis
22% [82].

Diese Frakturen sind fir den Patienten haufig mit starken Schmerzen und einem lan-
gen Leidensweg aufgrund zahlreicher Komplikationen sowie einem schlechteren
Heilungsprozess verbunden. Desweiteren erreicht ein Teil der Patienten nicht mehr die
volle Funktionstlchtigkeit wie vor dem Knochenbruch wieder, sodass eine Behinderung
auf Lebenszeit die Folge ist. Osteoporotische Frakturen fuhren sogar bei einem nicht
unerheblichen Anteil an Patienten zum Tod [72].

Fir die Gesellschaft bedeutet diese gro’e Anzahl an zu behandelnden Patienten
enorme Kosten im Gesundheitswesen, aufgrund langerer Krankenhausverweilzeiten
sowie haufigen operativen Revisionen. Wegen des demographischen Wandels und der
zunehmenden Alterung der Gesellschaft, soll die Zahl der Osteoporosekranken bis
2025 um fast 19% steigen, wodurch ebenfalls die Kosten zunehmen werden [72].

Ziel dieser experimentellen Studie ist es ein GroRtiermodell der Osteoporose zu
etablieren, um in nachfolgenden Versuchen neu entwickelte Implantate und Knochen-
ersatzmaterialien in vivo unter moglichst realistischen, d.h. dem Menschen vergleich-
baren, Bedingungen zu testen. So wird eine Grundlage geschaffen, um spater den Pa-
tienten mit Osteoporose-assoziierten Frakturen besser und schneller Helfen zu koén-
nen, und die Kosten flr das Gesundheitswesen zu minimieren.
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2.1. Knochen und Knochengewebe

Das Knochengewebe ist ein Teil des Stitzgewebes des Korpers und zeichnet sich vor
allem durch zwei Eigenschaften aus: hohe Druckfestigkeit und mafige Elastizitat.
Zusammen mit Gelenken und Bandern bilden Knochen den passiven Bewegungsappa-
rat. Sie ermoglichen es die Kontraktionskraft der Skelettmuskulatur (aktiver Bewe-
gungsapparat) auch auf weiter entfernte Kérperpartien zu Gbertragen. Knochengewebe
hat zudem eine Schutzfunktion fir innere Organe, wie beispielsweise der Schadel-
knochen fir das Gehirn, der Brustkorb fiir die Brusteingeweide und das kndcherne
Becken fir die Beckeneingeweide [14]. Diese Stutz- und Schutzfunktionen beruhen auf
der besonderen Harte und Druckfestigkeit des Knochengewebes, welche es durch die
Einlagerung von Kalziumsalzen (,Verkalkung®) erreicht. Trotzdem ist Knochen in
gewissem Male elastisch und weist eine hohe Zugfestigkeit auf, was auf ein dichtes
System an Kollagenfibrillen zurtickzufiihren ist [14, 194]. Dennoch ist Knochen verhalt-
nismafig leicht, dank des Aufbaus aus kompaktem und spongiésem (schwammar-
tigem) Knochengewebe. Er verfugt Uber einen hohen Stoffumsatz, ist gut durchblutet
und wird standig umgebaut, weswegen Verletzungen wie Knochenbriiche (Frakturen)
leicht heilen [194]. AuRerdem hat Knochengewebe eine metabolische Funktion, da es
als Kalziumspeicher eine wichtige Rolle bei der Regulierung des Kalziumhaushaltes
erfullt [14, 194].

2.1.1. Makrostruktur des Knochens

Das menschliche Skelett wird in der Regel aus 210 teilweise sehr unterschiedlich
geformten Knochen gebildet, die jedoch alle einen ahnlichen Aufbau aufweisen [14].
Aullen ist eine dinne Schicht aus kompaktem Knochen (Kortikalis, Substantia corti-
calis), die etwa 80% des gesamten Knochengewebes ausmacht. Im Inneren befindet
sich ein Netzwerk aus zarten Knochenbalkchen (Trabekel, Substantia spongiosa),
welches ca. 20% des Knochengewebes des Menschen enthalt [14, 166]. Es gibt: 1)
Platte Knochen (Ossa plana) wie das Brustbein oder die Rippen, 2) Unregelmalig
geformte Knochen (Ossa irregularia) wie die Wirbelkérper oder die Knochen der
Schadelbasis, 3) Kurze Knochen (Ossa brevia) wie Hand- und FuRwurzelknochen und
4) Lange Knochen (Ossa longa) [14, 166].

Zu letzteren gehdren beispielsweise die groRen Knochen der Extremitaten. Sie beste-
hen aus einem langen, réhrenférmigen Schaft (Diaphyse), was ihnen auch den Namen
»,ROéhrenknochen” gibt (Abb. 1, S. 3). Die Kortikalis der Diaphyse ist sehr massiv, so-
dass sie auch Substantia compacta genannt wird. Sie umschliefl3t im Inneren kein Netz-
werk aus Trabekeln, stattdessen wird der entstehende Hohlraum von gelbem
Knochenmark gefillt [166]. Die breiteren Enden der Rohrenknochen werden Epiphyse
genannt und tragen die Gelenkflachen. In den Epiphysen ist die Kortikalis relativ diinn,
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daflr sind die Knochenbalkchen der Spongiosa starker und stehen dichter zusammen.
In dem Raum zwischen den Knochenbalkchen befindet sich das blutbildende rote
Knochenmark, welches sowohl Knochenmark- als auch Fettzellen enthalt. Zwischen
der Diaphyse und der Epiphyse befindet sich die Metaphyse, die ahnlich aufgebaut ist
wie die Epiphyse [14, 166].

m

m

Abb. 1: Makroskopischer Aufbau eines Rohrenknochens (Schema).
Langsschnitt durch den menschlichen Oberarmknochen (Humerus). Aus Benning-
hoff & Drenckhahn, S. 134 [14].

2.1.2. Knochenmatrix

Die gesamte Knochenmatrix, auch Interzellularsubstanz (Knochengewebe ohne Zellen)
genannt, hat einen Wasseranteil von 10-20% und besteht aus einer organischen und
einer anorganischen Phase. Etwa 30% der wasserfreien Matrix entfallen dabei auf or-
ganische und 70% auf anorganische/mineralische Substanzen [14].

Der Hauptteil der organischen Komponenten ist mit 90% Kollagen-Typ-I, welches sich
zu hoch geordneten Fibrillen zusammen lagert. Diese sorgen fir die Zugfestigkeit und
Elastizitat des Knochens und dienen der Ablagerung der Kalziumsalze wahrend der
Mineralisierung [14, 194]. Die restlichen 10% entfallen auf Matrixproteine, wie Kolla-
gen-Typ-V (Regulation der Fibrillenbildung), Osteocalcin (Inhibition der Minerali-
sierung), Osteonectin (Forderung der Zellmigration), Osteopontin und Bone-Sialopro-
tein (Zelladhasion) [14].
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Die mineralische Substanz besteht hauptsachlich aus Hydroxylapatit Ca1o(PO4)e(OH)2,
welches ca. 40 nm lange und 1,5-3 nm dicke Kristalle bildet. Diese Kristalle lagern sich
wahrend der Mineralisierung in regelmaligen Abstanden an die Fibrillen aus Kollagen-
Typ-l. Die Matrix enthalt zudem in geringen Mengen Kalziumkarbonat oder andere lo-
nen wie Fluorid, Eisen oder Magnesium [14, 194].

2.1.3. Mikrostruktur des Knochens

Die Mikrostruktur des Knochens lasst sich aufgrund der Anordnung der Knochenmatrix
und -zellen in zwei Formen einteilen: Lamellenknochen, in welchem die Kollagenfi-
brillen gleichsinnig ausgerichtet sind und Geflechtknochen, bei welchem der Faserver-
lauf orientierungslos ist. Das Skelett des erwachsenen Menschen enthalt hauptsachlich
Lamellenknochen, weil dieser mechanisch belastbarer ist als der Geflechtknochen.
Jener tritt vor allem bei der Knochenbildung auf und wird wahrend der Entwicklung in
Lamellenknochen umgebaut. Im Erwachsenen findet sich Geflechtknochen vorwiegend
bei der Knochenbruchheilung, sonst jedoch nur sehr vereinzelt im Skelettsystem
wieder, z.B. im Labyrinth des Innenohres oder an Ansatzstellen kraftiger Sehen [14,
166]. Die Baueinheiten des Lamellenknochens sind die etwa 2-4 ym dicken Lamellen,
die durch die anisotrope (gleichsinnige) Ausrichtung der Kollagenfibrillen entstehen.
Der Steigungswinkel dieser Kollagenfasern ist von Lamelle zu Lamelle unterschiedlich,
sodass man diese unterscheiden kann [14, 166].

Im kompakten Knochen und in dicken Trabekeln lagern sich mehrere (4-20) Lamellen
konzentrisch um einen zentralen Kanal (Canalis centralis, Havers-Kanal). Diese zylin-
derférmigen Komplexe mit einem Durchmesser um 0,2 mm und einer Lange von bis zu
2,5 mm werden Osteone genannt. Der Havers-Kanal im Zentrum eines Osteons flihrt
Nerven und Gefale, von denen aus die Knochenzellen durch Diffusion ernahrt werden.
Diese Knochenzellen (Osteozyten) liegen in kleinen Aussparungen (Lakunen) inner-
halb der Lamellen. In den Diaphysen der langen Rohrenknochen verlaufen die Os-
teone fir gewohnlich in Langsrichtung. Ein Osteon wird durch die sogenannte Ze-
mentlinie (Kittlinie) scharf von benachbarten Osteonen abgegrenzt. Da das Knochen-
gewebe und damit auch die Osteone einem stetigen Umbau unterworfen sind, werden
die Rdume zwischen den Osteonen von Uberresten alter Osteone ausgefiillt. Diese
Lamellenbruchstiicke werden Schaltlamellen genannt. In den Diaphysen wird der
gesamte Knochen sowohl aullen als auch innen (zum Markraum hin) von mehreren
sehr kompakten Lamellen, den sogenannten Generallamellen, umkleidet. Lamellenun-
abhangig verlaufen schrag oder quer zu den Osteonen die Volkmann-Kanéle (Canales
perforantes), welche kleine GefalRe tragen und die Havers-Gefalte zum Zentralkanal
abgeben (Abb. 2, S. 5) [14, 166, 194]. Die Knochenbalkchen der Spongiosa werden
von gefallosen Trabekellamellen gebildet, welche sich zu halbmondférmigen oder un-
regelmafigen Lamellenpaketen zusammen lagern [14, 194].
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Jeder Knochen ist vollstandig — mit Ausnahme der Gelenkflachen und der Sehnenan-
satze — von einer ,Knochenhaut®, dem Periost, Uberzogen. Dieses gliedert sich in zwei
Schichten. Die innere enthalt Vorlauferzellen der Knochenbildung und wird deswegen
Stratum osteogenicum genannt. Die dufere Schicht (Stratum fibrosum) wird aus straf-
fem, geflechtartigem Bindegewebe gebildet, von der aus Kollagenfasern in die Kor-
tikalis reichen (Scharpay-Fasern), um fir eine feste Verbindung des Periosts mit dem
Knochen zu sorgen. Zusatzlich flhrt es auch Nerven und Gefalie, welche die Kortikalis
versorgen [14, 166].

Das Endost bildet die innere Hullstruktur und bedeckt die Oberflache der Spongiosa-
trabekel, des kompakten Knochens und der Havers-Kanale, eine Flache von nahezu
15 m? und wird von den endostalen Saumzellen (Kap. 2.1.4., S. 6 ff.) gebildet [14].

auBere
Zirkumferenz- Osteonlamellen,

Substantia l””:””“” stufenweise

corticalis |

abgetragen
SHARPEYSChe
Fasern

Periost
Stratum
fibrosum

| Stratum
| osteo
, genicum

Knochenmarkraum mit |

Spongiosatrabekel [ l
VOLKMANNSCcher HAVERSscher
Kanal Kanal mit Venule

Abb. 2: Mikrostruktur des Knochens (Schema).

Dargestellt sind Osteone der Kortikalis sowie das Trabekelnetzwerk der Spongiosa.
Die unterschiedlichen Steigungswinkel der Kollagenfibrillen markieren die ver-
schiedenen Lamellen. Die Blutversorgung des Knochens uber Volkmann- und
Havers-Kanale ist dargestellt. Zur besseren Ubersicht ist das Knochenmark zwi-
schen den Trabekeln weggelassen worden. Aus Benninghoff & Drenckhahn, S. 135

[14].
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2.1.4. Knochenaufbauende Zellen: Osteoblastédre Zellreihe

Osteoprogenitorzellen und Prédosteoblasten

Zellen, die in der Lage sind Knochengewebe aufzubauen, werden Osteoblasten ge-
nannt. Sie gehen aus mesenchymalen Stammzellen, den Osteoprogenitorzellen, her-
vor. Diese multipotenten Vorlauferzellen sind schmale, hellkernige Zellen und lassen
sich beim Erwachsenen sowohl im Endost als auch im Periost finden. Sie kdnnen
beispielsweise bei Knochenbriichen aktiviert werden und differenzieren sich dann
durch eine Reihe von Wachstumsfaktoren, den sogenannten ,Bone morphogenetic
proteins® (BMPs), zu Praosteoblasten [14, 194].

Praosteoblasten sind langliche bis spindelférmige Zellen, die ein bis zwei Zelllagen hin-
ter den aktiven, Knochenmatrix-produzierenden Osteoblasten liegen. Sie exprimieren
auf ihrer Zellmembran bereits wenig alkalische Phosphatase (ALP) — ein Markeren-
zym fir Osteoblasten [112]. Durch die Exprimierung von Transkriptionsfaktoren (z.B.
CBFA1) und durch den Einfluss weiterer Wachstumsfaktoren wie ,Fibroblast growth
factor” (FGF) oder ,Insulin-linke growth factor-1“ (IGF-1) differenzieren sich die Praos-
teoblasten zu reifen Osteoblasten [14, 112].

Osteoblasten

Osteoblasten sind einkernige, kubisch bis prismatische Zellen, die sich an den Stellen,
wo Knochen neugebildet wird, zu einem palisadenartigen Zellrasen aneinander reihen.
Sie produzieren und sezernieren alle organischen Komponenten des Knochenge-
webes. Diese noch unverkalkte Matrix wird Osteoid genannt. Osteoblasten weisen alle
Merkmale einer proteinsynthetisierenden und aktiv sezernierenden Zelle auf: Sie sind
basophil, aufgrund der vielen Ribosomen sowie des gro3en rauen endoplasmatischen
Retikulums und haben einen stark ausgepragten Golgi-Apparat. lhre Plasmamembran
ist reich an ALP, was flr eine hohe Aktivitat spricht (Kap. 2.2.3., S. 17 ff.). Zudem be-
sitzen sie Rezeptoren flir Hormone (z.B. Parathormon), Zytokine (z.B. PDGF, IGF-I)
und Vitamine (z.B. Vitamin D3). Zusatzlich kdnnen Osteoblasten Wachstumsfaktoren

produzieren, die sowohl para- als auch autokrin wirken (Abb. 3, S. 7) [14, 112, 194].

Osteozytére Osteoblasten, Endostale Saumzellen und Osteozyten

Manche Osteoblasten mauern sich wahrend der Osteoidsezernierung selbst ein (= os-
teozytédre Osteoblasten). lhre Proteinsynthese und die Aktivitat der alkalischen Phos-
phatase nimmt ab. Sie verlieren ihre typisch kubische Morphologie und liegen als
langliche Zellen in Lakunen in der verkalkten Knochenmatrix. Diese Knochenzellen
heil3en jetzt Osteozyten. Sie stehen Uber Nexus mit den osteozytaren Osteoblasten an
der Knochenoberflache in Kontakt und kénnen bei Freisetzung aus dem Knochen
wieder zu aktiven Osteoblasten werden [14, 194].



2. Theoretische Grundlagen
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Abb. 3: Schemazeichnung eines Osteoblasten.

Die Zellmembran aktiver Osteoblasten ist reich an alkalischer Phosphatase (1). Os-
teoblasten sezerniert zu 90% Typ-I-Kollagen (2) und zu 10% nicht-kollagene Pro-
teine (3). Sie haben aullerdem Rezeptoren fir Vitamin D (4), Hormone (Parathor-
mon) und Wachstumsfaktoren (z.B. IGF-I). Aus Welsch & Sobotta, S. 138 [194].

Andere Osteoblasten, die sich nicht zu Osteozyten entwickeln und die auch nicht durch
Apoptose zugrunde gehen, werden zu endostalen Saumzellen, auch lining cells®
genannt. Diese ruhenden, abgeplatteten Osteoblasten bedecken die gesamte Ober-
flache der Trabekel, die innere Oberflache der Kortikalis sowie die Havers-Kanale und
bilden damit das Endost. Auch sie sind tUber Nexus mit den Osteozyten in Kommunika-
tion [14].

Die in der Knochenmatrix eingemauerten Osteozyten kénnen der Apoptose entgehen
und bis zu 25 Jahre leben; Osteoblasten im Vergleich nur etwa drei Monate. Sie haben
zahlreiche Fortsatze, welche in kleinen Knochenkanalchen (Canaliculi) liegen und mit
denen sie untereinander in Kontakt stehen. Dadurch ist ein Austausch und sogar ein
Stofffluss moglich. So kdnnen die peripher in den Osteonen liegenden Osteozyten von
den perivaskular liegenden endostalen Saumzellen bzw. Osteoblasten durch Diffusion
ernahrt werden (Abb. 4, S. 8) [14, 112, 194]. Osteozyten dienen dem mineralisierten
Knochen als Rezeptoren fur mechanische Belastung. Sie konnen Krafteinwirkungen
detektieren und Uber das interzellulare Netzwerk bis zu den aktiven Osteoblasten an
der Oberflache weitergeben. Auch sterbende Osteozyten geben Signale ab, sodass
der Knochen an dieser Stelle durch das ,Remodeling” (Kap. 2.2.1., S. 10 ff.) erneuert
werden kann [64, 112, 156].
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Abb. 4: Osteoblastire Zellreihe (Schema).

»Bone morphogenetic proteins“ (BMPs) stimulieren die Proliferation und Differen-
zierung von multipotenten Osteoprogenitorzellen zu Praosteoblasten. Von diesen
leiten sich Osteoblasten ab, aus welchen wiederum Osteozyten oder endostale
Saumzellen werden. Mit Ausnahme der Progenitorzellen und der Praosteoblasten
sind alle diese Zellen Uber Okkludens- und Adharenskontakte sowie Uber Nexus
miteinander verbunden. Aus Benninghoff & Drenckhahn, S.139 [14].

2.1.5. Knochenabbauende Zellen: Osteoklasten

Osteoklasten sind Zellen, die in der Lage sind Knochen zu demineralisieren und
Knochenmatrix abzubauen. Sie sind viel bis mehrkernige (multinukledre) Riesenzellen
mit einem Durchmesser von 30-100 um. |hr Zytoplasma ist reich an Mitochondrien
(hohe ATP-Produktion) und sie besitzen einen grolen Golgi-Apparat sowie viele
Vesikel (Lysosomen und Endozytosevesikel) [14, 112, 194].

Sie sind polar organisiert: lhre apikale Oberflache (zum Knochen hin) wirft zahlreiche
Falten, sogenannte Microplicae oder auch ,ruffled border®, um eine Oberflachenver-
gréllerung bis auf das Zehnfache zu erreichen. Die basolaterale (stromawartige) Ober-
flache ist glatt. Die Grenze zwischen diesen beiden Domanen wird von einer Haftzone
gebildet. Diese besteht aus fokalen Zell-Substrat-Kontakten und umschlief3t den Os-
teoklasten ringférmig. Dabei binden die in der Plasmamembran verankerten Integrine
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an die in der verkalkten Matrix vorkommenden Proteine Osteopontin und Bone-Sialo-
protein [14, 112, 194].

Die Haftzone ist entscheidend fiir die Bildung eines ,Mikrokompartiments® zwischen
Osteoklasten und Knochen. In dieses subosteoklastische Kompartiment werden aktiv
Protonen (H*) gepumpt, Chloridionen (CI-) folgen Uber Chloridkanale, sodass Salz-
saure (HCI) entsteht (Abb. 5). Diese ist notwendig fir die Demineralisierung des
verkalkten Knochens. Zudem sezernieren die Osteoklasten noch verschiedene Pro-
teasen in dieses Kompartiment, welche die organischen Bestandteile der Knochenma-
trix abbauen (Kap. 2.2.4., S. 19 f.) [14, 112, 194].

HCO; - N = o
) ﬁ = “Ng :A.'.’S( /
Carbo- ----"0OH S ~ = _—

anhydrase

Abb. 5: Schemazeichnung eines Osteoklasten.

Die H*-Pumpen im Faltensaum werden von ATP, welches in den Mitochondrien pro-
duziert wird, angetrieben. CI- wird im Austausch gegen H* ebenfalls in das sub-
osteoklastische Kompartiment (Lakune) abgegeben. Damit die entstehende
Salzsaure nicht mit umgebenden Gewebe in Kontakt kommt, ist der Osteoklast tber
Integrine fest mit der Knochenmatrix verbunden (Haftzone). Wird der mem-
branstandige Calcitonin-Rezeptor aktiviert, 16st sich diese Verbindung und der Os-
teoklast wird inaktiv. Aus Benninghoff & Drenckhahn, S. 141 [14].

Osteoklasten gehen aus Zellen des monozytaren Phagozytosesystems (MPS) hervor.
Da sie auRer fur Calcitonin und Ostrogene keine weiteren Rezeptoren fiir Hormone
besitzen, stehen sie mit Osteoblasten in engem Kontakt, welche mittels verschiedener
Zytokine die Differenzierung, die Proliferation sowie die Aktivitdt und sogar das Uber-
leben der Osteoklasten regulieren (Kap. 2.2.2., S. 12 ff.) [14, 112, 202].
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2.2. Physiologie des Knochenmetabolismus

Knochen ist einem standigen, dynamischen Umbau unterworfen. So wird das men-
schliche Skelett in zehn Jahren einmal komplett erneuert, ohne dabei die Form oder
die wesentlichen Funktionen des Knochens zu veradndern. Dieses sogenannte ,Re-
modeling® ist nicht nur fir die Erneuerung alten Knochengewebes verantwortlich, es
sorgt auch fir die Regulation der Kalziumhomoostase, ein flir viele Korperfunktionen
(z.B. Muskelkontraktion, Blutgerinnung) wichtiges lon. Fur die Regulierung des Kno-
chenmetabolismus sind die Interaktionen und Koordinierung zwischen Osteoblasten
und Osteoklasten von entscheidender Bedeutung [112, 194].

2.2.1. Knochenumbau / ,,Bone Remodeling“

Unter dem Begriff des Knochenumbaus versteht man zum einen die aktive Model-
lierung des Knochens an seine mechanische Belastung sowie die Erneuerung (,Re-
modeling®) alten, beschadigten Gewebes. So kann bei Mehrbelastung Knochen ange-
baut und bei Entlastung (z.B. durch Immobilisierung) abgebaut werden (Mechanostat-
Modell) [55].

Das Knochenremodeling dient vor allem der Reparatur von Mikroschaden sowie deren
Vorbeugung durch die Erneuerung alten Knochengewebes. Diese Schaden sind
Mikrorisse, die im kortikalen Knochen hauptsachlich in den Schaltlamellen vorkommen
und bis zu 100 um lang sind. In der Spongiosa zeigen sich diese Risse als
Kreuzschraffur-Muster auf den Trabekeln. Sie entstehen durch Materialermiidung auf-
grund wiederkehrender, physiologischer Krafteinwirkungen und schwachen somit die
Belastungsfahigkeit des Knochens [113].

Da mit zunehmendem Alter des Knochengewebes die Mineralisierung und somit auch
die Brichigkeit zunimmt, mehr Osteozyten sterben (begrenzte Lebensdauer) [142] und
Mikrorisse sowohl in Kortikalis [165] als auch Spongiosa [122] zunehmen, muss der
Knochen standig erneuert werden.

Noch ist nicht exakt geklart, wie der Knochenumbau letztendlich initilert wird. Zum
einen gehen durch die Mikrorisse Osteozyten zu Grunde, die dabei Signale flir das
Reparieren des Defektes geben [113, 121]. Zum anderen wird die dynamische An-
derung physiologischer Belastungen direkt von Osteozyten registriert, die dann Signale
zum Knochenumbau Uber das osteozytare Netzwerk an die oberflachlichen Saum-
zellen (,lining cells®) bzw. ruhenden Osteoblasten geben [121, 156].

Die ,lining cells* wahlen eine Stelle auf der Knochenoberflache aus, welche nahe an
einem Blutgefald ist, aber gleichzeitig eine kurze Distanz zum Ziel (z.B. Mikroriss)
aufweist. An dieser Stelle wird dann das Remodeling initiiert [132, 133]. Da sich zwi-
schen ihnen und dem mineralisierten Knochen eine diunne Schicht aus nicht-kalzi-
fizierter Knochenmatrix befindet, sezernieren sie Kollagenasen, um diese aufzulésen
[29]. Nur so kénnen Osteoklasten spater mit dem Abbau des verkalken Knochens be-
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ginnen. Desweiteren sind die Saumzellen an der Neoangiogenese beteiligt, damit neue
BlutgefaRe ausknospen (z.B. aus den Havers- oder Volkmann-Gefal3en) und zur ak-
tivierten Oberflache hin wachsen [130, 132]. Sie kénnen aulRerdem Osteoklastenvor-
laufer anlocken oder rekrutieren [132] und sind ebenfalls an deren Differenzierung
beteiligt (siehe Kap. 2.2.2., S. 12 ff.). Die ,lining cells“ haben damit eine aulleror-
dentliche Bedeutung fir die Initiierung der Knochen umbauenden Einheit.

Diese Einheit besteht aus Osteoklasten und Osteoblasten sowie deren Vorlauferzellen
und wird als ,basic multicellular unit* (BMU) bezeichnet. Eine BMU gliedert sich in drei
Zonen: 1) Osteoklastare Erosionszone, in welcher der Knochenabbau eingeleitet wird.
2) Monozytare Umkehrzone (,reversal zone®), in der die entkalkte Matrix durch
makrophagen-ahnliche Zellen abgebaut wird. 3) Osteoblastare Verschlusszone, in
welcher Osteoblasten Osteoid produzieren und neue Lamellen auf den Knochen auf-
lagern. In der Kortikalis bilden die BMUs sogenannte Erosionstunnel, zylindrische
Strukturen mit einem Durchmesser um 200 um, die sich mehrere Millimeter im kom-
pakten Knochen vorarbeiten kénnen. Die BMUs der Spongiosa formen napfformige
Vertiefungen, genannt Erosionslakunen, auf der Oberflache der Trabekel. Sie sind 50
bis 70 pm tief und haben eine Durchmesser von 100 um [14, 132].

Das Endprodukt einer BMU im kortikalen Knochen ist ein Osteon, weswegen man
diese Art des Umbaus auch als osteonales Remodeling bezeichnet. Dabei wird der vor-
ausgehende Teil als Erosionskegel (,cutting cone®) bezeichnet. In diesem liegen
mehrere Osteoklasten, die den vor ihnen liegenden Knochen abbauen. Nach der
Umkehrzone befindet sich der Verschlusskegel (,closing cone®), welcher bis zu 2000

(ORETa\ =

Abb. 6: Schema eines Erosionstunnels der Kortikalis.

Langsschnitt und mehrere Querschnitte an der jeweiligen Stelle eines Erosionstun-
nels. A) Spitze des Erosionskegels, der sich im Bild nach links bewegt; B) aktive
Osteoklasten; C) Praosteoblasten und -osteoklasten; D) GefaRschlaufe; E)
mononukleare Zellen der Umkehrzone; F) Zementlinie, trennt alten Knochen von
neuem; G) Osteoblasten, die Osteoid (H) sezernieren; I) Saumzellen. Aus Parfitt,
S.277 [132].

11
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Osteoblasten enthalt, die Osteoid produzieren. Im Zentrum liegt eine GefalRschlaufe,
die Nahrstoffe und Vorlauferzellen in die BMU transportiert (Abb. 6, S. 11) [14, 132].

Da der Knochenumbau der Spongiosa in Lakunen ablauft, die halbierte Osteone
darstellen, nennt man dies auch hemi-osteonales Remodeling. Im Prinzip verlauft der
Prozess wie in der Kortikalis nur, dass die BMU hier einen Graben Uber die Oberflache
des Knochens zieht, statt einen Tunnel durch ihn hindurch (Abb. 7) [132].

Lining cells

Abb. 7: Schema einer Erosionslakune der Spongiosa.

Dreidimensionale Organisation der Erosionslakune mit Schnitten an verschiedenen
Stellen. 0) Alter Knochen; 1) Frihe Knochenresorption durch Osteoklasten (OCL);
2) Spate Knochenresorption durch makrophagen-ahnlichen Zellen (MON); 3)
Umkehrzone mit Praosteoblasten (POB); 4) Osteoblasten (OB), die Osteoid (weil3e
Flache) sezernieren; 5) Knochenformierung nach Einsetzen der Mineralisierung
(waagerechte, schwarze Linien); 6) Beendetes hemi-osteonales Knochenremode-
ling. Aus Parfitt, S. 280 [132].

Das Knochenremodeling hat jedoch nicht nur eine rein mechanische Funktion, es dient
ebenfalls der Regulation der Kalziumhomdostase. So lauft die Erosion nachts, wenn
enteral kein Kalzium aufgenommen wird, schneller ab, als tagsuber, wenn gentgend
Kalzium mit der Nahrung zugefihrt wird [112].

2.2.2. Interaktionen zwischen Osteoblasten und Osteoklasten

Alle Osteoklasten sowie fast alle Osteoblasten (mit Ausnahme derer im Periost) sind
Teil der BMUs und kommen im menschlichen Korper nicht isoliert vor. Sie stehen somit
in enger anatomischer Nahe und beeinflussen auf vielfaltige Weise sowohl ihre Dif-
ferenzierung als auch ihre Aktivitat gegenseitig [131]. Einige wichtige dieser sogenann-
ten Kopplungsfaktoren zwischen den beiden unterschiedlichen Zellreihen werden
nachfolgend dargestellt.

12
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Osteoblasten regulieren die osteoklastdre Knochenresorption

Wie oben erwahnt, initiieren lokale, mechanische Stimuli das Remodeling, dessen ers-
ter Schritt die Aktivierung der Knochenoberflache ist. Die aktivierten ,lining cells* der
Oberflache gehéren der osteoblastaren Zellreihe an. Sie verdauen als erstes den
Saum an nicht-mineralisierter Knochenmatrix mithilfe von Kollagenasen [131] und wei-
chen dann zur Seite, damit sich eine neue BMU bilden kann. Dafir werden lokal wir-
kende Faktoren flr die Formierung und Differenzierung von Progenitorzellen zu
(Pra-)Osteoklasten ausgeschuittet [112].

Der ,receptor activator of nuclear factor kB“ (RANK) gehdrt zur Familie der TNF-
Rezeptoren und befindet sich auf der Zelloberflache von Praosteoklasten. Praosteo-
blasten hingegen exprimieren den ,macrophage-colony stimulating factor" (M-CSF,
CSF-1) sowie den membrangebundenen RANK-Linganden (RANK-L). Durch Bindung
von RANK-L an RANK differenzieren sich Praosteoklasten zu reifen Osteoklasten [112,
173, 189]. Osteoprotegerin (OPG) ist ein I6slicher Rezeptor fir RANK-L und wird von
Praosteoblasten selbst produziert. Als sogenannter Tauschungsrezeptor (,decoy re-
ceptor”) bindet er an RANK-L und inhibiert damit dessen Wirkung (Abb. 8) [173, 177].

OPG
Hematopoietic Monocyte/Macrophage .
Stem Cell Progenitor Pre-Osteoclast Mononuclear Multinucleated
Osteoclast Osteoclast
c-fms+
c-fms* RANK+ - fms+ RANK* TRAP+
PUA M-CSF RANKL Calcitorin Receptor+

Cathepsin K+

Abb. 8: Differenzierung von Osteoklasten.

Durch Exprimierung des Transkriptionsfaktors PU.1 werden aus hamatopoetischen
Stammzellen Monozyten-/Makrophagen-Progenitorzellen. Nach Expression des c-
fms-Rezeptors auf der Plasmamembran der Progenitorzellen, kann das Zytokin M-
CSF an diesen Rezeptor binden, woraufhin sich die Progenitorzellen weiter zu
Praosteoklasten differenzieren. Diese besitzen auf ihrer Oberflache den Rezeptor
RANK, welcher durch RANK-L aktiviert wird. Dadurch differenzieren sich Praosteo-
klasten erst zu mononuklearen und schliellich zu multinukleéren, aktiven Osteo-
klasten. RANK-L wird von (Pra-)Osteoblasten exprimiert und kann durch den
Tauschungsrezeptor OPG, ebenfalls von (Pra-)Osteoblasten gebildet, gehemmt
werden [112, 202]. Aus Marcus et al., S. 12 [112].

Diese Faktoren spielen aber nicht nur in der Differenzierung eine wichtige Rolle, son-
dern auch in der Regulierung der Aktivitdt der Osteoklasten. Denn auch reife, ausdif-
ferenzierte Osteoklasten besitzen einen RANK und durch Bindung des RANK-L werden
sie stimuliert Knochen zu resorbieren [24]. Ebenso inhibiert OPG nicht nur die Osteo-
klastogenese, sondern zusatzlich die Funktion ausgereifter Osteoklasten [96].

Osteoblasten sind somit wahrend des Remodelings in der Lage, sowohl Anfang als
auch Ende der Knochenresorption zu modulieren. Um die Resorption zu initiieren, ex-
primieren Osteoblasten (und deren Vorlaufer) M-CSF sowie RANK-L und produzieren
weniger OPG. Damit sorgen sie fur die Rekrutierung und Aktivierung von Osteoklasten
und deren Vorlaufern. Sobald der Stimulus fir den Knochenumbau endet, exprimieren
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die Osteoblasten weniger RANK-L und produzieren mehr OPG. Damit wird die Dif-
ferenzierung weiterer Osteoklasten gestoppt und die Aktivitat der vorhandenen Osteo-
klasten reduziert. Aufgrund der Membranbindung bzw. der hohen Matrixaffinitdt von
RANK-L und OPG, spielt sich dies alles in anatomischer Nahe (innerhalb einer BMU)
ab [97].

Neuste Studien zeigen, dass im spongidsen Knochen vor allem Osteozyten und nicht
Osteoblasten oder Saumzellen die Hauptquelle fir RANK-L sind und somit die Osteo-
klastogenese bestimmen. Die genauen molekularen Mechanismen hierfir missen je-
doch noch weiter untersucht werden [198].

Hormone und Vitamine steuern die Aktivitat der Osteoklasten meist nur sekundar Gber
das RANK-L/OPG-System, weil diese selbst keine Rezeptoren (aufder fiir Calcitonin
und einige Steroidhormone) haben (Kap. 2.3., S. 21 ff.) [77].

Osteoklasten regulieren Aktivitét und Differenzierung von Osteoblasten

Wenn, wie oben beschrieben, durch einen (mechanischen) Stimulus die Knochenre-
sorption in Gang gesetzt wurde, dann folgt mit etwa zwei Wochen Verzug auch die
Neubildung von Knochengewebe durch die Osteoblasten [112]. Ausgeldst wird dies
unter anderem durch latente Zytokine und Wachstumsfaktoren, die in der minera-
lisierten Knochenmatrix gebunden sind. Durch die Aktivitat der Osteoklasten werden
diese aus dem Knochen gel6st. Dazu zahlen beispielsweise TGF-B, IGF oder BMPs
[14, 115, 173], welche teilweise erst durch Ansduerung bzw. proteolytische Spaltung
beim Abbau der Knochenmatrix aktiviert werden [115, 126]. Sie sorgen fir die Differen-
zierung von Osteoprogenitorzellen zu Praosteoblasten, die wiederum Uber RANK-L
und OPG Einfluss auf Differenzierung und Aktivitat von Osteoklasten nehmen [112].
Osteoklasten produzieren aber auch aktiv Faktoren, welche direkt die Aktivitat und Dif-
ferenzierung von Osteoblasten modulieren. Dazu zahlen vor allem BMPs, WNT10b
und Sphingosin-1-Phosphat (S1P). Letzteres wird sowohl in reifen Osteoklasten als
auch deren Vorlaufern von der Sphingosin-Kinase 1 (SPHK1) aus Membranlipiden
hergestellt. Werden Praosteoklasten durch RANK-L angeregt sich zu differenzieren, so
wird ebenfalls die Aktivitat der SPHK1 erhéht und S1P vermehrt produziert. Dieses
fuhrt intrazellular zu einem negativen Feedback-Mechanismus, durch den das eigene
Osteoklasten-Differenzierungsprogramm heruntergefahren wird. S1P wird jedoch auch
nach extrazellular sezerniert, wo es parakrin auf (Pra-)Osteoblasten wirkt und in diesen
eine verstarkte RANK-L-Exprimierung induziert. Somit wird ein positiver Feedback-
Mechanismus in Gang gesetzt, welcher die Osteoklastogenese fordert. Zusatzlich wirkt
S1P auf Osteoblastenvorlaufer chemotaktisch (anziehend) und verlangert das Zelliber-
leben reifer Osteoblasten. Zusammenfassend bedeutet dies: Sind gentgend Osteo-
blasten und deren Vorlaufer in einer BMU vorhanden, wird die Osteoklastogenese ge-
fordert. Sind jedoch zu wenige Osteoblasten da, wird die Osteoklastogenese gehemmt
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und Osteoblastenvorlaufer verstarkt rekrutiert. Auf diese Weise kdnnen Knochenabbau
und -aufbau perfekt aneinander angepasst werden (Abb. 9) [136, 161].

Praosteoblast
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Abb. 9: Gegenseitige Beeinflussung der Differenzierung von Osteoblasten und
Osteoklasten.

Der Ligand RANK-L wird von Osteoblasten und Praosteoblasten auf ihrer Zellober-
flache exprimiert. Bindet er an seinen Rezeptor RANK, differenzieren sich Praos-
teoklasten zu multinuklearen Osteoklasten. OPG wird von Osteoblasten sezerniert
und ist ein Tauschungsrezeptor. Bindet es an RANK-L, wird dessen Wirkung aufge-
hoben. M-CSF wird ebenfalls von Praosteoblasten exprimiert und aktiviert Progeni-
torzellen des Monozytaren-Phagozytose-Systems (MPS), die sich dadurch zu
Praosteoklasten differenzieren. Diese sowie reife Osteoklasten produzieren nach
Aktivierung durch RANK-L Sphingosin-1-Phosphat (S1P), welches intrazellular die
weitere Osteoklastendifferenzierung inhibiert. Extrazellular bindet es an den S1P-
Rezeptor (S1PR) der (Pra-)Osteoblasten, was eine erhdhte RANK-L Expression und
damit eine gesteigerte Osteoklastogenese zur Folge hat. Durch die Osteoklastenak-
tivitdt werden gebundene Wachstumsfaktoren wie TGF-B, BMPs und IGF aus der
Knochenmatrix freigesetzt. Diese Faktoren regen mesenchymale Stammzellen
sowie Praosteoblasten zur Differenzierung an. + = gesteigerte Differenzierung, - =
inhibierte Differenzierung. Aus Marcus et al., S. 13 [112], modifiziert nach Ryu et al.
[161].

Aber nicht nur Zytokine und Wachstumsfaktoren spielen eine Rolle in der prazisen Ko-
ordinierung von Knochenabbau und -aufbau. Es wurde in vitro gezeigt, dass mecha-
nisch induzierte Lécher im Knochen von Osteoblasten wieder zu einer glatten Ober-
flache aufgeflillt werden. Das bedeutet, dass Knochenbildung auch von der Beschaf-
fenheit der Oberflache abhangig ist. In vivo kdnnten Osteoklasten somit nur durch die
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Schaffung von Knochenhohlen Osteoblasten anregen, diese mit neuem Knochen
aufzufillen, ohne chemische Signaltubertragung [62].

Weitere Faktoren gebildet von Osteoblasten und Osteozyten

Das ,parathyroid hormone-related protein“ (PTHrP) ist ein weiterer noch nicht sehr lang
bekannter Faktor, der fir Knochenbildung und Zusammenspiel zwischen Osteoblasten
und Osteoklasten von Bedeutung ist. Er wird sowohl von Osteoblasten als auch von
deren friihen Vorstufen produziert und wirkt parakrin auf Zellen, die den PTH1R-
Rezeptor exprimieren. Dies sind reife Osteoblasten und Osteozyten, bei welchen
dadurch die Apoptose inhibiert und somit das Zelliberleben verlangert wird. Auch auf
Praosteoblasten hat PTHrP einen Einfluss; sie differenzieren sich weiter und bilden
RANK-L aus, was wiederum die Osteoklastogenese fordert (Abb. 10) [114, 119].
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Abb. 10: Parakrine Wirkungen des PTHrP beim Knochenumbau.

PTHrP wird von Osteoblasten und deren friihen Vorlaufern produziert und wirkt
parakrin auf reife Osteoblasten, Osteozyten sowie Praosteoblasten und indirekt
Uber die Exprimierung von RANK-L auch auf Osteoklasten. Aus Martin, S. 853 [114].

Auch Osteozyten haben einen Einfluss auf die Knochenformation. Sie produzieren
Sclerostin, ein Glykoprotein, welches uber die Blockierung eines WNT-Signalweges die
Differenzierung von Osteoblasten hemmt [170]. Diese sehr komplexen Signalwege
sind von grofler Bedeutung fir die normale Skelettentwicklung sowie fiir die
Aufrechterhaltung einer physiologischen Knochenmasse. Beim canonischen WNT-Sig-
nalweg bindet ein WNT-Ligand extrazellular an einen Transmembranrezeptor
(,Frizzeld“) sowie einem Korezeptor (LRP). Dies fuhrt dazu, dass intrazellular das Pro-
tein B-Catenin aktiviert und in den Zellkern verlagert wird. Dort verstarkt es die Trans-
kription von Genen, die fur Osteoblastendifferenzierung und Knochenbildung entschei-
dend sind. Zusatzlich gibt es mehrere nicht-canonische WNT-Signalwege, welche Uber
diverse Mechanismen ebenfalls zur Aktivierung von Genen fiihren aber auch Einfluss
auf Zytoskelett sowie Zelladhasion und -aktivitat haben. Bei den WNTs handelt es sich
um verschiedene (19 bekannte) extrazellulare Glykoproteine, welche von diversen Zell-
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typen produziert werden und die als Ligand fur den ,Frizzeld“-Rezeptor dienen. Der
Einfluss der WNT-Signalwege auf die Zellen des Knochens ist in Abbildung 11 zusam-
menfassend dargestellt [102].
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Abb. 11: WNT-Signalwege im Knochen.

1) Die Neubildung von Knochen kann durch verschiedene WNTs sowohl Uber den
canonischen (can. sign.) als auch Uber den nicht-canonischen (non-can. sign.) Sig-
nalweg erreicht werden. 2) Der canonische Signalweg wird dabei von den Inhibi-
toren Sclerostin (Scler.) sowie Dickkopf 1 (DKK1) reguliert. 3) Osteoblasten pro-
duzieren das osteoklastenstimulierende Zytokin RANK-L. 4) WNTs verstarken die
Produktion von OPG und inhibieren damit die Osteoklastogenese. Sie kdnnen zu-

dem auf Osteoklastenvorldufer sowohl stimulierend (5) als auch inhibierend (6)
wirken. Aus Lerner & Ohlsson, S. 645 [102].

Weitere Kopplungsfaktoren zwischen der osteoklastdren Knochenresorption und der
Neubildung durch Osteoblasten werden postuliert. So kdnnen beispielsweise die ein-
sprossenden Gefalde, aber auch Matrixproteine wie Osteopontin beim Zusammenspiel
der beiden Zellreihen von Bedeutung sein [112, 131].

2.2.3. Mineralisierung und ALP-Aktivitat

Nachdem Osteoblasten die organische Knochenmatrix (Osteoid), hauptsachlich be-
stehend aus Kollagen-Typ-l sowie weiteren kollagenen und nicht-kollagenen Proteinen,
sezerniert haben, muss diese verkalkt (mineralisiert) werden. Den Hauptteil der ver-
kalkten Matrix machen kaum lI6sliche Hydroxylapatitkristalle (Ca1o(PO4)s(OH)2) aus,
welche aus Kalzium (Ca2*) und anorganischem Phosphat (Pi) bestehen. Hydroxylapatit
(HA) kann jedoch nicht direkt gebildet werden, sondern nur tber CaHPO4-Prazipitate
und andere Vorstufen [14].

Der erste Schritt der HA-Bildung geschieht im Inneren von Matrixvesikeln, welche sich
von der Plasmamembran aktiver Osteoblasten abschnuren. Sie sind etwa 20 bis 200
nm im Durchmesser und ihre Membran ist reich an gewebsunspezifischer alkalischer
Phosphatase (TNAP/ALP), Nukleotid-Diphosphatase (NPP1) und Kalzium- sowie
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Phosphatkanalen [60]. In den Matrixvesikeln befindet sich eine weitere Phosphatase,
genannt PHOSPHO1, die im Inneren der Vesikel P; bereitstellt. Uber spezielle Phos-
phatkanale kann weiteres P; von extrazellular in die Vesikel einstromen. Ebenfalls Uber
Kanale gelangt auch Ca2* in die Vesikel. Sie dienen somit der Akkumulation von Kalzi-
umionen und anorganischem Phosphat und sind damit fur die Initiierung der Minera-
lisierung verantwortlich [3, 120].

Werden die HA-Kristalle gréflier, durchbrechen sie im zweiten Schritt die Membran der
Matrixvesikel und gelangen in den extrazelluldaren Raum. Dort setzen sie sich in LU-
cken, die bei der Bildung der Kollagenfibrillen entstehen. Damit die HA-Kristalle weiter
wachsen konnen, ist das Verhaltnis von Pyrophosphat (PPi) zu Phosphat in der Ex-
trazellularflissigkeit entscheidend, denn PP ist einer der gréfiten Inhibitoren der Mine-
ralisierung. Es entsteht vor allem durch die Aktivitat der NPP1 Phosphatase beispiels-
weise aus ATP. Reguliert wird das Verhaltnis von PPi/Pi hauptsachlich durch TNAP
(ALP). Diese spaltet das extrazellulare PP; in zwei Pi, welches wiederum der Ver-
langerung der HA-Kristalle dient (Abb. 12) [120].

ECM

PP|/P| PP)/P|

5 HA
P; + Caz =" Collagen

Abb. 12: Aktivitidt verschiedener Phosphatasen bei der Mineralisierung.

Pi gelangt Uber Phosphattransporter (PT) ins Innere der Matrixvesikel (MV) oder
wird durch PHOSPHO1 generiert. Annexine (ANX) formen Kanéle, Uber die Ca2* in
die Vesikel gelangen kann. Durch die hohe Konzentration von Ca2* und P; intra-
vesikal wird die HA-Kristallbildung initiiert. Die NPP1 wandelt ATP in PP; um, wel-
ches von der TNAP zu P; hydrolysiert wird. HA-Kristalle, die sich in die Licken
zwischen den Kollagenfibrillen gelagert haben, werden durch extrazellulares Ca2*
und P; verlangert. Das Verhaltnis von PP; zu P; in der extrazellularen Matrix (ECM)
ist entscheidend, ob die Kristalle verlangert werden oder die Mineralisierung inhi-
biert wird. HA = Hydroxylapatit, Pi = anorganisches Phosphat, PP; = anorganisches
Pyrophosphat, PC = Phosphocholin, PEA = Phosphoethanolamin. Aus Millan, S. 11
[120] modifiziert nach Golub [60].

ALP/TNAP hat somit groRen Einfluss auf die Mineralisierung, weil sie deren gréfiten
Inhibitor ausschaltet und dabei P; zur Verfligung stellt. Jenes ist von der Menge her je-
doch nicht allein ausreichend, sodass andere Quellen fir Pi, wie z.B. die intestinale
Resorption ebenfalls Auswirkungen auf die HA-Bildung haben [74].

Zudem gibt es noch viele weitere Faktoren, welche die Mineralisierung bedingen. So
muss ein Netzwerk aus Kollagenfasern vorhanden sein, denn dieses dient als GerUst
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fur die Anlagerung der ersten HA-Kristalle (Nukleation). Nur so kénnen sich weitere
Kristalle abscheiden (epitaktische Mineralisierung) [14, 120]. Desweiteren sind Matrix-
proteine, wie das Bone-Sialoprotein, an der Konzentrierung von Ca2* beteiligt und kon-
nen somit als Kondensationskeim (Nukleus) flr neue Kristalle dienen oder die Minera-
lisierung inhibieren [14, 60].

2.2.4. Knochenresorption und TRAP-Aktivitat
Um wahrend des Remodelings neuen Knochen aufzubauen, muss der alte erst abge-
baut werden (Knochenresorption/-erosion). Dies bewerkstelligen Osteoklasten, welche
wie oben beschrieben mehrkernige Riesenzellen sind. Der erste Schritt der Erosion ist
der Abbau der mineralisierten Knochenmatrix. Um jedoch die schwer I6slichen HA-
Kristalle aufzulésen, wird lokal eine hohe Saurekonzentration bendtigt, wie die nach-
folgende Gleichung zeigt [112]:

14 H* + Ca10(PO4)s(OH)2 — 10 Ca2* + 6 H2PO4 + 2 H20
Dafir sind zwei Mechanismen entscheidend: 1) Die Bildung eines Mikrokompartiments,
um die H*-Konzentration lokal erhéhen zu kénnen (Kap. 2.1.5., S. 8 f.). 2) Die Aktivitat
von Protonenpumpen. Diese befinden sich in groRer Anzahl in der Membran des Fal-
tensaums (,ruffled border“) und werden durch ATP angetrieben (H*-ATPase). Die Pro-
tonen werden daflir von der zytoplasmatische Carboanhydrase 2 bereitgestellt, die aus
Kohlenstoffdioxid (CO2) und Wasser (H20) Protonen (H*) sowie Bicarbonat (HCOz)
herstellt. Bicarbonat wird gegen Chlorid (Cl-) ausgetauscht, das Uber Kanale weiter in
die Erosionslakune gelangt. Hier bildet es mit den Protonen zusammen Salzsaure
(HCI). Diese ist fur den niedrigen pH (4-5) und damit der letztendlichen Auflésung der
HA-Kristalle verantwortlich [27, 185]. Im zweiten Schritt der Resorption sezernieren die
Osteoklasten verschiedene proteolytische Enzyme, hauptsachlich lysosomale Pro-
teasen (z.B. Cathepsin K) sowie Matrix-Metalloproteasen (MMPs), um die organische
Knochenmatrix abzubauen [185].
Die anfallenden mineralischen und organischen Abbauprodukte werden dann im letz-
ten Schritt durch Transzytose entfernt. Ein Osteoklast ist dadurch in der Lage am Tag
ein Knochenvolumen abzubauen und zu beseitigen, welches seinem eignen Zellvolu-
men entspricht, ohne dabei die Haftung zum Knochen zu verlieren [162, 185].
Durch Endozytose am Faltensaum werden die Abbauprodukte aus der Erosionslakune
in die Zelle aufgenommen. In den Endozytosevesikeln werden die organischen Be-
standteile der abgebauten Knochenmatrix (vor allem Kollagen-Typ-1) weiter zerkleinert.
Daran ist das Metalloprotein-Enzym Tartrat-resistente sauere Phosphatase (TRAP)
mafgeblich beteiligt. Sie ist in der Lage reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zu produ-
zieren, welche dann wiederum Kollagen abbauen [66].
TRAP wird aber ebenfalls als latentes Proenzym in die Erosionslakune sezerniert. Die
genaue Bedeutung dessen ist noch unklar. Es wurde jedoch gezeigt, dass es durch
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proteolytische Spaltung aktiviert werden kann und viele nicht-kollagene Matrixproteine
als Substrat dienen kdénnen. So kann TRAP beispielsweise Osteopontin dephospho-
rylieren, was ein Ablésen des Osteoklasten von der Knochenoberflache und damit ein
Ende der Knochenresorption zur Folge hat [23, 108].

Neben der Transzytose wurde noch ein weiterer Mechanismus entdeckt, mit dem Kalzi-
um aus der Erosionslakune entfernt werden kann. Dabei handelt es sich um spezielle
Kationenkanale (TRPV5), welche einen Ca2*-Fluss ins Zellinnere zulassen. Im Zyto-
plasma wird Kalzium dann an Clabindin gebunden und diffundiert so zur basolateralen
Zellmembran. Von dort gelangt es dann Uber Na*-/Ca2+-Austauscher oder ATP-ab-
hangig tUber Caz*-ATPasen in die extrazellulare Flussigkeit (Abb. 13) [186].

EZR

Q
S

T Ca?2*

4.---- -

Calbindin

A

CF + H* = HCl Proteasen Kollagen

Abb. 13: Abbau der Knochenmatrix durch einen Osteoklasten.

H* wird aktiv in die Erosionslakune gepumpt. Dies wird von der Carboanhydrase 2
(CAH2) aus H20 und CO: (Diffusion in Zelle, gestrichelter Pfeil) gewonnen. Das
dabei anfallende HCOs- wird Uber einen Anionentauscher mit ClI- getauscht. ClI-
wiederum gelangt Uber einen Chloridkanal in die Lakune. Das entstandene HCI
sorgt fur die Auflésung der HA-Kristalle. Lysosomale Proteasen sowie Matrix-Metal-
loproteasen (violett) werden ebenfalls sezerniert und bauen die organische Matrix
ab. Teilweise abgebautes Kollagen wird anschlieBend durch Endozytose
aufgenommen. In der Vesikelmembran befindet sich TRAP (rot), welches Uber die
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) Kollagen abbaut. TRAP und Kol-
lagenabbauprodukte werden basolateral in den Extrazellularraum (EZR)
abgegeben. Ca2* gelangt Uber einen Kanal (TPRV5) in die Zelle, wird an Calbindin
gebunden und mit Hilfe eines Na*-/Ca2*-Tauschers oder einer Ca2+*-ATPase in den
EZR abgegeben. blau = Kanal oder Tauscher, grin = ATP-abhangige Pumpe.
Schemazeichnung erstellt nach Carano et al., Halleen et al., Vaananen et al., van
der Eerden et al. [27, 66, 185, 186].
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2.3. Regulierung des Knochenmetabolismus

Die para- und autokrinen Faktoren fir die Regulierung des Knochenauf- und -abbaus
innerhalb einer BMU wurden bereits in Kapitel 2.2.2. (S. 12 ff.) erlautert. Der Knochen-
stoffwechsel wird jedoch auch als Ganzes von verschiedenen Hormonen und Vitami-
nen beeinflusst. Eng damit verbunden ist die Regulation von Kalziumhomdostase und
Knochenmasse. Letztere resultiert aus der Bilanz von Aufbau zu Abbau und verandert
sich im Laufe des Lebens. So nimmt die Masse an Knochengewebe im Kindes- und
Jugendalter kontinuierlich zu, da der Knochenanbau in dieser Zeit Uberwiegt. Die maxi-
male Knochenmasse wird im Alter von Anfang bis Mitte 20 erreicht (,Peak Bone Mass*)
und bleibt bis ins vierte Lebensjahrzent in etwa gleich. In dieser Zeit sind Knochenauf-
und -abbau ausgewogen. Ab dann Uberwiegt jedoch die Resorption, sodass sich die
Knochenmasse langsam aber physiologisch verringert (Abb. 14) [173].

Spitzenknochenmasse schneller post-
(peak bone mass) menopausaler
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Abb. 14: Knochenmassebilanz im Lauf des Lebens einer Frau.
+ = Knochenanbau uberwiegt, - = Knochenabbau tUberwiegt.
Aus Siegenthaler & Blum, S. 297 [173].

Viele verschiedene Faktoren haben einen Einfluss auf den Knochenmetabolismus und
damit letztendlich auch auf die Knochenmasse. Dazu zdhlen Hormone wie PTH und
Calcitonin, Sexualhormone (Ostrogene), Glukokortikoide sowie die Kalzium- und Vita-
min-D-Zufuhr aber auch kérperliche Aktivitat und genetische Aspekte [173].

2.3.1. Parathormon und Calcitonin

Parathormon

Das Parathormon (PTH) wird von den Zellen der Nebenschilddrisen (NSD) produziert
und pulsatil freigesetzt. Es dient hauptsachlich der Konzentrationsregulierung freien
Kalziums im Blut. Bei erniedrigtem Kalziumspiegel wird die Ausschiittung und Synthese
von PTH gesteigert, bei erhéhten Spiegeln verringert. Dafur besitzen die Zellen der
NSD spezielle Rezeptoren (,Calcium-sensing receptor”) in ihrer Plasmamembran, die
in der Lage sind die Kalziumkonzentration im Blut zu messen. PTH wiederum vermittelt
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seine Wirkung uber den Rezeptor PTH1R und erreicht auf unterschiedliche Weise die
Erhdhung des Plasmakalziums. Zum einen wirkt es an den Tubuluszellen der Niere, wo
es fir eine erhéhte Kalziumrickresoprtion und eine gesteigerte Phosphatausscheidung
sorgt. Zum anderen wirkt es auf die Knochenzellen und flhrt so zu einem gesteigerten
Knochenabbau, wobei Kalzium freigesetzt wird [91, 173, 175].

PTH bewirkt eine Rekrutierung sowie Differenzierung neuer Osteoklasten und verstarkt
dadurch sowonhl die Auflésung von Hydroxylapatitkristallen als auch den Abbau der Kol-
lagenmatrix [112]. Der PTH-Rezeptor wird jedoch nicht von Osteoklasten exprimiert,
sondern nur von Zellen der osteoblastdren Reihe [176]. Ein schneller Effekt auf die
Kalziumfreisetzung wird durch die Aktivierung des PTH1R der ,lining cells* erreicht.
Dies fihrt zu einer gesteigerten Kollagenase-Sekretion sowie zum Auseinanderwei-
chen der Saumzellen. Diese beiden Vorgange ermoglichen es Uberhaupt erst den Os-
teoklasten Knochen abbauen zu kénnen [33, 70]. Langerfristige Effekte werden Uber
das RANK-L/OPG-System erreicht. So sorgt PTH flir eine erhdhte Exprimierung von
RANK-L hauptsachlich in reifen Osteoblasten sowie flir eine geringere Ausschittung
von OPG in allen Differenzierungsstadien der Osteoblasten. Dies fiihrt sowohl zu einer
gesteigerten Osteoklastogenese als auch zu einer erhéhten Aktivitat reifer Osteoklas-
ten [78, 101]. Wird PTH dauerhaft in zu hohen Dosen ausgeschittet, wie beispiels-
weise beim primaren Hyperparathyreoidismus, fihren diese katabolen Mechanismen
zu einem Verlust an Knochenmasse, sowohl kortikal als auch spongios [175].

Es wurde jedoch auch gezeigt, dass die intermittierende Gabe geringer Dosen PTH
bzw. eines verklrzten aber aktiven Fragments, genannt Teriparatid, eine anabole Wir-
kung auf den Knochenstoffwechsel hat und sowohl Mikroarchitektur als auch Knochen-
volumen positiv beeinflusst [59]. Die molekularen Mechanismen, die dazu flihren, sind
noch nicht genau bekannt. Jedoch konnte bewiesen werden, dass PTH durch die Ak-
tivierung der Rezeptoren auf Osteoblasten und Praosteoblasten direkt deren Differen-
zierung fordert und die Apoptose reifer Osteoblasten verringert. Ebenfalls kann es
Saumzellen in aktive Osteoblasten Uberfihren und wirkt auch auf Osteozyten. Diese
reagieren damit weniger Sclerostin zu sezernieren, wodurch die Expression eines In-
hibitors der Knochenformation herunterreguliert wird [175]. Andere Studien gehen
davon aus, dass die anabole Wirkung des applizierten PTHs auf den gleichen Mecha-
nismen beruht, nach denen auch das PTHrP anabol wirkt (Kap. 2.2.2., S. 12 ff.) [119].

Calcitonin

Das Hormon Calcitonin wurde lange Zeit als Gegenspieler zum PTH angesehen. Es
wird in den C-Zellen der Schilddriise produziert und bei einem plétzlichen Uberangebot
an Kalzium in die Blutbahn abgegeben. Calcitonin erreicht auf verschiedene Weisen
eine Verminderung des Plasmakalziums. Es vermittelt seine Wirkungen durch den Cal-
citonin-Rezeptor, exprimiert von reifen Osteoklasten, fiir die Calcitonin ein sehr poten-
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ter Inhibitor ist. Zudem wirkt es auf Zellen der Niere und fuhrt damit zu einer
gesteigerten Kalziumausscheidung. Aber nicht nur Kalzium, sondern auch gastroin-
testinale Hormone sorgen flir die Freisetzung von Calcitonin. Durch eine negative
Ruckkopplung verlangsamt es daraufhin die Verdauung, was wiederum zu einer ver-
minderten Kalziumaufnahme aus dem Darm flihrt [115, 173].

Sowohl chronischer Mangel als auch Uberschuss an Calcitonin haben jedoch keinen
Effekt auf den Kalziumhaushalt oder die Knochenmasse, da sich der Koérper durch
Adaptationsvorgange den Einflissen des Hormons entziehen kann (,Escape-
Phanomen®). Somit stellt Calcitonin nur kurzzeitig einen Antagonisten zum PTH dar
[40, 173].

Neuste Studien zeigen jedoch, dass die physiologische Wirksamkeit des Calcitonins
vollkommen anders sein kdnnte, als die oben beschriebenen und lange bekannten
pharmakologischen Effekte. Denn durch Bindung an den Calcitonin-Rezeptor der Os-
teoklasten fiihrt es zu einer geringeren Produktion und Sezernierung von S1P, einem
potenten knochenanabolen Kopplungsfaktor (Kap. 2.2.2., S. 12 ff.). Somit kénnte Calci-
tonin in vivo die Knochenneubildung Uber diesen Mechanismus inhibieren [84].

2.3.2. Vitamin D

Vitamin D ist mit PTH zusammen der Hauptregulator des Kalziumhaushaltes und
entscheidend fir die normale Mineralisierung der nicht-verkalkten Knochenmatrix. Es
ist ein fettlosliches Vitamin und fungiert im Korper als Hormon. Es werden zwei Formen
unterschieden: Vitamin D2 (Ergocalciferol) pflanzlichen Ursprungs und Vitamin D3
(Cholecalciferol) tierischer Herkunft. Letzteres wird ebenfalls vom Koérper selbst durch
die Einwirkung von UV-Licht aus 7-Dehydrocholesterol in der Haut produziert. Diese
endogene Produktion betrdgt dabei bis zu 80% je nach Sonnenlichtexposition [20,
173].

Vitamin D wird nach Resorption im Darm oder Produktion in der Haut ins Blut abge-
geben und bindet an spezielle Proteine (,Vitamin D binding proteins“, DBPs). So ge-
langt es mit dem Kreislauf in die Leber, wo der erste Schritt der Aktivierung des Hor-
mons stattfindet. Vitamin D wird hier von dem Enzym 25-Hydroxylase zu Calcidiol (25-
Hydroxy-Cholecalciferol) hydroxyliert. Wieder gebunden an DBPs erreicht Calcidiol die
Niere und wird von der 1a-Hydroxylase ein zweites Mal hydroxyliert. Es entsteht Cal-
citriol (1,25-Dihydroxy-Cholecalciferol) — der eigentlich aktive Metabolit des Vitamin D.
Ebenfalls in der Niere befindet sich das Enzym 24-Hydroxylase, durch dessen Wirkung
der erste Schritt der Inaktivierung des Calcitriols eingeleitet wird [112, 173].

Die Menge an aktivem Vitamin D im Blutkreislauf wird hauptsachlich tGber die Enzyme
in der Niere gesteuert. PTH und Calcitonin aktivieren die 1a-Hydroxylase, wohingegen
eine steigende Phosphatkonzentration sowie Calcitriol selbst das Enzym inhibieren.
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Steigende Calcitriollevel aktivieren zudem die 24-Hydroxylase. Somit existieren zwei
negative Feedback-Mechanismen, um die Calcitriolmenge zu regulieren [112, 173].

Die meisten biologischen Effekte ruft Calcitriol durch den Kernrezeptor VDR (,Vitamin
D receptor®) hervor, welcher einen ligandenabhangigen Transkriptionsfaktor darstellt.
Nach Bindung von Calcitriol an den VDR intrazellular dimerisiert der Rezeptor und der
entstehende Komplex wird in den Zellkern verlagert. Dort bindet er an eine spezielle
Promotorregion der DNA, welche flir die Regulierung der Genexpression verantwortlich
ist (,Vitamin D response element®, VDRE). Dadurch werden bestimmte Gene vermehrt
und andere vermindert exprimiert. So wird beispielsweise im Darmepithel die Expres-
sion von Kalziumkanalen sowie von Calbindinen induziert und im Schilddrisen- bzw.
Nebenschilddrisengewebe Calcitonin und PTH herunterreguliert [41, 143]. Fir ein
schnelles Eingreifen in die Kalziumhomoostase kann Calcitriol ebenfalls mittels anderer
Mechanismen wirken. Zum Beispiel kann die Transzytose von Kalzium durch das
Darmepithel verstarkt oder lonenkanale in Osteoblasten moduliert werden [51, 112].
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Abb. 15: Regulierung des Kalziumhaushaltes.

Eine Hypokalzdmie wird von den Zellen der Nebenschilddrisen registriert und PTH
(Parathyrin) freigesetzt. PTH sorgt fur die Mobilisierung von Kalzium (Ca2*) und
Phosphat (HPO42") aus dem Knochen sowie fiir eine gesteigerte Kalziumresorption
in der Niere. Zudem induziert PTH die 1a-Hydroxylase der Niere, welche Calcidiol in
den aktiven Metabolit Calcitriol Uberfiihrt. Dieses sorgt fir die Erhéhung des Kalzi-
umspiegels durch eine verstarkte Kalziumresorption im Darm und zu geringem Teil
auch in der Niere. Calcitriol ist entscheidend fiir die normale Mineralisierung des
Knochengewebes. Bei einer plétzlichen Hyperkalzadmie wird Calcitonin ausgeschut-
tet, welches die Knochenresorption inhibiert und vermutlich fiir eine gesteigerte
Kalziumausscheidung tber die Niere sorgt. Aus Klinke et al., S. 408 [91].

24



2. Theoretische Grundlagen

Die Wirkung von Vitamin D auf Zellen des Knochens ist abhdngig vom Differen-
zierungsgrad der jeweiligen Zelle. Osteoblasten und deren Vorldufer besitzen selbst
Rezeptoren fiir Vitamin D und kénnen so direkt beeinflusst werden. Die Aktivierung der
VDRs in Osteoprogenitorzellen induziert sowohl Proliferation und Zellwachstum als
auch die Differenzierung zu reifen, Matrix-produzierenden Zellen [112]. Diese wiederum
werden durch Calcitriol — teilweise auch VDR unabhangig — angeregt Matrixproteine
wie Kollagen, Osteopontin und Osteonectin aber auch Enzyme wie ALP vermehrt zu
produzieren [51, 112]. Indirekt GUber das RANK-L/OPG-System wirkt Vitamin D auch auf
Osteoklasten, denn es induziert die RANK-L-Exprimierung in unreifen Osteoblasten
und fordert somit die Osteokalstogenese. Es wurde jedoch zumindest fir spongiésen
Knochen auch gezeigt, dass reife Osteoblasten durch den Einfluss von Calcitriol ver-
mehrt OPG produzieren und somit die Knochenresorption inhibieren kénnen [10].
Insgesamt fihrt Calcitriol damit zu einer gesteigerten Kalziumaufnahme aus dem
Darm, einer erhdhten Mobilisierung von Kalzium aus dem Knochen und dadurch zu
einer optimalen Einstellung der Kalzium- sowie Phosphatkonzentration in der extrazel-
lularen Flussigkeit, um eine normale Mineralisierung zu gewahrleisten.

2.3.3. Sexualhormone

Sexualhormone sind Uberwiegend in den Gonaden (Keimdriisen) aus Cholesterin pro-
duzierte Steroidhormone, die sich geschlechtsspezifisch unterscheiden und vielfaltige
Funktionen ausiben. Beim Mann sind in den Testikeln (Hoden) produzierte Androgene
(v.a. Testosteron) vorherrschend; bei der Frau vor allem in den Ovarien (Eierstécken)
hergestellte Ostrogene und Gestagene. Zur Regulierung der Knochenmasse sowie an
der Entstehung der Knochenmasse-reduzierenden Krankheit Osteoporose spielen
hauptséachlich Ostrogene, zu einem gewissen Teil aber auch Androgene, eine wichtige
Rolle.

Ostrogene

Zu den wichtigsten, bioaktiven Ostrogenen zahlen vor allem Estron, Estradiol und Es-
triol, die wie die meisten Steroidhormone im Blut an spezielle Proteine (Sexualhormon-
bindende Globuline, SHBG) gebunden sind. lhre Wirkung erzielen sie hauptsachlich
uber die Ostrogenrezeptoren ERa und ERB, bei denen es sich um Kernrezeptoren,
ahnlich denen des Vitamin D, handelt. Nachdem das Hormon intrazellular an einen
seiner Rezeptoren gebunden hat, dimerisiert dieser und der entstehende Komplex wird
modifiziert und in den Zellkern verlagert. Hier bindet er direkt an die DNA (,Estrogen
response element”) und aktiviert bzw. inhibiert die Transkription spezifischer Gene [63,
112]. Ostrogene haben zuséatzlich schnellere, nicht-genomische Effekte und kénnen
sowohl Einfluss auf den Kalziumhaushalt als auch auf die Sekretion von Calcitriol
sowie PTH nehmen [112, 139].
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Ostrogene beeinflussen die Skeletthomdostase, indem sie sowohl direkt als auch indi-
rekt auf Zellen der osteoblastaren und osteoklastaren Reihe sowie auf Osteozyten
wirken. Sie sorgen auf verschiedene Weisen fir eine Inhibierung des Remodelings.
Der Ostrogeneinfluss verlangert die Lebensdauer der Osteozyten, welche somit sel-
tener Signale fiir die Initiierung des Knochenumbaus geben. In Osteoklasten fiihren
Ostrogene zu einer gesteigerten Apoptose sowie zu einem verminderten Ansprechen
auf die RANK-L-Aktivitat. Zusatzlich produzieren Osteoblasten weniger RANK-L und
mehr OPG unter dem Einfluss von Ostrogenen. Sie reagieren ebenfalls mit einer ver-
minderten NF-kB Aktivitdt, was wiederum zu einer gesteigerten Knochenneubildung
fuhrt. AuBerdem verlangern Ostrogene die Lebensspanne der Osteoblasten unter an-
derem durch erniedrigten oxidativen Stress in den Zellen (Abb. 16) [88].

| RANK-L
Osteozyten T OPG
| Apoptose ! Apoptose 1 Apoptose
| oxidativer Stress | RANK-L induzierte
| NF-kB Aktivitat Differenzierung
| Aktivierung des 1 Knochenformation | Knochenresorption

Remodelings

Abb. 16: Regulation des Knochenumbaus durch Ostrogene.

Den Haupteffekt erzielen Ostrogene durch die Inhibierung des Remodelings via Os-
teozyten. Zusatzlich erhéhen sie direkt die Knochenneubildung durch Osteoblasten
und erzielen auf direkte und indirekte Weise eine Verminderung des Knochenab-
baus durch Osteoklasten. Erstellt nach Khosla et al. [88].

Androgene

Das wohl wichtigste mannliche Sexualhormon ist das Testosteron, welches in den
Zielorganen sowohl in Dihydrotestosteron (DHT) als auch in Estradiol umgewandelt
werden kann. Testosteron und DHT wirken beide Uber den Androgenrezptor (AR), der
ebenfalls ein Kernrezeptor ist. Sie kontrollieren darliber vor allem die Aktivitat der Os-
teoblasten und Osteozyten und sorgen so fiir eine bessere Entwicklung des
spongiésen Knochens, dickere Trabekel sowie eine héhere Knochenmasse. Nichts-
destotrotz sind auch beim Mann Ostrogene die entscheidenden Hormone fiir die Auf-
rechterhaltung einer physiologischen Knochenmasse [100].
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2.3.4. Glucocorticoide

Glucocorticoide (GC) gehodren wie die Sexualhormone zu den Steroidhormonen und
werden vom Korper aus Cholesterin synthetisiert. Die beiden endogen produzierten
GCs sind das inaktive Cortison und deren aktive Form das Cortisol. Die Sezernierung
aus den Nebennierenrinden wird hauptsachlich Uber die Hypothalamus-Hypophysen-
Achse gesteuert und dient vorrangig der schnellen Glucose Mobilisierung sowohl in
Stresssituationen als auch zu Beginn eines Tages (zirkadiane Rhythmik). Die GCs
haben sehr vielfaltige Wirkungen, vor allem aber modulieren sie das Immunsystem, die
Gehirnfunktion und das Skelett. Diese Wirkungen erzielen sie hauptsachlich tber die
Aktivierung des Glucocorticoid-Rezeptors (GR), welcher ein Kernrezeptor ist und zur
Gruppe der ligandenabhangigen Transkriptionsfaktoren zahlt. Der GR wird ubiquitar
exprimiert und ist wahrend der embryonalen Entwicklung entscheidend fiir die Organ-
reifung und moduliert im Erwachsenen zellspezifisch diverse Prozesse wie beispiels-
weise Proliferation, Differenzierung und Apoptose [68].

Endogene GC-Level sind essentiell fir die normale Knochenentwicklung, haben eine
anabole Wirkung bei der Aufrechterhaltung der Knochenmasse und reduzieren das
Frakturrisiko [16, 68]. Sie verstarken die Differenzierung, Reifung sowie Funktion der
Osteoblasten und sind somit an dem Erreichen einer normalen Knochenmasse beteiligt
[171]. Zudem sorgen physiologische Konzentrationen an GCs dafir, dass sich
Knochenmarkzellen eher zu Osteoblasten und weniger zu Adipozyten (Fettzellen) dif-
ferenzieren, was wiederum die Anzahl an Osteoblasten erhéht [129].

Im Gegensatz zu den beschriebenen anabolen Wirkungen der endogenen GCs hat
eine pharmakologische Hochdosis- oder Langzeittherapie mit GCs katabole Effekte auf
den Knochenmetabolismus. Dabei ist die Knochenresorption initial gesteigert, zum
einen durch eine erhéhte Osteoklastenanzahl und -aktivitdt, zum anderen durch eine
Verlangerung der Lebensspanne der schon aktiven Osteoklasten [46, 68, 192]. Zusatz-
lich fihren pharmakologische GC-Level zu einer gesteigerten RANK-L sowie einer
verminderten OPG Expression in Osteoblasten, was wiederum die Osteoklastogenese
zu Beginn der Therapie fordert [75]. Ist die Konzentration an GCs im Blut jedoch
langerfristig erhdht, nimmt die Osteoklastogenese ab, weswegen Anzahl und Aktivitat
der Osteoklasten dann wiederum vermindert sind. Desweiteren werden Proliferation,
Differenzierung, Funktion sowie Zelliberleben der Osteoblasten bei Langzeittherapie
verringert, sodass daraus eine verlangsamte Knochenformierung resultiert [68]. AuRer-
dem beeinflussen pharmakologische GCs die Osteozytenfunktion negativ und fuhren
zu einer verstarkten Apoptose dieser, was wiederum Knochenqualitat und -starke
mafgeblich schwacht, ohne dabei die Knochenmasse zu reduzieren [81].
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2.4. Osteoporose und Frakturrisiko

2.4.1. Definition und Diagnose

Osteoporose ist eine Erkrankung des Skelettsystems, die den gesamten Organismus
betrifft (systemische Skeletterkrankung). Sie ist gekennzeichnet von einer verringerten
Knochenmasse und der Verschlechterung oder sogar Zerstérung der Mikroarchitektur
des Knochens. Dadurch steigt die Brichigkeit und damit auch das Risiko eine Fraktur
zu erleiden selbst bei minimalem Trauma [72, 82]. Die WHO definiert die Osteoporose
mithilfe der Knochendichte (,Bone mineral density“, BMD), denn diese ist die einzige
klinische Moglichkeit die Knochenmasse zuverlassig zu bestimmen. Dabei wird je nach
Verfahren die Menge an Knochen pro Volumen- bzw. Flacheneinheit gemessen. Stan-
dardmafig wird die Duale-Réntgen-Absorptiometrie (DXA) durchgefihrt, bei welcher
der Kalziumgehalt eines Gewebes aufgrund der Absorption von Réntgenstrahlen be-
stimmt werden kann. Die Knochendichte wird am proximalen Femur oder an der
Lendenwirbelsaule gemessen. Da aber gerade bei alteren Menschen durch Wirbel-
korperdeformitdten oder Gefaldverkalkungen die Messung an der Wirbelsaule ver-
falscht werden kann, sollte bevorzugt der Oberschenkelhals genutzt werden. Der BMD-
Wert wird entweder als Differenz vom erwarteten Mittelwert fir Alter und Geschlecht
des Patienten (Z-Score) oder als Differenz vom erwarteten Mittelwert junger Erwach-
sener (T-Score) angegeben. Ein T-Score von bis zu einer Standardabweichung (SD)
unter der Referenz wird noch als normale Knochendichte angesehen. Bei einem Wert
zwischen 1 und 2,5 SD unter der Referenz liegt eine Osteopenie und bei mehr als 2,5
SD eine Osteoporose vor [72, 82]. Die Korrelation zwischen altersabhangigem T-Score
und dem Frakturrisiko wird in Abb. 17 veranschaulicht.
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Abb. 17: Frakturrisiko pro Jahr in Abhangigkeit vom BMD-Wert.
Mit steigendem Alter und niedrigerem T-Score erhoht sich das Frakturrisiko drama-
tisch. Aus Tella & Gallagher, S. 29 [183].

Obwohl die BMD-Ermittlung der Eckstein flir Diagnose, Risikoeinschatzung und Thera-
pielberwachung ist, wird die Entscheidung, ob und wie therapeutisch interventioniert
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wird, vom Frakturrisiko abhangig gemacht. So gehen beispielsweise Alter, Geschlecht,
geringer BMI, vorherige osteoporotische Frakturen und viele weitere Risikofaktoren in
die Berechnung der Frakturwahrscheinlichkeit ein (,FRAX“-Model). Osteoporotische
Frakturen oder auch Fragilitatsfrakturen werden dadurch charakterisiert, dass sie vor
allem in bestimmten Regionen (z.B. Hufte, Wirbelkérper, Handgelenk) auftreten, ein
niedriger BMD-Wert vorliegt und ihre Inzidenz mit dem Alter steigt [72].

Dennoch fihrt die verringerte Knochenmasse nicht allein dazu, dass der Knochen
schon bei Stlirzen aus dem Stand oder sogar spontan ohne Trauma bricht. Es sind die
komplexen Effekte der Osteoporose auf die Knochenhomoéostase und deren Regula-
tion, die den Knochen schwachen. Dazu zahlen negative Einflisse auf Anzahl, Dicke
und Abstand der Trabekel sowie deren schlechtere Vernetzung im spongidsen
Knochen, genauso wie veranderte Matrixeigenschaften (Kollagengehalt, Minerali-
sierung) und mangelnde Detektion von Mikroschaden. Alles in Allem resultiert Osteo-
porose aus einem Ungleichgewicht im Knochenmetabolismus, mit einer verstarkten
Knochenresorption und einer verminderten Knochenformation (Abb. 18) [19, 112].

Knochenstarke

I

Materialeigenschaften

GroRe Morphologie — Dichte
— Knochen- — Form (Knochenmasse-Verteilung) — Matrixmineralisierung
masse — Mikroarchitektur — Kollageneigenschaften
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A

Knochenremodeling
— Balance von Knochenresorption
und -formation

Abb. 18: Knochenstarke.

Die resultierende Starke eines Gesamtknochens setzt sich aus den Merkmalen:
GroRe, Morphologie und Materialeigenschaften zusammen. Die Knochenmasse
spielt dabei nur eine kleinere Rolle; den groten Einfluss haben die Materialeigen-
schaften wie Knochendichte und Menge der Mikroschaden. Alle Merkmale werden
durch das Remodeling bedingt und sind das Ergebnis von Knochenformation zu
Knochenresorption. Erstellt nach Marcus et al. [112].

2.4.2. Priméare Osteoporose

Die primare Osteoporose ist mit etwa 95% die haufigste Form dieser Erkrankung. Sie
wird nach ihrer Atiologie weiter in die postmenopausale (Typ |) sowie die senile (Typ Il)
Osteoporose unterteilt. Fur beide Formen gibt es diverse Risikofaktoren; zu den nicht
beeinflussbaren zahlen dabei Alter, Geschlecht und genetische Disposition, zu den
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therapeutisch beeinflussbaren gehdrt der Mangel an Geschlechtshormonen, kérper-
liche Inaktivitat, kalzium- und Vitamin-D-arme Ernahrung, Untergewicht sowie Zigaret-
ten- und Alkoholkonsum [73].

Die Typ | Osteoporose tritt bei fast einem Viertel aller Frauen nach den Wechseljahren
(postmenopausal) und damit im Alter von 50 bis 55 Jahren auf. Sie ist gekennzeichnet
von einem schnellen Knochenmasseverlust von 5% bis 6% pro Jahr innerhalb der ers-
ten funf bis zehn Jahre nach der Menopause (,high turnover). Danach nimmt die
Knochenmasse zwar langsamer aber dennoch kontinuierlich ab (,low turnover®). Be-
troffen ist hierbei vor allem der spongidése Knochen, weswegen Wirbelkérperfrakturen
und -deformitaten eine haufige klinische Komplikation sind. Im Gegensatz zur post-
menopausalen tritt die senile Osteoporose sowohl bei Frauen als auch bei Mannern im
hdheren Lebensalter (70+) auf. Hierbei ist der kompakte Knochen, genauso wie der
spongidse, von einem Knochenmasseverlust betroffen, was sich in einem erhdhten
Risiko fir eine Fraktur vor allem des Oberschenkelhalses widerspiegelt. Die zweite,
langsamere Phase der postmenopausalen Osteoporose entspricht dabei der senilen
Osteoporose [19].

Ostrogenmangel ist einer der entscheidendsten Faktoren fiir die Entstehung beider
Formen der primaren Osteoporose — sowohl bei der Frau als auch beim Mann (,Uni-
tary Model“) [150]. Neue, genauere Methoden um die lokale BMD zu bestimmen, wie
beispielsweise die quantitative Computertomographie (QCT), konnten jedoch beweisen,
dass ein trabekularer Knochenmasseverlust bereits bei jungen Erwachsenen auftritt
und unabhangig von den Sexualhormonen ist. Bis ins héhere Lebensalter nimmt die
Knochenmasse auf diese Weise relevant ab auch ohne, dass ein Ostrogenmangel vor-
liegt. Das dennoch gesteigerte perimenopausale Frakturrisiko — vor allem fir Wirbel-
kérper — erklart sich durch eine Verschlechterung der Mikroarchitektur, bedingt durch
die Abnahme der Ostrogenspiegel wahrend der Wechseljahre. Dies fiihrt zu einem
gesteigerten Knochenumsatz (,high turnover®), weswegen die Trabekel der Spongiosa
haufiger Abbriche aufweisen und nicht mehr miteinander in Verbindung stehen.
AuRerdem verstarkt der Mangel an Ostrogenen die altersbedingte Abnahme der tra-
bekuldren Knochenmasse. Das pharmakologische Anheben der Sexualhormonspiegel
kann den trabekularen Knochenmasseverlust jedoch nicht authalten. Die Abnahme der
kortikalen Knochenmasse hingegen ist immer mit der Menopause bzw. dem altersbe-
dingten Mangel an Ostrogenen assoziiert. Diese Unterschiede zwischen spongiésem
und kortikalem Knochen werden durch eine unterschiedliche Sensitivitat gegeniber
den Ostrogenen erklart. So besitzt trabekuldrer Knochen mehr ERB, welcher inhi-
bierend auf die Aktivitaten des ERa wirkt, weswegen fir die gleichen Effekte hdhere
Ostrogenlevel in der Spongiosa nétig sind [87].

Die Effekte der Ostrogene auf die Zellen des Knochens und den Knochenmetabolis-
mus sind bereits ausfiihrlich in Kap. 2.3.3. (S. 25 f.) beschrieben. Fallen diese Ein-
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fliusse plétzlich weg, wie beispielsweise wahrend der Menopause, kommt es zu einer
Entkopplung von Formation und Resorption. Sowohl der osteoklastare Knochenabbau
als auch der osteoblastare Anbau ist gesteigert, jedoch (berwiegt dabei der Abbau,
was letztendlich zu einem schnellen Knochenmassenverlust in den ersten zehn Jahren
nach der Menopause fuhrt. Durch den gesteigerten Knochenumsatz erhoht sich die
Konzentration von freiem Kalzium im Blut, was wiederum zu einer verminderten PTH
Sekretion fihrt. Dadurch wird mehr Kalzium ber den Urin ausgeschieden und weniger
intestinal aufgenommen (verminderte Calcitriol-Synthese in der Niere). Dies hat zur
Folge, dass sich eine negative Kalziumbilanz bei der Typ | Osteoporose einstellt und
damit die Knochenmasse weiter reduziert wird (Abb. 19) [173, 183].
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Abb. 19: Pathophysiologie der Typ | Osteoporose.

Die durch den Ostrogenmangel hervorgerufene Entkopplung von Knochenresorp-
tion und -formation fuhrt zu einem schnellen Knochenmasseverlust sowie zu einer
negativen Kalziumbilanz. Erstellt nach Khosla et al. sowie Siegenthaler & Blum
[87,173].
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Bei der senilen Osteoporose nimmt die Aktivitdt der Osteoblasten und damit die
Knochenneubildung durch intrinsische Alterungsprozesse stetig ab. MalRgeblich daran
beteiligt ist der gesteigerte oxidative Stress in den Knochenzellen des alten Menschen.
Da Ostrogene eine protektive Wirkung gegeniiber reaktiven Sauerstoffspezies haben,
vermindert ein altersbedingter Ostrogenmangel die Knochenformation noch zusétzlich.
Es konnte auch gezeigt werden, dass der Mangel an Ostrogenen wichtiger fir die al-
tersabhangige Knochenresorption ist, als die Alterungsprozesse der Zellen an sich.
Selbst geringe Ostrogenlevel sind entscheidend fiir die Regulation der Knochenresorp-
tion, sowohl lange nach der Menopause als auch bei der senilen Osteoporose [28, 87].
Die Abnahme der Knochenmasse im Alter wird zudem durch eine geringere endogene
Produktion sowie verringerte intestinale Aufnahme (durch verminderte Kalorienzufuhr)

W a-"m

Ostrogenmangel

Osteozyten Osteoblasten Osteoklasten
+ Apoptose t Apoptose | Apoptose
l + oxidativer Stress 1T RANK
— | Remodeling = | Knochenformation t Knochenresorption

Alterungsprozesse
1 oxidativer Stress

!

1

1 Knochenmasseverlust
~low turnover"

Nieren
! | endogene
//' Calcitriol-Produktion

Darm
Malabsorption:
| exogene Vitamin-D-Zufuhr
| Ca2*-Resorption

N Nebenschilddriisen
\ — sekundarer
Hyperparathyreoidismus
1

\
2
Vit;:r?m;'\/l) - ( | Calcitriol

&

Abb. 20: Pathophysiologie der Typ Il Osteoporose.

Ostrogenmangel verstarkt die Auswirkungen der intrinsischen Altungsprozesse der
Knochenzellen und flihrt mit einem leichten sekundaren Hyperparathyreoidismus,
bedingt durch Vitamin-D-Mangel, zu einem langsamen Knochenmasseverlust. Er-
stellt nach Khosla et al. sowie Siegenthaler & Blum [87,173].
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von Vitamin D verstarkt. Dies wiederum fihrt zu einer geringeren Kalziumaufnahme
aus dem Darm, weswegen die Kalziumkonzentration im Blut sinkt. Dadurch wird ver-
mehrt PTH ausgeschittet und es entwickelt sich ein leichter sekundarer Hyper-
parathyreoidismus, der die Knochenresorption zusatzlich steigert (Abb. 20, S. 32) [173,
183]. Zusammenfassend sind demzufolge sowohl Ostrogen- als auch Vitamin-D-Mang-
el von entscheidender Bedeutung fir die Entwicklung einer senilen Osteoporose. Die
Kombination aus beidem erhoht das Risiko fiir eine osteoporotische Fraktur um das
Vierfache, verglichen mit gesunden, gleichaltrigen Individuen [28].

2.4.3. Sekundare Osteoporose

Die sekundare Osteoporose macht mit gerade einmal 5% nur einen kleinen Teil der
Erkrankung aus. lhre Ursachen sind sehr vielfaltig. So kénnen endokrinologische
Erkrankungen (z.B. Hypercortisolismus, Hypogonadismus, Hyperthyreose), neoplas-
tische Erkrankungen (z.B. multiples Myelom, myeloproliferative Erkrankungen), chro-
nische Entziindungen (z.B. Polyarthritis, CEDs) sowie Malabsorptionssyndrome oder
auch Immobilisierung zu einer sekundaren Osteoporose filhren. Die haufigste Ursache
ist jedoch die Langzeittherapie mit Glucocorticoiden (GCs); weitere Medikamente die
ebenfalls eine Osteoporose nach sich ziehen kénnen, sind Glitazone, Protonen-
pumpenhemmer sowie Aromatasehemmer und Antiepileptika [73, 173].

Viele Patienten, die langerfristig (>3 Monate) mit systemisch wirksamen GCs behandelt
werden, erleiden eine Glucocorticoid-induzierte Osteoporose (GlO). Diese kann damit
sowohl Erwachsene als auch Kinder beider Geschlechter betreffen. Das Risiko bei der
GIO eine Fragilitatsfraktur zu erleiden, steigt innerhalb der ersten drei Monate nach
Therapiebeginn rasch an und liegt etwa bei 30% bis 50% wahrend der gesamten Be-
handlungsdauer. Im weiteren Verlauf nimmt das Frakturrisiko zwar wieder etwas ab,
erreicht aber nie den altersentsprechenden Wert gesunder Individuen. Durchschnittlich
ist das Risiko flr eine Huftfraktur um das 7-fache und fiir eine Wirbelkdrperfraktur um
das 17-fache erhdht, wenn mehr als 10 mg Prednisolon pro Tag fur langer als drei
Monate eingenommen werden. Interessanterweise treten Frakturen bei der GIO ver-
glichen mit der primaren Osteoporose schon bei wesentlich besseren T-Score-Werten
auf [22].

Die Effekte einer Langzeitbehandlung mit GCs auf die Knochenzellen wurden bereits in
Kap. 2.3.4. (S. 27) erlautert. Charakteristisch fur die GIO ist die gesteigerte Apoptose
von Osteoblasten und Osteozyten sowie die verringerte Osteoblastogenese, was ins-
gesamt zu einer verminderten Knochenformierung und zur Entkopplung der Regulation
des Knochenmetabolismus flhrt. Initial ist das Uberleben sowie die Differenzierung von
Osteoklasten und somit auch die Knochenresorption gesteigert. Dies fuhrt zu einem
schnellen Knochenmasseverlust von 6% bis 12% innerhalb des ersten Jahres. Spater
ist die Osteoklastogenese vermindert, weshalb auch die BMD in den Folgejahren um
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50% bis 75% langsamer abnimmt als zuvor. Der anfangs schnelle Knochenmassever-
lust, der Untergang von Osteozyten im spongidésen Knochen und eine veranderte
Mikroarchitektur erklaren letztendlich die frihe Zunahme des Frakturrisikos innerhalb
der ersten drei Monate [22, 191]. Aber nicht nur die exogene Zufuhr von GCs auch die
endogene Uberproduktion, wie beispielsweise beim Morbus Cushing, erhéht die Frak-
turwahrscheinlichkeit in gleichem Mafde [191].

Eine Erklarung fir die Beeinflussung von Lebenszeit und Differenzierung der Kno-
chenzellen bei der GIO ist der erhdhte oxidative Stress, hervorgerufen durch die Ein-
wirkungen langfristig erhdhter GC-Level [111]. Eine weitere Erklarung bietet auch das
lokale Renin-Angiotensin-System (RAS) des Knochens, welches von GCs aktiviert
werden kann. Es konnte in vivo bewiesen werden, dass der Knochenmasseverlust, be-
dingt durch verminderte Formation und gesteigerte Resorption, zumindest teilweise
Uber die Aktivierung des lokalen RAS durch GCs ausgel6st ist und dass die BMD-Ver-
ringerung durch die gleichzeitige Behandlung mit einem ACE-Hemmer fast vollstandig
verhindert werden kann. Gestiitzt werden diese Ergebnisse von Studien, die zeigen,
dass mit ACE-Hemmern behandelte Patienten eine héhere BMD und ein geringeres
Frakturrisiko aufweisen [201].

2.4.4. Therapie

Bevor mit einer pharmakologischen Therapie zur Behandlung der Osteoporose be-
gonnen wird, sollten gewisse Basismalinahmen ergriffen werden, um einen weiteren
Knochenmasseverlust sowie das Frakturrisiko zu vermindern. Dazu zahlt die adaquate
Aufnahme von Kalzium mit der Nahrung (z.B. Milchprodukte) und eine entsprechende
Versorgung mit Vitamin D (z.B. ausreichende Sonnenlichtexposition), das Einstellen
weiterer Risikofaktoren wie der Zigaretten- oder Alkoholkonsum sowie eine ausrei-
chende Ernahrung (BMI > 20). Ubungen mit Gewichtsbelastung verbessern sowohl
Muskelkraft als auch Koordination, weswegen das Sturzrisiko abnimmt, und wirken
sich positiv auf den Knochenanbau aus. Zudem sollten, wenn mdglich, Medikamente
vermieden werden, die zu einer Osteoporose filhren kénnen (Kap. 2.4.3., S. 33 f.) oder
die das Sturzrisiko erhéhen (z.B. Sedativa, Antiepileptika, Antidepressiva). Diese Ba-
sismalRnahmen zeigen innerhalb weniger Monate gute Wirkungen und sind vor allem
im Alter sehr effektiv. Da sie jedoch keine Langzeitwirkungen besitzen, bedirfen sie
einer dauerhaften Einhaltung. Ist das Frakturrisiko des Patienten gering, reichen die
Basismallnahmen haufig aus; nur bei hohem Frakturrisiko muss zusatzlich pharmako-
logisch interventioniert werden [43, 83].

Die zu erst entwickelten und immer noch am haufigsten verschriebenen Osteoporose-
Medikamente sind die Bisphosphonate. Zu dieser Medikamentenklasse gehdéren di-
verse Praparate, welchen allen gemeinsam ist, dass sie chemisch dem anorganischem
Pyrophosphat (PPi) ahneln. Sie werden wahrend der Mineralisierung mit in den neuge-
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bildeten Knochen eingebaut. Sobald dieser spater durch das Remodeling wieder abge-
baut wird, werden die Bisphosphonate freigesetzt und gelangen uber Endozytose in
den Osteoklasten. Hier verringern sie die Knochenresorption auf verschiedenen We-
gen. Sie vermindern die Proliferation, Differenzierung und Aktivitat der Osteoklasten
und induzieren deren Apoptose [157].

Ebenfalls zu den antiresorptiv wirkenden Medikamenten zahlt Strontiumranelat. Es ak-
tiviert einen Kalziumrezeptor auf der Plasmamembran von Osteoklasten und verringert
auf diese Weise deren Aktivitat. Zusatzlich wird das Strontium wahrend der Minera-
lisierung in die Hydroxylapatitkristalle eingebaut und ersetzt dort ein Kalziumion.
Dadurch nimmt die Qualitat der Kristalle zu und das Knochengewebe wird harter. Die in
Tierversuchen gezeigte osteoanabole Wirkung konnte im Menschen bislang nicht
nachgewiesen werden [180]. Die positiven Effekte auf den Knochenmetabolismus des
Strontiumranelats kénnen durch zusatzliche Gabe eines Vitamin D Praparates noch
verstarkt werden [1].

Der einzige bislang bekannte osteoanabole Wirkstoff ist der verkirzte PTH-Abkémm-
ling Teriparatid, der bereits im Kap. 2.3.1. (S. 21 f.) beschrieben wurde.

- bei Kalziummangel

Kalzium A. A 1000 mg/d p.o.
Vitamin D3 Vitamin D l | -800-2000 I.E./d p.o.
Alendronat
Ibandronat - antiresorptiv

_ Bisphosphonat ||| []l - NW (selten): Kiefernekrose, atypi-
Risedronat sche Femurfrakturen
Zoledronat
Raloxifen = SERM il — - antiresorptiv
Strontium- - antiresorptiv
ranelat W W hur bei K fiir andere Medikamente
Teriparatid PTH-Analoga - osteoanabol

L Lo Therapiedauer max. 18-24 Monate

Alfacalcidol ' Vitamin D ! !
Etidronat Bisphosphonat | — - antiresorptiv
Calcitonin ~ Hormon l — - antiresorptiv
Ostrogene/ Sexualhormon - antiresorptiv
Gestagene W=

Tab. 1: Osteoporosetherapie.

Medikamentenwahl bezliglich der Senkung des Frakturrisikos nach den Leitlinien
der DVO 2009. WK = Wirbelkorper, Fr. = Fraktur, k.A. = keine Angaben, NW =
Nebenwirkungen, Kl = Kontraindikationen, SERM = selektiver Ostrogenrezeptor-
Modulator. Erstellt nach Diab & Watts sowie Karow & Lang-Roth [43,83].
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Der erst 2010 neuzugelassene monoklonale Antikorper Denosumab inhibiert Osteo-
klastenreifung, -differenzierung sowie -Uberleben. Diese Effekte erreicht der Antikdrper
indem er an RANK-L bindet und somit die Osteoklastogenese hemmt, ahnlich der
physiologischen Wirkung von OPG [172].

Fur die medikamentdse Therapie der Osteoporose stehen auBerdem diverse Ostro-
genpraparate sowie ein selektiver Ostrogenrezeptor-Modulator (Raloxifen) zur Verfi-
gung [43]. Eine Ubersicht (iber die géngigsten Osteoporosemedikamente sowie Uber
Therapieempfehlungen nach den Leitlinien der DVO 2009 gibt Tab. 1 (S. 35).

2.4.5. Epidemiologie

Nach den diagnostischen Kriterien der WHO (Kap. 2.4.1., S. 28 f.) gab es im Jahr 2010
allein in der Europaischen Union 27,5 Mio. Menschen mit Osteoporose (22 Mio. Frauen
und 5,5 Mio. Manner). Die Pravalenz der Osteoporose im Alter von 50 bis 84 Jahren
betrug demnach 21% bei den Frauen und 6% bei den Mannern [72]. Ahnliche Zahlen
wurden durch die ,BEST“-Studie auch flir Deutschland im Jahr 2009 ermittelt. Hier lag
die Pravalenz bei den Uber 50 jahrigen Menschen insgesamt bei 14% (Frauen: 24%,
Méanner: 6%), demnach litten 6,3 Mio. Bundesburger unter Osteoporose. Wie in Abb.
21 zu erkennen ist, nahm die Pravalenz mit steigendem Alter bei beiden Geschlechtern
kontinuierlich zu. Laut dieser Studie entwickelte sich bei 885.000 Menschen pro Jahr
eine Osteoporose neu, was einer Inzidenz von 2,1% in der Altersklasse tber 50 Jahren

entspricht [65].
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Abb. 21: Pravalenz der Osteoporose in Deutschland 2009.
In beiden Geschlechtern nimmt die Pravalenz der Osteoporose mit steigendem
Lebensalter kontinuierlich zu. Aus Hadji et al., S. 54 [65].

Das Hauptproblem der Erkrankung ist jedoch nicht der Verlust an Knochenmasse an
sich, sondern das mit ihr einhergehende gesteigerte Frakturrisiko. So kam es 2010 in
der EU zu 3,5 Mio. neu entstandener Fragilitatsfrakturen. Die haufigsten Frakturstellen
waren dabei die Hufte (610.000), das Handgelenk (560.000) und die Wirbelkdrper
(520.000). Frauen waren etwa doppelt so haufig betroffen wie Manner. Diese Frakturen
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sind meist mit starken Schmerzen, einem langen Leidensweg sowie Behinderung ver-
bunden und reduzieren somit die Lebensqualitat des Patienten. Teilweise kdénnen die
Fragilitatsfrakturen sogar bis zum Tod des Betroffenen flihren [72]. Andere Studien
sprechen von einem Risiko jemals in der Lebenszeit eine osteoporotische Fraktur zu
erleiden von 40% bis 50% bei Frauen und 13% bis 22% bei Mannern. Damit ist das
Lebenszeitrisiko fur eine Fragilitatsfraktur bei Frauen ahnlich hoch wie das fur die ko-
ronare Herzkrankheit (KHK), welches bei 46% liegt und wesentlich hoéher als das
Risiko jemals einen Schlaganfall zu erleiden (20%) [82].

Auch flr das Gesundheitswesen stellen die osteoporotischen Briiche das gréfite Pro-
blem dar, denn durch sie werden hohe Kosten verursacht. In der EU 2010 waren es 37
Milliarden Euro, die durch die Behandlung von Osteoporose-Patienten anfielen, 66%
davon bedingt durch die Versorgung frischer Frakturen, 29% durch Therapie der
Langezeit-Frakturen und gerade einmal 5% durch pharmazeutische Pravention. Im
Vergleich dazu liegen die Kosten flr die Behandlung der KHK im Jahr bei 45 Milliarden
Euro und flr zerebrovaskulare Erkrankungen bei 34 Milliarden Euro innerhalb des EU
Raumes [72].

Von den 24% der Frauen dber 50 Jahren in der BRD mit einem T-Score < -2,5 SD hat-
ten 21,1% im Jahr 2010 mindestens eine Fraktur erlitten. Die Gesamtzahl aller
Fragilitatsfrakturen bei Frauen belief sich dabei auf n=349.560 [58]. Die Behandlungs-
kosten frischer osteoporotischer Frakturen im Jahr 2009 betrugen in Deutschland rund
860 Mio. Euro und machten damit mehr als ein Drittel der Behandlungskosten aller
Frakturen in der Bundesrepublik aus. Die Studie von Bleibler et al. zeigt aulerdem,
dass bei den Uber 50-Jahrigen Frauen 40,1% aller Frakturen durch Osteoporose be-
dingt sind, bei Mannern sind es 23,6% [17].

Am starksten beeintrachtigt werden Patienten durch Huftfrakturen sowie durch klinisch
relevante Briche/Deformitaten der Wirbelkdrper. Unter Huftfrakturen versteht man
sowohl den Knochenbruch des Oberschenkelhalses als auch eine Fraktur im Bereich
der Trochanterregion des Femurs. Letztere ist jedoch starker mit Osteoporose asso-
ziiert. Gerade einmal die Halfte der Betroffenen erlangen nach einer Huftfraktur die
volle Funktionstichtigkeit und Mobilitat wie vor dem Ereignis wieder. 20% bis 30% ver-
sterben sogar im Verlauf des ersten Jahres nach der Fraktur, was jedoch zum Grofteil
dem hohen Alter und der groRen Komorbiditat der Patienten geschuldet ist. Trotzdem
lassen sich etwa 25% der Todesfélle direkt auf den Knochenbruch zurlckfuhren.
Sowohl Mortalitat als auch Einschrankungen der Lebensqualitat sind bei den Wirbel-
korperfrakturen ahnlich grol® wie bei denen der Hifte, sie gelten zusatzlich als wich-
tiger Risikofaktor flir weitere Frakturen [82]. In Deutschland lag 2010 die Zahl der weib-
lichen Todesfalle, die direkt durch eine Fraktur bedingt waren, bei n=13.439, im Ver-
gleich dazu starben im selben Zeitraum n=17.592 Frauen an Brustkrebs [58].
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Aufgrund des demographischen Wandels und der Alterung der Gesellschaft gehen
Studien davon aus, dass im Jahr 2025 33,9 Mio. Menschen mit Osteoporose in der EU
leben werden (+19%) und die Anzahl der Fragilitatsfrakturen bei 4,5 Mio. liegen wird
(+22%) [72].

2.5. Hypothese und Zielstellung
Die operative Versorgung des bruchigen Knochens stellt Unfallchirurgen immer wieder
vor groRe Probleme. So kénnen herkdmmliche Verfahren wie die Schrauben- oder
Plattenosteosynthese meist nicht angewendet werden. Neue Implantate wie winkelsta-
bile Platten ermdglichen zwar eine bessere Frakturversorgung, jedoch erhdhen diese
gleichzeitig die Wahrscheinlichkeit fir die Entwicklung einer Pseudathrose (19%) oder
periprothetischer Briiche (2,6%) [153]. Um in Zukunft eine bestmdégliche Versorgung
der osteoporotischen Frakturen zu gewahrleisten, missen neue Materialien und Im-
plantate entwickelt und in entsprechenden Grof3tiermodellen getestet werden [187].
Denn nur auf diese Weise kénnen Frakturheilungsstudien und biomechanische Unter-
suchungen mit korrekten anatomischen GréRenverhaltnissen durchgefuhrt und die Im-
plantation neuer Osteosynthese- bzw. Knochenersatzmaterialien untersucht werden.
Makroskopischer und mikroskopischer Knochenaufbau, Knochenmetabolismus sowie
die Reaktion auf bestimmte Hormone und Medikamente sollten bei den Tieren eines
solchen Modells dem menschlichen Knochen annahernd entsprechen [147].
Die Etablierung eines solchen Groltiermodells mithilfe von Merinolandschafen ist Ziel
dieser experimentellen Studie. Die bisherige Literatur beschreibt divergente Ergebnisse
in Bezug auf eine kinstlich herbeigefuhrte Menopause durch die Entfernung der Eier-
stocke (Ovariektomie, OVX) beim Schaf [147]. Um zu ermitteln, ob die Auswirkungen
der OVX auf den Knochenstatus verstarkt werden konnen, erhielt in unserem Studien-
design eine Versuchsgruppe zusatzlich eine kalzium- und Vitamin-D-arme Diat
(OVX+D); einer weiteren Gruppe wurden zudem Steroide injiziert (OVX+D+S).
Diese Arbeit beschaftigt sich mit dem Einfluss auf den zelluldaren Knochenmetabolis-
mus nach acht Monaten der Behandlung. Hierfir wurden enzym- und immunhisto-
chemische Farbungen an Praparaten des Femurkopfes und des Wirbelkorpers L4 an-
gefertigt und histomorphometrisch ausgewertet. Folgende Hypothesen wurden auf-
gestellt und sollen in der Arbeit bestatigt oder widerlegt werden:
1. Durch die OVX erhoht sich der Knochenumsatz sowie das Remodeling im Sinne
eines ,high turnover®.
2. Die Diat (OVX+D) verstarkt die Einflusse auf die Knochenzellen, wodurch Trabekel-
flache und -dicke abnehmen.
3. Durch die zusatzliche Gabe von Glucocorticoiden (OVX+D+S) nehmen die nega-
tiven Einflisse auf den Knochenmetabolismus und auf die Trabekelparameter wei-
ter zu, hervorgerufen durch die Entwicklung einer sekundare Osteoporose.
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3.1. Versuchstiere

Die Versuchstiere fir dieses GroRtiermodell waren 32 weibliche Merinolandschafe mit
einem Durchschnittsalter von 5,5 Jahren, die aus einer Schéferei in der Nahe von
Wiesbaden stammten. Alle Versuche an den Tieren wurden in der zentralen For-
schungseinrichtung der Johann Wolfgang Goethe-Universitat in Frankfurt am Main
durchgefiihrt. Der Tierversuchsantrag (Gen. Nr. F 31/36) wurde gemal® § 8 Absatz 1
des Tierschutzgesetzes am 27.09.2012 durch das Regierungsprasidium Darmstadt
(WilhelminenstralRe 1-3, Wilhelminenhaus, 64283 Darmstadt, Deutschland) genehmigt.

3.2. Versuchsanordnung

Die 32 Schafe wurden randomisiert und kontrolliert auf vier Versuchsgruppen
aufgeteilt, die sich in der Behandlung unterschieden. Aufgrund einer Schwangerschaft
musste ein Tier von der Studie ausgeschlossen werden. Die erste Gruppe war die Kon-
trolle (n=8). Die Tiere dieser Gruppe wurden keiner Behandlung unterzogen und erhiel-
ten die Standarddiat (Normalfutter, S. 40). Bei allen anderen Gruppen wurden die Eier-
stocke beider Seiten entfernt (bilaterale Ovariektomie). Dies wurde als Ausgangszeit-
punkt (OM) festgelegt (Abb. 22). Bei den Tieren der zweiten Gruppe wurde nur die bi-
laterale Ovariektomie (OVX, n=7) durchgefihrt; sie erhielten die Standarddiat. Die
dritte Gruppe bekam zur Ovariektomie zusatzlich eine kalzium- und Vitamin-D-arme
Diat (OVX+D, n=8). Die letzte Gruppe wurde mit Ovariektomie, Diat und zusatzlichen
Steroidinjektionen alle zwei Wochen behandelt (OVX+D+S, n=8).

weibliche Merinolandschafe
Durchschnittsalter: 5,5 Jahre

n=31
: 5 Ovariektomie
Ovariektomie Bt Diat
(OVX) Steroide
() (OVX+D+S)
in vivo DXA &
Beckenkammbiopsie
in vivo DXA &
Beckenkammbiopsie
v v v 4 in vivo DXA &
Beckenkammbiopsie
Euthanasie

Femur- und LWK-Entnahme

Abb. 22: Versuchsanordnung des Schafmodells.

31 weibliche Merinolandschafe wurden in die Gruppen Kontrolle, OVX, OVX+D und
OVX+D+S aufgeteilt. Beckenkammbiopsien und DXA-Messungen wurden nach 0, 3
und 8 Monaten durchgefuhrt. Ebenfalls nach 8 Monaten fand die Euthanasie sowie
die Entnahme von Femurkopfen und Wirbelkérpern statt.
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Zu den Zeitpunkten OM, 3M und 8M wurden bei allen Gruppen Beckenkammstanzen
enthommen, sowie in vivo DXA-Messungen und Serumanalysen durchgefuhrt. Nach
acht Monaten Behandlung wurden alle Tiere euthanasiert und die Femurkdpfe sowie
die Wirbelkdper L4 entnommen und prapariert.

3.3. Tierhaltung und -fiitterung

Alle Tiere wurden wahrend des gesamten Versuchszeitraumes artgerecht gehalten und
von erfahrenen Tierpflegern und -arzten betreut. Sowohl die Narkosen und Operatio-
nen als auch die postoperative Nachsorge und die Euthanasie wurden streng vete-
rindrmedizinisch kontrolliert.

Die Tiere der Kontroll- sowie der OVX-Gruppe wurden auf der Weide gehalten, sobald
die postoperative Nachsorge endete (etwa nach zwei Wochen). Sie bekamen in der
Winterzeit zusatzlich das Erganzungsfuttermittel fur kleine Wiederkauer (Schaf/Ziege)
der Firma ssniff (Fa. ssniff Spezialdidaten GmbH, Soest, Deutschland). OVX+D und
OVX+D+S wurden in kleinen Gruppen in Uberdachten Aufenstallen der zentralen
Forschungseinrichtung der Johann Wolfgang Goethe-Universitat in Frankfurt am Main
gehalten und erhielten ab zwei Wochen nach Ovariektomie ein Spezialfutter, welches
kalziumarm und Vitamin-D-frei war (S6189-S010, Fa. ssniff Spezialdiaten GmbH,
Soest, Deutschland). Der Nahrwert sowohl des Normal- als auch des Spezialfutters
war in Hinblick auf die Energiebilanz gleich; beide deckten den taglichen Bedarf eines
ausgewachsen Schafes ab. Wasser stand jedem Tier ad libitum zur Verfligung.

Alle Schafe wurden zu Beginn, nach drei und nach acht Monaten gewogen und regel-
malig veterinararztlich untersucht. Zur prophylaktischen Entwurmung erhielt jedes
Schaf 0,2 ml’kg KG Febantel (Rintal 2.5% ad us. vet., Bayer AG, Leverkusen, Deutsch-
land).

3.4. Steroidinjektionen

Jedes Tier der OVX+D+S-Gruppe erhielt ab zwei Wochen nach der Ovariektomie Ste-
roidinjektionen. Dazu wurden 320 mg Methylprednisolon (Depot-Medrate® ad us. vet.
40 mg/ml Injektionslésung, Pfizer Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland) alle zwei
Wochen abwechselnd in die Vorder- oder Hintergliedmale intramuskular gespritzt.

3.5. Operationsablauf

3.5.1. Operationsvorbereitung und Narkose

Alle Schafe, aulRer die der Kontrollgruppe, wurden in der zentralen Forschungseinrich-
tung in Einzelboxen gebracht und erhielten ab zwdlf Stunden vor der Operation keine
Nahrung mehr, Wasser stand ihnen jedoch nach Belieben zur Verfugung. Sie bekamen
zur Pramedikation vor der Anasthesie 1 mg/kg Ketaminhydrochlorid (Ketavet® 10 mg/
ml, Bela-Pharm GmbH & Co. KG, Vechta, Deutschland), 0,01 ml’kg Xylazin (Rompun®
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2%, Bayer AG, Leverkusen, Deutschland), 0,3 mg/kg Midazolam (Midazolam Ro-
texmedica 5 mg/ml, ROTEXMEDICA GmbH, Trittau, Deutschland) sowie 0,01 mg/kg
Atropin (Atropinsulfat 0,5 mg/ml, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland).
Nachdem die Tiere damit ausreichend sediert waren, konnten sie gewogen und am
Abdomen rasiert werden. Verbliebene Wolle im Operationsfeld wurde mit einer Ent-
haarungscreme (Pilca Enthaarungscreme, DMV Diedrichs Markenvertrieb GmbH & Co.
KG, Bad Pyrmont, Deutschland) entfernt.

Als vendser Zugang wurde zu den Zeitpunkten OM und 3M die Vena cephalica der Vor-
dergliedmalRe gewdahlt. Diese wurde mit einer sterilen Venenverweilkanile (Vasofix®
17G, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) punktiert. Zum Zeitpunkt 8M
erhielten die Schafe einen zentralen Venenkatheter (einlumiger ZVK, 14G, Arrow
GmbH, Neu-Isenburg, Deutschland), der in die Vena jugularis am Hals platziert wurde.
Die Narkose fir die Entnahme der Beckenkammstanzen sowie fur die Ovariektomie
wurde als totale intraventse Andsthesie durchgefuhrt. Dazu wurde jedem Tier zur
Narkoseeinleitung 2 mg/kg Propofol (Propofol 2%, Fresenius Kabi, Bad Homburg,
Deutschland) und 2 ug/kg Fentanyl (Fentanyl-Hameln 50 pyg/ml, hameln pharmaceuti-
cals GmbH, Hameln, Deutschland) i.v. appliziert. Danach konnte intubiert und auf einen
Propofol-Dauerperfusor mit 50 ml/h (entspricht ca. 0,3 mi/kg/min Propofol) umgestellt
werden.

Alle Schafe erhielten vor jeder OP intramuskular eine Antibiotika-Prophylaxe mit 0,1 ml/
kg Penicillin (Veracin® RS, Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutschland) sowie zur Analge-
sie subkutan 0,01 mg/kg Buprenorphinhydrochlorid (TEMGESIC® Ampullen 0,3 mg, RB
Pharmaceuticals GmbH, Mannheim, Deutschland).

3.5.2. Bilaterale Ovariektomie

Nach der Narkoseeinleitung wurden alle vier GliedmalRen eines Tieres mit Gaze-Ban-
dagen fixiert, das Operationsgebiet wurde gesaubert, desinfiziert und steril abgedeckt.
Kranial vom Euter wurde ein ca. 15 cm langer, langsverlaufender Hautschnitt gesetzt.
Danach wurde das subkutane Fettgewebe durchtrennt, bis die Linea alba zu sehen
war. Mit einer Stichinzision wurde diese durchtrennt und das Peritoneum eréffnet. Nach
Erweiterung der Inzision wurden Uterus, Tuben und Ovar in situ freiprapariert (Abb.
23). Danach wurden die Tuben kurz unterhalb der Ovarien mithilfe einer Transfixations-
Ligatur mit resorbierbarem Nahtmaterial (Vicryl 4-0, Ethicon Johnson und Johnson
Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland) abgebunden und die Ovarien entfernt.
Bevor die Muskel- und Hautschichten verschlossen wurden, erfolgte eine Inspektion
des gesamten Abdomens. Nach der Operation wurde jedes Tier so lange in einer
Einzelbox gehalten, bis es das vollstdndige Bewusstsein wiedererlangt hatte. Nach
Beurteilung durch einen Tierarzt konnten die Schafe wieder auf die Weide bzw. in den
Stall zuriickgebracht werden.
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Abb. 23: Intraoperatives Bild wahrend der Ovariektomie.
Freiprapariertes Ovar kurz vor der Ligatur und dem Absetzten.

3.5.3. Postoperative Nachsorge

In den ersten flnf Tagen nach einer Operation erhielt jedes Tier alle zwei Tage 0,1 ml/
kg Penicillin i.m. (Veracin® RS, Albrecht GmbH, Aulendorf, Deutschland) zur antibio-
tischen Prophylaxe. Desweiteren bekamen sie einmal am Tag ein NSAR i.m.: 0,5 mg/
kg Meloxicam (Metacam® 20 mg/ml ad. us. vet., Boehringer Ingelheim Vetmedica
GmbH, Ingelheim am Rhein, Deutschland) und zweimal am Tag 0,01 mg/kg Bupre-
norphinhydrochlorid s.c. (TEMGESIC® Ampullen 0,3 mg RB Pharmaceuticals GmbH,
Mannheim, Deutschland). Das Opiat wurde nach tierarztlicher Beurteilung mit der Zeit
reduziert, um die Schafe langsam zu entwdhnen.

Das Allgemeinbefinden sowie die Heilung der Operationswunde wurde in den ersten
beiden Wochen nach der OP von Tierarzten und -pflegern taglich kontrolliert.

3.6. Euthanasie und Probengewinnung

Nach acht Monaten wurden die Tiere, wie oben beschrieben, anasthesiert und dann
durch die intravendse Applikation von 50 mg/kg Pentobarbital (Anestesal®, Pfizer,
Mexiko-Stadt, Mexiko) getotet.

AnschlielRend wurden beide Femora und die Wirbelkdrper L2 bis L5 im ganzen ent-
nommen und vom umliegenden weichen Bindegewebe freiprapariert. Um die so ge-
wonnenen Knochenproben im nachsten Schritt fur die Histologie auf arbeiten zu kon-
nen, wurden die Femurkdpfe in koronare und die Wirbelkdrper in transversale
Scheiben gesagt, welche in der Experimentellen Unfallchirurgie der Justus-Liebig-Uni-
versitat in Gielden weiterverarbeitet wurden.
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3.7. Herstellung von Knochenschnitten und -schliffen

Damit der zellulare Knochenmetabolismus untersucht werden konnte, wurden sowohl
vom Femurkopf als auch vom Wirbelkdrper L4 Paraffinschnitte und PMMA-Schliffe
angefertigt. An den Paraffinschnitten wurden histologische sowie enzym- und immun-
histochemische Farbungen durchgefihrt, um den spongiésen Knochen analysieren
und Menge sowie Aktivitat von Osteoblasten und Osteoklasten bestimmen zu kdnnen.
Die PMMA-Schliffe blieben ungefarbt und dienten zur Ermittlung der Minera-
lisierungsrate mit Hilfe von in vivo Fluoreszenz-Markierungen im Knochen.

3.7.1. Herstellung der Paraffinschnitte

Die Fixierung, der bei der Euthanasie gewonnenen Knochenproben, wurde mit der
Technik nach Lillie (4% Paraformaldehydiésung in 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH
7,2 bis 7,4) Uber 48 Stunden bei 4°C durchgefiihrt. Um die so fixierten Proben von
Formalin zu reinigen, wurden sie mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer (pH 7,2 bis 7,4)
sechsmal gespult und anschlieBend in Einbettungskassetten gelegt. Zur schonenden
Entkalkung wurden die Knochenproben Uber vier Wochen in 3,4%iger Ethylendiaminte-
traacid- (EDTA) / 10%iger Tris-Ldésung gelegt, wobei die Lésung alle zwei Tage ge-
wechselt wurde. Nach dem grindlichen Spillen aller Proben unter fliellendem
Leitungswasser fur eine Stunde, wurden sie zum Entwassern und Einbringen in die
Paraffinphase in den Einbettungsautomaten (Leica TP1050, Leica Biosystems Nuss-
loch GmbH, Nussloch, Deutschland) gegeben. In diesem verweilten die Proben unter-
schiedlich lang in verschiedenen Medien, wie Tabelle 2 zeigt.

70% Alkohol 2 h
80% Alkohol  2,5h
96% Alkohol 2 h
100% Alkohol 3 x3h

Xylol 1h
Tab. 2: Entwéasserungsschema der Paraffinschnitte. ;
Das Medium und die jeweilige Verweildauer im Einbet- Xylol 2 x45 min
tungsautomaten. Paraffin 3 x 40 min

Nach dem Umbetten der Proben in Metallférmchen wurde das Paraffin auf einer Kal-
teplatte (-20°C) zum Erstarren gebracht. Diese Paraffinblécke wurden mit Hilfe eines
Rotationsmikrotoms (Microm HM355S Coolcutsystem Fa. Thermo Scientific, MA, USA)
geschnitten. Die dabei entstandenen 5 pym dicken Paraffinschnitte wurden Uber eine
Wasserrutsche einem 42°C warmen Wasserbad zugefiihrt. Wegen der Warme im
Wasserbad dehnten sich die Schnitte aus. Als letztes wurden sie auf SuperFrost Plus
Objekttrager (Fa. R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland) aufgebracht und tber
Nacht bei 37°C getrocknet.
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3.7.2. Herstellung der PMMA-Schliffe
Die PMMA-Einbettung (Technovite 9100) ist vor allem flr mineralisierte Hartgewebe
geeignet, es entfallt demzufolge der Schritt der Entkalkung der Knochenproben [98].

Komponenten (64715444, Fa. Heraeus Kulzer GmbH, Hanau, Deutschland)
Basisldsung (stabilisiert): Technovit® 9100 Basislésung stabilisiert

Harter 1: Technovit® 9100 Harter 1

Harter 2: Technovit® 9100 Harter 2

PMMA-Pulver: Technovite 9100 PMMA-Pulver

Polymerisationsregler: Technovite 9100 Regler

Fixierung, Entwésserung und Infiltration

Die Fixierung der Proben erfolgte, wie schon bei den Paraffinschnitten, mit der Technik
nach Lillie (4% Paraformaldehydlésung in 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,2 bis 7,4)
Uber 48 Stunden bei 4°C. Die anschlieRenden Schritte der Entwasserung sowie der
Pra- und Infiltration dauerten jeweils mehrere Tage und verliefen nach dem in Tabelle 3
dargestellten Schema. Es wurde bei jedem Schritt drei bis vier mal am Tag ein Vakuum
von -200 mbar im Exikator erzeugt und flr zehn Minuten gehalten.

Entwasserung  Alkohol 70% T, ritteln
Entwasserung  Alkohol 70% RT, rutteln 2d
Entwasserung  Alkohol 80% RT, rutteln 3d
Entwésserung  Alkohol 96% RT, rutteln 3d
Entwasserung  Alkohol 100% RT, ratteln 4d
Entwasserung  Alkohol 100% RT, rutteln 3d
Entwasserung  Alkohol 100% RT, rutteln 4d
Entwasserung  Alkohol 100% RT, rutteln 3d
Entwasserung  Alkohol 100% RT, rutteln 4d
Entwéasserung  Xylol RT, ratteln 12 h
Entwésserung  Xylol RT, ratteln 12h
Prainfiltration 1 = Prainfiltrationslésung 1 RT, ritteln 5d
Prainfiltration 2 = Prainfiltrationslésung 2 RT, ritteln 5d
Prainfiltration 3 = Prainfiltrationslésung 3  4°C 4d
Infiltration Infiltrationslésung 4°C 11d

Tab. 3: Entwédsserungs- und Infiltrationsschema der Technovit®-Einbettung.
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Entstabilisieren der Basislésung

Eine Chromatographiesaule wurde mit 50 g Aluminiumoxid gefllt und die Basislésung
(stabilisiert) durchlief diese. So entstanden drei bis vier Liter entstabilisierte Basislo-
sung.

Herstellung der Gebrauchslésungen
Prainfiltrationslésungen:

1) 125 ml Basislosung (stabilisiert) + 125 ml Xylol

2) 250 ml Basislosung (stabilisiert) + 1,25 g Harter 1

3) 250 ml Basislésung (entstabilisiert) + 1,25 g Harter 1
Infiltrationsldsung:
- 250 ml Basislésung (entstabilisiert) + 20 g PMMA-Pulver + 1 g Harter 1
Stammldsung A:
- 500 ml Basisldsung (entstabilisiert) + 80 g PMMA-Pulver + 3 g Harter 1
Stammlésung B:
- 44 ml Basislosung (entstabilisiert) + 4 ml Harter 2 + 2 ml Polymerisationsregler

Polymerisation

Zur Herstellung des Polymerisationsgemisches wurden neun Volumenteile der ge-
kihlten Stammlésung A mit einem Volumenteil der Stammlésung B gemischt. Die ent-
wasserten und infiltrierten Proben wurden in ovale Einbettférmchen in den vor-
gekihlten Exikator gelegt und mit dem Polymerisationsgemisch langsam Ulbergossen
bis die Férmchen randvoll waren. Danach wurde fir funf bis zehn Minuten mit dem
Exikator ein Unterdruck von -200 mbar erzeugt. Als Letztes wurde Polymerisations-
gemisch (siehe oben) nachgefillt und die Foérmchen mit Parafilm luftdicht ver-
schlossen. Nach zwei Tagen bei -4°C waren die Proben polymerisiert und konnten
langsam auf Raumtemperatur erwarmt werden.

Herstellung der Schliffe

Die Technovitblécke mit den eingebetteten Knochenproben wurden als Erstes mit dem
Trennschleifsystem 310 CL* grob zurecht gesagt. Danach konnten diese Blocke mit
einer Vakuum-Klebevorrichtung* auf vorher angeraute Plexiglas-Objekttrager (304150,
Fa. Heraeus Kulzer GmbH, Hanau, Deutschland) aufgebracht werden. Als Kleber
wurde Technovit 4000 (64708458, Fa. Heraeus Kulzer GmbH, Hanau, Deutschland)
benutzt. Um auf der gegenuberliegenden Seite die Knochenoberflache sichtbar und
den Schiliff planparallel zu machen, wurden die Blocke mit dem Mikroschleifsystem 400
CS* mit grober Kérnung geschliffen. Mit Hilfe einer Prazisionsklebepresse* konnte
danach auf dieser Seite ein Glasobjektrager aufgebracht werden. Dazu wurde Prazi-
sionskleber (405 110, T7210 Prazisionskleber, Fa. patho-service GmbH, Oststeinbeck,
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Deutschland) genutzt. Zwischen jedem dieser Schritte wurde mit einer Mikrometer-
schraube gemessen, um die Dicke der Objekttrager, der Kleber und des Praparates zu
bestimmen. Die zwischen beiden Objekttragern als ,Sandwich® geklebten Blécke wur-
den dann mit dem Trennschleifsystem 310 CL* gesagt und mit dem Mikroschleifsystem
400 CS* und feinem Schleifpapier bearbeitet, damit der Knochenschliff eine Enddicke
von ca. 30 um erreichte. Nach kurzem Polieren waren die Schliffe bereit zum Farben
bzw. zur Analyse der Fluoreszenz-Markierung.

* Fa. EXAKT Advanced Technologies GmbH, Norderstedt, Deutschland

3.8. Toluidinblau Farbung

Um einen ersten Eindruck von den Knochenschnitten zu gewinnen, wurde die Toluidin-
blau Farbung gewahlt, da sie gute Differenzierungsmaoglichkeiten bietet. So stellt sich
mineralisierter Knochen blassblau bis ungefarbt dar, Osteoidsdume sowie Zellen und
Zellkerne werden blau und Knorpel metachromatisch rotviolett angefarbt [98].

Farbeldsungen und -protokoll im Anhang (S. 104).

3.9. Enzymhistochemie

Unter dem Begriff Enzymhistochemie versteht man eine Vielzahl von Farbemethoden,
die alle auf dem selben Prinzip beruhen: Ein (farbloser) Indikator wird dem anzufar-
benden Enzym als Substrat angeboten. Dieses katalysiert die Umwandlung des Sub-
strats in einen Farbstoff oder in ein Zwischenprodukt, welches mit einem weiteren Rea-
genz zusammen zum Farbstoff wird. Da der Farbstoff schwerl6slich ist und gut an
Gewebeproteine bindet, zeigt er den Ort der Enzymaktivitat im Praparat auf [98].

3.9.1. Alkalische Phosphatase (ALP) Farbung

Alkalische Phosphatasen (ALP) sind membrangebundene Enzyme, die extrazellular
bei einem pH von 8-10 Monophosphatester hydrolysieren. Beim Menschen sind vier
verschiedene Formen bekannt: Dinndarm-, Plazenta- und Keimzell-spezifische, sowie
Gewebe-unspezifische (tissue-nonspecific = TNAP) ALP. Die TNAP ist unter anderem
auf der AuRenseite der Zellmembran von aktiven Osteoblasten und den von ihnen
abgeschnirten Matrixvesikeln zu finden. Wahrend der Mineralisierung ist die TNAP an
der Hydrolysierung von PP; zu P; sowie an der Verlangerung der Hydroxyapatitkristalle
beteiligt (Kap. 2.2.3., S. 17 f.) [127].

Als Substrat flir die alkalische Phosphatase in den Paraffinschnitten von Femur und
LWK wurde BCIP/NBT (Brom-Chlor-Indolylphosphat/Nitroblautetrazoliumchlorid) be-
nutzt, welches als dunkelblau-violettes Farbprodukt ausfallt [98].

Farbeldésungen und -protokoll im Anhang (S. 104).
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3.9.2. Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAP) Farbung

Im menschlichen Kérper kommen verschiedene saure Phosphatasen vor. Dazu zahlen
zum Beispiel die lysosomale, die Makrophagen- oder die Osteoklasten-spezifische
saure Phosphatase. Allen gemeinsam ist, dass sie Metallophosphoesterasen sind, die
bei niedrigem pH die grofite Aktivitat zeigen. Sie unterscheiden sich jedoch in ihrer Re-
sistenz gegeniber Tartrat, welches bei einigen sauren Phosphatasen inhibitorisch auf
die katalytische Aktivitat wirkt. Die Funktion der Tartrat-resistenten sauren Phosphatase
(TRAP) der Osteoklasten ist noch nicht vollstandig geklart, sie spielt sowohl extrazel-
lular (bei der Migration der Osteoklasten) als auch intrazellular (beim Kollagen-Abbau
mit Hilfe von reaktiven Sauerstoffspezies) eine wichtige Rolle (Kap. 2.2.4., S19 f.) [23].
Fir die Paraffinschnitte von Femur und LWK diente Naphtol-AS-TR-Phosphat als Sub-
strat. Nach der Hydrolysierung durch TRAP entstand a-Napthol, welches mit Echtrot-
salz zu einem roten Farbstoff ausfiel [98].

Farbeldésungen und -protokoll im Anhang (S. 105).

3.10. Immunhistochemie

Das Prinzip immunhistochemischer Farbungen beruht auf einer Antigen-Antikérper-
Reaktion. Dabei bildet eine bestimmte Gewebeeigenschaft (z.B. Aminosauregruppe,
Oligosaccharidkette) das Epitop bzw. Antigen, an welches ein Antikdrper spezifisch
bindet. Der Antikorper tragt ein Detektionssystem und kann somit auf dem Gewebe
dargestellt werden, wodurch selbst kleine Mengen an Epitopen verstarkt sichtbar sind
[98].

3.10.1. RANK-L und OPG Farbung

RANK-L und OPG spielen, wie in Kapitel 2.2.2. (S. 12 ff.) erwdhnt, eine entscheidende
Rolle sowohl in der Osteoklastogenese als auch in der Regulierung der Aktivitat reifer
Osteoklasten. RANK-L befindet sich membrangebunden auf der Oberflache von reifen
Osteoblasten und dient als Ligand flir RANK. Der Rezeptor RANK wird von Osteoklas-
tenvorlaufern exprimiert, welche durch die Bindung von RANK-L an RANK zur Dif-
ferenzierung und Aktivierung angeregt werden. OPG ist ein l6slicher Rezeptor fur
RANK-L, der die Osteoklastogenese sowie die Osteokalstenaktivitat inhibiert, sobald er
an RANK-L bindet [190].

Mithilfe der immunhistochemischen Farbetechnik konnten in den Paraffinschnitten von
Femur und LWK die Aktivitat von RANK-L und OPG sichtbar gemacht werden. Eine
Gegenfarbung erfolgte hierbei nicht, da diese die primare Antikdrper-Farbung zerstorte.
Die Primarantikérper sind in Tabelle 4 (S. 48) abgebildet, als Sekundarantikérper diente
ein biotinylierter Universalantikérper Anti-Maus/Kanninchen IgG (BA-1400, Fa. Vector,
CA, USA).
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Anti-RANK-L Anti- M Klonal Abcam, Cam- 1:100 in Verdin-
korper (12A668) aus monokiona bridge, UK nungspuffer
Osteoprotegerin Kaninch vklonal Abbiotec, CA, 1:100 in Verdin-

Antikdrper (250800) aninchen polykiona USA nungspuffer

Tab. 4: Primarantikérper der Immunhistochemie.

Farbel6ésungen und -protokoll im Anhang (S. 105).

3.11. Fluoreszenz-Markierungen

Bei der Mineralisierung der Knochenmatrix kénnen neben Calcium und anderen lonen
ebenfalls bestimmte Fluoreszenzfarbstoffe, genannt Fluorochrome, eingebaut werden.
Werden spater Biopsien entnommen und die nicht-entkalkten Knochenproben mit
einem Fluoreszenzmikroskop betrachtet, so zeigen sich je nach verwendetem Fluoro-
chrom unterschiedlich gefarbte Banden im kalzifizierten Knochen [98].

Drei Versuchstiere aus jeder Gruppe wurden randomisiert ausgewahlt und erhielten 15
Tage vor Euthanasie Alizarin Complexone und 14 sowie 7 Tage vor Euthanasie Cal-
cein. Die Substanzen wurden gewichtsadaptiert s.c. injiziert. Die Herstellung der Injek-
tionslésungen erfolgte in einer Sterilbank und es wurden sterile Utensilien sowie
Gefale benutzt.

Herstellung der Injektionslésungen im Anhang (S. 107).

3.12. Fotomikroskopie

Die mit ALP oder TRAP gefarbten Schnitte wurden zunachst in der Experimentellen
Unfallchirurgie der Justus-Liebig-Universitat Gielen in Ubersicht (VergroRerung 2,5x)
und im Detail (Vergrofierung 10x bzw. 40x) fotografiert. Dazu wurde ein Fotomikroskop
(Axioplan 2, Fa. Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Deutschland) mit einer Digitalka-
mera (Leica DC 500, Fa. Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) verwendet. Die so
erstellten Bilder wurden dann durch die Mikroskopsoftware Axio Vision (Fa. Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Jena, Deutschland) digitalisiert.

Fir die Bilder der Toluidinblau sowie fur die immunhistochemischen Schnitte und der
Fluoreszenz-Markierung wurde das Fotomikroskop Leica DM5500 (Fa. Leica Micro-
systems CMS GmbH, Wetzlar, Deutschland), die Digitalkamera Leica DCF 7000 T (Fa.
Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar, Deutschland), sowie die Software Leica Ap-
plication Suite X, 1.9.13747 (LAS X, Fa. Leica Microsystems CMS GmbH, Wetzlar,
Deutschland) verwendet. Fir die Fluoreszenzmikroskopie (Fluoreszenz-Markierungen
und Immunhistochemie) wurden der Texas-Red-Filter (Exzitation: 559 + 17 nm, Emis-
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sion: 630 £ 34.5 nm) sowie der Green-Fluorescent-Protein-Filter (Exzitation: 469 + 17.5
nm, Emission: 525 + 19.5 nm) genutzt.

Die anschlieRende Bildbearbeitung erfolgte mit Adobe Photoshop CS 2 (Fa. Adobe
Systems Incorporated, CA, USA) sowie mit Imaged (Version: 2.0.0-rc-15 / 1.49m,
Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA).

3.13. Deskriptive Auswertung der Toluidinblau Farbung

Fur die deskriptive Analyse der Proben von Femur und Lendenwirbelkdrper wurde die
Toluidinblau Farbung gewahlt. Geachtet wurde vor allem auf Dicke und Vernetzung der
Trabekel des spongidsen Knochens, auf die Dicke des intrakortikalen Knochens und
die Anzahl der Erosionstunnel, sowie auf die Verteilung von Knochenmark bzw.
Fettvakuolen. Zudem waren ebenfalls die Dicke der Kortikalis und der Anteil an nicht-

mineralisierter Matrix in der Spongiosa von Interesse.

3.14. Auswertung der Enzym- und Immunhistochemie mit ImageJ

3.14.1. Halbautomatisierte Auswertung der ALP Farbung

Als Erstes wurde, wie oben beschrieben, von jedem Tier die ALP in einem Schnitt des
Femurkopfes sowie des Wirbelkdrpers L4 gefarbt. Jedes Praparat wurde dann syste-
matisch und vollstandig mit zehnfacher VergréRerung untersucht. Von jeder Stelle, an
der eine deutlich positive ALP-Farbreaktion zu erkennen war, wurde ein Foto gemacht.
Im nachsten Schritt konnte dann die gesamte ALP-positive (ALP+) Flache bestimmt
werden, um die Menge an Osteoblasten im Praparat zu evaluieren.

Mit dem Imaged Tool ,Trainable Weka Segmentation® war es moglich, verschieden
gefarbte Bereiche im Bild unterschiedlichen Klassen (,classes”) zuzuordnen. Dafur
wurde zunachst ein ,Classifier” erstellt, indem der Bildfarbe die jeweilige Klasse zuge-
ordnet wurde (Abb. 24, S. 50). Drei Klassen wurden unterschieden: 1) violett gefarbte
ALP+ Flache, 2) rot bis pink gefarbte Knochenmarkzellen und 3) schwach-rot bis nicht
gefarbte Bereiche. Leider war es nicht mdglich Knochentrabekel vom Hintergrund zu
unterscheiden, da die Gegenfarbung teilweise sehr schwach war. Dieser zu Beginn
erstellte ,Classifier wurde flr alle Praparate benutzt, um spater die Vergleichbarkeit
der Bilder zu gewahrleisten.

Jetzt konnten alle Bilder eines Praparates in ImagedJ geladen werden und das Tool
,1rainable Weka Segmenation" hat diese in dreifarbige Bilder mit den oben genannten
Klassen umgewandelt (Abb. 25, S. 50). Bei jedem dieser dreifarbigen Bilder konnte
man wiederum den prozentualen Anteil aller drei Farben/Klassen am Gesamtbild ermit-
teln. Da die Flache eines Bildes bekannt war (21,4 mm?), konnte so die absolute ALP+
Flache fir jedes Einzelbild und summiert auch flr das gesamte Praparat bestimmt
werden.
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Abb. 24: Programmierung des ,,Classifiers*.

Damit das Tool ,Trainable Weka Segmentation“ die Bildfarben in Klassen sortieren
konnte, musste zunachst ein ,Classifier* erstellt werden. Dazu wurden bis zu 15
Freihandlinien an verschiedenen Stellen des Bildes flir die jeweiligen Klassen ge-
zeichnet. rot = ALP+ Flache, grin = Knochenmarkzellen, violett = Rest.

Abb. 25: Klassifizieren des Originalbildes.

Im Originalbild (A) ist die ALP+ Flache deutlich violett zu erkennen. Im klassi-
fizierten Bild (B) ist diese Flache rot, Knochenmarkzellen griin und Knochen sowie
Hintergrund sind violett (VergroRerung 10x).

Um zusatzlich eine Aussage Uber die Aktivitat der Osteoblasten treffen zu kénnen,
wurden Lange und Dicke der ALP+ Flache am Knochen bestimmt. Dazu wurden alle
Bilder eines Praparates in ImagedJ gedffnet und die korrekte Skalierung eingestellt.
Dann wurde eine freihandige Linie entlang der am Knochen anliegenden ALP+ Flache
gezogen und deren Lange gemessen (Abb. 26, S. 51). Alle gemessenen Einzellangen
addiert, ergaben die Gesamtlange des jeweiligen Praparates.
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Abb. 26: Ermittlung der Lange der ALP+ Flache in ImageJ.
An jeder Kontaktstelle, wo die ALP+ Flache den Knochen berlhrt, wurde eine Linie
(gelb) gezogen. Die Lange dieser Linie wurde von ImageJ in um angezeigt.

Danach musste noch die zuerst ermittelte absolute ALP+ Flache (in um?) durch die
gemessene Gesamtlange (in pm) dividiert werden, um die mittlere Dicke (in ym) der
ALP+ Flache zu erhalten.

Um die Vergleichbarkeit untereinander zu gewahrleisten wurde die absolute ALP+
Flache mit der Trabekelflache des jeweiligen Praparates normalisiert und das Verhalt-
nis von Gesamtlange der ALP+ Flache zur Gesamtlange der Trabekel berechnet.

3.14.2. Manuelle Auswertung der TRAP Farbung

Die mit TRAP gefarbten Schnitte von Femur und Wirbelkérper wurden mit kleiner Ver-
grolerung (5x) systematisch und vollstandig untersucht, wobei jede deutlich TRAP-
positive (TRAP+) Stelle mit 40x genauer analysiert wurde. Die Zellen wurden jedoch
nur dann fotografiert und als Osteoklasten gewertet, wenn folgende drei Merkmale zu-
trafen: 1) deutlich TRAP positiv, 2) mehrkernig und 3) am Knochen anliegend.

Um eine Aussage Uber die Menge und Aktivitdt der Osteoklasten machen zu kénnen,
wurden alle Bilder eines Praparates in Imaged geladen. Nachdem die richtige
Skalierung eingestellt wurde, konnte eine freihandige Linie entlang der Kontaktflache
von Osteoklast und Knochen gezogen werden, welche dann gemessen wurde. Dies
wurde fur jeden Osteoklasten des Praparates einzeln gemacht, sodass man letzt-
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endlich die Anzahl der Osteoklasten, deren gesamte und deren durchschnittliche
Lange ermitteln konnte (Abb. 27).

(Fiji Is Just) Image)

o] | <[+~ Ala]o] | mssfulo]s]a] |
F-ISIIAQm; Java 1.6.0_65 [64-bit];

(023)_458_13_Schaf02_OT9_8M_Femur_T1_TRAP_40x.tif (75%)

[342.11x271.05 um (1300x1030); RGB; 5.1MB

Abb. 27: Ermittlung der Osteoklastenanzahl und -lange in ImageJ.

Durch Ziehen einer Linie entlang der Kontaktflache von Osteoklast und Knochen
konnte die Lange eines Osteoklasten bestimmt werden. Im Bild sind zwei Osteo-
klasten zu erkennen, welche alle drei Kriterien (TRAP+, mehrkernig, am Knochen
anliegend) erflllten; eine dritte TRAP+ gefarbte Zelle erfillte diese nicht und ging
somit nicht in die Auswertung ein.

Damit auch hier Unterschiede in der Praparatgrofie keinen Einfluss auf die Vergleich-
barkeit hatten, wurde die Osteoklastenanzahl mit der Trabekelflache normalisiert und
das Verhaltnis der Gesamtlange der Osteoklasten zur Trabekellange bestimmt.

3.14.3. Halbautomatisierte Auswertung der immunhistochemischen Farbungen
Von jedem Tier wurde sowohl vom Femurkopf als auch vom Lendenwirbel ein Paraffin-
schnitt jeweils mit RANK-L und OPG immunhistochemisch angefarbt. Alle Praparate
wurden dann vollstandig und systematisch mit zehnfacher VergréfRerung untersucht.
Von den Gebieten, wo eine deutlich positive Farbreaktion zu erkennen war, wurde ein
Foto erstellt. Die RANK-L- bzw. OPG-positiven (RANK-L+/OPG+) Stellen der Fotogra-
fien wurden anschliefend in Photoshop nach ihrer Erscheinungsform sortiert. Es wur-
den drei Gruppen unterschieden: 1) Osteozyten, 2) Erosionstunnel und 3) Erosions-
lakunen. Im nachsten Schritt wurde, wie schon bei ALP, mit dem ImageJ Plugin ,Train-
able Weka Segmentation” erst ein ,Classifier* erstellt und dann in allen Bildern —
sortiert nach den jeweiligen Gruppen — die RANK-L+ bzw. die OPG+ Flache ermittelt.
Um auch hier wieder die Vergleichbarkeit zwischen den Versuchsgruppen zu gewahr-
leisten, wurde die erhaltene absolute RANK-L+ bzw. OPG+ Flache sowie alle
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Einzelflachen mit der Trabekelflache des jeweiligen Praparates normalisiert. Zudem
wurde das RANK-L/OPG-Verhaltnis fur die Gesamtflachen sowie fur die Osteozyten
berechnet.

3.15. Halbautomatisierte Bestimmung der Trabekelparameter

Um den spongiésen Knochen objektiv beurteilen und um die schon bestimmten Para-
meter der enzym- und immunhistochemischen Farbungen normalisieren zu kdnnen,
wurden die Trabekelflache, -lange und -dicke ermittelt.

Hierzu wurden die Ubersichtsfotografien (VergréRerung 2,5x) der TRAP-Farbung
(Gegenfarbung HE) zunachst in Photoshop bearbeitet. Als erstes wurde der spongitse
mit dem angrenzenden intrakortikalen Knochen ausgeschnitten, um den Hintergrund
um das Praparat, sowie eventuelle Muskel- und Knorpelanteile zu schwarzen. Danach
wurde mittels Zauberstab-Tool nur das Knochengewebe ausgewahlt, um den
Knochenmarkraum mit Zellen und Bindegewebe entfernen zu kénnen (Abb. 28-A+B).
Diese Bilder, welche jetzt nur noch spongidsen und (intra-)kortikalen Knochen enthiel-
ten, wurden mit Hilfe des ImagedJ Tools ,Trainable Weka Segmentation® weiter verar-
beitet. Wie schon bei der ALP-Auswertung wurde zunachst ein ,Classifier erstellt, der
1) den rot gefarbten Knochen, 2) den weiRen Praparathintergrund und 3) den
schwarzen Hintergrund um das Praparat erkannte. Dieses Tool wandelte die in Photo-
shop bearbeiteten Bilder wieder in dreifarbige Bilder um (Abb. 28-C), bei denen der
prozentuale Anteil der einzelnen Farben ermittelt werden konnte. Da die GréRRe der
Ubersichtsfotografie bekannt war, konnten nun auch die absoluten Werte fiir Trabekel-
und Praparatflache berechnet werden.

A

Abb. 28: Bearbeitungsschritte zur Bestimmung der Trabekelflache.

A) Unbearbeitetes Originalbild. B) Der Hintergrund um das Praparat, Muskel und
Bindegewebe sind geschwarzt, der Markraum ist weil. C) Von Imaged klassi-
fiziertes Bild. Die Knochenflache stellt sich rot und die Flache des Markraums griin
dar. Rote und grine Flache addiert, ergeben die gesamte Praparatflache (Ver-
groRerung 2,5x).
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Als Nachstes wurde die durchschnittliche Trabekeldicke der einzelnen Praparate be-
stimmt. Dazu wurden vier Spongiosabereiche in den klassifizierten Bildern rando-
misiert ausgewahlt und korrekt skaliert. Diese Ausschnitte wurden dann in ein binares
schwarzweild Bild umgewandelt, damit das Imaged Tool ,Boned - Thickness* die Tra-
bekeldicke bestimmen konnte (Abb. 29). Der Mittelwert dieser vier Ausschnitte wurde
als durchschnittliche Trabekeldicke des jeweiligen Praparates angenommen.

Um als Letztes noch die Gesamtlange der Trabekel (in mm) zu bestimmen, wurde die
Trabekelflache (in mm?) durch die mittlere Dicke (in mm) dividiert.
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Abb. 29: Bearbeitungsschritte zur Bestimmung der Trabekeldicke.

A) Ein randomisiert ausgewahlter Bereich im spongiésen Knochen. Man erkennt
winzige Ungenauigkeiten im klassifizierten Bild, bei dem bindegewebige Septen als
Knochen erkannt wurden. Diese beeinflussten die Bestimmung der Trabekelflache
nicht, jedoch die der Trabekeldicke. B) Das klassifizierte Bild wurde mit ImageJ in
ein binares Bild umgewandelt und prozessiert, sodass die Ungenauigkeiten ver-
schwanden. C) Ergebnis des Plugins ,Boned - Thickness®. Das Programm legt an
jeder Stelle des Trabekels einen Kreis mit dem maximal moéglichen Durchmesser.
Grollere Kreise werden hellgelb, mittlere orange und kleinere violett dargestellt. Der
Mittelwert der Durchmesser aller Kreise ergibt die durchschnittliche Trabekeldicke.

3.16. Auswertung der Fluoreszenz-Markierungen

Fir die Fluoreszenz-Markierungen wurden aus jeder Gruppe drei Tiere randomisiert
ausgewahlt, welchen zwei verschiedene Fluorochrome zu drei unterschiedlichen Zeit-
punkten injiziert wurden: 15 Tage vor Euthanasie wurde das rot fluoreszierende
Alizarin, 14 und 7 Tage vorher das grin fluoreszierende Calcein gespritzt.

In jedem Praparat wurden dann mit 40-facher VergroRerung funf Stellen randomisiert
ausgewahlt, an denen die verschiedenen Fluorochrom-Banden deutlich zu erkennen
waren. Von jeder Stelle wurden jeweils zwei mal zwei Bilder in den drei Kanalen
Hellfeld, grin und rot gemacht. Diese vier Bilder wiederum wurden zu einem Bild
zusammengesetzt (,Merge“), welches dann ausgewertet wurde.

Um die Mineralisierungsrate innerhalb von 7 Tagen (zwischen Tag 14 und Tag 7 vor
Euthanasie) zu bestimmen, wurde die mittlere Entfernung der beiden griinen Banden
voneinander bestimmt. Dazu wurden alle Bilder eines Praparates in Imaged geladen
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und der grine Kanal eingestellt. Nach richtiger Skalierung der Fotografien wurde das
Plugin ,Distance between Polylines* aufgerufen. Dieses Programm konnte die durch-
schnittliche Entfernung zweier Linien voneinander messen. Als Erstes musste hierflr
eine gerade ,Direction Line“ parallel zu den beiden grinen Banden gezogen werden.
Danach wurde jeweils in der Mitte der beiden grinen Banden eine segmentierte Linie
gezeichnet. Die Software zog dann viele gerade Striche von der einen segmentierten
Linie zur anderen, welche alle senkrecht auf der ,Direction Line“ standen. Die mittlere
Lange aller dieser vom Programm eingezeichneten Striche ergab den durchschnitt-
lichen Abstand der beiden griinen Banden voneinander (Abb. 30).

Da das Plugin nur mit senkrecht auf der ,Direction Line“ stehenden Linien arbeitete,
mussten alle Rundungen der beiden fluoreszierenden Banden in mehrere Abschnitte
unterteilt werden, um den Messfehler mdglichst gering zu halten. Weil diese Abschnitte
alle unterschiedlich lang waren, konnte nicht einfach der Mittelwert aller gebildet wer-
den, denn dann waren klrzere Abschnitte starker in die letztendliche Entfernung
eingegangen als langere. Deswegen wurde jeder Abschnitt vermessen und ent-
sprechend der Lange gewichtet. Alle gewichteten Entfernungen eines Bildes ergaben
den durchschnittlichen Abstand der beiden Banden in diesem Bild. Dieser Abstand di-

Olo|z|ofZ £+ Al a| @] 2| ofswlut] g 4]a] [>
_(Fij) Is Just) ImageJ 2.0.0-rc-15/1.49m; Java 1.67,0»65 [64-bit];

2/2 (c:2/2 - TileScan_005_Merging001_Crop001); 592.85x444.20 um (3659x2742); 8-bit; 19MB

Results

[
[Angle [Length |
1 46.268 36059
2 36.865 32.403

Filename Avg distance |Std deviation
1 |06_LWK_Schliff.lif - TileScan_005_Merging001_Crop001 17.678 1.050

Abb. 30: Ermittlung des Abstandes der beiden griin fluoreszierenden Banden.
Um die Entfernung zweier Linien mit dem ImageJ Plugin ,Distance between Poly-
lines“ zu ermitteln, musste zuerst eine gerade ,Direction Line“ (gelbe Linie) parallel
zu den beiden grinen Banden gezogen werden. Danach wurde in der Mitte beider
Banden jeweils eine segmentierte Linie (rot) gezeichnet. Das Plugin legte dann
zwischen diesen beiden segmentierten Linien schwarze Striche, welche alle
senkrecht auf der ,Direction Line” standen. Die mittlere Lange der Striche dieses
Abschnittes und damit auch die durchschnittliche Entfernung beider griiner Linien
wurde in ym angezeigt (rot umkreist). Als letztes wurde die Lange dieses Ab-
schnittes gemessen (gelbe Linie, gelb umkreist).
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vidiert durch die Anzahl der Tage, ergab die Mineralisierungsrate pro Tag. Fehlte die
erste grine Calcein-Bande, wurde die rote Alizarin-Bande genutzt und die Entfernung
sowie die Mineralisierungsrate pro Tag auf gleiche Weise bestimmt.

3.17. Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung aller gewonnen Daten wurde das Programm SPSS (IBM
SPSS Statistics 20, Fa. IBM, Deutschland) verwendet. Zur Analyse des spongiosen
Knochens wurde die Trabekelflache pro Praparatflache, sowie die absolute Trabekel-
dicke genutzt. Um Menge und Aktivitat der Osteoblasten zu ermitteln, wurden die abso-
lute ALP+ Flache pro Trabekelflache, das Verhaltnis von ALP+ Lange zur Trabekel-
lange (Formationsfront) und die absolute ALP+ Dicke ermittelt. Ebenso wurde die An-
zahl der Osteoklasten pro Trabekelflache, das Verhaltnis der gesamten Osteoklasten-
lange zur Trabekellange (Resorptionsfront) und die mittlere Osteoklastenlange be-
stimmt, damit man eine Aussage Uber Menge und Aktivitat der Osteoklasten machen
konnte. Die durch Zellen der osteoblastdren Reihe induzierte Osteoklastogenese sollte
durch Evaluierung des RANK-L/OPG-Systems untersucht werden. Hierflir wurde die
absolute RANK-L+ Flache pro Trabekelflache, die absolute OPG+ Flache pro Tra-
bekelflache sowie das Verhaltnis von RANK-L zu OPG bestimmt. Zudem wurde die
Verteilung von RANK-L, OPG und deren Verhaltnis zueinander auf Osteozyten, Ero-
sionstunnel und Erosionslakunen analysiert. Um einen Eindruck von der Geschwin-
digkeit der Mineralisierung zu erhalten, wurde die Mineralisierungsrate pro Tag mithilfe
von Fluoreszenz-Markierungen in den nicht-entkalkten PMMA-Schliffen der Wirbelkor-
per ermittelt.

Sowohl in Femur als auch im Wirbelkérper wurden die oben genannten Parameter
unter den vier Behandlungsgruppen verglichen. Eine explorative Datenanalyse zeigte,
dass es sich nicht um eine Normalverteilung handelte. Daher wurde zur statistischen
Auswertung der nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test verwendet. Als Signifikanz-
niveau wurde p = 0,05 festgelegt. Das osteozytare RANK-L/OPG-Verhaltnis der einzel-
nen Versuchsgruppen wurde aus der Relation der Gruppenmediane fiir RANK-L und
OPG bestimmt. Die Ergebnisse wurden mithilfe einer linearen bzw. exponentiellen Re-
gression und dem F-Test statistisch ausgewertet und in einem Punktdiagramm dar-
gestellt. Zur Veranschaulichung aller anderen Ergebnisse wurden in SPSS Balkendia-
gramme erstellt, welche die Mittelwerte der Gruppen und den Standardfehler (Fehler-
balken = £ 1 Standardfehler) zeigen.
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4. Ergebnisse

4.1. Toluidinblau Farbung: Deskriptive Analyse

Die Standardfarbemethode Toluidinblau diente dazu einen Uberblick tber die kortikale
und trabekuldre Knochenstruktur sowie Uber die Verteilung und Zusammensetzung des
Knochenmarks der unterschiedlichen Gruppen zu bekommen. Gefarbt wurden die
Paraffinschnitte von Femurkopf und Wirbelkérper L4.

Femur

Bei kleinen Vergroflerungen waren in den Schnitten des Femurkopfes (mit teilweise
Anschnitten des Schenkelhalses) drei Zonen zu erkennen, in denen sich das tra-
bekulare Netzwerk, die Trabekeldicke und die Knochenmarkverteilung unterschieden.
Abbildung 31-A (S. 58) zeigt schematisch die Einteilung dieser Zonen. Bei den Kon-
trolltieren waren die Trabekel in Zone | stark bis sehr stark und gut vernetzt, sodass ein
gitter- oder wabenférmiges Erscheinungsbild entstand. Zudem lieRen sich keine Ab-
briiche der Trabekel und auch kein Knochenmark oder Fett zwischen diesen finden. In
Zone Il wurde dieses Gitter weiter, bis die Trabekel in Zone IlI letztendlich eine saulen-
artige Konfiguration annahmen. Diese Saulen verliefen parallel zum Schenkelhals. Die
Trabekeldicke war auch hier noch stark und man sah vermehrt zellreiches Knochen-
mark. Der intrakortikale Knochen (der Bereich, in dem trabekularer Knochen in kor-
tikalen Ubergeht) war in der Kontrollgruppe maRig bis stark ausgepragt. Hier fanden
sich auch gelegentlich Erosionstunnel. Der kortikale Knochen war nur dinn unter der
Knorpelkappe.

Die OVX Praparate unterschieden sich in den oben genannten Merkmalen nicht
wesentlich von der Kontrolle. Jedoch waren deutlich mehr Erosionstunnel im intrakor-
tikalen Bereich zu finden.

In OVX+D gab es zwei sehr unterschiedliche Erscheinungsformen der histologischen
Beschaffenheit des Femurkopfes: a) Hier war der kortikale Knochen teilweise kaum zu
erkennen, es gab nur wenige Erosionstunnel und der sehr dinne intrakortikale
Knochen ging direkt in trabekuldren Knochen mit einer weiten Gitterstruktur Uber, so-
dass Zone | entfiel. Sowohl in Zone Il als auch Il waren die Trabekel dinn aber noch
gut vernetzt, wobei es teilweise Abbriiche gab. Knochenmark bzw. Fettvakuolen fanden
sich kaum. b) War gekennzeichnet durch einen sehr starken intrakortikalen Bereich mit
vielen Erosionstunneln. Auflderdem erinnerte das trabekulare Netzwerk in Zone | eher
an ein Lochgitter, da die Trabekel sehr dick und gut vernetzt waren. In Zone Il fand
man das typische weite Gitter, in Zone lll die Saulen, beides teilweise mit Abbriichen.
Die Starke der Trabekel war hier diinn bis normal. Knochenmark oder Fettvakuolen
gab es nur selten. Da nicht alle Praparate strikt einer Gruppe zugeordnet werden konn-
ten, weil sie Merkmale von beiden aufwiesen, ergab sich insgesamt in OVX+D ein sehr
heterogenes Bild.
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Abb. 31: Schema und histologische Schnitte des Femurkopfes aller Gruppen.
A) Schnitt eines Femurkopfes im Schema. Es gab drei Zonen, in denen das tra-
bekuldre Netzwerk eingeteilt werden konnte: 1) enge Gitterstruktur aus starken Tra-
bekeln, 1) weitlaufigere Gitterstruktur, teilweise dinnere Trabekel, 1ll) parallel zum
Schenkelhals ausgerichtete Saulen aus schmaleren Trabekeln. B) bis F) In Toluid-
inblau gefarbte histologische Schnitte der einzelnen Gruppen. Die drei Zonen sowie
die gut vernetzten und starken Trabekel waren besonders in Kontrolle (B) und OVX
(C) zu erkennen. Die deutlichsten Unterschiede zeigte OVX+D+S (F). Hier waren
die Trabekel sehr diinn, schlecht vernetzt und es gab viele Abbriiche. OVX+D zeigte
sich in zwei Erscheinungsformen: a) dargestellt in (D) und b) dargestellt in (E).

58




4. Ergebnisse

Sowohl Kortikalis als auch der intrakortikale Knochen waren in OVX+D+S sehr diinn,
fehlten teilweise sogar ganz. Auch hier gab es keine Zone |. Die anderen beiden Zonen
wiesen sehr dinne, weit auseinander stehende und schlecht vernetzte Trabekel mit
vielen Abbrichen auf. Das Knochenmark — am haufigsten in Zone Ill — war eher zell-
arm und enthielt dafir viele Fettvakuolen. Auffallend waren zudem die starker violett
gefarbten Bereiche im der Spongiosa, bei denen es sich um nicht-mineralisierten
Knochen handelte.

Wirbelkérper

Die Schnitte der Wirbelkdrper der Kontrollgruppe zeigten ein sehr gut ausgepragtes
trabekulares Netzwerk, welches gitter- oder wabenférmig erschien und keine Trabekel-
abbriiche hatte. Die Trabekel waren sehr stark und in den Zwischenrdumen befand,
sich gleichmafig Uber das gesamte Praparat verteilt, reichlich zellreiches Knochen-
mark. Sowohl die Kortikalis als auch der intrakortikale Bereich waren teilweise
schwach, teilweise maRig stark ausgepragt (Abb. 32).

Abb. 32: Histologische Schnitte der Wirbelkorper gefarbt mit Toluidinblau.

Sowohl OVX (B) als auch OVX+D (C) unterschieden sich nicht wesentlich von der Kon-
troligruppe (A) im Hinblick auf den spongiésen Knochen. Die Trabekel waren stark und
gut vernetzt, sodass ein gitterféormiges Erscheinungsbild entstand. Die Trabekel von
OVX+D+S (D) hingegen waren deutlich schmaler, verglichen mit denen der anderen
Gruppen.
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Nahezu das gleiche Bild zeigte sich auch in der OVX-Gruppe, einzig die Menge des
Knochenmarks war etwas geringer als bei den Kontrolltieren.

Es lieRen sich ebenfalls keine Unterschiede in der histologischen Beschaffenheit der
Wirbelkérper der OVX+D-Gruppe verglichen mit denen der Kontrollgruppe finden.

Auch in OVX+D+S war das trabekulare Netzwerk noch relativ gut; es fanden sich nur
wenige Abbriiche. Jedoch waren die Trabekel sehr schmal, weswegen der Eindruck
entstand, dass diese sehr weit auseinander standen. Der Markraum enthielt meist
wesentlich mehr Fett als Zellen des Knochenmarks. Der kortikale und der intrakortikale
Knochen war maRig bis schwach ausgepragt. Auch hier waren vermehrt stark violett
gefarbte Anteile im spongidsen Knochen zu finden, die auf nicht-mineralisierte Matrix
hinwiesen.

4.2. Ergebnisse der Trabekelparameterbestimmung

Um die in der deskriptiven Analyse erkannten Veranderungen in der Knochenbeschaf-
fenheit zu objektivieren, wurden die Trabekelflache und -dicke sowie die gesamte Pra-
paratflache bestimmt. Zur Auswertung wurde die Trabekel- mit der Praparatflache nor-
malisiert, um den prozentualen Anteil des trabekuldaren Knochens am gesamten Pra-
parat zu erhalten.

Femur

Der Anteil der Trabekelflache in den Schnitten des Femurkopfes betrug in der Kontrolle
54,5%, in OVX 55,3% und in OVX+D 55,5%, sodass sich keine signifikanten Unter-
schiede zwischen diesen Gruppen ergaben. OVX+D+S hingegen hatte einen tra-
bekularen Anteil von 42,2% — was einem Verlust an trabekularer Knochenflache von
etwa 25% entsprach — und war damit signifikant niedriger als alle drei anderen Grup-
pen (p < 0,021, Abb. 33-A).
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Abb. 33: Femur: A) Trabekel-/Praparat-Flache [%] und B) Trabekel-Dicke [mm].
Signifikant geringerer Anteil der Trabekel- an der Praparatflaiche (p < 0,021) und sig-
nifikant dinnere Trabekel (p < 0,004) in der OVX+D+S-Gruppe. (Mann-Whitney-U, *p <
0,05, n = 8 bei Kontrolle, OVX, OVX+D, n = 6 bei OVX+D+S).
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Ahnliches zeigte auch die Auswertung der Trabekeldicke. Diese lag im Mittel sowohl
bei der Kontrolle als auch bei OVX+D bei 0,3 mm. Die Trabekel von OVX waren im
Schnitt 0,36 mm dick und somit signifikant starker als die der Kontroll- (p = 0,041) und
OVX+D-Gruppe (p = 0,019). Jedoch war die mittlere Dicke der Trabekel in OVX+D+S
mit 0,2 mm etwa ein Drittel niedriger, womit sie signifikant dunner waren als die aller
anderen Gruppen (p < 0,004, Abb. 33-B, S. 60).

Wirbelkbrper

Auch die Wirbelkorper zeigten ein ahnliches Bild. Der Anteil an Trabekel- zu Praparat-
flache lag in der Kontrolle bei 54%, in OVX bei 53% und in OVX+D bei 51,5%, weswe-
gen sich auch hier keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen Gruppen er-
gaben. Einzig OVX+D+S hatte mit 40,6% einen um etwa 25% und somit signifikant
geringeren Anteil an Trabekelflache verglichen mit allen anderen Gruppen (p = 0,001,
Abb. 34-A).

Ebenso verhielt es sich auch mit der Trabekeldicke. Diese war im Schnitt sowohl bei
der Kontrolle, als auch bei OVX und OVX+D bei 0,2 mm. Die Trabekel von OVX+D+S
im Gegensatz waren mit durchschnittlich 0,13 mm etwa ein Drittel und damit signifikant
dinner als alle anderen Gruppen (p = 0,001, 34-B).
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Abb. 34: LWK: A) Trabekel-/Praparat-Flache [%] und B) Trabekel-Dicke [mm)].
Signifikant geringerer Anteil der Trabekel- an der Praparatflache (p = 0,001) und sig-
nifikant diinnere Trabekel (p = 0,001) in der OVX+D+S-Gruppe. (Mann-Whitney-U, * p <
0,05, n = 8 bei Kontrolle, OVX+D, n = 7 bei OVX, OVX+D+S).

Um diese Veranderungen genauer zu beschreiben, wurden enzym- und immunhisto-
chemische Farbungen durchgefuhrt. Diese detektieren Zellen des Knochenanabolis-
mus (Osteoblasten) und Zellen des Knochenkatabolismus (Osteoklasten), sowie deren
gegenseitige Beeinflussung der Differenzierung und Aktivitat (RANK-L/OPG).
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4.3. Ergebnisse der enzym- und immunhistochemischen Farbungen

4.3.1. ALP Farbung: Erhohte Osteoblastenaktivitit durch Dreifachbehandlung

Zur Evaluierung der Menge und Aktivitat der Osteoblasten wurde eine ALP Farbung
durchgefihrt. Bestimmt wurden fiir jedes Praparat die gesamte ALP+ Flache, sowie
deren Lange an der Knochenoberflache. Die ALP+ Flache wurde normalisiert mit der
jeweiligen Trabekelflache, um den prozentualen Anteil an ALP+ Flache am gesamten
Knochen zu erhalten. Die Gesamtlange der ALP+ Flache wurde ins Verhaltnis zur Tra-
bekellange (Formationsfront) gesetzt. Aullerdem wurde aus ALP+ Flache und Lange
die durchschnittliche Dicke der ALP+ Flache berechnet.

Es wurden zwei hauptsachliche Erscheinungsformen der Osteoblasten gefunden. Im
intrakortikalen Knochen waren die ALP+ Flachen meist kleine (fast) vollstandig ge-
schlossene Kreise. Dies waren die osteoblastaren Verschlusszonen der Erosionstunnel
des osteonalen Remodelings. Im spongiésen Knochen fand man meist grof3e halb-
mondformige ALP+ Flachen an der Oberflache der Trabekel. Dies waren die osteo-
blastaren Verschlusszonen der Erosionslakunen des hemi-osteonalen Remodelings
(Abb. 35).
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Abb. 35: Organisation der Osteoblasten.

A) Kreisférmige Anlagerung von ALP+ Osteoblasten in der Verschlusszone eines
Erosionstunnels im intrakortikalen Knochen. B) Halbmondférmige Anlagerung von
Osteoblasten in der Verschlusszone einer Erosionslakune im spongiésen Knochen.
(Ob = Osteoblasten, iK = intrakortikaler Knochen, Tr = Trabekel, KM = Knochen-
markraum).
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Femur

In der Kontrollgruppe des Femurs waren die ALP+ Flachen meist als Erosionstunnel im
intrakortikalen Knochen zu finden, wobei hier das Verhaltnis der ALP+ Flache zur Tra-
bekelflache bei 0,20% lag. In OVX war dies bei 0,26% und in OVX+D bei 0,27%, womit
sich keine dieser Gruppen signifikant voneinander unterschied. Jedoch waren in diesen
beiden Gruppen die ALP+ Flachen sowohl im intrakortikalen als auch im spongiésen
Knochen zu finden. OVX+D+S hingegen wies ein Verhaltnis ALP+ zu Trabekelflache
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von 2,5% auf, welches in etwa das Zehnfache der anderen Gruppen und somit sig-
nifikant hdher war (p = 0,001, Abb. 36-A).

Ahnliches zeigte sich auch beim Verhaltnis der ALP+ Lange zur Trabekellange. Hier lag
die Kontrolle im Schnitt bei 5,1%, OVX bei 7,6% und OVX+D bei 9,8%, sodass sich
auch hier keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen Gruppen ergaben. Ein
Verhaltnis der ALP+ Lange zur Trabekellange von 70,5% wies OVX+D+S auf, womit
diese signifikant langer war als die anderen Gruppen (p < 0,015, Abb. 36-B). Bei der
deskriptiven Auswertung schien in einigen Praparaten ein Grofteil der Trabekel nahezu
vollstandig mit ALP+ Flachen Uberzogen zu sein.

Die ALP+ Flache war bei der Kontrolle im Mittel 12 um, bei OVX 13 um und bei OVX+D
10 um dick. Ein signifikanter Unterschied ergab sich hier nur zwischen OVX und
OVX+D (p = 0,019). OVX+D+S war mit 21 um fast doppelt so dick, wie die anderen
Gruppen (Abb. 36-C). Hier gab es in einigen Praparaten Stellen an denen die ALP+
Flachen sehr stark waren, gleich neben Stellen, wo diese nur hauchdinn waren. Diese
Heterogenitat war auch innerhalb der Gruppe zu erkennen. In einigen Praparaten
waren die ALP+ Flachen im Schnitt sehr dinn, in anderen durchgehend sehr dick,
woraus die grofe Standardabweichung in OVX+D+S resultierte. Eine Signifikanz gab
es zu OVX+D (p = 0,002) und zur Kontrolle (p = 0,030).
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Abb. 36: Quantitative Auswertung der ALP Farbung der Femora.

A) ALP+ Flache pro Trabekelflache [%] und B) ALP+ Lange pro Trabekellange [%]
waren in OVX+D+S signifikant héher als in allen anderen Gruppen (p = 0,001). C)
Die Dicke der ALP+ Flache [um] war in OVX+D+S grof3er als in den anderen Grup-
pen. (Mann-Whitney-U,*p < 0,05, n = 8 bei Kontrolle, OVX, OVX+D, n = 6 bei
OVX+D+S).
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Wirbelkérper

Das Verhaltnis von ALP+ Flache zu Trabekelflache im Wirbelkdrper lag in der Kontroll-
gruppe bei 0,02%, wobei die meisten ALP+ Stellen im intrakortikalen Bereich zu finden
waren. In OVX war das Flachenverhaltnis bei 0,04% und in OVX+D bei 0,13%, jedoch
waren hier haufiger ALP+ Flachen auch in der Spongiosa zu finden. OVX+D+S hatte
ein Flachenverhaltnis von 0,33% und damit mehr als das 16-fache der Kontrolle. Auch
wenn aus diesen Werten der Trend zu erkennen war, dass von der Kontrolle bis hin zu
OVX+D+S die ALP+ Flache stetig grofer wurde, gab es keine Signifikanzen zwischen
den Gruppen. Zudem zeigte sich, dass die Heterogenitat und somit auch die Standard-
abweichung mit jeder Gruppe zunahm, was die mangelnde Signifikanz erklarte (Abb.
37-A).

Das gleiche zeigte sich auch beim Verhaltnis von ALP+ Lange zur Trabekellange. Die
Kontrolle hatte ein Verhaltnis von 0,4%, OVX 0,9%, OVX+D 3,6% und OVX+D+S
4,4%. Auch hier erkannte man einen Trend einer groReren ALP+ Lange mit steigender
Gruppe aber es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen. Ebenso wurde
Heterogenitat und Standardabweichung mit jeder Gruppe grof3er (Abb. 37-B).
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Abb. 37: Quantitative Auswertung der ALP-Farbung der LWKs.

A) ALP+ Flache pro Trabekelflache [%] und B) ALP+ Lange pro Trabekellange [%]
nahmen von der Kontrolle bis zu OVX+D+S stetig zu, jedoch ohne Signifikanz. C)
Die Dicke der ALP+ Flache [um] war in OVX+D+S signifikant groRer als in den an-
deren Gruppen (p < 0,010). (Mann-Whitney-U, *p < 0,05, n = 8 bei OVX+D, n =7
bei OVX, n =6 bei Kontrolle, OVX+D+S).
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Die mittlere Dicke der ALP+ Flache betrug sowohl in der Kontrollgruppe als auch in
OVX 9,6 ym, sowie in OVX+D 12,9 ym. Zwischen keiner dieser Gruppen gab es sig-
nifikante Unterschiede. Einzig OVX+D+S war mit 15,3 uym signifikant dicker als alle an-
deren Gruppen (p < 0,010, Abb. 37-C, S. 64).

4.3.2. TRAP Farbung: Unverdnderte oder geringere Osteoklastenaktivitit durch
Dreifachbehandlung

Um den zellularen Knochenkatabolismus zu bestimmen, wurde eine TRAP Farbung
durchgefihrt, welche Osteoklasten und deren Vorlauferzellen anfarbt. Nur wenn die
TRAP+ Zellen mehrkernig und am Knochen anliegend waren, wurden sie deshalb als
Osteoklasten deklariert und gingen in die Auswertung ein. Fir jedes Praparat wurde
die absolute Anzahl an Osteoklasten, deren mittlere Lange, sowie die Gesamtlange
aller Osteoklasten bestimmt. Die Anzahl wurde mit der Trabekelflache normalisiert, um
die Menge der Osteoklasten pro mm? Spongiosa zu erhalten. Die Gesamtlange aller
Osteoklasten eines Schnittes wurde ins Verhaltnis mit der jeweiligen Trabekellange
gesetzt (Resorptionsfront).

So wie die Osteoblasten waren auch die Osteoklasten hauptsachlich in zwei Formen
organisiert. Im intrakortikalen Bereich waren haufig ein bis drei Osteoklasten in kleinen
Lochern im Knochen zu finden, welche den Erosionstunneln des osteonalen Remode-
lings entsprachen. In der Spongiosa lagen die Osteoklasten am Trabekel in den soge-
nannten Erosionslakunen des hemi-osteonalen Remodelings (Abb. 38).
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Abb. 38: Organisation der Osteoklasten.

A) Drei Osteoklasten im ,cutting cone® eines Erosionstunnels im intrakortikalen
Knochen. B) Ein groRer Osteoklast in seiner Erosionslakune im spongiésen
Knochen. (Ok = Osteoklast, ET = Erosionstunnel, iK = intrakortikaler Knochen, Tr =
Trabekel, KM = Knochenmarkraum).

Femur

Im Schnitt gab es in der Kontrollgruppe des Femurs 0,14 Osteoklasten pro mm? Tra-
bekelflache. Diese waren hauptsachlich in Erosionstunneln im intrakortikalen Knochen
oder in starken Trabekeln der Spongiosa zu finden. In OVX+D gab es 0,21 und in
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OVX+D+S 0,17 Osteoklasten pro mm?. Diese waren jedoch haufiger in aktiven Zonen
des spongidésen Knochens zu sehen, in denen bis zu fiinf Osteoklasten nebeneinander
Erosionslakunen am Trabekel bildeten. Es ergaben sich aber keine signifikanten Un-
terschiede in der Zahl der Osteoklasten zwischen diesen drei Gruppen. OVX hingegen
hatte 0,29 Osteoklasten pro mm? Trabekelflache, womit die Anzahl signifikant hoher
war, verglichen mit den anderen drei Gruppen (p < 0,032, Abb. 39-A).

Das Verhaltnis der gesamten Osteoklastenlange zur Trabekellange lag in der Kontrolle
bei 0,14%, in OVX+D bei 0,22% und in OVX+D+S bei 0,11%. Hier ergab sich ein sig-
nifikanter Unterschied nur zwischen OVX+D und OVX+D+S (p = 0,030). Die Osteoklas-
tenlange zur Trabekellange in OVX jedoch war mit 0,37% signifikant gréRer als alle an-
deren Gruppen (p < 0,025, Abb. 39-B).

Die Osteoklasten der Kontrolle waren durchschnittlich 32,0 yum lang und damit sig-
nifikant kirzer als die der OVX-Gruppe (33,9 um, p = 0,010) und der OVX+D-Gruppe
(36,2 um, p = 0,019). Nur OVX+D+S wies mit 33,8 um keinen signifikanten Unterschied
zur Kontrolle oder den andern beiden Gruppen auf (Abb. 39-C). Zudem fiel auf, dass
ein groler Teil der sehr vielen TRAP+ Zellen in den Praparaten nicht alle drei Merk-
male eines Osteoklastens aufwies und somit auch nicht in die Auswertung einging.
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Abb. 39: Quantitative Auswertung der TRAP Farbung der Femora.

A) Osteoklasten pro Trabekelflache [/mm?] (p < 0,032) und B) Osteoklasten- pro
Trabekellange [%] (p < 0,025) waren bei OVX signifikant gréRer. C) Die mittlere Os-
teoklastenlange [um] war in OVX (p = 0,010) und OVX+D (p = 0,019) signifikant
groBer als in der Kontrolle. (Mann-Whitney-U, *p < 0,05, n = 8 bei Kontrolle, OVX,
OVX+D, n = 6 bei OVX+D+S).

66



4. Ergebnisse

Wirbelkérper

Die Osteoklastenanzahl pro mm? Trabekel des Wirbelkérpers lag in der Kontrollgruppe
bei 0,39 und in OVX bei 0,32. Zudem waren sie in beiden Gruppen recht gleichmalig
sowohl in Erosionstunneln als auch -lakunen Uber die gesamten Praparate verteilt.
OVX+D hatte 0,50 Osteoklasten pro mm? Trabekelflache, welche jedoch haufiger in der
Spongiosa zu finden waren. Es ergaben sich aber keine signifikanten Unterschiede in
der Osteoklastenzahl zwischen diesen Gruppen. OVX+D+S hatte nur etwa halb soviel
Osteoklasten pro mm? Trabekel (0,18), damit gab es eine Signifikanz zur Kontrolle (p =
0,036) und zu OVX+D (p = 0,007, Abb. 40-A). Auffallig war, dass die Praparate mit sehr
dinnen Trabekeln nahezu keine Osteoklasten enthielten.

Das Verhaltnis von Osteoklastenlange zur Trabekellange lag in der Kontrolle bei
0,29%, in OVX bei 0,25% und in OVX+D bei 0,38%, woraus sich keine signifikanten
Unterschiede ergaben. OVX+D+S hingegen hatte ein Verhaltnis von 0,08% und war
somit signifikant kiirzer als alle anderen Gruppen (p < 0,011, Abb. 40-B).

Ein Osteoklast war sowohl in der Kontrolle als auch in OVX+D im Durchschnitt 38 um,
sowie in OVX 36 ym lang. Hieraus ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Die
durchschnittliche Osteoklastenlange in OVX+D+S betrug 32 ym und war damit signi-
fikant kirzer als die der anderen Gruppen (p < 0,010, Abb. 40-C).
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Abb. 40: Quantitative Auswertung der TRAP Farbung der LWKs.

A) Osteoklasten pro Trabekelflache [/mm?] und B) Osteoklasten- pro Trabekellange
[%] waren bei OVX+D+S (signifikant) kleiner. C) Die mittlere Osteoklastenlange
[um] war in OVX+D+S signifikant geringer als in allen anderen Gruppen (p < 0,010).
(Mann-Whitney-U, *p < 0,05, n = 8 bei Kontrolle, OVX+D, n = 7 bei OVX+D+S, n = 6
bei OVX).
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4.3.3. Immunhistochemische Farbungen: Verminderte RANK-L und OPG-Menge
durch Dreifachbehandlung

Sowohl RANK-L als auch OPG wurden in den Praparaten von Femur und Wirbelkorper
immunhistochemisch angefarbt, um das Zusammenspiel von Osteoblasten und Osteo-
klasten genauer untersuchen zu kdnnen. Gemessen wurde die gesamte RANK-L+ und
OPG+ Flache; zudem wurde die Verteilung von RANK-L und OPG auf Osteozyten
(Abb. 41), Erosionstunnel und Erosionslakunen bestimmt. Alle gemessenen Absolut-
werte — sowohl die Gesamtflachen als auch die Einzelflachen fir die jeweilige
Verteilung — wurden mit der Trabekeloberflache des jeweiligen Praparates norma-
lisiert, um die Vergleichbarkeit untereinander zu gewahrleisten. Desweiteren wurde die
gesamte RANK-L+ Flache mit der gesamten OPG+ Flache ins Verhaltnis gesetzt. Um
das Verhaltnis des osteozytaren RANK-L zu OPG zu bestimmen, wurde der Median
der RANK-L+ und der OPG+ Flachen einer Gruppe berechnet. Das Verhaltnis beider
Mediane wurde dann als Punktdiagramm dargestellt und mithilfe einer Regressions-
analyse sowie dem F-Test statistisch ausgewertet.
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Abb. 41: RANK-L+ und OPG+ Osteozyten im trabekuldren Knochen.

Da der mit dem Magenta-Rot-Komplex angefarbte Sekundarantikdrper beider im-
munhistochemischen Farbungen ebenfalls ein Fluoreszenzfarbstoff war, wurde in
den Kanalen Hellfeld und Fluoreszenz mikroskopiert. Die Uberlagerten Bilder beider
Kanéle sind in dieser Abbildung dargestellt. A) Osteozyt, dessen Zellkern sowie
Zellmembran deutlich RANK-L+ ist. B) Osteozyt in seiner Lakune, welcher einen
OPG+ Zellkern aufweist. (Oz = Osteozyt, Lk = Lakune, Tr = Trabekel, KM =
Knochenmarkraum).
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Femur

Das Verhaltnis der gesamten RANK-L+ Flache zur Trabekelflache (RANK-L-Flachen-
verhaltnis) lag im Femur in der Kontrolle bei 0,091%, in OVX bei 0,117% und in OVX+D
bei 0,083%, womit sich keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen Gruppen er-
gaben. In OVX+D+S betrug das RANK-L-Flachenverhaltnis hingegen nur 0,032% und
war damit signifikant niedriger verglichen mit der Kontrolle (p = 0,010, Abb. 42-A).

Fir Osteozyten betrug das RANK-L-Flachenverhaltnis der Kontrolle 0,032% und flr
Erosionstunnel 0,050%. Damit entfielen etwa 35% der Gesamtflache auf Osteozyten
und 55% auf Erosionstunnel. Das RANK-L-Flachenverhaltnis der Erosionslakunen war
mit 0,009% (10% der Gesamtflache) signifikant geringer im Vergleich zu den anderen
Verteilungen (p < 0,008). In OVX waren diese Verteilungsunterschiede noch deutlicher.
Hier lag das RANK-L-Flachenverhaltnis fur Erosionslakunen bei 0,001% (1% der
Gesamtflache) und war damit signifikant niedriger als das fur Osteozyten (0,013%,
11% der Gesamtflache, p = 0,044). Auf Erosionstunnel entfielen in OVX jedoch 88%
der gesamten RANK-L+ Flache (0,0103%), signifikant mehr als in den beiden anderen
Verteilungen (p < 0,011). OVX+D zeigte ein ahnliches Verteilungsmuster wie schon
Kontrolle und OVX. Hier betrug das RANK-L-Flachenverhaltnis fur Osteozyten 0,016%,
fur Erosionstunnel 0,059% und flr Erosionslakunen 0,008%. Anteilig an der Gesamt-
flache entsprach dies 20%, 71% und 9%. Aufgrund einer gro3en Standardabweichung
bei den Erosionstunneln gab es eine Signifikanz nur zwischen Osteozyten und Ero-
sionslakunen (p = 0,037). In OVX+D+S hingegen war das Verteilungsmuster der
RANK-L+ Flachen divergent. Mit einem RANK-L-Flachenverhaltnis von 0,018% und
damit einem Anteil von 56% an der Gesamtflache entfiel signifikant mehr RANK-L auf
Osteozyten als auf Erosionstunnel (0,001%, 3% der Gesamtflache, p = 0,001). Ero-
sionslakunen hatten ein RANK-L-Flachenverhaltnis von 0,013% und somit einen Anteil
von fast 41% an der Gesamtflache (Abb. 42-B).
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Abb. 42: Quantitative Auswertung der RANK-L Farbung der Femora.

A) Die gesamte RANK-L+ Flache pro Trabekelflache war in der Kontrolle signifikant
héher als in OVX+D+S (p = 0,010). B) Die Verteilung der RANK-L+ Flache war in
Kontrolle, OVX und OVX+D ahnlich: RANK-L war am meisten auf Erosionstunnel
verteilt, gefolgt von Osteozyten und Erosionslakunen. In OVX+D+S war RANK-L am
wenigsten in Erosionstunneln vorhanden. (Mann-Whitney-U, *p < 0,05, n = 8 bei
Kontrolle, OVX, OVX+D, n = 6 bei OVX+D+S).
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Im Vergleich zwischen den Gruppen fiel auf, dass in der Kontrolle mehr RANK-L auf
Osteozyten verteilt war als in den anderen Gruppen (Signifikanz nur zu OVX, p =
0,010), der Anteil des osteozytaren RANK-L an der Gesamtflache jedoch in OVX+D+S
am groRten war. Desweiteren war in Kontrolle, OVX und OVX+D sowohl absolut als
auch anteilig am meisten RANK-L in Erosionstunneln zu finden. Ein deutlich geringeres
RANK-L-Flachenverhaltnis fur Erosionstunnel lag jedoch in OVX+D+S vor (Signifikanz
zu Kontrolle und OVX, p < 0,003).

In der Kontrollgruppe des Femurs betrug das Verhaltnis der gesamten OPG+ Flache
zur Trabekelflache (OPG-Flachenverhaltnis) 0,310% und in OVX 0,355%. Im Vergleich
war in OVX+D das OPG-Flachenverhaltnis mit 0,487% zwar etwas jedoch nicht sig-
nifikant hoher. OVX+D+S hatte mit 0,121% ein deutlich niedrigeres OPG-Flachenver-
haltnis verglichen mit allen anderen Gruppen, aber auch hier gab es keine Sig-
nifikanzen (Abb. 43-A, S. 71).

Das OPG-Flachenverhaltnis lag in der Kontrolle fur Osteozyten bei 0,017% und flr
Erosionslakunen bei 0,028%, was einem Anteil von 5% sowie 9% an der Gesamtflache
entsprach. 86% entfielen auf Erosionstunnel (OPG-Flachenverhaltnis von 0,265%),
welche damit signifikant mehr OPG enthielten als Osteozyten und Erosionslakunen (p
< 0,025). Das gleiche Verteilungsmuster zeigte auch OVX. Hier betrug das OPG-
Flachenverhaltnis flir Osteozyten 0,005%, flr Erosionslakunen 0,022% und fiir Ero-
sionstunnel 0,328%. Das entsprach einem Anteil von 2%, 6% sowie 92%, womit
wiederum signifikant mehr OPG auf Erosionstunnel verteilt war als auf Osteozyten und
Erosionslakunen (p = 0,001). Selbiges zeigte sich auch in OVX+D, denn hier betrug
das OPG-Flachenverhaltnis von Osteozyten 0,009% und von Erosionslakunen 0,034%,
welche somit einen Anteil von 2% und 7% hatten. Im Vergleich dazu war der Anteil der
Erosionstunnel an der gesamten OPG+ Flache mit 91% (OPG-Flachenverhaltnis von
0,444%) signifikant groer (p = 0,010). In OVX+D+S hingegen machten die Erosions-
tunnel mit einem OPG-Flachenverhaltnis von 0,057% nur noch einen Anteil von 47%
aus. Fur Osteozyten und fur Erosionslakunen betrug das OPG-Flachenverhaltnis
0,021% bzw. 0,043%, was anteilig an der Gesamtflache 17% sowie 36% ausmachte.
Einen signifikanten Unterschied gab es hier nur zwischen Osteozyten und Erosions-
lakunen (p = 0,032, Abb. 43-B, S. 71).

Im Vergleich zwischen den Gruppen gab es bei der OPG-Verteilung im Femur sowohl
bei den Osteozyten als auch bei den Erosionslakunen keine nennenswerten Unter-
schiede, auller dass der prozentuale Anteil an der Gesamtflache in OVX+D+S wesent-
lich hoher war als in den anderen Gruppen. In der Kontrolle sowie in OVX und OVX+D
war sowohl das OPG-Flachenverhaltnis als auch der OPG-Anteil der Erosionstunnel
deutlich grofder als in OVX+D+S (Signifikanz zu OVX und OVX+D, p < 0,039).
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Abb. 43: Quantitative Auswertung der OPG Farbung der Femora.

A) Die gesamte OPG+ Flache pro Trabekelflache war in OVX+D+S deutlich kleiner

als in den anderen Gruppen. B) Die Verteilung der OPG+ Flache war in Kontrolle,

OVX und OVX+D ahnlich: OPG war am meisten auf Erosionstunnel verteilt, gefolgt

von Erosionslakunen und Osteozyten. In OVX+D+S war das OPG-Flachenverhaltnis

fur Erosionstunnel deutlich kleiner als in den anderen Gruppen. (Mann-Whitney-U,

*p 0,05, n = 8 bei Kontrolle, OVX, OVX+D, n = 6 bei OVX+D+S).
Das Verhaltnis von RANK-L+ Flache zu OPG+ Flache der Femora betrug in der Kon-
trollgruppe im Schnitt 1,4 und war damit zwar etwas, aber nicht signifikant gréer als in
OVX+D mit 0,5 und in OVX+D+S mit 0,6. Das durchschnittiche RANK-L/OPG-Verhalt-
nis in OVX war mit 2,4 wesentlich héher als in den anderen Gruppen, jedoch gab es
aufgrund der groRen Standardabweichung auch hier keine Signifikanzen (Abb. 44-A).
Das osteozytare RANK-L/OPG-Verhaltnis zeigte im Femur von der Kontrolle bis hin zu
OVX+D+S einen nahezu linearen (R? = 0,744) aber nicht signifikanten Anstieg mit jeder

zusatzlichen Behandlung (Abb. 44-B).
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Abb. 44: Gesamtes und osteozytires RANK-L/OPG-Verhaltnis der Femora.

A) Verhaltnis der RANK-L+ Flache zur OPG+ Flache war in der Kontrolle etwas und
in OVX deutlich héher als in OVX+D und OVX+D+S. (Mann-Whitney-U, *p < 0,05, n
= 8 bei Kontrolle, OVX+D, n = 7 bei OVX, OVX+D+S). B) Das osteozytdre RANK-L-
OPG-Verhaltnis erhdhte sich von der Kontrolle bis zu OVX+D+S nahezu linear.
(Lineare Regression, R? = 0,744, F-Test, p = 0,138).
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Wirbelkérper

Im Wirbelkdrper betrug das Verhaltnis der gesamten RANK-L+ Flache zur Trabekel-
flache (RANK-L-Flachenverhaltnis) in der Kontrolle 0,119%, in OVX 0,092% und in
OVX+D 0,140%, woraus sich keine signifikanten Unterschiede zwischen diesen Grup-
pen ergaben. In OVX+D+S war das RANK-L-Flachenverhaltnis mit 0,058% hingegen
nur etwa halb so grof} wie in den anderen Gruppen und damit signifikant kleiner im
Vergleich zu diesen (p < 0,036, Abb. 45-A).

In der Kontrollgruppe lag das RANK-L-Flachenverhaltnis fir Erosionstunnel bei 0,021%
und fur Erosionslakunen bei 0,017%, womit diese einen Anteil von 18% sowie 14% an
der gesamten RANK-L+ Flache ausmachten. Im Vergleich dazu war das RANK-L-
Flachenverhaltnis fur Osteozyten mit 0,081% und einem Anteil von 68% signifikant
gréBer (p < 0,05). Ahnliches zeigte sich auch in OVX. Hier lag der Anteil von Erosions-
tunneln und -lakunen mit einem RANK-L-Flachenverhaltnis von 0,005% bzw. 0,011%
bei 5% und 12%. Im Gegensatz dazu hatten Osteozyten einen Anteil von 83% an der
Gesamtflache (RANK-L-Flachenverhaltnis von 0,076%) und exprimierten damit sig-
nifikant mehr RANK-L verglichen mit den anderen Gruppen (p = 0,001). In OVX+D be-
trug das RANK-L-Flachenverhaltnis flr Erosionslakunen 0,015%, welches damit an-
teilig an der Gesamtflache 11% ausmachte. Fir Erosionstunnel lag das RANK-L-
Flachenverhaltnis im Durchschnitt bei 0,059% (Anteil an Gesamtflache von 42%).
Dieser hohe Wert war durch zwei Praparate bedingt, welche sowohl sehr viel RANK-L
als auch OPG in Erosionstunneln exprimierten, wodurch sich ebenfalls die grof3e Stan-
dardabweichung (0,104%) und die damit einhergehende fehlende Signifikanz erklaren
lies. Das RANK-L-Flachenverhaltnis fir Osteozyten betrug in OVX+D 0,066% und
machte einen Anteil von 47% an der Gesamtflache aus. Somit war signifikant mehr
RANK-L auf Osteozyten verteilt als auf Erosionslakunen (p = 0,001). Das RANK-L-
Flachenverhaltnis in OVX+D+S hingegen betrug 0,036% fiir Osteozyten und 0,019%
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Abb. 45: Quantitative Auswertung der RANK-L Farbung der LWKs.

A) Die gesamte RANK-L+ Flache pro Trabekelflache war in allen Gruppen sig-
nifikant hoher als in OVX+D+S (p < 0,036). B) RANK-L war in allen Gruppen am
meisten auf Osteozyten verteilt. In OVX+D war der Anteil an RANK-L in Erosions-
tunneln aufgrund zweier Ausreil’er sehr hoch. (Mann-Whitney-U, *p < 0,05, n = 8 bei
Kontrolle, OVX+D, n = 7 bei OVX, OVX+D+S).
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fur Erosionslakunen, was einem Anteil von 62% sowie 33% entsprach. Beide waren
damit signifikant groer als das RANK-L-Flachenverhaltnis fur Erosionstunnel (0,003%)
mit einem Anteil von 5% an der Gesamtflache (p < 0,05, Abb. 45-B, S. 72).

Im Vergleich zwischen den Gruppen wurde deutlich, dass die Menge an RANK-L, die
von Osteozyten exprimiert wurde, von der Kontrolle bis zu OVX+D+S kontinuierlich
geringer wurde (Signifikanz aller Gruppen zu OVX+D+S, p < 0,047), der Anteil an der
Gesamtflache jedoch in etwa gleich blieb. Nur OVX+D bildete wegen der beiden Aus-
reiler in den Erosionstunneln eine Ausnahme.

Das Verhaltnis der gesamten OPG+ Flache zur Trabekelflache (OPG-Flachenverhalt-
nis) der Wirbelkdrper betrug in der Kontrolle 0,209% und war damit etwa doppelt so
grol} wie selbiges von OVX mit 0,100% und OVX+D mit 0,106% (Signifikanz zu OVX, p
= 0,020). Im Vergleich dazu war das OPG-Flachenverhaltnis von OVX+D+S nochmals
deutlich geringer mit 0,023% (Signifikanz zur Kontrolle, p = 0,001, Abb. 46-A, S. 74).

In der Kontrolle war die OPG+ Flache gréfRtenteils auf Erosionslakunen (0,094%) und
auf Erosionstunnel (0,076%) verteilt, was einem Anteil an der Gesamtflache von 45%
sowie 36% ausmachte. Das OPG-Flachenverhaltnis fur Osteozyten betrug lediglich
0,039% (Anteil an Gesamtflache von 19%) und war damit signifikant geringer verglich-
en mit den Erosionslakunen (p = 0,007). OVX zeigte ein verandertes Verteilungs-
muster. Auf Erosionslakunen entfielen hier 78% sowie auf Osteozyten 19% der
Gesamtflache, was einem OPG-Flachenverhaltnis von 0,078% und 0,019% entsprach.
Im Gegensatz dazu verteilten sich nur 3% der OPG+ Flache auf Erosionstunnel (OPG-
Flachenverhaltnis von 0,003%), welche somit eine signifikant geringer Menge an OPG
aufwiesen als die anderen beiden Verteilungen (p < 0,010). In OVX+D betrug das
OPG-Flachenverhaltnis fur Erosionstunnel hingegen 0,088%, was anteilig an der
Gesamtflache 83% ausmachte. Dieser hohe Wert wurde hauptsachlich durch zwei
Praparate hervorgerufen, die sowohl OPG als auch RANK-L in groRem Malde in Ero-
sionstunneln exprimierten, wodurch sich die groRe Standardabweichung (0,133%)
sowie die mangelnde Signifikanz erklarten. Erosionslakunen und Osteozyten hatten ein
OPG-Flachenverhaltnis von 0,013% bzw. 0,005%, was einem Anteil von 12% sowie
5% an der Gesamtflache entsprach. In OVX+D+S betrug das OPG-Flachenverhaltnis
fir Erosionstunnel, Erosionslakunen und Osteozyten 0,012%, 0,008% sowie 0,003%,
was anteilig an der Gesamtflache 52%, 35% und 13% ausmachte. Hier ergaben sich
keine Signifikanzen zwischen den Verteilungen (Abb. 46-B, S. 74).

Im Vergleich zwischen den Gruppen war auffallend, dass das OPG-Flachenverhaltnis
fir Osteozyten von der Kontrolle bis zu OVX+D+S kontinuierlich niedriger wurde (Sig-
nifikanzen zwischen Kontrolle und allen anderen Gruppen, p < 0,027), der Anteil an der
gesamten OPG+ Flache jedoch in allen Gruppen annahernd gleich war. Desweiteren
fiel auch die Menge an OPG, die auf Erosionslakunen verteilt war, von Kontrolle bis hin
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zu OVX+D+S stetig ab (Signifikanzen zwischen Kontrolle und allen anderen Gruppen,
p < 0,047).
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Abb. 46: Quantitative Auswertung der OPG Farbung der LWKs.

A) Die gesamte OPG+ Flache pro Trabekelflache war in der Kontrolle deutlich
gréBer als in den anderen Gruppen. B) Ein klares Verteilungsmuster der OPG+
Flache konnte nicht erkannt werden, jedoch war der Anteil an Osteozyten an der
jeweiligen Gesamtflache immer ahnlich, mit Ausnahme von OVX+D. (Mann-Whit-
ney-U, *p < 0,05, n = 8 bei Kontrolle, OVX+D, n = 7 bei OVX, OVX+D+S).

Das Verhaltnis der gesamten RANK-L+ Flache zur gesamten OPG+ Flache der LWKs
betrug in der Kontrolle im Durchschnitt 0,7 und war damit signifikant kleiner als das von
OVX mit 11,1 (p = 0,027) und OVX+D mit 6,9 (p = 0,032). Nur geringfligig groRer als in
der Kontrolle war das RANK-L/OPG-Verhaltnis in OVX+D+S mit 2,7 (Abb. 47-A).

Das osteozytare RANK-L/OPG-Verhaltnis stieg im LWK mit jeder zusatzlichen Behand-
lung exponentiell (R? = 0,999) und signifikant (p = 0,001) von der Kontrolle bis hin zu
OVX+D+S an (Abb. 47-B).
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Abb. 47: Gesamtes und osteozytires RANK-L/OPG-Verhaltnis der LWKs.

A) Verhaltnis der RANK-L+ Flache zur OPG+ Flache war in der Kontrolle signifikant
geringer als in OVX und OVX+D (p < 0,032). (Mann-Whitney-U, *p < 0,05, n = 8 bei
Kontrolle, OVX+D, n = 7 bei OVX, OVX+D+S). B) Das osteozytare RANK-L/OPG-
Verhaltnis erhdhte sich von der Kontrolle bis zu OVX+D+S nahezu exponentiell.
(Exponentielle Regression, R? = 0,999, F-Test, p = 0,001).
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4.4. Ergebnisse der Fluoreszenz-Markierungen

Um die Geschwindigkeit der Mineralisierung zu analysieren, wurden den Tieren mit
sieben bzw. acht Tagen Abstand zwei Fluoreszenz-Marker kurz vor der Euthanasie in-
jiziert. Die Knochenproben des Wirbelkérpers wurden in PMMA eingebettet und konn-
ten mit dem Fluoreszenz-Mikroskop untersucht werden. Der Abstand der beiden fluo-
reszierenden Banden wurde gemessen und durch die Anzahl der Tage (sieben bzw.
acht) dividiert, um die Mineralisierungsrate pro Tag zu erhalten.

Die rote und die erste griine, ndher am Knochen liegende Bande waren in allen Pra-
paraten nicht voneinander zu differenzieren. Im Uberlagerten Bild ergab sich deshalb
eine orangefarbene Bande (Abb. 48-C). Die Entfernung wurde von der ersten zur
zweiten grinen und in manchen Praparaten von der roten zur zweiten grinen Bande
bestimmt.

A

Abb. 48: Fluoreszenz-Markierungen in den LWKs.

A) Rote Alizarin Markierung, B) griine Calcein Markierungen und C) beide Fluores-
zenzkanadle sowie der Hellfeldkanal in einem Uberlagerten Bild eines OVX-Pra-
parates. Es war deutlich zu erkennen, dass sich die rote und die erste griine Bande
nicht voneinander unterschieden. D) bis F) Selbiges in einem OVX+D+S-Praparat.
Es fiel auf, dass die erste griine Bande meist nicht mehr zu sehen war, aber grolie
Teile des Trabekels von der zweiten griinen Bande bedeckt waren.
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Die Mineralisierungsrate lag in der Kontrollgruppe bei 1,7 um/d und war damit sig-
nifikant gréfer als in allen anderen Gruppen (p < 0,013). Zwischen diesen ergaben sich
keine signifikanten Unterschiede. OVX hatte eine Mineralisierungsrate von 1,4 pm/d,
OVX+D und OVX+D+S von 1,3 um/d (Abb. 49). In der Gruppe mit der Dreifachbehand-
lung fiel jedoch auf, dass sehr grol3e Teile der Trabekel mit nur einer griinen Bande be-
deckt waren. Dabei handelte es sich um die zweite, durch die spatere Injektion ent-
standene Markierung; die erste griine Bande hingegen fehlte fast tberall, selbst dort,
wo eine rote Bande zu sehen war (Abb. 48-E, S. 75).
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Abb. 49: Mineralisierungsrate [um/d] der LWKs.

Die Mineralisierungsrate der Kontrolle war signifikant héher als in allen anderen
Gruppen (p < 0,013), zwischen welchen sich keine Unterschiede ergaben. (Mann-
Whitney-U, *p < 0,05, n = 10 bei Kontrolle, n = 14 bei OVX+D, OVX+D+S, n = 15
bei OVX).

4.5. Zusammenfassung der Ergebnisse

Systemische Einflisse auf das Skelettsystem durch den Versuchsaufbau wurden
dadurch verdeutlicht, dass sowohl Femur als auch Wirbelkdrper tiber den Zeitraum von
acht Monaten auf die unterschiedlichen Behandlungen ansprachen. Die Gruppe, die
Ovariektomie, Diat und Steroide (OVX+D+S) erhielt, zeigte verglichen mit der Kontrolle
eine deutliche Rarefizierung des trabekuldren Netzwerkes, einen erhéhten Anteil an
Fett im Knochenmark und wies interessanterweise vermehrt nicht-mineralisierte Be-
reiche auf. Wesentliche Einflisse auf den kortikalen Knochen lieRen sich deskriptiv
nicht ermitteln. Im Gegensatz zum Wirbelkorper zeigte das Femur schon in OVX+D
Veranderungen im Knochenaufbau. Jedoch veranderten sich die histomorphometrisch
bestimmten Parameter Trabekelflache und -dicke in beiden Regionen innerhalb der
ersten beiden Behandlungsgruppen (OVX und OVX+D) nicht wesentlich im Vergleich
zur Kontrolle. Nach acht Monaten der dreifachen Behandlung hingegen war der Anteil
an Trabekelflache und die Trabekeldicke signifikant geringer verglichen mit allen an-
deren Gruppen.

Sowohl Menge als auch Aktivitdt der Osteoblasten einiger Tiere in OVX+D+S des Fe-
murs sowie des Wirbelkérpers waren entgegen aller Erwartungen deutlich erhéht ver-
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glichen mit den anderen drei Gruppen, zwischen welchen sich fast keine (signifikanten)
Unterschiede feststellen lieRen. Der Vergleich beider Regionen miteinander zeigte,
dass die Reaktion der Osteoblasten auf die unterschiedlichen Behandlungen sehr dahn-
lich war. Die Absolutwerte hingegen waren sehr divergent. So waren sowohl ALP+
Flache als auch ALP+ Lange im Femur bis zu zehnfach héher als in der selben Gruppe
im LWK. Nur die durchschnittliche Dicke der ALP+ Flache unterschied sich in beiden
Regionen nicht wesentlich. Im Femur reichte die Ovariektomie aus, um nach acht
Monaten einen Anstieg der Osteoklastenanzahl und -aktivitat zu erzeugen. Die zusatz-
liche Behandlung mit Steroiden und/oder Diat erbrachte nach diesem Zeitraum jedoch
kaum Veranderungen im Vergleich zur Kontrolle. Im Gegensatz dazu waren im
Wirbelkorper die Einflisse der Dreifachbehandlung am deutlichsten zu erkennen. Her-
vorzuheben ist jedoch, dass die Osteoklastenparameter nicht wie erwartet héher, son-
dern signifikant niedriger waren.

Die RANK-L+ Flache nach acht Monaten der Dreifachbehandlung war in beiden Kno-
chenregionen (signifikant) niedriger verglichen mit allen anderen Gruppen. Das Femur
wies auRerdem ein leicht erhdhtes RANK-L-Flachenverhaltnis in OVX auf im Vergleich
zu den anderen Gruppen. Auch die Verteilung der RANK-L+ Flachen unterschied sich
zwischen den beiden Regionen. Im Femur wurde RANK-L hauptsachlich von Erosions-
tunneln exprimiert, im Wirbelkérper hingegen waren es vor allem Osteozyten. Beide
Skelettregionen zeigten deutliche Veranderungen im Verteilungsmuster in OVX+D+S
verglichen mit den anderen Gruppen. Sowohl im Femur als auch im Wirbelkérper war
die OPG+ Flache in der dreifach behandelten Gruppe wesentlich niedriger als in den
anderen Gruppe, jedoch ergaben sich auch hier Unterschiede. So wies OVX+D das
groRte OPG-Flachenverhaltnis im Femur auf, wohingegen es im LWK die Kontrolle
war. Desweiteren wurde im Femur am meisten OPG in Erosionstunneln exprimiert; im
Wirbelkérper konnte man kein klares Verteilungsmuster erkennen. Das Verhaltnis von
RANK-L zu OPG ahnelte sich in beiden Regionen jedoch sehr, denn dieses war in OVX
deutlich erhéht im Vergleich zu allen anderen Gruppen. Zwischen der Kontrolle und
OVX+D+S gab es interessanterweise keine gro3en Unterschiede. Im Gegensatz dazu
stieg das RANK-L/OPG-Verhaltnis der Osteozyten im Femur linear und im LWK expo-
nentiell mit jeder weiteren Behandlung an.

AuRerdem zeigten die Fluoreszenz-Markierungen, dass die Mineralisierungsrate pro
Tag des LWKs nach acht monatiger Dreifachbehandlung signifikant geringer im Ver-
gleich zur Kontrolle war. Eine verschlechterte Mineralisierung in OVX+D+S verglichen
mit allen Gruppen war deskriptiv ebenfalls zu erkennen.
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Die systemische Skeletterkrankung Osteoporose ist multifaktoriell bedingt und I&sst
sich nach der zugrunde liegenden Atiologie in verschiedene Formen einteilen. Die Typ |
oder auch postmenopausale primare Osteoporose betrifft nur Frauen ab den Wechsel-
jahren und ist durch einen schnellen Knochenmasseverlust innerhalb der ersten zehn
Jahre der Erkrankung gekennzeichnet. Dabei steht der Verlust von trabekularem Kno-
chen im Vordergrund, hervorgerufen durch einen gesteigerten Knochenumsatz, dem
sogenannten ,high turnover® mit Gberwiegen der Knochenresorption [73, 112]. Die Typ
[l oder senile primare Osteoporose ist charakterisiert durch einen langsamen Knochen-
masseverlust sowohl von kortikalem als auch von spongiésem Knochen mit vermin-
derter Knochenformation bei einem ,low turnover®. Betroffen davon sind Frauen und
Manner im hdheren Lebensalter [73, 112]. Eine Langzeittherapie mit hohen Dosen an
Glucocorticoiden hingegen fuhrt zu einem Ungleichgewicht im Knochenmetabolismus
mit verstarkter Knochenresorption und verminderter Knochenformation. Diese soge-
nannte Glucocorticoid-induzierte Osteoporose (GIO) ist die haufigste Form der sekun-
daren Osteoporose und beeinflusst diffus sowohl kortikalen als auch spongidsen Kno-
chen [151]. Trotz dieser verschiedenen pathophysiologischen Mechanismen liegt allen
Formen ein unausgeglichener Knochenmetabolismus zugrunde, welcher zu einer Ab-
nahme der Knochenmasse sowie zu einer gesteigerten Frakturanfalligkeit fuhrt [112].
Um die operative Versorgung osteoporotischer Frakturen in Zukunft verbessern zu kon-
nen, missen neue Implantate entwickelt und im osteoporotischen Knochen getestet
werden. Die FDA sieht dafuir Grofdtiermodelle vor, bei denen sowohl der histologische
Knochenaufbau als auch die Biomechanik dem Menschen sehr ahnlich sind [147]. Die
Etablierung eines solchen Grofitiermodells ist Ziel dieser Studie, bei der die Induktion
eines osteoporotischen Knochenstatus entsprechend der postmenopausalen Osteo-
porose durch OVX hervorgerufen und durch zusatzliche Malkhahmen wie kalzium- und
Vitamin-D-armer Diat sowie durch Steroidapplikation noch verstarkt werden sollte.

5.1. Unveranderte Trabekelparameter trotz gesteigertem Knochenkatabo-

lismus bei Ostrogenmangel durch OVX

Wegen des Ostrogenmangels wahrend der Menopause der Frau stellt sich ein hoher
Knochenumsatz mit schnellem Verlust an trabekularem Knochen ein, welcher fur funf
bis zehn Jahre anhalt [151]. Dabei wird durch den Mangel an Sexualhormonen zwar
sowohl die Osteoblastogenese als auch die Osteoklastogenese gesteigert, jedoch ver-
ringert sich die Lebensspanne der Osteoblasten, wohingegen die Lebensspanne der
Osteoklasten verlangert wird [110]. Dadurch ist die Resorption um etwa 90%, die
Knochenbildung jedoch nur durchschnittlich um 45% gesteigert [57], woraus sich ein
verstarkter Knochenabbau ergibt [151].
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Um einen postmenopausalen Ostrogenmangel im Tiermodell zu simulieren, wird bei
Versuchstieren am haufigsten eine bilaterale Ovariektomie durchgefuhrt. Sowohl Mau-
se als auch Ratten sprechen sehr schnell auf diese Behandlung mit einer Abnahme
des spongiésen Knochens an. So konnte in Ratten ein signifikanter Knochenmassever-
lust im Schenkelhals 30 Tage und im LWK 60 Tage nach OVX gezeigt werden [94].
Eine solche Abnahme der Knochenmasse durch alleinige OVX konnte im vorliegenden
Schafmodell nicht nachgewiesen werden. Sowohl im Femur als auch im LWK konnten
weder deskriptiv noch histomorphometrisch eine Abnahme der Trabekelflache oder
Trabekeldicke (Abb. 33 & 34, S. 60 f.) bzw. eine Verschlechterung im spongiésen Netz-
werk aufgezeigt werden (Abb. 31 & 32, S. 58 f.). Diese Ergebnisse sind im vdlligen
Einklang mit der bisherigen Literatur. So konnten Augat et al. sechs Monate nach OVX
eine leichte, nicht signifikant geringere BMD in Knochenbiopsien der Tibia von Schafen
verglichen zu einer Kontrolle feststellen. Nach zwolf Monaten der Behandlung gab es
jedoch keine Unterschiede zwischen den BMD-Werten der OVX-Gruppe und der Kon-
trolle [8]. Auch diverse andere Gruppen konnten diese Ergebnisse bestatigen und
zeigten, dass sich beim Schaf ein signifikanter und schneller Knochenmasseverlust
innerhalb der ersten drei bis vier Monate nach OVX einstellt, welcher jedoch sechs bis
zwolf Monate danach wieder vollstandig aufgehoben ist [124]. Kennedy et al. stellten
ein Jahr nach OVX ebenfalls keine wesentlichen Veranderungen in der BMD oder den
Trabekelparametern fest, jedoch zeigten Fluoreszenz-Markierungen einen signifikant
gesteigerten Knochenumbau wahrend dieser Zeit an [85]. Diese Beobachtungen konn-
ten im hier vorgestellten Schafmodell vor allem fur das Femur — und hier hauptsach-
lich flr den intrakortikalen Knochen — bestatigt werden. Die Anzahl und Aktivitat der
Osteoklasten sowie die Resorptionsfront waren in der OVX-Gruppe signifikant erhoht
verglichen mit der Kontrolle (Abb. 39, S. 66). Sowohl im Femur als auch im Wirbelkor-
per wies das erhdhte RANK-L/OPG-Verhaltnis deutlich auf einen gesteigerten
Knochenumsatz hin (Abb. 44 & 47, S. 71 & 74). Im Femur wurde dies durch eine ge-
steigerte Exprimierung von RANK-L und im LWK durch eine verminderte OPG-Produk-
tion hervorgerufen. Gegensatzlich zum erwarteten ,high turnover” zeigten die im Femur
unveranderten und im Wirbelkdrper nur leicht erhdhten Osteoblastenparameter keine
signifikant gesteigerte Knochenformation an (Abb. 36 & 37, S. 63 f.). Zu beachten ist
jedoch die geringere Mineralisierungsrate im LWK (Abb. 49, S 76). Insgesamt lasst sich
daher festhalten, dass acht Monate nach der OVX nur ein gesteigerter Knochenkatabo-
lismus mit einer verlangsamten Mineralisierung resultierte.

Als ein moglicher Kompensationsmechanismus, mit dem sich das Schaf dem Ostro-
genmangel nach OVX entziehen kann, wird die endogene Produktion von Ostrogenen
im Fettgewebe angesehen. Dieses ist in der Lage aus Androstendion Estron zu pro-
duzieren [8], eines der wichtigsten bioaktiven Ostrogene, wodurch sich die fehlenden
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Einflisse der OVX auf Trabekelparameter sowie Osteoblasten und die nur geringen
Effekte auf die Osteoklasten erklaren lieen.

5.2. Belastungsunterschiede zwischen verschiedenen Skelettregionen

beeinflussen Knochenmetabolismus und Therapieansprechen

Die in dieser Studie untersuchten Skelettregionen sprachen zwar beide auf die sys-
temischen Behandlungen an, jedoch in unterschiedlichem Malfe. Dies zeigte sich auch
in den Arbeiten von Zhang et al. sowie von Kreipke et al. [95, 204]. Beide Gruppen
konnten teilweise erhebliche Diskrepanzen zwischen Femur und LWK von Schafen im
Ansprechen auf eine OVX nach zwdlf Monaten beweisen. Zurlickzufiihren sind diese
Differenzen auf die unterschiedlichen Belastungen, die beide Knochen aufgrund der
Anatomie des Schafes erfahren. Das Femur tragt dabei groRe Teile des Koérperge-
wichtes vor allem beim Laufen, wahrend der Lendenwirbelkdrper stdndigen Kompres-
sionskraften ausgesetzt ist [204]. Dieser dient dabei eher als Feder oder StoRdampfer,
wohingegen der Femurknochen als ein Hebel fungiert, welcher die Muskelarbeit in Be-
wegung umsetzt. Deswegen kann sich dieser lange Rohrenknochen auch nur wenig
verformen (etwa 1% bis 2% seiner Originalldnge); das Verformungsausmaly eines
Wirbelkérpers hingegen ist um ein Vielfaches gréRer, damit dieser mehr Energie ab-
sorbieren kann. Die Hauptaufgabe eines Femurs besteht also darin eine maximale Last
pro Knochenflache zu tragen, wahrend beim Wirbelkérper eine grélkere Langenan-
derung pro Originallange im Vordergrund steht [167]. Nach dem Wolffschen Gesetz
bzw. dem von H. M. Frost entwickeltem ,Mechanostat-Modell“ passt der Knochen seine
Masse und Struktur der auf ihn einwirkenden mechanischen Belastung an [55]. Als
Sensoren fur mechanische Stimuli dienen die im mineralisierten Knochengewebe
eingebauten Osteozyten. Ihre Zellkérper sowie -fortsatze liegen jedoch nicht direkt dem
Knochen an, sondern sind von einer Extrazellularmatrix, bestehend aus interstitieller
Flissigkeit sowie verschiedenen Proteoglykanen und kleineren Proteinen, umgeben
[89]. Die interstitielle Flissigkeit, die alle Osteozyten umgibt ist in stdndiger Bewegung
(sinterstitial fluid flow®, IFF), was dem Nahrstoff- und Hormonaustausch zwischen
Knochenzellen und GefalRen dient [148]. Fir die Verbindung zwischen Osteozytenfort-
satzen und der Knochenmatrix sorgen spezielle transmembranare Proteinkomplexe,
sogenannte Integrine (z.B. Integrin avB3). Sie verbinden die Actinfilamente des Zy-
toskeletts mit in der Knochenmatrix vorkommenden Verankerungsproteinen, wie bei-
spielsweise Osteopontin oder Bone-Sialoprotein [89]. Eine mechanische Belastung des
Knochens flhrt dazu, dass die Kollagenfibrillen der Knochenmatrix Uber die Ver-
ankerungsproteine sowie die Integrine einen Stimulus auf das Zytoskelett des Os-
teozyten ausuben. Zusatzlich verandert sich bei Belastung der IFF, welcher an den In-
tegrinen ,zieht* und somit eine Signalverstarkung bewirkt [148]. Desweiteren 6ffnen
sich durch den veranderten IFF sogenannte ,stretch-activated ion channels®, durch die
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Kalziumionen in die Zelle gelangen. Integrine des Zellkdrpers hdufen sich meist zu
fokalen Zell-Substrat-Kontakten zusammen, die bei mechanischer Belastung be-
stimmte intrazellulare Tyrosinkinasen aktivieren. AuRerdem besitzen die Osteozyten
ein primares Zilium, welches ebenfalls in der Lage ist Bewegungen zu registrieren.
Sowohl die Stimuli auf das Zytoskelett, die gedffneten lonenkandle als auch die Ak-
tivierung der Tyrosinkinasen setzen diverse Signalkaskaden in Gang, welche alle zu
einer geanderten Proteinsynthese des Osteozyten flihren [89]. Auf diese Weise wird
die Adaptation des Knochens an seine mechanische Belastung erreicht, indem Uber
eine veranderte Produktion von Zytokinen wie beispielsweise BMPs, WNTs oder Stick-
stoffmonooxid die Rekrutierung, Differenzierung und Aktivitdt von Osteoblasten und
Osteoklasten moduliert wird [90].

Da Ostrogene die Mechanosensitivitdt der Osteozyten beeinflussen und ein Ostrogen-
mangel zu einer herabgesetzten osteogenen Antwort auf mechanische Belastung flhrt
[90], kann geschlussfolgert werden, dass zwei Skelettregionen mit unterschiedlicher
Beanspruchung verschieden auf einen Ostrogenmangel nach Ovariektomie reagieren.
In der vorliegenden experimentellen Studie waren kleinere Unterschiede im An-
sprechen auf die OVX zu erkennen, grof3ere Differenzen zwischen beiden Regionen
entstanden jedoch durch die zusatzliche kalzium- und Vitamin-D-arme Diat (OVX+D).
Wilkens et al. zeigten, dass Schafe auf eine kalziumfreie Diat durch gesteigerte endo-
gene Produktion von PTH sowie von Vitamin D mit einer erhéhten Mobilisierung von
Kalziumionen aus dem Knochengewebe reagierten. Desweiteren flhrten verschiedene
Konzentrationen von aktivem Vitamin D zu signifikanten Anderungen im Knochenka-
tabolismus bei mangelernahrten Tieren [196]. Die OVX+D-Gruppe des gegenwartigen
Schafmodells reagierte im Femur mit einer signifikanten Abnahme der Osteoblastenak-
tivitat im Vergleich zur mit OVX behandelten Gruppe (Abb. 36, S. 63). Eine Abnahme
des Knochenkatabolismus wurde zum einen dadruch verdeutlicht, dass sowohl die Os-
teoklastogenese verringert war, erkennbar am niedrigeren RANK-L/OPG-Verhaltnis
(Abb. 44, S. 71), hervorgerufen durch eine geringere Expression von RANK-L und eine
gesteigerte Produktion von OPG (Abb. 42 & 43, S. 69 ff.) Zum anderen zeigte sich die
Abnahme des Knochenkatabolismus durch eine signifikant niedrigere Osteoklastenan-
zahl sowie einer verringerten Resorptionsfront verglichen mit OVX (Abb. 39, S. 66). Im
Vergleich zur Kontrollgruppe anderte sich weder die Menge noch die Aktivitat der Os-
teoblasten in OVX+D (Abb. 36, S. 63), die Osteoklastenparameter waren leicht erhéht
(Abb. 39, S. 66), die Osteoklastogenese hingegen leicht vermindert (Abb. 44, S 71). Im
Gegensatz dazu waren im Wirbelkérper sowohl Menge als auch Aktivitat von Os-
teoblasten und Osteoklasten erhdht verglichen mit der Kontrolle und mit OVX (Abb. 37
& 40, S. 64 & 67). Auch die Osteoklastogenese war in OVX+D der LWKs deutlich
gréler als in der Kontrollgruppe (Abb. 47, S. 74). Diese Ergebnisse weisen eindeutig
auf einen erhéhten Knochenumsatz im Sinne eines ,high turnover” im LWK bei OVX+D
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hin. Selbiges konnten auch Govindarajan et al. im Kleintiermodell nachweisen. Dabei
wurden Ratten ovariektomiert und fur 14 Monate mit einer kalzium- und Vitamin-D-ar-
men Diat gefittert, wobei Osteoblasten- und Osteoklastenmarker signifikant erhéht
waren und auf eine erhebliche Beeintrachtigung des normalen Remodelings sowie
einen ,high turnover hindeuteten [61]. Ein besseres Ansprechen auf die Osteoporo-
seinduktion des Wirbelkdrpers im Vergleich zum Femur im Schaf konnte bereits von
mehreren Gruppen ermittelt werden [95, 204], was die Ergebnisse dieser Studie weiter
untermauert.

Kontrar zum eben erwahnten Rattenmodel, bei dem sich ein signifikanter Knochen-
masseverlust einstellte, konnte dies im aktuellen Schafmodell nicht nachgewiesen
werden. Mit Ausnahme weniger Praparate des Femurs wurden fiir beide Regionen
weder deskriptiv noch histomorphometrisch bedeutende Unterschiede im spongiésen
Netzwerk (Abb. 31 & 32, S. 58 f.) bzw. der Trabekelflache oder -dicke festgestellt (Abb.
33 & 34, S. 60 f.). Dies steht im vélligen Einklang mit den Ergebnissen von Lill et al.,
bei denen sechs Monate nach OVX und Mangeldiat weder im Femurkopf noch im
Wirbelkorper L4 per uCT relevante Unterschiede in der Trabekeldicke oder dem Kno-
chenvolumen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe gefunden werden konnten [106].
Auch wenn die Diskrepanzen zwischen den beiden Skelettregionen wie oben beschrie-
ben durch die unterschiedliche Belastung plausibel erklart werden kénnen, so missen
doch ebenfalls Fehler und Ungenauigkeiten bei den verschiedenen histomorphome-
trischen Analyseverfahren bedacht werden. So ging der Bestimmung der Trabekel-
flache und -dicke eine manuelle Bildbearbeitung voraus, um weiches Bindegewebe
sowie Knochenmarkzellen zu entfernen, was jedoch zu Fehlern geflihrt haben kénnte
(Abb. 28, S. 53). Ebenfalls war die dafiir gewahlte HE-Farbung nicht optimal, da dabei
keine sichere Unterscheidung zwischen mineralisiertem und nicht-mineralisiertem
Gewebe vorgenommen werden konnte. Farbungen mit einer hdheren Differenzierung
zwischen den verschiedenen Gewebetypen, wie beispielsweise Movat's Pentachrom
oder die Farbung nach von Kossa/van Gieson, wurden die Genauigkeit der Histomor-
phometrie noch erhdéhen [125]. Die gering aber dennoch signifikant erhéhte Tra-
bekeldicke in OVX des Femurs ist daher vermutlich artifiziell bedingt.

Um durch den Menschen verursachte Fehler so gering wie moglich zu halten, wurden
die Flachenbestimmungen automatisiert und jederzeit vollstandig reproduzierbar durch
das kostenlose Imaged Plugin ,Trainable Weka Segmentation® vorgenommen. Dafur
wurde anfangs ein ,Classifier* erstellt, welcher dann auf alle Bilder der jeweiligen Far-
bung angewandt wurde. AuRerdem wurde die Trabekeldicke durch das ImagedJ Plungin
,Boned Thickness" vollautomatisch bestimmt. Die Ermittlung der Osteoklastenlange,
der Formierungsfront sowie der Entfernung der beiden Fluoreszenzbanden fur die Mi-
neralisierungsrate mussten jedoch von Hand durchgefiihrt werden. Trotzdem bleibt die
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Histomorphometrie die einzige Moglichkeit die Mineralisierungsrate zu bestimmen und
eine Analyse des Knochenumbaus auf Zell- und Gewebeebene durchzufihren [39].

5.3. Sekundare Osteoporose vs. Osteomalazie durch Dreifachbehandlung
Die haufigste Form der sekundaren Osteoporose ist die Glucocorticoid-induzierte Os-
teoporose (GIO), welche beim Menschen einen zweiphasigen Verlauf hat. Die erste,
frihe Phase ist dabei von einem schnellen Knochenmasserverlust von 6% bis 12% in-
nerhalb eines Jahres gekennzeichnet, aufgrund einer massiv gesteigerten Knochenre-
sorption. Bei der zweiten, progressiven Phase der GIO stellt sich ein langsamer
jahrlicher Knochenmasseverlust von etwa 3% ein, bedingt durch eine verschlechterte
Knochenformation [118, 151].

Osteoporotischer Knochenstatus in OVX+D+S

Im Rattenmodell zeigte die tagliche Injektion von Glucocorticoiden (GCs) Gber 90 Tage
eine Abnahme des kortikalen Knochens flr niedrige Konzentrationen an Methylpred-
nisolon und eine Abnahme des spongiésen Knochens fur hohe Konzentrationen sowie
eine geringere Knochenformation in beiden Regionen [128]. Diverse andere Gruppen
konnten jedoch keinen sicheren trabekuldren Knochenmasseverlust in der mit GCs be-
handelten Ratte feststellen, dieser ist jedoch essentieller Bestandteil der GIO des Men-
schen [94]. Mit einer Kombination von OVX und dreimonatiger Behandlung mit Dexa-
methason wurde jedoch im Wirbelkdrper der Ratte ein signifikanter Knochenmassever-
lust sowie eine Verschlechterung des trabekuldren Netzwerkes erreicht [18]. Im
Schafmodell reichte eine Hochdosistherapie mit einer taglichen Dosis von 30 mg bzw.
15 mg Methylprednisolon Uber einen Zeitraum von drei Monaten nicht aus, um die Tra-
bekelparameter von Beckenkammbiopsien signifikant zu verandern [31]. Eine Pilot-
studie von Lill et al. zeigte, dass sich ein signifikanter Knochenmasseverlust beim
Schaf sowohl im Wirbelkdrper als auch im Femurkopf erst mit einer Kombination aus
OVX, kalzium- und Vitamin-D-armer Diat sowie taglicher GC-Injektionen einstellt [106].
In der vorliegenden Studie zeigte sich in OVX+D+S im Femur eine Abnahme der Dicke
sowohl der Kortikalis, des intrakortikalen Knochens als auch der Spongiosatrabekel.
AuBerdem nahm die Konnektivitat des trabekuldren Netzwerkes ab und die einzelnen
Knochenbalkchen wiesen haufiger Abbriche auf. Die verschmalerten Trabekel waren
meist in der Langsachse des Oberschenkelhalses orientiert und hatten kaum Ver-
bindungen untereinander, wodurch sie eine saulenartige Konfiguration aufwiesen (Abb.
31, S. 58). Ciarelli et al. untersuchten Femurkopfbiopsien von osteoporotischen Patien-
tinnen, die eine Huftfraktur erlitten hatten und von gesunden Frauen. Dabei zeigte sich,
dass die mit der jeweiligen Knochenmasse normalisierten Trabekelparameter zwischen
den beiden Gruppen keine signifikanten Unterschiede aufwiesen. Jedoch wurde bei
den osteoporotischen Patientinnen eine saulenartige Konfiguration des Trabekelnetz-
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werkes mit signifikant weniger querverlaufenden Trabekelstrukturen gefunden [35].
Aufgrund der fehlenden Querverbindungen wird die ungestutzte Lange der einzelnen
Trabekel groRer, was wiederum zu einer verminderten Belastbarkeit dieser fihrt. Da
die kritische Knickbelastung indirekt proportional zum Quadrat der ungestutzten Lange
ist, erhdht sich das Frakturrisiko durch diese saulenartige Konfiguration des tra-
bekuldren Netzwerkes wesentlich mehr, als es der reine Knochenmasseverlust ver-
muten lassen wirde [112]. Dies bewahrheitete sich auf eindrucksvolle Weise im ak-
tuellen Versuch, bei dem sich ein Schaf der OVX+D+S-Gruppe eine Spontanfraktur
des rechten Oberschenkelhalses zugezogen hatte, was bisher noch nie in der Literatur
beschrieben wurde.

Die deskriptive Histologie der Wirbelkorper zeigte ebenfalls wesentlich dinnere Tra-
bekel im Vergleich zu allen anderen Gruppen, jedoch unterschied sich das trabekulare
Netzwerk nicht sonderlich (Abb. 32, S. 59). Diese Beobachtung ist ein typisches Merk-
mal der GIO [151]. So ist beim Menschen eine Ausdiinnung des gesamten tra-
bekularen Netzwerkes eher mit einer GIO assoziiert, wohingegen die primare Osteo-
porose durch friihzeitige Perforationen der Trabekel charakterisiert ist [39].

In beiden Skelettregionen nahm die Trabekelflache um 25% und die Trabekeldicke um
etwa 33% verglichen mit den anderen Gruppen ab (Abb. 33 & 34, S. 60 f.). Eschler et
al. bestimmten mittels uCT nach nur 5,5 Monaten Standzeit der Tiere und einem ahn-
lichen Therapieregime eine Reduktion des Knochenvolumens um 18% und der Tra-
bekeldicke um 23% fir den Wirbelkdrper L2. Die BMD des distalen Radius nahm im
Vergleich zu einer Kontrolle um etwa 30% ab [50]. Lill et al. zeigten ebenfalls mit einer
Dreifachbehandlung aus OVX, Diat und Steroiden Uber sieben Monate eine signifikante
Abnahme der Trabekelparameter im uCT. Das Knochenvolumen nahm dabei im
Wirbelkérper L4 um 30% und im Femurkopf um 25% ab. Auch die Trabekeldicke war in
beiden Regionen deutlich reduziert im Vergleich zur Kontrollgruppe (L4: -66%, Fe-
murkopf: -25%). Im peripheren Skelett wurde ebenfalls eine deutliche Reduktion der
BMD um 36% im Radius und um 39% in der Tibia ermittelt [107]. In der aktuellen
Studie war die BMD von OVX+D+S im Femur um 29% und im LWK um 32% reduziert
im Vergleich mit der Kontrolle zu Beginn des Versuches (OM) [unverdffentlichte Daten].
Da eine BMD-Reduktion von mehr als 2,5 SD verglichen zu jungen, gesunden Men-
schen in etwa einem BMD-Verlust von 25% entspricht [107], zeigen diese Ergebnisse,
dass im vorliegenden Schafmodell mit Hilfe der Dreifachbehandlung erfolgreich eine
Osteoporose induziert werden konnte. Ding et al. beobachteten bei Schafen nach
siebenmonatiger Therapie mit Mangeldiat und GC-Injektionen ahnliche Veranderungen
in der Mikroarchitektur und der Knochenmasse, welche jedoch interessanterweise drei
Monate nach Beendigung der Behandlung wieder soweit zurlickgingen, dass nahezu
alle Trabekelparameter denen der Kontrolle entsprachen [44].
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Knochenkatabolismus in OVX+D+S vergleichbar mit GIO?

Charakteristisch fur eine GIO ist die initiale Erh6hung der Osteoklastenanzahl und -ak-
tivitat, was zu einem schnellen, transienten Knochenmasseverlust innerhalb der ersten
drei Monate nach Behandlungsbeginn fuhrt [71]. Hervorgerufen wird dies durch eine
Verlangerung der Osteoklastenlebensspanne durch direkte Einwirkungen der GCs auf
die knochenabbauenden Zellen [80] sowie durch eine verminderte Apoptoserate dieser
[26]. Die GCs sorgen zudem fiir eine groliere Resorptionstiefe der Osteoklasten und
fir eine gesteigerte Osteoklastogenese, indem sie in Zellen der osteoblastaren Reihe
eine vermehrte Exprimierung von M-CSF und RANK-L sowie eine verminderte Produk-
tion von OPG induzieren [26, 71]. Boécker et al. zeigten im Rattenmodel nach drei-
monatiger Behandlung mit OVX und GCs einen signifikant gesteigerten Knochenka-
tabolismus mit erhdhter Osteoklastenanzahl und gesteigerten Serumwerten an ucOCN
(,undercarboxylated Osteocalcin®) [18]. Da jedoch gleichzeitig die Osteoklastogenese
durch die GCs inhibiert wird, nimmt die Knochenresorption nach einer langeren Be-
handlungszeit mit Steroiden drastisch ab [39, 110]. In dieser zweiten Phase der GIO
reduziert sich die Osteoklastenanzahl, weil GCs die Proliferation von Vorlauferzellen zu
reifen Osteoklasten einschranken. AuRerdem nimmt die Osteoklastenaktivitat ab, da
GCs Veranderungen des Zytoskeletts, welche fir die Bildung des Resorptionskompar-
timents nétig sind, direkt inhibieren [71].

Die Analyse des Knochenkatabolismus beider Skelettregionen der aktuellen Studie
zeigte eindriucklich, dass sich die Tiere nach acht Monaten der Dreifachbehandlung in
der zweiten, progressiven Phase einer GIO befanden. Im Femur nahmen durch die
zusatzlichen Steroidinjektionen die Osteoklastenanzahl und -aktivitdt von OVX+D zu
OVX+D+S hin wieder ab, sodass letztlich Werte erreicht wurden, die der Kontrolle
entsprachen (Abb. 4.9, S. 66). Auch die Osteoklastogenese war eingeschrankt, denn
sowohl die Expression von RANK-L als auch von OPG war wesentlich geringer, ver-
glichen mit Kontrolle und OVX+D (Abb. 42 & 43, S. 69 ff.), woraus sich ein niedrigeres
bzw. unverandertes RANK-L/OPG-Verhaltnis ergab (Abb. 44, S. 71). Wie schon im
Kapitel zuvor erlautert, zeigte sich auch in OVX+D+S ein starkeres Ansprechen des
Wirbelkorpers auf die Therapie im Vergleich zum Femur. Im LWK waren alle Osteoklas-
tenparameter in der dreifach behandelten Gruppe signifikant niedriger verglichen mit
der Kontrolle und auch mit OVX+D. Dabei nahm die Osteoklastenanzahl um die Halfte
ab und die Resorptionsfront verkurzte sich auf etwa ein Drittel (Abb. 40, S. 67). Obwohl
signifikant weniger RANK-L in OVX+D+S exprimiert wurde (Abb. 45, S. 72), unter-
schied sich das Verhaltnis von RANK-L zu OPG im Vergleich zur Kontrolle kaum, da
auch OPG deutlich weniger exprimiert wurde (10% der Kontrolle; Abb. 46 & 47, S. 74).
Eine solch erheblich geringere Produktion an OPG lasst sich zumindest teilweise
dadurch erklaren, dass die GCs zu einer gesteigerten Insulinsekretion fihren, was
wiederum im Osteoblasten die OPG Expression verringert [18]. Schafe, die fur drei

85



5. Diskussion

Monate mit einer taglichen Dosis von 16 mg Methylprednisolon behandelt wurden,
zeigten ebenfalls eine signifikante Abnahme der Osteoklastenanzahl, die erodierte
Oberflache hingegen war nahezu doppelt so grof3 wie in der Kontrolle [30]. Unter dem
Begriff der erodierten Oberflache versteht man die Oberflache eines Trabekels, die
wahrend eines Remodelingzyklus schon von Osteoklasten abgebaut wurde aber noch
nicht von reifen, aktiven Osteoblasten besetzt ist. Sie beinhaltet sowohl die Resorp-
tionsfront als auch die Oberflache der Umkehrzone einer BMU [42]. Andreasen et al.
haben bei alten Schafen mittels OVX und siebenmonatiger Behandlung mit Pred-
nisolon einen osteoporotischen Knochenstatus erzeugt und konnten in Beckenkamm-
biopsien ebenfalls keine Anderung der Resorptionsfront nach dieser Zeit feststellen.
Eine initiale Steigerung der Knochenresorption wurde durch erhéhte Serumwerte des
Katabolismusmarkers CTX innerhalb der ersten drei Monate ermittelt. Diese fielen je-
doch nach sieben Monaten wieder bis auf die Ausgangswerte zurtick ab. Aber auch
hier nahm die erodierte Oberflache in der Versuchsgruppe signifikant zu, was demzu-
folge bedeutet, dass sich die Oberflache der Umkehrzone vergréRert haben musste.
Dies konnte eindrucksvoll bewiesen werden, wobei zusatzlich festgestellt wurde, dass
in der mit Steroiden behandelten Gruppe die ,reversal cells“ der Umkehrzone in einer
inaktiven Form arretiert waren [4]. Selbiges konnte von Jensen et al. auch fir den
Menschen bestatigt werden. Untersucht wurden in dieser Studie Beckenkammbiopsien
von postmenopausalen Patientinnen, die aus diversen Grinden eine Langzeittherapie
mit GCs erhielten. Von dieser Arbeitsgruppe wurde ein Modell entwickelt, welches die
Kopplung innerhalb einer BMU des hemi-osteonalen Remodelings in der Spongiosa
skizziert. Dabei wird eine BMU bestehend aus der erodierten Oberflache mit Osteo-
klasten, der Umkehrzone mit den ,reversal cells* sowie den Osteoid-produzierenden
Osteoblasten vollstandig von einer Lage aus ,lining cells“ Uberdeckt. Diese formen
Uber der BMU ein sogenanntes ,canopy®, welches den Remodelingprozess vom
Knochenmark abschirmt. Zudem liefern die ,lining cells* standig neue Osteoblastenvor-
laufer in die BMU als Nachschub fiir die Knochenformation. GCs verursachen einen
Verlust dieses ,canopys®, worauf es zum Arrest der ,reversal cells“ kommt, sodass sich
diese nicht weiter zu Osteoblasten differenzieren kénnen [79]. Aus diesen Daten ergibt
sich eine Entkopplung bei GC-Therapie in der Umkehrphase des Remodelings mit
vorhandener Knochenresorption aber ohne adaquate Knochenformation [4, 30, 79].

Knochenanabolismus in OVX+D+S vergleichbar mit Osteomalazie?

GCs beeinflussen die Replikation der Osteoblastenvorlaufer negativ und flihren durch
eine reduzierte WNT/B-Catenin Signallbertragung zu einer verminderten Differen-
zierung und einer langsameren Reifung zu matrixproduzierenden Osteoblasten [26].
Aber auch durch direkte Einwirkungen auf reife Osteoblasten wird deren Aktivitat und
die Kollagen-I-Synthese vermindert, was zu diinneren Osteoidsdaumen, einer kleineren
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Formationsfront sowie einer niedrigeren Mineralisierungsrate fuhrt [26, 39, 193].
Desweiteren wirken GCs proapoptotisch auf Osteoblasten durch die Aktivierung der
Caspase 3, welche eine wichtige Endstrecke vieler Apoptosemechanismen ist.
Dadurch sind bei einer GIO verglichen mit gesunden Individuen die Apoptoseraten der
Osteoblasten bis zu dreifach erhdht [26, 193]. Folglich kommt es zu einer verringerten
Anzahl an Osteoblasten, welche zudem weniger und flir eine kiirzere Zeit Osteoid pro-
duzieren [26, 39]. Da aber wie oben beschrieben die Knochenresorption anfangs er-
hoht und spater nicht oder nur leicht vermindert ist, kbnnen die von den Osteoklasten
geschaffenen erodierten Oberflachen nicht vollstandig mit neuer Knochenmatrix aufge-
fullt werden, wodurch sich die Ausdinnung der Trabekel bei einer GIO erklaren lasst.
Die verringerte Formation und der trabekulare Knochenmasseverlust korrelieren dabei
miteinander [193].

Bei Bocker et al. fuhrte eine dreimonatige Behandlung mit OVX und Steroiden im Rat-
tenmodell zu einem signifikant geringeren Knochenanabolismus, was durch vermin-
derte ALP+ sowie Biglycan+ Flachen gezeigt wurde. Zudem wiesen erhdhte Werte an
Osteopontin die Prasenz funktionsgestdrter Osteoblasten auf [18]. Die Ergebnisse des
vorliegenden Schafmodells sind jedoch vdllig kontrar zu den oben genannten Beobach-
tungen, denn sowohl Menge als auch Aktivitat der Osteoblasten sind in der dreifach
behandelten Gruppe im Vergleich zu allen anderen Gruppen enorm erhéht gewesen.
Vor allem im Femur ist sowohl die ALP+ Flache als auch die Formationsfront bis zu
zehnfach groRer gewesen verglichen mit der Kontrollgruppe (Abb. 36, S. 63). Aber
auch im Wirbelkérper zeigten sich wesentlich erhdhte Osteoblastenparameter (Abb.
37, S. 64). Diese Ergebnisse wurden zudem noch von den vermehrt beobachteten
nicht-mineralisierten Bereichen in der Spongiosa der OVX+D+S Praparate unter-
mauert. Ahnliche Beobachtungen konnten auch El Khassawna et al. bei Ratten
machen, welche mit OVX und einer kalziumarmen sowie Vitamin-D-freien Diat behan-
delt wurden. Es zeigten sich nach 16 bzw. 18 Monaten signifikant gestiegene Werte flr
die ALP+ Flache und die Osteoidflache im Vergleich zur Sham-Gruppe [48]. In einem
vorherigen Rattenmodell konnte dieselbe Arbeitsgruppe schon nach dreimonatiger Be-
handlung mit OVX und Diat histomorphometrisch zeigen, dass bis zu fiinf mal so viel
Osteoid die Trabekeloberflache Uberzog als in der Sham-Gruppe. Die ebenfalls stark
erhohten Osteopontin-Serumwerte deuteten auf eine gréRere Anzahl an unreifen Os-
teoblasten hin [49]. Der gesteigerte Knochenanabolismus zusammen mit erhdhten
PTH-Spiegeln im Serum sowie der Kalzium- und Vitamin-D-Mangeldiat legten die
Schlussfolgerung nahe, dass in diesen Rattenmodellen eher eine Osteomalazie als
eine Osteoporose induziert wurde [48, 49]. Bauer et al. ermittelte dauerhaft gesteigerte
PTH-Werte sowohl 3, 12 als auch 14 Monate nach Therapiebeginn mit OVX+D und
schlussfolgerte daraus, dass PTH ein Marker flr Kalzium- sowie Vitamin-D-Insuffizienz
und damit ein wichtiger Risikofaktor fiir Osteoporose und Osteomalazie ist [12].
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Doch wann fuhrt ein Mangel an Vitamin D zu einer Osteomalazie und wann wird
dadurch eine Osteoporose verstarkt, so wie es beispielsweise bei der senilen Form
dieser systemischen Skeletterkrankung ist? Schon seit dem friilhen 20. Jahrhundert ist
bekannt, dass ein Vitamin-D-Mangel bei Kindern zu Rachitis und bei Erwachsenen zu
einer Osteomalazie fuhrt [158]. Diese ist definiert als die ungentigende Mineralisierung
neugebildeter Knochenmatrix (Osteoid) mit einer verminderten Einlagerung von Kalzi-
um und Phosphat [73]. Dabei fihrt der Mangel an Vitamin D zu einer verminderten in-
testinalen Kalziumaufnahme, wodurch das Serumkalzium sinkt. Dies hat eine verstark-
te Ausschuttung von PTH aus den Nebenschilddrisen zur Folge. Bleibt dieser Zustand
fur langere Zeit bestehen spricht man von einem sekundaren Hyperparathyreoidismus
(sHPT), welcher immer gleichzeitig bei einer Osteomalazie vorliegt, falls deren Ursache
ein Vitamin-D-Mangel ist [34, 45]. Die erhohten PTH-Werte filhren zu einer Kalzium-
freisetzung aus dem Knochen und steigern die Produktion von Calcitriol in der Niere,
wodurch temporar der Kalziumspiegel stabilisiert werden kann. Bleibt der Mangel an
Vitamin D jedoch langfristig bestehen, erschopft sich das Angebot an Calcediol,
wodurch wiederum die Produktion an Calcitriol trotz erhéhter PTH-Werte abnimmt. Auf
diese Weise entsteht eine Abwartsspirale, weswegen die Vitamin-D-Spiegel bei Os-
teomalazie enorm erniedrigt sein kénnen [117]. Auch wenn Vitamin D bei normalen
Kalzium- und Phosphatspiegeln scheinbar nicht essentiell fir die Mineralisierung des
Osteoids ist [45], so resultiert ein absolutes, langanhaltendes Fehlen des Vitamins in
einer Inhibierung der Osteoidmineralisation [117, 158]. Dies fuhrt zu einer Stérung des
Knochenremodelings und zu vermehrten Bereichen an nicht-mineralisierter Matrix im
Knochengewebe [34]. Diese von Osteoid bedeckten Knochenoberflachen sind jedoch
dem physiologischen Abbau durch die Osteoklasten wahrend des Remodelings nicht
mehr zuganglich, wodurch es zur kontinuierlichen, sekundaren Mineralisierung des
unter dem Osteoid liegenden Knochens kommt. Auf diese Weise entstehen hypermi-
neralisierte Bereiche direkt neben nicht-mineralisierten, weswegen die Bruchfestigkeit
des Knochens um bis zu 25% abnimmt [11, 34]. Bei einem weniger stark ausgepragten
Vitamin-D-Mangel (,Vitamin-D-Insuffizienz®), wie beispielsweise bei Malnutrition oder
verminderter Sonnenlichtexposition im Alter, sinken zwar ebenfalls die Kalziumspiegel
im Blut und es stellt sich ein sHPT ein, jedoch kommt es nicht zu einer Inhibition der
Mineralisierung. Der sHPT hingegen flhrt zu einer gesteigerten Knochenresorption
hauptsachlich in der Kortikalis und ist somit ein wichtiger Risikofaktor fur die Entwick-
lung einer senilen Osteoporose, bei welcher zusatzlich zum trabekularen auch der kor-
tikale Knochen betroffen ist [34, 117, 158].

Es stellt sich jetzt die Frage, warum erst in der zusatzlich mit Steroiden behandelten
Gruppe ein osteomalatischer Knochenstatus aufkam und nicht schon in der Mangel-
diatgruppe. Extraskelettale Einfliisse der GCs verstarken die Mangeldiat, indem die
Kalziumaufnahme aus dem Darm durch eine Inhibierung der Vitamin-D-Wirkung sowie
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durch eine geringere Exprimierung bestimmter Kalziumkanéle in der Darmwand re-
duziert ist. Zusatzlich wird die renale Elimination von Kalzium durch eine verminderte
Reabsorption gesteigert [26, 118]. Die verminderte Aufnahme sowie die erhdhte Aus-
scheidung von Kalzium verstarken somit die Mangeldiat und den daraus resultierenden
sHPT. Desweiteren stimulieren GCs direkt die PTH-Sekretion in den Nebenschild-
drusen und erhdéhen die Sensitivitdt der Osteoblasten fur die PTH-Wirkungen. Zudem
gibt es Hinweise darauf, dass eine langfristige Behandlung mit GCs die Calcitriol-
spiegel im Blut senkt [134]. Aber auch die Einflisse der OVX werden durch die GCs
noch verstarkt, denn sie inhibieren direkt die osteoanabolen Effekte der Sexualhor-
mone und vermindern durch eine verringerte Gonadotropinausschittung die extrago-
nadale Sexualhormonproduktion [118, 134]. Diese Verstarkung der Mangeldiat durch
die Wirkungen der GCs bestatigte sich in der vorliegenden Studie, da die Serumwerte
sowohl von Kalzium als auch von 25-OH-Vitamin-D (signifikant) niedriger in OVX+D+S
waren als in OVX+D [99].

Die Diagnosekriterien fir eine mogliche Osteomalazie fordern neben einer Hypo-
kalzamie (oder Hypophosphatéamie) auch erhdhte Werte an ALP im Knochen sowie
eine verringerte BMD in der DXA-Messung. Rdéntgenologische Zeichen (Pseudofrak-
turen, Looser-Umbauzonen) sowie klinische Symptome (Muskelschwache, Knochen-
schmerzen) fir eine definitive Osteomalazie-Diagnose [56] konnten in der aktuellen
Studie beim Schaf nicht ermittelt werden. Parfitt unterteilt die Hypovitaminose D Os-
teopathie (HVO) in drei Schweregrade: HVO-1) Vorliegen eines sHPT mit vermehrten
Osteoidflachen bei einem gesteigerten Knochenumbau (,Praosteomalazie®). HVO-2)
Verzdgerte Mineralisierung des Osteoids, bei der nur die zu erst geformte Matrix
verkalkt wird. HVO-3) Keine Mineralisierung des Osteoids [34, 117]. Eine Minera-
lisierungsverzogerung in OVX+D+S wurde mit Hilfe der in vivo Fluoreszenz-Markie-
rungen durch eine signifikant geringere Mineralisierungsrate aufgezeigt (Abb. 49, S.
76). Deskriptiv wurde zudem haufig das Fehlen der ersten griinen Calcein-Bande
beobachtet, selbst wenn an den gleichen Stellen eine rote Alizarin-Bande zu sehen
war. Dies bedeutet, dass die Osteoblasten nach einem Tag noch vom roten Fluo-
reszenz-Marker gesattigt waren und den neu angebotenen griinen Fluoreszenz-Marker
noch nicht verarbeiten konnten (Abb. 48, S. 75). Dieses Fehlen der Doppelbanden ist
ein weiteres histologisches Merkmal einer ausgepragten Osteomalazie [151]. Insge-
samt deuten die erhohte Menge und Aktivitdt an Osteoblasten, die vergroerte Os-
teoidflache und die Mineralisierungsverzdgerung auf das Vorliegen einer Osteomalazie
mit dem Schweregrad HVO-2 hin.

Sowohl Osteoblasten als auch Adipozyten entspringen im Knochenmark einer gemein-
samen Vorlauferzellreihe — den mesenchymalen Stammzellen. Beim Menschen konn-
te beobachtet werden, dass eine Hochdosistherapie mit Prednisolon zur Akkumulation
von Adipozyten im Knochenmark fiihrt, welche proportional zur GC-Dosis war [188]. In
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vitro sowie in vivo wurde ein durch GCs induzierter Shift der mesenchymalen Stamm-
zellen von Osteoblastogenese hin zur Adipozytogenese bewiesen, unter anderem
durch die Blockierung des WNT/B-Catenin-Signalweges in den Osteoblasten [103]. In
der vorliegenden Studie wurde deskriptiv fur beide Skelettregionen eine Anhaufung von
Fettzellen im Knochenmark in OVX+D+S festgestellt (Abb. 31 & 32, S. 58 f.). Da je-
doch interessanterweise ebenfalls die Osteoblastogenese in dieser Gruppe massiv
gesteigert war, muss eher von zwei parallel zueinander ablaufenden Prozessen aus-
gegangen werden: Eine durch GCs erh6hte Adipozytogenese und gleichzeitig eine
durch die Osteomalazie bedingte Steigerung der Osteoblastogenese.

5.4. Osteozyten — die wichtigsten Knochenmetabolismus-Regulatoren

In den letzten Jahren wurden Uber die diversen und unterschiedlichen Funktionen der
Osteozyten viele Erkenntnisse gewonnen, welche erheblich zu einem groReren Ver-
standnis der Regulation von Knochenmasse und Remodeling beitrugen. Osteozyten
dienen unter anderem der Integration mechanischer (Kap. 5.2, S.80 ff.) und chemisch-
er Signale und sind in der Lage Uber die Produktion von Botenstoffen (z.B. Sclerostin,
RANK-L) sowie uber direkte Zell-Zell-Kontakte mit anderen Osteozyten und Zellen der
osteoblastaren und osteoklastaren Reihe sowohl Beginn als auch Ende von Knochen-
resorption und -formation zu kontrollieren [32].

Regulation der Osteoklastogenese und des Knochenkatabolismus durch Osteozyten
Zarrinkalam et al. induzierten mithilfe von OVX, kalziumarmer Diat und Dexamethason-
Injektionen Uber sechs Monate bei jungen Schafen einen osteoporotischen Knochen-
status und konnten einen Zusammenhang zwischen der Osteozytendichte und der
spongidsen Knochenmasse aufzeigen. So korrelierte im LWK die Anzahl lebender Os-
teozyten negativ und die Anzahl leerer Lakunen mit der erodierten Knochenoberflache
positiv [203]. In der aktuellen Studie war in OVX+D+S flr Femur und Wirbelkdrper die
absolute Anzahl spindelformiger Osteozyten (signifikant) geringer, wohingegen die
Haufigkeit leerer Lakunen (signifikant) zunahm im Vergleich mit der Kontrolle [unverof-
fentlichte Daten]. Daraus ergibt sich die Schlussfolgerung einer gesteigerten Anzahl
apoptotischer Osteozyten — eine typische Erscheinung unter GC-Therapie. Die
grollere Apoptoserate der Osteozyten wird unter anderem fur die erhéhte Fraktur-
wahrscheinlichkeit bei nur gering erniedrigter BMD verantwortlich gemacht [151].

Ein Mechanismus (ber den Osteozyten das Remodeling regulieren kdnnen, ist das
RANK-L/OPG-System. Dabei ist die osteozytdre RANK-L-Expression im Gesunden
niedriger als in anderen Zellen der osteoblastéaren Reihe. Bei Bedarf — beispielsweise
zur Reparatur von Mikroschaden — kann diese jedoch stark gesteigert werden, um das
Remodeling zu initiieren [116]. Fir den Knochenumbau in der Spongiosa ist das von
Osteozyten exprimierte RANK-L essenziell, denn bei dessen vollstandigem Verlust
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(durch Gen-Knockout) reduziert sich die Anzahl aktiver Osteoklasten um etwa 70% im
trabekuldaren Knochen; in der Kortikalis nur um etwa 30%. Wenn aber die PTH-Level
bei einem sHPT erhoht sind, dann spielt die RANK-L-Produktion durch Osteozyten
auch fiir den kortikalen Knochenabbau eine entscheidende Rolle [199]. In der aktuellen
experimentellen Arbeit zeigte sich, dass die Absolutwerte flr das osteozytdare RANK-L
und OPG in OVX+D+S durch die Einwirkungen der GCs (Kap. 5.3, S. 83 ff.) im LWK
signifikant niedriger und im Femur unverandert im Vergleich zur Kontrolle waren. Je-
doch stieg das RANK-L/OPG-Verhaltnis fir die Osteozyten im Femur leicht und im
LWK erheblich in der dreifach behandelten Gruppe an (Abb. 44 & 47, S. 71 & 74).
Zusammen mit der grélieren Anzahl leerer Lakunen ergibt sich die Frage, ob apopto-
tische Osteozyten Uber ein erhdhtes RANK-L/OPG-Verhaltnis im Stande sind das Re-
modeling zu steuern. Kennedy et al. induzierten mittels kritischer Belastung
Mikroschaden in Rattenknochen und untersuchten die osteozytdre RANK-L- und OPG-
Expression im rdumlichen Zusammenhang zu sterbenden Osteozyten. Sie konnten
zeigen, dass die osteozytdre RANK-L-Expression in einem Umkreis zwischen 100 bis
300 um um apoptotische Osteozyten signifikant erhdht war, wohingegen die OPG-Ex-
pression im direkten Umfeld des Mikroschadens signifikant niedriger im Vergleich zu
einer Kontrollgruppe war [86]. Apoptotische Osteozyten senden demzufolge Signale an
benachbarte nicht-apoptotische Osteozyten und regen diese an verstarkt RANK-L zu
produzieren. Zusatzlich fallt die basale OPG-Expression der gestorbenen Osteozyten
weg, weswegen sich insgesamt das RANK-L/OPG-Verhaltnis drastisch erhoht [32, 86].
Doch wie kann das membrangebundene RANK-L der vollstdndig von Knochenmatrix
umgebenen Osteozyten Uberhaupt die Osteoklastenvorlaufer erreichen? Denn I6slich-
es RANK-L wird hauptsachlich von T-Zellen gebildet, tragt aber vermutlich nicht zur
physiologischen Osteoklastogenese bei [116]. Mithilfe konfokaler Fluoreszenzmikro-
skopie gelang es Solberg et al. RANK-L+ sowie OPG+ Vesikel sowohl in Osteozyten-
kérpern als auch -fortsatzen zu identifizieren. Bei diesen Vesikeln handelte es sich
nach Analyse im Transmissionselektronenmikroskop wahrscheinlich um sekretorische
Lysosomen. Aus diesen Daten erstellten sie die Vermutung, dass es einen gerichteten
Transport von Vesikeln entlang der Aktinfilamente innerhalb der Osteozytenfortsatze
gibt, ahnlich dem vesikuldren Transport in Axonen und Dendriten von Nervenzellen
[178]. Honma et al. konnten beweisen, dass membrangebundenes RANK-L auf den
Fortsatzen der Osteozyten exprimiert wird und dort Zell-Zell-Kontakte mit Osteoklas-
tenvorlaufern eingegangen werden. Dabei waren diese direkten Kontakte zwischen
den unterschiedlichen Zellreihen wesentlich entscheidender fir die Osteoklastogenese
als I6sliches RANK-L. Sie zeigten ebenfalls, dass RANK-L im Golgi-Apparat des Os-
teozyten gebildet und anschliefend an OPG gebunden in einen lysosomalen Speicher
transportiert wird. Bei Stimulation der Zelle werden diese Speicherlysosomen in die
Plasmamembran der Osteozytenfortsatze eingebaut und RANK-L kann membrange-
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bunden den RANK+ Osteoklastenvorlaufern prasentiert werden, woraufhin die Osteo-
klastenreifung in Gang gesetzt wird. OPG hat dabei nicht nur eine Transportfunktion,
sondern es limitiert auch die Menge an RANK-L, die in die Plasmamembran eingebaut
wird, wodurch es schon intrazellular die Osteoklastogenese regulieren kann [76]. Dabei
wird jene starker durch das intrazellulare OPG gehemmt, als tUber die Funktion des ex-
trazellularen Tauschungsrezeptors [76, 178]. Aus diesen Erkenntnissen und der Tat-
sache, dass die OPG-Produktion durch GCs vermindert wird [18], ergibt sich eine wei-
tere Erklarung fur die Ergebnisse der vorliegenden Studie: Durch das intrazellulér ver-
minderte OPG wird mehr RANK-L freigesetzt, womit wiederum das osteozytdre RANK-
L/OPG-Verhéltnis gesteigert ist (Abb. 44 & 47, S. 71 & 74).

Eine dritte Erklarungsmaoglichkeit fir das erhdhte osteozytare RANK-L/OPG-Verhaltnis
in der aktuellen Arbeit bietet das von Osteozyten selbst sezernierte Sclerostin, welches
parakrin auf osteozytare Osteoblasten und Osteozyten wirkt. So konnte in vitro nach
exogener Sclerostin-Gabe eine gesteigerte RANK-L- sowie eine verminderte OPG-Ex-
pression gezeigt werden, was zwar nur eine gering erhdhte Anzahl aber daflr eine
stark gestiegene Aktivitat der Osteoklasten zur Folge hatte. Diese Ergebnisse waren
unabhéangig von der Apoptoserate der Osteozyten und legen damit eine direkte
Steigerung der Osteoklastenaktivitat durch lebende Osteozyten nahe [195].

Regulation der Osteoblastogenese und des Knochenanabolismus durch Osteozyten

Sclerostin ist ein Glykoprotein und wird unter physiologischen Bedingungen nur von
reifen Osteozyten sezerniert. Es wird als einer der wichtigsten negativen Regulatoren
der Knochenmasse angesehen (Kap. 2.2.2., S. 12 ff.). Sclerostin bindet an den Ko-
rezeptor LRP 5/6 und blockiert damit die Anlagerung von WNT-Liganden an den
.Frizzeld“-Rezeptor. Dadurch wird der WNT-/B-Catenin-Signalweg inhibiert, was
wiederum die Osteoblastendifferenzierung beeintrachtigt. Desweiteren ist Sclerostin
ebenfalls in der Lage die durch BMPs induzierte Differenzierung zu blockieren. Das
Sost-Gen kodiert fiir das Sclerostin-Protein und fuhrt bei Verlust im Menschen zu einer
gesteigerten Knochenmasse. Die Produktion und Sezernierung von Sclerostin wird
hauptsachlich durch Belastungsanderung reguliert. So flhrt eine mechanische Belas-
tung zu einer geringeren und Immobilisierung zu einer verstarkten Ausschiittung. Aber
auch diverse systemische Hormone spielen eine Rolle bei der Regulierung der Scle-
rostin-Expression [38, 170]. Bellido et al. beispielsweise konnten zeigen, dass eine
kontinuierliche Gabe von PTH Uber vier Tage in Mausen zu einer Reduzierung der
Sost-Expression um 80% bis 90% fuhrt, was wiederum eine Verminderung von Scle-
rostin zur Folge hatte. Dadurch fallen die hemmenden Einflisse von Sclerostin auf die
WNT- und BMP-Wirkungen weg und die Differenzierung von mesenchymalen Progeni-
torzellen zu Osteoblasten wird gesteigert. Sie konnten damit beweisen, dass Os-
teozyten ein direktes Ziel von PTH sind und dass die reaktive Steigerung der Knochen-
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formation durch einen Sclerostin-Mangel ein wichtiger Kompensationsmechanismus
des hohen Knochenumsatzes bei einem HPT ist [13]. Diese beschleunigte Knochen-
formation bei einem Sclerostin-Defizit hat jedoch eine verschlechterte Mineralisierung
mit nicht ausreichender HA-Kristallreifung zur Folge, wodurch die Brichigkeit des
Knochens zunehmen kann [69].

Auch wenn, wie in Kapitel 5.3. (S. 83 ff.) erlautert, davon ausgegangen werden kann,
dass in der OVX+D+S-Gruppe der aktuellen Studie ein sHPT und ebenfalls eine Mine-
ralisierungsstérung vorliegen, so zeigt die Analyse des Knochenkatabolismus eindeutig
keinen ,high turnover®. Interessanterweise konnten Khassawna et al. ein gleichzeitiges
Vorliegen von signifikant erhdhten PTH-Werten und gestiegener Sost-Expression nach
18 monatiger Behandlung von Ratten mit OVX sowie Kalzium- und Vitamin-D-armer
Diat ermitteln. Auflerdem war auch in diesem Modell der Knochenmetabolismus ver-
mindert und zeigte Merkmale einer Osteomalazie auf [48]. Junge Frauen mit einem
ausgepragten Vitamin-D-Mangel (25(OH)D < 10 ng/ml), bei denen laborchemisch eine
Osteomalazie wahrscheinlich war, hatten nach einem Monat der Kalzium- und Vitamin-
D-Substitution signifikant niedrigere Serumwerte an PTH und Sclresotin [36]. Diese
Ergebnisse verdeutlichen die Moglichkeit eines gleichzeitigen Auftretens von
gesteigerten Sclerostin- und PTH-Werten bei Vitamin-D-Mangel und einer damit ein-
hergehenden Hypokalzamie. Yao et al. konnten zudem eine gesteigerte Sost-Expres-
sion nach GC-Gabe zeigen [200], womit alles in allem erhdhte Sclerostin-Werte in
OVX+D+S des gegenwartigen Schafmodells wahrscheinlich sind.

Regulation der Mineralfreisetzung durch osteozytédre Osteolyse

Schon 1910 beschrieb von Recklinghausen vergrofierte Osteozytenlakunen bei Patien-
ten mit Osteomalazie und vermutete, dass Osteozyten in der Lage sind aktiv die peri-
lakunare Knochenmatrix abzubauen [141]. Dieses Konzept der ,osteozytaren Osteo-
lyse® wurde lange Zeit kontrovers diskutiert und seit den 1970er Jahren vorerst verwor-
fen. Erst im letzten Jahrzehnt wurde diese Theorie wieder aufgegriffen und in Zusam-
menhang mit der Mineralhomdostase gestellt. Denn die Zelloberflache aller Osteozyten
mit ihren Fortsatzen ist 400-fach groRer als alle Havers- und Volkmannkanéle zusam-
men und 100-fach gréfier als die endostale Oberflache des trabekuldren Knochens
[184]. Wegen dieser riesigen Oberflache und dem direkten bzw. indirekten (Uber den
IFF) Kontakt zu Blutgefalen, besitzen Osteozyten ein groRes Potential den Kalzium-
und Phosphathaushalt des Kérpers zu beeinflussen [197]. Denn wenn jeder einzelne
Osteozyt auch nur wenige Angstrém des ihn umgebenden Knochengewebes abbaut,
so hatte dies einen signifikanten Effekt auf die Serumwerte von Kalzium und Phosphat
[141]. Teti und Zallone erstellten ein theoretisches Modell, in dem Osteozyten unter
physiologischen Bedingungen fahig sind die periosteozytdre Knochenmatrix zu de-
oder remineralisieren, um auf diese Weise schnell auf veranderte Kalzium- und Phos-
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phatwerte zu reagieren. Dabei verandert sich die Morphologie des Knochens nicht,
weswegen auch die mechanische Belastbarkeit unverandert ist. Unter pathologischen
Bedingungen, bei denen der Kalziumbedarf gesteigert ist, wie beispielsweise bei Hy-
pokalzamie oder Laktation (Milchabgabe), werden jedoch die Lakunen durch osteo-
zytare Osteolyse vergroRert, um so mehr Kalzium oder Phosphat fiir den Kérper bereit-
zustellen [184].

Qing et al. konnten beweisen, dass Mause wahrend der Laktation signifikant gréRere
Osteozytenlakunen und eine niedrigere BMD aufwiesen im Vergleich zu nicht saugen-
den Mausen und dass diese Veranderungen nach dem Absetzen wieder vollstandig
ricklaufig waren. In den Osteozyten der Versuchsgruppe wurden dabei osteoklasten-
spezifische Marker wie TRAP, Cathepsin K, MMP13, gewisse Protonenpumpen und die
Carboanhydrase 2 (CAH2) starker exprimiert, bei gleichzeitiger Expression von osteo-
zytenspezifischen Genen wie beispielsweise Sost oder DMP1. Es konnte zudem eine
Reduzierung des periosteozytaren pHs gezeigt werden, welche die Auflésung von HA-
Kristallen zur Folge hatte. Insgesamt deuten diese Ergebnisse auf eine Imitation des
osteoklastaren Knochenabbaus durch die Osteozyten hin. Wie Fluoreszenz-Marker in
dieser Studie zeigten, waren Osteozyten jedoch ebenfalls in der Lage Knochenmatrix
zu sezernieren und auch zu mineralisieren [140]. Vermutlich wird das periosteozytare
Remodeling hauptsachlich durch direkte PTH-Wirkungen an den Osteozyten vermittelt
[197]. So fihrt eine kontinuierliche PTH-Gabe Uber vier Wochen in Ratten zu einer sig-
nifikanten Zunahme der LakunengrofRe [182] und die Ablation des PTH1R in Knockout-
Mausen schitzte diese vor der osteozytaren Osteolyse wahrend der Laktation [140].
Kogawa et al. zeigten, dass auch Sclerostin zu einer Stimulierung der Expression os-
teoklastenspezifischer Gene in Osteozyten flihrt und dass durch die Induktion der CA2
sowohl der periosteozytdre pH abnimmt, als auch Kalziumfreisetzung und GréfRe der
Lakunen zunimmt [93]. Da, wie bereits erlautert, in der aktuellen Studie durch die
spezielle Diat PTH und Sclerostin aller Wahrscheinlichkeit nach erhoht sind, ist eine
gesteigerte osteozytare Osteolyse ein moglicher Mechanismus, der die starke Ab-
nahme der trabekuldren Knochenmasse in OVX+D+S (Abb. 33 & 34, S. 60 f.) bei
niedriger osteoklastarer Resorption (Abb. 39 & 40, S. 66 f.) erklaren kann. Denn auf-
grund der grofdtenteils mit Osteoid bedeckten und deswegen nicht fir Osteoklasten
zuganglichen Trabekeloberflache, sind voraussichtlich nur noch Osteozyten in der
Lage Kalzium fir die Mineralhomdostase bereitzustellen.

Regulation der Mineralisierung durch Osteozyten

Das sowohl bei der osteozytaren Osteolyse als auch bei der osteoklastaren Knochen-
resorption freigesetzte P; erhoht lokal im Mikrokompartiment einer BMU die Phos-
phatkonzentration. Diese kann von benachbarten Osteozyten gemessen werden,
welche daraufhin durch veranderte Genexpression entweder die Mineralisierung initi-

94



5. Diskussion

ieren oder das Uberschissige P; in die Zirkulation abgeben [164]. Sclerostin ist dabei
fir spate Osteoblasten bzw. friihe Osteozyten einer der wichtigsten Regulatoren der
Mineralisierung des neugebildeten Osteoids. Denn diese wird nicht nur von der Kalzi-
umkonzentration oder dem Verhaltnis von PP; zu P; beeinflusst (Kap. 2.2.3., S 17 ff.),
sondern auch von kleinen extrazellularen Proteinen, den sogenannten SIBLINGs
(,small integrin-binding ligand N-linked glycoproteins®). Dazu zahlen unter anderem:
»,matrix extracellular phosphoglycoprotein“ (MEPE), ,dentin matrix protein 1“ (DMP1)
und Osteopontin (OPN). Diese drei Proteine enthalten alle ein Peptid das sogenannte
.acidic serine aspartate-rich MEPE-associated® (ASARM-) Motiv [7, 154]. Dieses
ASARM-Motiv der SIBLINGs hat im phosphorylierten Zustand sowohl auf die Minera-
lisierung als auch auf die Phosphataufnahme einen negativen Einfluss. Die Inhibierung
der Mineralisierung kann jedoch von der Endopeptidase ,phosphate-regulating gene
with homologies to endopeptidases on the X-chromosome® (PHEX) durch Blockierung
bzw. Abbau der ASARM-Motive aufgehoben werden [7, 21]. Wie Atkins et al. zeigten,
hatte Sclerostin in osteozytaren Osteoblasten die Herunterregulierung von PHEX und
die verstarkte Expression von MEPE zur Folge. Dies wiederum fiihrte zu einer
gesteigerten Menge an MEPE-ASARM-Peptiden und zu einem schwacheren Abbau
jener durch die verringerte PHEX-Expression, was insgesamt die Inhibierung der Min-
eralisation nach sich zog. Auflerdem blockierte Sclerostin in den osteozytaren Os-
teoblasten die weitere Differenzierung zu reifen Osteozyten [7]. Dies ist ein entschei-
dender Punkt, denn der Differenzierungsgrad der Osteozyten und die Mineralisierung
des sie umgebenden Gewebes sind untrennbar miteinander verbunden, weswegen
reife Osteozyten nur in vollstandig mineralisiertem Knochen vorkommen [6].

Sowohl die grolkere Menge an ASARM-Peptiden als auch das Absinken der PHEX-Ex-
pression erhdéhen die Produktion des Hormons fibroblast growth factor 23 (FGF23) in
reifen Osteozyten [154, 164]. Weitere lokale Faktoren fir die Ausschittung von FGF23
sind zum einen die erhdhte Pi-Konzentration innerhalb eines Remodelingkomplexes
wahrend des Resorptionsvorganges [163] und zum anderen eine gesteigerte Scle-
rostin-Expression. Dies ist darauf zurickzufihren, dass FGF23 von PHEX abgebaut
wird, welches aber wegen der gesteigerten Sclerostinmenge vermindert produziert wird
[160]. FGF23 inhibiert lokal die Mineralisierung durch Verschiebung von P; in die Zirku-
lation sowie durch Aktivitatssteigerung der NPP1, die vermehrt PP; produziert — den
gréfdten Inhibitor der Mineralisierung [163, 164].

Verschiedene hereditare Erkrankungen des Menschen mit Mutationen im PHEX-Gen
(X-chromosomale hypophosphatamische Rachitis), im FGF23-Gen (Autosomal domi-
nante hypophosphatamische Rachitis) oder im DMP1-Gen (Autosomal rezessive hy-
pophosphatdmische Rachitis) sowie DMP171-Null Mause gehen alle mit erhdhten
Serumwerten an FGF23 einher und weisen gleichzeitig in der Histologie eine Osteoma-
lazie/Rachitis auf [11, 52, 53]. Wenn demzufolge die Behandlung der Schafe mit OVX,
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Diat und Steroiden im vorliegenden Tiermodell, wie oben beschrieben, zu einem
FGF23-Anstieg, einer Veranderung der PHEX/MEPE-Achse sowie einer gesteigerten
Sclerostin-Expression gefiihrt hat, so kénnen dadurch die langsamere und verschlech-
terte Mineralisierung (Abb. 48 & 49, S. 75 f.) sowie der osteomalatische Knochenstatus
(Abb. 36 & 37, S. 63 f.) in der Versuchsgruppe mit Dreifachbehandlung erklart werden.

Regulation der Phosphathomd&ostase und des Energiemetabolismus

Insgesamt gibt es 22 FGFs im menschlichen Koérper, welche diverse Funktionen in Ent-
wicklung, Wundheilung, Angiogenese und dem Metabolismus ausliben. Die meisten
FGFs wirken intrazellulér oder auto- bzw. parakrin und gelangen nicht in die Zirkulation.
Nur FGF23 gehort zu den drei ebenfalls endokrin wirkenden FGFs und kann deswegen
auch systemische Effekte hervorrufen, wenn es von Osteozyten sezerniert wird und
Uber den IFF in den Blutkreislauf gelangt [54]. Die Serumwerte von FGF23 werden
aber nicht nur von den bereits erlauterten Mechanismen bestimmt, sondern auch sys-
temisch gesteuert. So sorgen Vitamin-D-Metabolite fiir eine verstarkte Sekretion von
FGF23, welches wiederum die endogene Vitamin-D-Produktion vermindert, sodass
sich eine negative Rlckkopplungsschleife ergibt [163]. Auch PTH fihrt zu einer ge-
steigerten FGF23-Sekretion, so konnten Rhee et al. zeigen, dass sowohl die exogene
Gabe von PTH als auch ein konstitutiv aktivierter PTH1R eine gesteigerte FGF23-Ex-
pression in Osteozyten und im Serum sowie vergrofierte Osteoidflachen in der
Knochenhistologie zur Folge hat [149]. Physiologischer Weise gibt es auch hier wieder
einen negativen Feedbackmechanismus, bei dem die PTH-Produktion durch erhdhte
FGF23-Werte vermindert wird [163]. Jedoch kénnen unter pathologischen Bedingung-
en diese inhibitorischen Effekte des FGF23 auf die PTH-Sekretion von stimulierenden
Einflissen wie beispielsweise einer Hypokalzdmie oder einem Vitamin-D-Mangel Uber-
deckt werden [9]. Fir den Menschen wurde zusatzlich nachgewiesen, dass auch eine
veranderte Phosphatzufuhr mit der Nahrung die FGF23-Serumspiegel signifikant
verandert [25].

FGF23 bewirkt in der Niere Uber einen FGF-Rezeptor zusammen mit a-Klotho als Ko-
faktor eine Hemmung renaler Phosphattransporter (NaPi-2a), wodurch die Reabsorp-
tion von Phosphat verringert und die Ausscheidung tber den Urin verstarkt wird [54,
145]. Zusatzlich hat FGF23 verschiedene Einflisse auf sogenannte ,Phosphatonins®;
dies sind Peptide, die an der Regulierung des Phosphathaushaltes beteiligt sind, wie
beispielsweise ,secreted frizzled-related protein" (sFRP-4), MEPE oder FGF7 [169].
Auf diese Weise kann FGF23 die Serumwerte an Phosphat effektiv senken [145].
Aufgrund der verstarkten Resorption sind die Phosphatlevel sowohl in OVX+D als auch
in OVX+D+S der aktuellen Studie verglichen mit der Kontrolle (signifikant) erhéht, je-
doch ist auch die Phosphatausscheidung tber den Urin in beiden Gruppen deutlich
grolier [99]. Diese erhohte Exkretion kann zum einen durch die vermutlich erhdhten
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PTH-Spiegel, zum anderen aber auch durch eine gesteigerte osteozytare FGF23-
Sekretion bedingt sein, wie oben beschrieben.

Interessanterweise spielen PHEX, DMP1, MEPE, FGF23 und die ASARM-Peptide
nicht nur bei der Mineralisierung und der Regulation des Phosphathaushaltes eine
entscheidende Rolle, sie kbnnen auch den Energiemetabolismus des Kdrpers beein-
flussen. So kann die Uberexpression von MEPE oder den ASARM-Peptiden in einer
wesentlichen Veranderung des Korperfettanteils sowie des Energiestoffwechsels resul-
tieren, hervorgerufen durch Phosphat- und Vitamin-D-abhangige Beeinflussungen des
Glukose- und Insulinmetabolismus [154]. Rowe postuliert zudem eine Verbindung
zwischen der Regulierung der Phosphatkonzentration mithilfe von FGF23 und dem
Energiemetabolismus [155]. Denn damit Zellen die durch Glukose bereitgestellte Ener-
gie auch verwerten kbnnen, muss genugend Phosphat vorhanden sein, um daraus
ATP zu generieren [137].

Neuere Studien zeigen jedoch in der Tat, dass Knochen als ein endokrines Organ eine
entscheidende Rolle fiir die globale Regulierung des Energiestoffwechsels spielt. So
hat Insulin Gber einen von Osteoblasten exprimierten Insulinrezeptor anabole Wirkung-
en auf den Knochenstoffwechsel [37, 146] und es induziert in spaten Osteoblasten die
Produktion von Osteocalcin (OCN), ein nicht-kollagenes, Vitamin-K-abhangiges Protein
der Extrazellularmatrix [123]. OCN wird posttranslational an drei Stellen carboxyliert,
wodurch es eine hohe Affinitat zu Kalzium und damit auch zu HA-Kfristallen besitzt [37,
146], weswegen es mit in die verkalkte Knochenmatrix eingebaut und als ein Regulator
der Mineralisierung angesehen wird [123]. Die Aktivierung des Insulinrezeptors der Os-
teoblasten fiihrt jedoch auch zu einer verminderten Produktion von OPG, wodurch das
RANK-L/OPG-Verhaltnis steigt und Osteoklastogenese sowie Osteoklastenaktivitat er-
hoht wird. Bei der dadurch vermehrten Knochenresorption werden die HA-Kristalle
durch von Osteoklasten sezernierte Salzsaure aufgeldst, wobei auch das in die Matrix
eingebaute OCN wieder frei wird. Durch den niedrigen pH wird OCN dabei decar-
boxyliert (,undercarboxylated OCN®, ucOCN) und gelangt daraufhin in die Zirkulation
[37, 152]. Auf diese Weise erreicht das ucOCN diverse Zielorgane, in welchen es Uber
einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor, dem GPRCG6A, verschiedenste Wirkungen her-
vorruft [137]. So erhéht es sowohl Proliferation und Insulinsekretion der B-Zellen des
Pankreas als auch die Insulinsensitivitat in Muskel- und Fettzellen [37, 137, 152]. All
diese Effekte konnten bislang jedoch nur in Mausmodellen sicher nachgewiesen wer-
den; klinische Studien am Menschen zeigten bislang nur Korrelationen zwischen OCN-
Serumwerten und Faktoren des Energiemetabolismus [123]. Die wachsende Anzahl an
Berichten aus der Humanmedizin, die eine Verbindung zwischen ucOCN und Glukose-
toleranz festellen, verdeutlicht jedoch die Existenz einer Verbindung zwischen
Knochen- und Energiemetabolismus auch im Menschen [37].
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Nicht zu Letzt beeinflussen Erkrankungen des Glukosestoffwechsels ebenfalls die Ent-
stehung osteoporotischer Frakturen. So ist zum Beispiel die ,Peak Bone Mass*® bei Pa-
tienten mit Diabetes mellitus Typ | durch eine verminderte Knochenformation verringert.
Patienten mit Diabetes mellitus Typ Il hingegen haben eine erhéhte BMD, jedoch ist die
Knochenqualitdt herabgesetzt, weswegen es haufiger zu osteoporotischen Knochen-
briichen bei noch normaler Knochenmasse kommt [67].

Integrative Funktionen der Osteozyten

Zusammenfassend dienen Osteozyten demnach der Integration mechanischer Stimuli
(Be-/Entlastung, Mikroschaden) [89], lokaler Faktoren (Pi-Konzentration, Sclerostin,
FGF23) [6, 154, 164] sowie systemisch wirkender Hormone (Ostrogene, PTH, Vitamin
D, GCs) [6, 36] und regulieren entweder direkt oder indirekt Uber die Sezernierung von
Sclerostin bzw. FGF23: 1) die Osteoklastogenese und Knochenresorption (RANK-L/
OPG-System) [6], 2) die Osteoblastogenese und Knochenformation (WNT-Signalwege)
[102], 3) die Mineralisierung des Osteoids (PHEX, MEPE, DMP1) [7] und 4) den Kalzi-
um- und Phosphathaushalt (osteozytare Osteolyse, FGF23) [6]. Zusatzlich beein-
flussen sie zusammen mit Osteoblasten den Energiestoffwechsel des gesamten Kor-
pers (ASARM-Peptide, ucOCN) [154].

Da es nicht mdglich war alle Farbemethoden oder ELISA-Techniken, die fir Kleintiere
oder Menschen entwickelt wurden, auch fiir das Schaf zu etablieren, konnten im vor-
liegenden GroRtiermodell leider zu den meisten dieser Signalwege und Botenstoffen
nur Vermutungen angestellt werden. Es bedarf somit noch weiterer Arbeit, um wichtige
Hormone wie PTH und FGF23 im Serum bestimmen sowie entscheidende lokale Re-
gulatoren wie Sclerostin und PHEX/MEPE auch im Knochenschnitt anfarben zu kon-
nen. Einige der oben erwahnten Effekte wurden zum Teil als transient [93] oder selbst-
limitierend [6] beschrieben, weswegen die Evaluation mehrerer Zeitpunkte wiinschens-
wert ware.

5.5. Das Schaf als geeignetes Osteoporosemodell

Die Food and Drug Administration (FDA) sieht in ihren ,Richtlinien flr die praklinische
und Klinische Untersuchung von Wirkstoffen zur Behandlung oder Pravention der
postmenopausalen Osteoporose® vor, flr die experimentelle Analyse der Osteoporose
zwei unterschiedliche Tierarten zu nutzen. Diese sollten sowohl ein OVX-Rattenmodell
als auch ein Grofdtiermodell aus nicht-Nagetieren beinhalten [5, 47]. Die Experimentelle
Unfallchirurgie in Gie3en entwickelte mehrere OVX-Rattenmodelle [12, 18, 48], welche
dem vorliegenden Schafmodell als Grundlage dienten.

Schafe eignen sich besonders gut als Osteoporosemodell, da sie preiswert und leicht
erhaltlich sowie einfach zu halten sind [47]. Zudem entsprechen Koérpergrofle sowie
Gewicht in etwa dem Menschen und der initial plexiforme Knochen wird innerhalb von
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drei bis vier Jahren in Lamellenknochen mit Osteonen umgebaut, sodass sowohl bio-
mechanische Tests am Schafknochen durchgeflihrt als auch neue Knochenersatzma-
terialien sowie Implantate eingebracht werden kénnen [47, 135]. Unterschiede ergeben
sich hier hauptsachlich in der Wirbelsaule, weil diese horizontal gelegen ist und somit
eine wesentlich gréliere Muskelspannung notwendig ist, damit es nicht zu einer Hyper-
extension kommt. Aber auch wegen der unterschiedlichen Gelenkstellung (gebeugte
Extremitaten), wirken grofiere Spannungen auf die grofsen Knochen der Extremitaten
im Vergleich zum Menschen [2]. Aufgrund dieser Unterschiede in der biomechanischen
Belastung und wegen eines Zyklus ohne Menopause erfahren Schafe selten auf natir-
liche Weise eine Osteoporose [47]. Die bilaterale Ovariektomie ist demzufolge not-
wendig, um einen postmenopausalen Knochenstatus hervorzurufen. Da die Tiere aber
in der Lage sind extragonadal (z.B. im Fett- oder Hautgewebe) Ostrogene zu produ-
zieren [174] und ein im Vergleich zum Menschen wesentlich geringerer Ostrogen-
spiegel ausreichend ist die trabekuldare Knochenmasse aufrechtzuerhalten, wird eine
zusatzliche Therapie beispielsweise durch Diat oder Steroidgabe [124] empfohlen, um
definitiv einen osteoporotischen Knochenstatus hervorzurufen [47].

Es gibt jedoch auch Einschréankungen bei diesem Tiermodell. Da Schafe Wiederkduer
sind und in ihren Magen eine mikrobielle Fermentation der Nahrung stattfindet, kdnnen
die meisten Medikamente nicht per os appliziert werden, sodass vor allem die subku-
tane Injektion in Frage kommt [47]. Haufige s.c. Injektionen von GCs bedeuten jedoch
einen erheblichen Stress fir die Tiere und flhren zu Nebenwirkungen wie Wollausfall,
Hautinfektionen und cushingoides Erscheinungsbild. Um solche Nebenwirkungen zu
minimieren wurde die Gesamtmenge an Methylprednisolon in der vorliegenden Studie
auf wenige Hochdosis-Injektionen verteilt. Denn es konnte gezeigt werden, dass das
Reduzieren einer gleichen kumulativen GC-Dosis auf wenige Administrationen das
Auftreten von Nebenwirkungen signifikant verringert, ohne dabei die Effekte auf den
Knochenstatus zu beeinflussen [92].

Desweiteren zeigen Studien eine saisonale Beeinflussung der Knochendichte von
Schafen auf. Demnach ist die BMD in Wintermonaten bis etwa 5% niedriger als in
Friahlings- und Sommermonaten [5]. Um diese Effekte mdglichst gering zu halten wur-
den alle Ergebnisse mit der Kontrollgruppe des selben Zeitpunktes verglichen und
zusatzlich Merinolandschafe fir die aktuelle Studie genutzt, bei welchen ein circan-
nualer Rhythmus der BMD durch die Jahreszeiten nicht beschrieben sind.

Um Rassenunterschiede auszuschlieRen und die Vergleichbarkeit zwischen den Grup-
pen zu gewabhrleisten, wurden nur Schafe der selben Rasse genutzt. Zudem erfolgte
die Aufteilung auf die einzelnen Gruppen randomisiert und kontrolliert, sodass der Al-
tersmedian in jeder Gruppe in etwa gleich war. Trotzdem ist ein standardisierter Ver-
gleich nicht vollstandig mdglich gewesen, da Kontrolle und OVX im Sommer auf der
Weide gehalten wurden und die Futtermenge pro Tier nicht Uberprtift werden konnte.
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Insgesamt zeigt die hier vorliegende experimentelle Arbeit, dass eine bloRe Ovariek-
tomie bei Schafen nach acht Monaten nicht zu einem osteoporotischen Knochenstatus
fuhrt und dass auch der Knochenmetabolismus nur geringfligig beeintrachtigt ist. Eine
zusatzliche kalzium- und Vitamin-D-arme Diat vergréRerte die Heterogenitat innerhalb
der Gruppe, signifikante Veranderungen des Knochenstatus oder -metabolismus waren
jedoch ebenfalls nicht zu erkennen. Nur die Dreifachbehandlung aus OVX, Diat und
Steroiden reduzierte den Knochenstatus signifikant. Dabei zeigte der verminderte
Knochenkatabolismus, dass sich die Versuchstiere in der zweiten Phase einer Gluco-
corticoid-induzierten Osteoporose befanden [151]. Die Analyse des Knochenanabolis-
mus hingegen ergab das Vorliegen eines osteomalatischen Knochenstatus [117].
Erhéhte PTH-Werte bedingt durch Hypokalzamie und Osteomalazie konnten eine ver-
minderte Sekretion von Sclerostin durch die Osteozyten zur Folge haben. Dies wirde
die erhohten Osteoblasten- sowie die verringerten Osteoklastenparameter in
OVX+D+S erklaren und auf eine Mineralisierungsstérung aufgrund der niedrigen Vita-
min-D-Serumwerte schliel3en lassen. Jedoch sind die niedrigen Kalzium- und Vitamin-
D-Level sowie die erhéhte Phosphatausscheidung im Urin nicht mit einem Sclerostin-
mangel kompatibel [159].

Die primare Funktion des Vitamin D ist die Aufrechterhaltung der Kalziumhomd&ostase
hauptsachlich durch die Regulierung der Kalziumaufnahme Uber den Darm. Bei nor-
malem Serumkalzium hat Vitamin D deswegen keinen Einfluss auf die Mineralisierung
oder die Knochenresorption. Doch bei negativer Kalziumbilanz, welche in der aktuellen
Studie in OVX+D+S vorlag, fuhrt Vitamin D zu einer RANK-L-abhangigen Steigerung
der Knochenresorption sowie zu einer Mineralisierungsinhibierung, um Kalzium in die
Zirkulation zu verschieben, denn die Aufrechterhaltung der Kalziumkonzentration im
Serum hat eine hohere Prioritat als die Skelettgesundheit [15, 104]. Die selektive Abla-
tion des Vitamin-D-Rezeptors in Osteoblasten und Osteozyten schitzt den Knochen
vor dieser Mineralisierungshemmung [105] und flhrt zu einer erhdhten Osteoblasten-
anzahl und gesteigerten ALP-Aktivitat [179] in vitro und in vivo [15]. Diese Daten liefern
eine Erklarung fir die erhdhten Osteoblastenparameter in OVX+D+S, denn die
vorherrschende starke Hypovitaminose D (Werte gegen Null) kommt einer Ablation des
Vitamin-D-Rezeptors nahe. Zusammen mit der im vorherigen Kapitel erlauterten Inhi-
bierung der Mineralisierung durch Sclerostin lassen sich die Ergebnisse des Knochen-
anabolismus im vorliegenden Versuch auf diese Weise plausibel erklaren.

Auch wenn es in der aktuellen Studie nicht gelungen ist die Pathophysiologie einer
postmenopausalen bzw. Glucocorticoid-induzierten Osteoporose exakt zu imitieren, da
der Knochenmetabolismus sowohl Merkmale einer Osteoporose als auch einer Os-
teomalazie aufweist, wird die klinische Relevanz dieses Schafmodells durch jingste
epidemiologische Studien unterstrichen. So zeigte eine dieser Studien, dass gerade
einmal 28% von Uber 9000 Patientinnen Uber 65 Jahren mit Huftfraktur eine BMD
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kleiner 2,5 SD hatten und damit die Diagnose Osteoporose erfiillten [181]. Jedoch wird
der Einfluss einer Hypovitaminose D und der daraus entstehenden Osteomalazie noch
immer unterschatzt. So weisen im allgemeinen unfallchirurgisch-orthopadischen
Krankengut in Deutschland etwa 60% der Patienten einen starken (< 20 pg/l) und 86%
einen leichten Vitamin-D-Mangel (20-30 upg/l) auf [109, 144]. In einer weiteren
deutschen Studie konnte anhand von 675 Beckenkammbiopsien ein signifikanter
Anstieg der Osteoidmenge bei 25-OH-Vitamin-D-Serumwerten von unter 30 g/l
aufgezeigt werden. Mehr als ein Viertel aller untersuchten Patienten hatte ein Osteoid-
pro Knochenvolumen von uber 2% und erfiullte damit selbst die restriktivsten Diag-
nosekriterien der Osteomalazie [138]. Seitz et al. untersuchten Serumparameter und
Femurkopfbiopsien bei 103 Patienten mit Schenkelhalsfraktur und konnten dabei sig-
nifikant erniedrigte Werte fur 25-OH-Vitamin-D und Kalzium sowie signifikant erhohte
Werte fur PTH und ALP feststellen. Aul3erdem zeigten die Knochenproben eine Ab-
nahme von Knochenvolumen und Trabekeldicke sowie eine Steigerung der Osteoid-
flache. Dies erhohte die Heterogenitat der Mineralisierung und spielt damit eine erheb-
liche Rolle bei der Entstehung von Schenkelhalsfrakturen [168]. Aus diesen Daten ist
ersichtlich, dass das Auftreten einer Osteomalazie und die dadurch erhéhte Frakturan-
falligkeit in der Klinik haufig unterschatzt wird.

Insgesamt ist es also mdglich Uber einen Zeitraum von acht Monaten mit der Kombina-
tion aus Ovariektomie, kalzium- und Vitamin-D-armer Diat und Steroidinjektionen einen
reduzierten Knochenstatus im Schaf hervorzurufen, welcher mit einem osteoporotisch-
en Knochenstatus des Menschen vergleichbar ist. In Zukunft kann dieses Modell dem-
nach genutzt werden, um biomechanische Belastungsproben am osteoporotischen
Knochen durchzufiihren sowie neuentwickelte Implantate und Prothesen zu testen.
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Zusammenfassung

Osteoporose ist eine systemische Skeletterkrankung mit erhdhter Frakturanfalligkeit
aufgrund eines Knochenmasseverlustes sowie einer Verschlechterung der Mikroar-
chitektur des Knochens. Die Pravalenz der Osteoporose bei Giber 50-Jahrigen liegt fur
Frauen in etwa bei 24% und fir Manner bei 6%, steigt jedoch mit zunehmendem Alter
weiter an. Das Lebenszeitrisiko eine mit Osteoporose assoziierte Fraktur zu erleiden
betragt flr Frauen bis 50% und flr Manner bis 22%. Diese Frakturen stellen nicht nur
eine enorme Belastung fir das Gesundheitswesen dar, sondern gehen haufig mit
Komplikationen in der operativen Versorgung sowie der Knochenheilung einher und
haben weitreichende Folgen fiir die Patienten. Atiologisch resultieren alle Formen der
Osteoporose aus einer Entkopplung von Knochenaufbau und -abbau wahrend des
Remodelingprozesses und flhren so zu einer verminderten Knochenstarke.

Diese experimentelle Studie diente der Etablierung eines osteoporotischen Grolfitier-
modells, um nachfolgend neue Materialien und Implantate im erkrankten Knochen
unter menschenahnlichen Bedingungen testen zu kénnen. Dazu wurden 31 weibliche
Merinolandschafe in vier Gruppen aufgeteilt und erfuhren folgende Behandlungen: 1)
unbehandelte Kontrolle, 2) bilaterale Ovariektomie (OVX), 3) OVX und kalzium- sowie
Vitamin-D-arme Diat (OVX+D) und 4) OVX, Diat und Steroidinjektionen (OVX+D+S).
Nach acht Monaten wurden die Tiere euthanasiert und Femur sowie LWK4 entnom-
men. Die deskriptive sowie histomorphometrische Analyse des trabekularen Knochens
erfolgte mithilfe der Toluidinblau sowie der Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbung. Die alka-
lische Phosphatase (ALP) Farbung diente zur Bestimmung von Menge und Aktivitat der
Osteoblasten. Mithilfe der Tartrat-resistenten sauren Phosphatase (TRAP) Farbung
wurde Menge und Aktivitat der Osteoklasten ermittelt. Zur Evaluierung der Osteoklas-
togenese wurde RANK-L und OPG immunhistochemisch angefarbt. Die Minera-
lisierungsrate konnte durch in vivo injizierte Fluoreszenz-Marker bestimmt werden.
OVX zeigte keine Veranderungen der Trabekelparameter aber eine leichte Erhéhung
des Knochenkatabolismus. In OVX+D war die Heterogenitat sehr grof3, jedoch konnten
keine wesentlichen Einflisse auf Knochen oder Metabolismus ausgemacht werden.
Erst die zusatzliche Steroidgabe fuhrte zu einem Knochenmasseverlust, wobei der re-
duzierte Knochenkatabolismus auf die Entstehung einer Glucocorticoid-induzierten Os-
teoporose (GIO) hindeutete. Der erhdhte Knochenanabolismus sowie eine ebenfalls
vorliegende Mineralisierungsstérung verdeutlichten, dass sich gleichzeitig eine Osteo-
malazie entwickelte. Zusammen mit neuen Studien, die eine wesentlich gréRere Hau-
figkeit der Osteomalazie beweisen als bislang angenommen, zeigt die vorliegende Ar-
beit, dass die Dreifachbehandlung (OVX+D+S) von Schafen ein geeignetes Osteo-
porosemodell darstellt und somit auch fir zukinftige Versuche am erkrankten Knochen
relevant ist. Diese Arbeit demonstriert zudem die aufRerordentliche Rolle, welche Os-
teozyten bei der Regulierung des Knochenmetabolismus spielen.
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Summary

Osteoporosis is a systemic skeletal disorder with increased fracture risk due to loss of
bone mass and microarchitectural deterioration of bone tissue. The prevalence of os-
teoporosis in people prior to 50 years of age is about 24% for women and 6% for men
and continues to raise with increasing age. The lifetime risk to sustain an osteoporosis-
associated fracture is up to 50% for women and 22% for men. These fractures consti-
tute not only an enormous burden for the health care system, but also involve compli-
cations in the surgical treatment as well as bone healing defects and thus have exten-
sive consequences for patients. All forms of osteoporosis causally result from an un-
coupling of bone resorption and bone formation during the remodeling process, which
leads to a lower bone strength with higher fracture risk.

The aim of this study was to establish a large animal model for osteoporosis to subse-
quently test new bone graft materials and implants in diseased bone under human-like
conditions. Therefor 31 female merino sheep were divided in four groups and treated
with: 1) untreated control, 2) bilateral ovariectomy (OVX), 3) OVX plus calcium and vit-
amin D deficient diet (OVX+D) and 4) OVX, diet plus steroid injections (OVX+D+S).
After eight months of treatment the animals were euthanized and femur and spine
samples were collected. A descriptive as well as a histomorphometric analysis was per-
formed in Toluidine blue and in Hematoxylin-Eosin (HE) staining. The alkaline phos-
phatase (ALP) staining was used to determine the amount and activity of osteoblasts.
Whereas the determination of the amount and activity of osteoclasts was done by the
Tartrat-resistent acid phosphatase (TRAP) staining. To evaluate the osteoclastogenesis
an immunhistochemical staining of RANK-L and OPG was performed. The mineral ap-
position rate was calculated by use of in vivo fluorescent labeling.

OVX showed a light increase in bone catabolism but no changes in trabecular parame-
ters. OVX+D was very heterogeneous but there were no crucial influences on the bone
metabolism. Only the additional steroid administration resulted in a significant loss of
bone mass and microarchitectural changes. The reduced bone catabolism indicates,
that steroids cause a glucocorticoid-induced osteoporosis (GIO). Whereas the bone
anabolism was enhanced and the mineralization was impaired, which together illus-
trates the simultaneous development of osteomalacia. New surveys show, that osteo-
malacia is more common than thought. Together with the results from the present study
this indicates, that the tripple treatment (OVX+D+S) of sheep is an appropriate model
for osteoporosis and is therefor relevant for future experiments on diseased bone. This
work also demonstrates the outstanding role of osteocytes in regulation of bone me-
tabolism.
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Toluidinblau-Farbung
Farbelbésung

Toluidinblau O-Pyronin G:

1) 8 g Natrium-Tetraborat (1.06306.0250, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)

2) 8 g Toluidinblau O (1B 481, Fa. Chroma, VT, USA)
3) 2 g Pyroin G (7518, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)
4) 1000 ml Aqua dest.

Farbeprotokoll

Entparaffinieren der Schnitte in Xylol

Absteigende Alkoholreihe (100%, 96%, 80%, 70%)

Spullen mit Aqua dest.

Farben mit Toluidinblau O-Pyronin G 1+1 in Aqua dest.

Spullen mit Aqua dest.

Entwéssern in aufsteigender Alkoholreihe (70%, 80%, 96%, 100%)
Entwéassern in Xylol

Eindecken mit DePex (Fa. VWR, PA, USA)

Alkalische Phosphatase (ALP) Farbung
Farbelésungen

2x5min
je 5 min
5 min

1 min

3 x

je 2 min

2 X 5 min

Tris-Puffer: 121,1 g Tris (Trizma Base, Sigma T6066, Fa. Sigma-Aldrich, MO, USA) auf

11Aquadest. =1 M

BCIP/NBT Phosphatase Substrat: fertiges Substrat (508108, Fa. KPL, MD, USA)
Kernechtrot-Aluminiumsulfat: Fertigldsung (N069.1, Fa. Carl Roth GmbH+Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland)

Farbeprotokoll

Entparaffinieren der Schnitte in Xylol

Absteigende Alkoholreihe (100%, 96%, 70%)

Spillen mit Aqua dest.

Spuilen mit 0,1 M Tris-Puffer, pH 9,4

Schnitte mit Pap-Pen einkreisen

Farben mit BCIP/NBT Phosphatase-Substrat in Feuchtkammer bei 37°C
Spulen mit Aqua dest.

Gegenfarben mit Kernechtrot-Aluminiumsulfat

Spullen mit Aqua dest.
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Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe (70%, 96%, 100%) je 2 min
Entwéassern in Xylol 2 x5 min

Eindecken mit Vitro-Clud (Fa. R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland)

Tartrat-resistente saure Phosphatase (TRAP) Farbung
Farbelbésungen
Natriumacetatpuffer: 0,1 M = 8,203 g/l (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)
TRAP-Farbelbsung:
1) 35 mg Naphtol-AS-TR-Phosphat (N6125, Fa. Sigma-Aldrich, MO, USA)
) 125 pl N-N-Dimethylformamid (DMF) (D-4551, Sigma-Aldrich, MO, USA)
3) 57,5 mg Na-Tartrat (1.06663.0250, Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)
) 35 mg Echtrotsalz (Fast Red TR Salt) (89453-69-0, Fa. Sigma-Aldrich, MO,
USA)
5) 25 ml 0,1 M Natriumacetatpuffer, pH 5,2
Instant Hamatoxylin (Fa. Shandon Inc, PA, USA) 1+3 in Bidest

Féarbeprotokoll
Entparaffinieren der Schnitte in Xylol 2 x5 min
Absteigende Alkoholreihe (100%, 96%, 70%) je 5 min
Spullen mit Aqua dest. 2 x5 min
Spulen mit 0,1 M Natriumacetatpuffer, pH 5,2 10 min

Schnitte mit Pap-Pen einkreisen

Farben mit TRAP-Farbelésung in Feuchtkammer bei 37°C 50 min
Spillen mit Aqua dest. 3 X
Gegenfarben mit Instant Hamatoxylin 1 min

Spillen mit Aqua dest.
Spillen mit Leitungswasser 10 min
Spulen mit Aqua dest.

Eindecken mit Kaisers Glyceringelantine (Fa. Merck, Darmstadt, Deutschland)

Immunhistochemische Farbungen
Farbelésungen
Tris-Waschpuffer:

1) Stammldésung: 121,14 g Tris Base (Tris-Pufferan, Fa. Carl Roth GmbH & Co.
KG, Karlsruhe, Deutschland) + 175,32 g NaCl in 1000 ml Aqua dest.; mit 25%
Salzsaure auf pH 7,4 einstellen

2) TBS-Puffer: Stammldsung 1:20 mit Aqua dest. verdiinnen

105



Anhang

3) Tris-Waschpuffer: TBS-Puffer + 0,025% Triton-X-100 (Fa. Merck, Darmstadt,
Deutschland)
Citratpuffer:
1) 41 ml 0,1 M Natriumcitrat in 400 ml Aqua dest.
2) mit 0,1 M Zitronensaure auf pH 6,0 einstellen
3) mit Aqua dest. auf 500 ml auffillen
BLOXALL™-Lésung (SP-6000, Fa. Vector, CA, USA)
Serumblockade:
1 Tropfen Universalserum (S-2000, Vector, CA, USA) + 5 ml TBS-Puffer
ABC-AP Komplex (AK-5000, Fa. Vector, CA, USA):
5 yl Reagenz A + 5 ul Reagenz B + 500 ul TBS-Puffer
Magenta Rot Komplex (SK-5100, Fa. Vector, CA, USA):
5 ml 150 mM Tris-HCI Puffer pH 8,3 + je zwei Tropfen Reagenz 1, 2 und 3
Verdinnungspuffer (S0809, Fa. Dako, CA, USA)

Farbeprotokoll
Entparaffinieren der Schnitte in Xylol 2 x5 min
technisches Aceton 10 min
technisches Aceton + Tris-Waschpuffer (1:1) 2 x5 min
Spulen mit Tris-Waschpuffer 2 x 10 min
Vorverdau mit Citratpuffer pH 6,0 1h
Spilen mit Tris-Waschpuffer 2 x5 min
Blockierung der endogenen Peroxidase und ALP mit BLOXALL™-Lésung 10 min
Spulen mit Tris-Waschpuffer 5 min
Serumblockade mit Universalserum 20 min
Inkubation mit Primarantikérper (RANK-L / OPG) bei 4°C Uber Nacht
Spullen mit Tris-Waschpuffer 3 X
Inkubation mit Sekundarantikérper 30 min
Spulen mit Tris-Waschpuffer 2 x5 min
ABC-AP Komplex 30 min
Spulen mit Tris-Waschpuffer 2 x5 min
Spulen mit Aqua dest. 5 min
Magenta Rot Komplex 27 min

Spullen mit Leitungswasser
Eintauchen in 70% Alkohol
Entwéassern in 100% Alkohol 10 min

Eindecken mit Vitro-Clud (Fa. R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland)
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Herstellung der Injektionslésungen fiir die Fluoreszenz-Marker
Injektionslésungen
Alizarin Complexone (A3882, Fa. Sigma-Aldrich, MO, USA):
1) 3% in Aqua inj. mischen mit
2) 2% NaHCOs3 (Cellpure HNO01.1, Fa. Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland), ergibt pH 7,4
3) sterile Filtrierung: Faltenfilter und 0,22 um Filter
Calcein (C0875, Fa. Sigma-Aldrich, MO, USA):
1) 3% in Aqua inj. mischen mit
2) 4% NaHCOs3 (Cellpure HNO0O1.1, Fa. Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland), ergibt pH 7,4
3) sterile Filtrierung: 0,45 ym Filter und 0,22 um Filter
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